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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

1.1.1 Das lymphatische System

Das Immunsystem verfugt tber ein Netzwerk von spezialisierten Immunorganen, den soge-
nannten lymphatischen Organen, die es ermdglichen, schnell eine grof3e Anzahl von Immun-
zellen zu produzieren und so die Ausbreitung von Infektionen im Kérper zu stoppen. Sie sind
ein wichtiger Ort der Reifung, Aktivierung und Proliferation von Immunzellen und somit essen-
ziell fur eine adaquate Immunantwort. Knochenmark und Thymus bilden die primaren lympha-
tischen Organe, da sie fir die Bildung und Reifung von Immunzellen verantwortlich sind. So
werden im Knochenmark nahezu alle Zellen des Blutes inklusive der Immunzellen aus pluri-
potenten hamatopoetischen Stammzellen (Hamazytoblasten) gebildet. Die entstehenden Vor-
lauferzellen unterlaufen weitere Entwicklungsreihen wie Erythro-, Thrombozyto-, Lymphozyto-
, Granulozyto- und Monozytopoese, die jeweils unterschiedliche Blut- bzw. Immunzellen her-
vorbringen, die anschlie3end ins Blut und ins Gewebe migrieren [1]. Wéahrend die Reifung und
die somatische Rekombination der leichten und die schweren Ketten der Antikdrper in B-Zellen
im Knochenmark stattfindet, wandern die T-Zellen fir ihre Reifung aus dem Knochenmark in
den Thymus, indem sie eine positive und negative Selektion durchlaufen. Nach der Reifung
siedeln sich die meisten T- und B-Zellen in den sekundéren lymphatischen Organen (SLO) an.
Diese umfassen die Lymphknoten, die Milz, die Tonsillen und das Mukosa-assoziierte lympha-
tische Gewebe [2]. SLOs bilden den Ort an dem die Aktivierung von T-Zellen durch dendriti-
sche Zellen (DCs) sowie die Aktivierung der B-Zellen durch die T-Zellen stattfindet, womit sie
eine Art zentrale Schaltstelle fir adaptive Immunantworten darstellen [2]. Der Transport von
Immunzellen durch den Korper erfolgt sowohl im Blut als auch in der Lymphe durch die Lymph-
kapillaren die in allen Geweben mit Ausnahme des Zentralnervensystems verteilt sind. Die
Lymphkapillaren drainieren tber die zufihrenden Lymphgefalie in die Lymphknoten, welche
als Sammelstellen und Filterorgane fir die Lymphe inklusive der Immunzellen dienen. Anders
als der Blutkreislauf ist das lymphatische System kein geschlossenes Kreislaufsystem. Denn
die gesamte Lymphe drainiert von den Lymphknoten zu den efferenten Lymphgefaf3en unidi-
rektional Uber den Ductus thoracicus in die Vena jugularis interna und die Vena subclavia in
den Blutkreislauf. Auf diesem Weg werden sowohl Immunzellen als auch Krankheitserreger
und Zellfragmente aus dem ganzen Kérper in die lymphatischen Organe transportiert und kon-

nen dort eine entsprechende Immunantwort induzieren.
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1.1.2 Die angeborene Immunantwort

Die erste Verteidigungslinie der angeborenen Immunantwort bilden die physikalischen
und chemischen Barrieren wie die Haut und Schleimhaute des Magen-Darm-Traktes
sowie die respiratorischen Epithelien, die zahlreiche Enzyme und kdrpereigene anti-
mikrobielle Peptide enthalten. Werden diese Barrieren durch die Krankheitserreger
durchbrochen, kommt es zur Aktivierung des Komplementsystems. Das Komplement-
system besteht aus ca. 30 verschiedenen Plasmaproteinen und kann durch spezifi-
sche Antikorper oder Antikorper-unabhangig aktiviert werden, weshalb es sowohl im
Rahmen der angeborenen als auch der adaptiven Immunantwort eine essentielle Rolle
spielt. Das Komplementsystem binden an die Oberflache der Krankheisterreger (Op-
sonisierung) und bildet den Membran-Angriffskomplex wodurch es zu Porenbildung in
der Membran und Lyse des Krankheitserregers kommt. Des Weiteren lockt es die Im-
munzellen des angeborenen Immunsystems, darunter Makrophagen, Monozyten,
neutrophile Granulozyten und DCs, an und leiten die Phagozytose des opsonisierten
Krankheitserregers oder dessen Bestandteile ein [2].

Die Aktivierung der Immunzellen des angeborenen Immunsystems erfolgt durch die
Erkennung von bestimmten Strukturen von Krankheitserregern, die ,pathogen-associ-
ated molecular patterns (PAMPs), sowie durch Bestandteile von kérpereigenen ge-
schadigten Zellen die in den extrazellularen Raum entlassen werden, die ,danger-
associated molecular patterns® (DAMPs). Die Erkennung von PAMPs und DAMPs er-
folgt Uber spezielle Rezeptoren, die ,pattern recognition receptors® (PRRs). Dazu ge-
héren vor allem die membrangebundenen Toll-like Rezeptoren (TLRs) und die intra-
zellularen NOD-like Rezeptoren (NLRs). Die Stimulation von TLRs und NLRs I6st eine
Signalkaskade aus bei der pro-inflammatorische Zytokine wie Interleukin (IL)-13, TNF,
IL-6 sowie zahlreiche Chemokine exprimiert werden, wodurch eine Entziindungsreak-
tion induziert wird [2].

Granulozyten sind die ersten Immunzellen die Uber den Blutkreislauf mittels Chemoki-
nen zum Infektionsort gelockt werden und dort eine akute Entziindung ausldsen,
wodurch weitere Immunzellen des angeborenen und adaptiven Immunsystems ange-
lockt werden. Sie werden aufgrund der verschiedenen Komposition der Granulavesikel
in drei Typen eingeteilt: neutrophile, basophile und eosinophile Granulozyten. Neutro-
phile, auch ,polymorphonuclear leukocytes” (PMNs) genannt, bilden mit ca. 40 — 70 %
aller im Blut zirkulierenden Leukozyten die grof3te Population. Neben ihrer Fahigkeit

Krankheitserreger zu phagozytieren und zu zerstéren, koénnen neutrophile
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Granulozyten sogenannte ,neutrophil extracellular traps® (NETSs, siehe 1.4) bilden. Da-
bei wird die DNA ausgestattet mit verschiedenen antimikrobiellen Proteinen und Pep-
tiden in den extrazellularen Raum entlassen, wodurch Krankheitserreger eingefangen
und abgetttet werden und deren Ausbreitung im Organismus verhindert wird [3].

Ahnlich wie Neutrophile sind Makrophagen in der Lage eingedrungene Pathogene zu
phagozytieren und zu zerstoren. Im Gegensatz zu Neutrophilen, die hauptsachlich im
Blut vorkommen und nur wenige Stunden bis Tage leben, kénnen sich Makrophagen
in allen Geweben des Kérpers ansiedeln und dort fur langere Zeit persistieren. Ge-
websresidente Makrophagen wie Langerhans-Zellen nehmen Verédnderungen in der
Gewebs-Homoostase wahr, die bei Verletzungen oder wahrend Infektionen auftreten,
worauf eine Entziindungsreaktion induziert wird. Dabei produzieren sie wiederum Zy-
tokine und Chemokine, die andere Immunzellen an den Entzindungsort locken und
deren Aktivierung induzieren [4, 5]. Makrophagen werden grob in zwei Populationen
unterteilt: A) die klassisch-aktivierten (IFN-y + PAMPs/DAMPS) pro-inflammatorischen
M1 Makrophagen, die vor allem bei der Bekdmpfung von Krankheitserregern und der
Initiation von Entzindungsreaktionen beteiligt sind und damit eine Komponente der
angeborenen Immunantwort darstellt; B) die alternativ-aktivierten (IL-4 und IL-13) anti-
inflammatorischen M2 Makrophagen die eine wichtige Rolle im Rahmen der Wundhei-
lung und Regeneration von Geweben spielen [6]. DCs sind im Vergleich zu Neutrophi-
len und Makrophagen weniger an der direkten Eliminierung von Krankheitserregern
beteiligt, jedoch spielen sie eine zentrale Rolle bei der Aktivierung der adaptiven Im-
munantwort. Sie nehmen Krankheitserreger und Zelltrimmer durch Phagozytose auf
und prozessieren diese intrazellular durch proteosomalen Abbau zu spezifischen Pep-
tidsequenzen (Antigene). Anschlieend wandern die aktivierten DCs in den drainie-
renden Lymphknoten, wo sie die spezifischen Antigene Uber bestimmte Rezeptoren,
sogenannte Haupthistokompatibilitdtskomplexe (MHCs) auf ihrer Zelloberflache an die
T-Zellen prasentieren und so die adaptive Immunantwort aktivieren. Die MHCs werden
in zwei Klassen unterteilt: MHC der Klasse | (MHC-I) und MHC der Klasse Il (MHC-II).
MHC-I wird auf allen kernhaltigen Zellen exprimiert und dient zu Prasentation von zell-
eigenen (endogenen) Peptidsequenzen. Immunzellen wie CD8* zytotoxische T-Lym-
phozyten (CTL) und natirliche Killerzellen (NKs) kénnen so Uber das MHC-I zwischen
gesunden und von Virus infizierten Zellen unterscheiden. Das MHC-II wird nur von
professionellen Antigen-prasentierenden Zellen (APCs), wie DCs, Makrophagen und

B-Zellen, exprimiert. Uber MHC-II werden durch Phagozytose extrazellular
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aufgenommene Antigene an CD4*T-Helferzellen (Th) prasentiert, worauf eine entspre-

chende adaptive Immunantwort ausgelost wird (1.1.3) [2].

1.1.3 Die adaptive Inmunantwort

Im Gegensatz zu dem breiten Wirkungsspektrum von Immunzellen des angeborenen
Immunsystems gegenuber Krankheitserregern, zeichnet sich die adaptive Immunant-
wort vor allem fur die hohe Spezifitat gegentber bestimmten Antigenen und der Aus-
bildung eines immunologischen Gedachtnisses aus. Das adaptive Immunsystem wird
grob in zwei Komponenten unterteilt: Die T-Zellvermittelte zellulare Immunantwort und
die von B-Zellen induzierte humorale Immunantwort, bei der antigenspezifische Anti-
kérper produziert werden.

Nach der Reifung im Thymus wandern die naiven T-Zellen in die Lymphknoten und
Milz und haben dort taglich Tausende von Kontakten mit den DCs, bis sie auf ihr spe-
zifisches, auf einem MHC Molekll prasentiertes, Antigen treffen. Die Einwanderung
von Lymphozyten in die SLOs (Homing) wie Lymphknoten und Milz wird durch die
Expression von Chemokinen (CXCL2, CCL2, CCL19, CXL1 etc.) und von Adhésions-
molekullen (Selektine, Integrine und Molektle der Immunglobulin-Superfamilie) vermit-
telt die das Rollen der Zellen an der Endotheloberflache sowie deren feste Adh&sion
und Transmigration in die T-Zell-Zonen erméglichen. Sobald eine naive T-Zelle ihr
spezifisches Antigen erkannt hat, wird sie spezifisch aktiviert und zur Proliferation an-
geregt. Diese Antigen-spezifischen T-Zellen verbleiben zunachst in der T-Zell-Zone
des SLOs. Im Anschluss verlassen die meisten Effektor-T-Zellen die lymphatischen
Organe und gelangen wieder in den Blutkreislauf um von dort an den Ort der Entziin-
dung zu migrieren. Ein Teil der aktivierten Effektor T-Zellen migriert in die germinalen
Zentren der SLOs, wo sie mit B-Zellen interagieren, diese aktivieren und deren Diffe-
renzierung zu antikorperproduzierenden Plasmazellen induzieren [2, 7].

Eine erfolgreiche Aktivierung (Priming) von naiven T-Zellen bendtigt mindestens drei
unterschiedliche Signale. Den priméaren Stimulus bildet die Bindung des T-Zell-Rezep-
tors (TCR) an das spezifische Antigen tber das MHC-Komplex, welches die spezifi-
sche Aktivierung initiiert. Als nachstes erfolgt die Co-Stimulation durch die Interaktion
des CD28 Rezeptors auf den T-Zellen mit den Liganden CD80 bzw. CD86 auf den
APCs, welches das Uberleben und Proliferation der T-Zelle vorantreibt. Das dritte Sig-
nal bilden die verschiedenen Zytokine wie (IFN-y, IL-6, IL-12, IL-23, IL-4) die von den

aktivierten APCs als auch von den T-Zellen selbst produziert und sezerniert werden
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und so die Differenzierung der T-Zellen in verschiedene Subpopulationen von Effektor
und Memory T-Zellen anregt und die Immunantwort zielgerichtet verstarken [2].

Je nachdem, zu welchem Subtyp die T-Zellen gehdren, werden unterschiedliche Funk-
tionen ausgeubt. Aktivierte CD8" CTLs scannen die Umgebung auf spezifische Anti-
gene, die auf MHC-I-Rezeptoren prasentiert werden. Bindet die aktivierte CTL an eine
infizierte Zelle, sezerniert diese zytolytische Enzyme wie Granzyme und Perforin, die
in die infizierte Zelle eindringen und durch Porenbildung Apoptose auslosen. Im Falle
von CD4* T-Zellen kdnnen diese je nach Art des Aktivierungsstimulus unterschiedliche
Funktionen ausfiuhren. Wird die CD4* T-Helferzelle (ThO-Zelle) in Gegenwart von IL-
12 und IFNy aktiviert, differenziert diese zu einer IFNy-produzierenden T-Helferzelle
vom Typ 1 (Th1-Zelle). Th1l-Zellen orchestrieren die zellulare Immunantwort, indem sie
Zytokine wie IL-2, TNF und IFN-y produzieren und so die Aktivierung von CD8* CTL
oder Makrophagen steuern. Diese Art der zellspezifischen Immunreaktion ist als Thl-
Immunantwort bekannt und richtet sich normalerweise gegen intrazellulare Pathogene
wie Viren, bestimmte Bakterienarten und Tumorzellen [2]. Eine fehlgeleitete Th1l-Im-
munantwort, die sich gegen die kdrpereigene Zellen richtet, ist der Hauptreiber von
zahlreichen Autoimmunerkrankungen wie der rheumatoiden Arthritis, Psoriasis vulga-
ris, multiplen Sklerose und Diabetis mellitus Typ 1 [8]. Wenn die ThO-Zellen dagegen
in Gegenwart von IL-4 aktiviert werden, polarisieren diese zu Th2-Zellen, wahrend die
Polarisierung zu Th1-Zellen gehemmt wird. Th2-Zellen initiieren die humorale Immun-
antwort, indem sie B-Zellen aktivieren und diese zur Produktion von antigen-spezifi-
schen Antikdrpern sowie deren Klassen-Switch zum Immunglobulin des Typs E (IgE)
veranlassen. Zusatzlich werden bei der Th2-Immunantwort die Mastzellen sowie eo-
sinophile und basophile Granulozyten stimuliert [2]. Die humorale Immunantwort dient
vor allem zur Bekampfung von extrazellularen Pathogenen wie Parasiten ist jedoch
auch ein zentrales Element bei der Entstehung von entzindlichen Erkrankungen wie
Asthma bronchiale [9].

Weitere wichtige CD4* T-Zellpopulationen sind IL-17 produzierende Th17-Zellen und
regulatorische T-Zellen (Tregs) [8]. Th17-Zellen richten sich hauptséchlich gegen ext-
razellulare Bakterien und Pilze, indem sie zur Rekrutierung und Aktivierung von
Neutrophilen beitragen, sowie die Funktion von B-Zellen verbessern. Th17-Zellen sind
mit zahlreichen Autoimmunerkrankungen assoziiert [10] und spielen eine zentrale
Rolle bei der Pathogenese der Psoriasis vulgaris [11]. Die von den Th17-Zellen sezer-
nierte Zytokine, insbesondere IL-17A, kdonnen Keratinozyten aktivieren, wodurch
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antimikrobielle Peptide produziert werden, die wiederum weitere Immunzellen rekru-
tieren. Des Weiteren kdnnen sie die Proliferation und Differenzierung von Keratinozy-
ten verstarken oder hemmen [12].

Im Gegensatz zu den CTL, Thl, Th2 und Th17 T-Zellpopulationen deren Hauptfunk-
tion in der Eliminierung von Krankheitserregern liegt, haben Tregs eine immunregulie-
rende Rolle indem sie die Aktivierung und Proliferation von Effektor-T-Zellen suppri-
mieren und so den Koérper vor Uberschie3enden Immunreaktion schitzen. Patienten
mit Autoimmunerkrankungen weisen oft eine geringere Anzahl bzw. Funktionsstorun-
gen der Tregs auf [13]. Charakteristisch fur die Treg-Population ist die Expression des
Transkriptionsfaktors Forkhead P3, der essentiell fir deren Entwicklung und Funktion
ist. Daneben exprimieren die Tregs auf der Zelloberflache IL-2-Rezeptor-a (CD25), der
ebenfalls wichtig fur deren Entwicklung und Funktion ist, sowie ,programmed cell death
protein 1“ (PD-1) und ,cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4“ (CTLA-4) die vor
allem bei der Immunsuppression eine entscheidende Rolle spielen. Tregs kénnen auf
unterschiedlichen Wegen die Immunzellen supprimieren: 1) Sekretion von anti-in-
flammatorischen Zytokinen wie IL-10, IL-35 und TGF3; 2) Induktion von Apoptose; 3)
Depletion von IL-2, welches fur die Proliferation von Effektor-T-Zellen notwendig ist; 4)
Suppression von DCs durch CTLA-4 und PD-1 [14].

Nach einer erfolgreichen Abwehr der Krankheitserreger gehen die meisten T- und B-
Zellen in Apoptose, wahrend etwa 5% davon sich zu B- oder T-Gedachtniszellen ent-
wickeln und das immunologische Gedachtnis bilden. Diese wandern in die Lymphkno-
ten, Milz und ins Gewebe aus wo sie Uber Jahrzehnte persistieren kénnen und im Falle
einer Re-Infektion mit demselben Pathogen innerhalb kiirzester Zeit eine Antigen-spe-

zifische Immunantwort auslésen kdnnen [7].

1.2 Allergien

Allergien (Hypersensitivitat) sind Uberschiel3ende Reaktionen des Immunsystems die
gegen exogene korperfremde, jedoch eigentlich harmlose Umweltstoffe (Allergene).
Allergien werden gemal der unterschiedlichen Pathomechanismen in vier Typen ein-
geteilt: Typ-I-Allergie (Soforttyp), Typ-ll-Allergie (zytotoxischer Typ), Typ-llI-Allergie
(Immunkomplextyp) und Typ-IV-Allergie (verzogerter Typ) [15]. Typ-I-Allergie werden
von Mastzellen und basophile Granulozyten vermittelt. Diese werden mittels Bindung
von Allergen-spezifischen IgE-Antikdrpern- und IgE-Antigen-Quervernetzung aktiviert,

was zur Freisetzung von Histamin und anderen vasoaktiven Entzindungsmediatoren
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fuhrt. Krankheiten wie allergisches Asthma, Heuschnupfen und allergische Bindehaut-
entziindung sind typische Typ-I-Allergien. Bei der Typ-IlI-Allergie handelt es sich um
eine zytotoxische Reaktion. Hierbei binden Antigen-spezifische IgG-Antikorper an
membranstandige Antigene von Zellen, wodurch es zur Aktivierung der Komple-
mentkaskade und zur Zerstorung der Zelle kommt. Des Weiteren wird die Zelle durch
die Antikorper und Faktoren des Komplementsystems opsoniert, worauf sie durch
Makrophagen und Neutrophile phagozytiert und eliminiert wird [16, 17]. Die Typ-IlI-
Allergie wird auch als Arthusreaktion bezeichnet. Hierbei bilden sich wie beispiels-
weise bei der allergischen Vaskulitis Immunkomplexe, welche sich aus spezifischen
Antigenen und spezifischen Antikérpern (zumeist IgG Antikorper) zusammensetzen,
welche die Aktivierung der Komplementkaskade induzieren und Schaden an kleinen
Arterien und Kapillaren verursachen [18, 19]. Bei der Typ-IV-Allergie handelt es sich
um eine T-Zell-vermittelte Spattypreaktion. Dies ist Gegenstand dieser Promotionsar-

beit und wird im Folgenden naher betrachtet (1.2.1).

1.2.1 Typ-IV-Allergie

Bei der Typ-IV-Allergie handelt es sich um eine von antigenspezifische T-Zell ausge-
I6ste Entziindungsreaktion. Die ersten Symptome treten frihestens nach ca. 6 bis 12
Stunden nach dem Zweitkontakt mit dem Allergen auf, wahrend die maximale Entzin-
dungsreaktion nach ca. nach 24 und 72 Stunden erreicht wird, weshalb es als verzo-
gerte Hypersensitivitat ,,delayed-type hypersensitivity reaction (DTHR) oder Spattyp-
reaktion bezeichnet wird [15]. Einer der prominentesten Beispiele fur eine DTHR ist
das allergische Kontaktekzem (Kontaktallergie). Kontaktallergien entstehen, wenn be-
stimmte Substanzen, sogenannte Kontaktallergene, auf3erlich auf die Haut einwirken
und hierdurch eine spezifische Immunreaktion auslésen. Es gehort zu den haufigsten
dermatologischen Erkrankungen, mit einer Pravalenz von etwa 15-20% [20]. Bei den
meisten Kontaktallergenen handelt es sich um niedermolekulare Verbindungen, soge-
nannte Haptene, die chemisch an Proteine Binden und nur als Hapten-Proteinkomplex
als Antigen wirken kdnnen. Die Proteine werden hierbei strukturell verandert und als
Hapten-Proteinkomplex vom Immunsystem als fremd erkannt. Zu den haufigsten Kon-
taktallergenen zahlen das Nickel, bestimmte Duftstoffe in Parfumes und das Uruschiol
(Toxin von Giftefeu) [21].

Eine DTHR wird durch CD4* und CD8" T-Zellen vermittelt, die eine Entziindungsreak-

tion gegen intrazellulare wie auch extrazellulare Antigene hervorrufen. Beim
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Erstkontakt mit dem Antigen kommt es zum Priming von antigenspezifischen naiven
T-Zellen und Ausbildung des immunologischen Gedéachtnisses. Dabei ist Antigenstruk-
tur sowie das vorherrschende Zytokinmilieu entscheidend ob eine naive T-Zelle zu ei-
ner Thl-, Th2- oder Thl7-Zelle differenziert. Bei einer Re-Exposition mit demselben
Antigen kommt es zu einer starken lokalen zellularen Immunantwort im Bereich der
Antigenreexposition durch die dann bereits im lymphatischen System vorhandenen
Gedachtnis-T-Zellen sowie durch die Rekrutierung von weiteren Immunzellen des an-
geborenen Immunsystems wie Monozyten, Makrophagen und Neutrophile. Diese Im-
munzellen setzen Zytokine und Molekdle frei, die zu Gewebeschéden und zum Zelltod
fuhren kdnnen. DTHRs spielen eine wichtige Rolle bei der Bekampfung von intrazellu-
laren Krankheitserregern wie Mykobakterien oder Viren sowie bei der antitumoralen
Immunantwort [21]. Richtet sich die Immunantwort jedoch gegen die kdrpereigenen
Strukturen (Autoantigene) kann dies zur Entwicklung von Autoimmunerkrankungen
fuhren. Zu den typischen Autoimmunerkrankungen die als DTHRs klassifiziert werden,
gehoren Rheumatoide Arthritis, Psoriasis vulgaris, Multiple Sklerose und Colitis ulce-
rosa [22-25].

1.2.2 Kontaktallergie als experimentelles Modell der DTHR

Die Hapten-induzierte experimentelle Kontaktallergie der Maus ,contact hypersensiti-
vity“ (CHS), hat die typischen Charakteristika einer DTHR und ist somit ein ideales
Modell zur Untersuchung der immunologischen Prozesse und Pathomechanismen von
T-Zell-mediierten Autoimmunerkrankungen [26].

Haptene allein rufen keine Immunreaktion hervor, da sie zu klein sind (<1kD), um vom
Immunsystem erkannt zu werden. Die meisten Haptene sind elektrophil wodurch sie
eine kovalente Bindung mit Proteinen eingehen (Haptenisierung) und damit neue
Epitope erzeugen. Ob ein Hapten ein starkes oder schwaches Kontaktallergen dar-
stellt, hangt von seinen elektrophilen und hydrophoben Eigenschaften ab, welche die
Reaktionsgeschwindigkeit und Gewebegangigkeit bestimmen [27]. Eine weitere wich-
tige Eigenschaft von Haptenen ist, dass sie als Reizmittel wirken und so eine Entzin-
dungsreaktion mittels Aktivierung der angeborenen Immunantwort auslosen [28]. Hap-
tene wie Fluorescein-Isothiocyanat (FITC), Oxazolon, 1-Fluor-2,4-dinitrobenzol
(DNFB) und 2,4,6-Trinitrochlorbenzol (TNCB) gehdren zu den starken Kontaktallerge-
nen, die eine sofortige und starke lokale Immunreaktion auslésen und deshalb haufig

in tierexperimentelle Kontaktallergiemodellen eingesetzt werden. Des Weiteren
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kénnen je nach Eigenschaft des Haptens unterschiedliche T-Zellantworten ausgelost
werden, und somit unterschiedliche DTHR Pathomechanismen nachgeahmt werden.
So losen beispielsweise DNFB und TNCB eine Th1l dominierende und FITC eine Th2
dominierende Immunantwort aus, wahrend Oxazolon eine Mischform aus einer Thl

und Th2 Immunantwort induziert [29, 30].

1.2.2.1 Sensibilisierungsphase

Die Kontaktallergiereaktion wird grundsatzlich in die Sensibilisierungsphase und Ef-
fektorphase unterteilt. In der Sensibilisierungsphase findet der Erstkontakt mit dem
Hapten statt. Dies erfolgt durch eine einmalige Applikation des gelésten Haptens, in
unserem Fall eines TNCB-Aceton-Ol-Gemischs, am rasierten Abdomen. Durch den
Kontakt von TNCB und Aceton wird zunéachst eine toxische Dermatitis ausgeldst, die
zur Freisetzung von DAMPs und ROS sowie zu einer lokalen Expression von pro-in-
flammatorischen Zytokinen wie IL-1f3, IL-6 und TNF und anderen entziindungsfordern-
den Mediatoren durch Mastzellen und Keratinozyten fuhrt. Hierdurch werden Langer-
hanszellen und DCs aktiviert, migrieren anschlieRend in die lokalen drainierenden
Lymphknoten und prasentieren dort die haptenisierten Peptide tber die MHC-II-Mole-
kile an naive CD4* T-Zellen, worauf es zur klonalen Expansion und Differenzierung
von TNCB-spezifischen Thl-, Tcl- und Thl7-Zellen kommt [29].

1.2.2.2 Effektorphase

Nach 5 bis 7 Tagen wird das TNCB auf das rechte Ohr aufgetragen (Challenge) um
eine TNCB-spezifische Kontaktallergie auszuldsen (Effektorphase). Hierbei teilt man
die Kontaktallergiereaktion in eine frihe und spate Entzindungsphase ein. In der fri-
hen Phase werden die Mastzellen und Keratinozyten durch das Hapten antigenunspe-
zifisch aktiviert, worauf Chemokine wie CXCL-1, 2, und CCL-1, 2 und 5 sowie Zytokine
TNF und IL-18 sezerniert werden, was zu einer erhéhten Expression von Adhésions-
molekilen (,intercellular adhesion molecule 1“ (ICAM-1), E- und P-Selektin) auf den
Endothelzellen fuhrt. Mittels Chemotaxis werden APCs wie DCs, LCs und Makropha-
gen sowie TNCB-spezifische T-Gedéachtniszellen und Neutrophile an den Ort der Ent-
zundungsreaktion rekrutiert.

Zur spaten Effektorphase kommt es etwa 24 Stunden nach dem TNCB-Challenge.
Hierbei handelt es sich um eine antigenspezifische T-Zell-mediierte Immunantwort.
Aktivierte APCs, Keratinozyten, Mastzellen und Endothelzellen préasentieren die hap-

tenisierten Antigene an ihrer Zelloberflache worauf die TNCB-spezifischen T-
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Gedéachtniszellen aktiviert werden und sich Giberwiegend zu CD4* Thl- und CD8* Tcl-
Effektorzellen sowie Th17-Zellen differenzieren. Die Produktion und Ausschtittung von
Zytokinen wie IL-2, IL-1b, IFN-y und TNF fuhrt zu verstarkten Entziindungsreaktion,
Vasodilatation, Permeabilitatssteigerung von Gefalien, Expression von endothelialen
Adhasionsmolektlen und folglich zur vermehrten Infiltration von Neutrophilen und
Makrophagen [21, 31]. Das von Th17-Zellen sezernierte IL-17 verstarkt weiter die Rek-
rutierung von Neutrophilen ins entziindete Gewebe [31-33]. Neutrophile spielen eine
zentrale Rolle bei der akuten experimentalen Kontaktallergiereaktion und reprasentie-
ren die dominante Zellpopulation (ca. 95%) im entztindeten Ohrgewebe. In der frithen
Effektorphase schutten sie das losliche FasL und Perforin aus was die Infiltration von
T-Zellen in das entziindete Gewebe beglnstigt, wahrend sie in der spaten Effektor-
phase eine destruktive und gewebsschadigende Rolle spielen, indem sie proentzind-
liche Zytokine, Proteasen, reaktive Sauerstoffspezies (siehe 1.3.5) und andere ent-
zundliche Mediatoren sezernieren und dadurch die Zellen und die Gewebematrix zer-
storen [34, 35]. Um eine chronische Kontaktallergie auszulésen, wird die TNCB-L6-
sung wiederholt alle 48 bis 72 Stunden auf das entziindete Ohr aufgetragen. Die zu-
nehmende chronische Entziindungsreaktion der Haut fuhrt zur Akanthose und Hyper-
keratose der Epidermis, sowie zur Angiogenese und zu einem verstarkten Immuninfilt-
rat, bestehend aus Makrophagen, Neutrophilen, Monozyten und T-Zellen. Des Weite-
ren fuhrt die fortschreitende Chronifizierung weg von einer Thl-dominierenden akuten
zu einer Th2-dominierenden chronischen Kontaktallergiereaktion [21, 36, 37].

1.3 Redoxbiologie

Redoxreaktionen sind chemische Reaktionen bei denen ein Reaktionspartner Elektro-
nen auf den Anderen Ubertragt. Der Reaktionspartner der Elektronen abgibt wird dabei
oxidiert (Oxidation), wahrend der Reaktionspartner der Elektronen aufnimmt reduziert
wird (Reduktion). Redoxreaktionen bilden das Fundament jedes Lebens, denn sie sind
essenziell fur die Energiegewinnung der Zellen (mitochondriale Atmungskette) und
sind in zahlreichen metabolischen Prozessen involviert [38]. Der Bereich der Redoxbi-
ologie befasst sich ausschlief3lich mit Oxidations- und Reduktionsprozessen in leben-
den aeroben Organismen, dabei liegt ein besonderes Augenmerk auf die Oxidation
durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und reaktive Stickstoffspezies (RNS) (1.3.1)
[39]. Anfangs ging man davon aus, dass die im Organismus entstehenden reaktiven

Sauerstoffspezies ein Nebenprodukt des aeroben Metabolismus sind, welche durch
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korpereigene Enzyme ,Antioxidantien” (1.3.4) neutralisiert werden, wodurch ein aus-
balancierter Grundzustand ,Redoxbalance” erzielt wird. Gerat dieser Zustand aufgrund
verschiedener Umwelteinfliisse oder Erkrankungen aus dem Gleichgewicht in Rich-
tung der Oxidantien kann dies zu irreversiblen oxidativen Schaden der Proteine, Lipide
und der DNA fiihren (1.3.5). Die Annahme das ROS generell schéadlich ist hat sich
inzwischen deutlich gewandelt. Die Erkenntnisse der letzten Jahre zeigten, dass ROS
in der Regel keine unerwiinschten Nebenprodukte sind, sondern als zellulare Signal-
molekule essentiell fir einen gesunden Organismus sind (1.3.3). Dabei spielen Redo-
xenzyme wie Peroxidasen und Redoxine eine wichtige Rolle, indem sie gezielt die
ROS- und RNS-abhangige Oxidation von reversiblen ,Redoxschaltern® wie Thiol- und
Cysteinresten an Proteinen mediieren. Diese posttranlationalen Proteinmodifikationen
konnen zu Aktivitdtsveranderungen von Enzymen und Transkriptionsfaktoren, Bildung
von Proteinaggregaten oder DNA/RNA-Proteinbindungen sowie Veranderungen der
Proteinstabilitat und Zell-Matrix bzw. Zell-Zell-Kommunikation fihren [38, 39].

Viele Erkrankungen sind mit einer Uberschie3enden Produktion von ROS/RNS asso-
ziiert (1.3.6). So ist die Rolle von ROS/RNS bei Infektionskrankheiten gut erforscht,
indem sie durch ihre bioziden Wirkungen zur Bekampfung von Mikroorganismen zum
Einsatz kommen. Dagegen wird die Rolle von ROS/RNS bei sterilen Entziindungen
sowie Autoimmunerkrankungen stark diskutiert und ist ein Bereich intensiver For-
schung. Somit haben ROS/RNS in der letzten Zeit eine breite Aufmerksamkeit als ein
attraktives Therapietarget bei einer Vielzahl von Erkrankungen erfahren. Nicht nur um
die Zellen und das Gewebe vor oxidativen Schaden zu bewahren, sondern auch we-

gen ihrer immmunmodulierenden Eigenschaften.

1.3.1 Reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies

Reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies oder abgekirzt ROS/RNS sind ein Sam-
melbegriff flr eine Vielzahl von radikalen und nichtradikalen Oxidantien die maf3geb-
lich an den sauerstoffabhdngigen Redoxreaktionen beteiligt sind [38]. Radikale sind
chemische Verbindungen, die mindestens ein ungepaartes Elektron enthalten und
dadurch chemisch hochreaktiv sind. Dazu zahlen vor allem Superoxid (O2"¢), Hydro-
xylradikal (OHe¢), Alkoxylradikal (RO¢), Peroxylradikal (ROQ-¢), Stickstoffmonoxid (NO«)
und Stickstoffdioxid (NOz¢). Die nichtradikalen Oxidantien, die zwei gepaarten Elektro-
nen besitzen, umfassen Wasserstoffperoxid (H202), Hypochlorsaure (HOCI), Hypobro-

mige Saure (HOBr), Ozon (Os), Singulettsauerstoff (O2'Ag), Nitrit (NO2”) und
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Peroxynitrit (ONOQ"). Die nichtradikalen Oxidantien sind keine freien Radikale und an
sich chemisch ,stabile“ Verbindungen mit stark oxidativen Eigenschaften [39]. Daruber
hinaus kénnen viele dieser Spezies weitere Derivate mit einer anderen Reaktivitat und
Lebensdauer als die urspringlichen Spezies bilden (Abbildung 1) [40]. Dabei bilden
Superoxid und Stickstoffmonoxid die Basis fur alle weiteren ROS und RNS indem sie
entweder mit einander reagieren, oder wie im Falle von Superoxid durch eine spontane
Reaktion oder mit Hilfe von Enzymen wie der Superoxid-Dismutase (SOD) zu Wasser-
stoffperoxid umgewandelt werden. Diese konnen wiederum zu weiteren ROS/RNS In-
termediaten reagieren. Hierbei ist es wichtig zu erwahnen das eine Reaktion von ei-

nem Radikal mit einem Nicht-Radikal ein anderes Radikal erzeugt [38].

Neutrophiler
Granulozyt Arginin
( |:>

\ / "
:>C§F>

Abbildung 1: Interkonversion von ROS und RNS am Beispiel vom aktivierten Neutrophilen.
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH) Oxidase 2 (NOX2), induzierbare Stickstoffmonoxid-
Synthase (iNOS), Myeloperoxidase (MPO). Abbildung nach [40].

Die einzelnen ROS/RNS Intermediate unterscheiden sich sehr stark in ihrer Reaktivitat
und dem daraus resultierenden Schaden. So kann OH+ nahezu alle Aminosaurereste
von Proteinen oxidieren, wahrend das H202 hauptséachlich mit Cystein- und Selenocys-
teinresten reagiert (Tabelle 1). Auch bei der Reaktionsgeschwindigkeit der einzelnen
Spezies gibt es riesige Unterschiede. So kdnnen die Geschwindigkeitskonstanten fur
die Reaktionen biologisch-relevanten Oxidationsmittel mit einer festen Konzentration
der Aminosaure Methionin um einen Faktor von >10%° variieren (Tabelle 2). Es kann

auch enorme Unterschiede in der Reaktionsgeschwindigkeit fir ein einzelnes
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Oxidationsmittel mit unterschiedlichen biologischen Zielstrukturen geben. Am Beispiel
der HOCI, kann die Reaktionsgeschwindigkeit mit verschiedenen Aminoséaureresten
der Proteine um einen Faktor von 10'! variieren. Dagegen weist HO+ kaum Unter-
schiede in der Reaktionsgeschwindigkeit zwischen den verschiedenen Zielstrukturen
auf [40]. Des Weiteren ist die Reaktivitdt der einzelnen Spezies maldgeblich verant-
wortlich fur ihre Halbwertszeit und die daraus resultierende Diffusion im Organismus,
was beim Redoxsignaling und dem oxidativen Stress von grolRer Relevanz ist. HO- ist
sehr reaktionsfreudig und besitzt eine sehr kurze Halbwertszeit und weist eine Diffu-
sion von wenigen nm auf [40, 41]. Es reagiert sofort mit den umgebenden Strukturen,
wodurch die potenziellen oxidativen Schaden lokal, in der Nahe des Entstehungsorts,
entstehen. Dagegen haben chemisch weniger reaktive Spezies eine langere biologi-
sche Halbwertszeit und kbnnen in vivo gré3ere Entfernungen tberwinden. So hat H20:2
einen Diffusionsradius von bis zu 1,5 mm, zum Vergleich betragt der Durchmesser
einer normalen Zelle ca. 20 um [40, 41]. Eine solche Diffusion hat weitreichende Aus-
wirkungen, wodurch die Suche nach dem Mechanismus und dem Entstehungsort zu-
satzlich erschwert wird.

Tabelle 1: Reaktionsstellen von ROS und RNS an Proteinen.
Tabelle nach [40].

Oxidantien Hauptreaktionsstellen

Hydroxylradikal (HO-) Alle Seitenketten

Alkoxylradikal (RO-) Die meisten Seitenketten

Hypochlorsaure (HOCI) Cys, Met, Cystin, His, Lys, Trp,
a-Amminogruppe

Singulettsauerstoff (O2*Ag) Cys, Met, Trp, Tyr und His

Peroxynitrit (ONOO/ONOOH) Cys, Met, Tyr, Trp, Selenocys-
tein

Superoxidanion (Oz*) Superoxid-Dismutase, Metallio-
nen, Fe-S, Tyr/Trp-Radikale

Wasserstoffperoxid (H202) Cys, Selenocystein

Tabelle 2: Reaktivitat unterschiedlicher ROS und RNS.

Reaktionsgeschwindigkeitskonstante der zweiten Ordnung von einzelnen Oxidantien mit der Amino-
saure Methionin bei neutralem pH in H20. Tabelle nach [39, 40].

Geschwindigkeitskonstante (L mol*
s?)

Hydroxylradikal (HO*) 7 x 10°

Oxidantien
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Hypochlorsaure (HOCI) 3,8 x 107
Singulettsauerstoff (O21Ag) 2 x 107

Ozon (O3) 5x 108
Peroxynitrit (ONOO/ONOOH) 3,6 x 102
Superoxidanion (Oz*) <0,3
Wasserstoffperoxid (H202) 2 x107?
Stickstoffmonoxid (NO-) sehr langsam

1.3.1.1 Eigenschaften von biologisch-relevanten ROS und RNS

Superoxid

Superoxid entsteht bei physiologischen Stoffwechselprozessen im Zuge der Reduktion
von molekularem Sauerstoff z.B. als Nebenprodukt in der Atmungskette aber auch
durch gezielte enzymatische Prozesse wie beispielsweise die Autooxidation und die
durch ionisierte Strahlung induzierte nichtenzymatische Elektronentransferreaktionen
[38]. Die Hauptproduktionsquellen sind Mitochondrien und NADPH Oxidasen [42].
Weitere Superoxid-produzierende Enzyme sind Xanthinoxidasen [43], Lipoxygenasen
und Cyclooxygenasen (1.3.2) [44, 45]. Das Superoxidanion verkorpert die primare re-
aktive Sauerstoffspezies und bildet den Anfang der Kaskade, gewissermalRen den
,Precurser” fur weitere ROS und RNS Intermediate (Abbildung 1). Obwohl seine Re-
aktivitat mit Biomolekulen in wassrigen Losungen relativ gering ist, reagiert es sehr gut
in organischen Losungen [38]. Somit kann die Produktion von Oz in hydrophober Um-
gebung, z.B. in der Phospholipiddoppelschicht der Zellmembranen, zu oxidativen
Schaden fuhren. Des Weiteren reagiert Superoxid sehr schnell mit NO+ wodurch das
deutlich reaktivere Peroxynitrit gebildet werden kann. Deshalb wird der Hauptanteil von
O2 in lebenden Organismen rasch von SODs zu deutlich stabileren H202 umgewan-
delt [38].

Wasserstoffperoxid

H20: ist ein sehr starkes Oxidationsmittel mit einem Reduktionspotential (E°) von 1,32
V und somit sogar starker als HOCI (1,28 V) und ONOO" (1,2 V). Im Gegensatz zu den
beiden genannten reaktiven Spezies reagiert H202 schlecht oder gar nicht mit den
meisten Biomolekilen (Geschwindigkeitskonstante der zweiten Ordnung ca. 1 mol* s

1), einschlieRlich niedermolekularer Antioxidantien. Dies liegt daran, dass eine hohe
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Aktivierungsenergiebarriere tUberwunden werden muss um die Oxidationskraft von
H20:2 zu entfalten. Das heil3t die Reaktion von H202 wird eher kinetisch als thermody-
namisch angetrieben. Allerdings gibt es Ausnahmen, so reagiert es sehr gut mit be-
stimmten Cysteinylresten von Peroxiredoxinen oder Selenocysteinylresten von Gluta-
thionperoxidasen (107 mol! s?) [46]. Die neuesten Erkenntnisse zeigen, dass diese
Proteine nicht nur als Antioxidantien agieren, sondern eine wichtige Rolle bei der Sig-
naltransduktion erfillen (1.3.3) [47-49]. H20:2 ist gut wasserldslich und kann innerhalb
sowie zwischen den Zellen diffundieren. Des Weiteren kann H202 Zellmembranen mit
Hilfe von Aquaporinen passieren, wodurch der Diffusionsradius weiter vergrof3ert wird.
So kann H202 mit bestimmten Zielstrukturen weit abseits des Entstehungsortes rea-
gieren. Aufgrund der groRen Diffusion und vor allem der hohen Spezifitat fir biologi-
sche Targets gehort H202 zu den wichtigsten Signalmolekilen beim Redoxsignaling
[46]. Nichtsdestotrotz konnen hohe Konzentrationen von H202 zu oxidativen Schaden
von Lipiden, DNA und Proteinen fuhren. Vor allem durch die Reaktion von H202 mit
Ubergangsmetallen wie Fe?* und Cu?* kann es zur Bildung von hochreaktiven HO-

kommen. Diese Reaktion nennt man Fentonreaktion:

H,0, + Fe** «——— Fe3* +0H™ + OH"

Um die Konzentration von H20:2 gering zu halten wird es von Peroxidasen und Katala-

sen zu zwei H20 Molekulen umgewandelt [38].

Hydroxylradikal

HO-+ kann durch Reaktion von Metall-lonen mit H202 oder durch UV-induzierte homo-
lytische Spaltung der O-O-Bindung in H202 gebildet werden. Weitere Quellen sind die
Reaktion von HOCI mit Oz, Fe?* oder ionisierende Strahlung (Bsp. y-Strahlung) die
Wasser zu HO- spalten kann. So sind die entstehenden oxidativen Schaden in leben-
den Organismen durch ionisierende Strahlung hauptséchlich auf die Bildung von Hyd-
roxylradikalen zurtickzufihren. HO- ist das reaktivste Radikal von allen mit einem Re-
duktionspotential von 2,31 V, dass mit nahezu allen biologischen Molekulen reagieren
kann [38].

15



Einleitung

Hypochlorsaure und ihre Derivate
HOCI wird aus H202 und Chloranion (CI) durch das Enzym Myeloperoxidase (MPO),

welches in Neutrophilen und Makrophagen exprimiert wird, produziert;

H,0, + Cl~ 0, Hocl+oH-

Es ist hochreaktiv und kann viele Biomolekule durch Oxidation oder Chlorierung schéa-
digen. HOCI kann die zellularen Membranen passieren und so zu Schaden an in der
Zellmembran befindlichen Proteinen und Lipiden fiihren [38]. Es kann Seitenketten von
Proteinen schadigen und damit die Fragmentierung und Aggregation von Proteinen
verursachen oder durch Reaktion mit NH2-Gruppen der Proteinseitenketten auch zur
Bildung von Chloraminen fiihren [50]. Des Weiteren kann HOCI die Metallionen aus
Proteinen l6sen [51, 52], die Proteinkerne extrazellularer Glykoproteine angreifen und
die extrazellulare Matrix zerstéren [53]. Es kann auch DNA- und RNA-Basen insbe-
sondere Pyrimidin und Tyrosinreste in Proteinen chlorieren [50]. HOCI hat somit sehr
starke biozide Eigenschaften und wird primér von Neutrophilen zur Bek&dmpfung von
Mikroorganismen sezerniert [54, 55]. Neuste Erkenntnisse zeigen jedoch, dass HOCI
auch eine immunmodulierende Wirkung bei chronisch-entziindlichen Erkrankungen
hat [54, 56].

Stickstoffmonoxid

Stickstoffmonoxid oder auch Stickoxid genannt ist ein farbloses Gas, das sich gut in
Wasser und in organischen Losungen l6sen lasst. Dadurch kann NO-+ sehr gut durch
die zellularen Membranen von Zelle zur Zelle diffundieren. NO+ gehoért zwar zu den
Radikalen, da es ein ungepaartes Elektron besitzt, reagiert aber kaum oder sehr
schlecht mit den meisten Biomolekulen. Allerdings reagiert es sehr gut mit anderen
Radikalen (Geschwindigkeitskonstante der zweiten Ordnung ca. 10° bis 101° mol* s1)
[38]. So reagiert es sehr gut mit Oz» wodurch das reaktivere Peroxinitrit gebildet wird.
Oxidation von NO- in Wasser fuhrt zu Bildung von Nitrit (NO2") das in héheren Kon-
zentrationen toxisch auf die Zellen wirkt. Dabei reagiert es mit dem Eisen des Hamo-
globins wodurch die Fahigkeit des Sauerstofftransportes verlorengeht. Stickstoffmo-
noxid wird in lebenden Organismen enzymatisch von Stickstoffmonoxid-Synthasen
(NOS) aus der Aminosaure L-Arginin und Sauerstoff synthetisiert. Die physiologische
Menge an NO in Zellen liegt im Bereich von 1 bis 10 nM, kann jedoch in Ausnahme-
fallen zum Bsp. bei aktivierter INOS eine Konzentration im Bereich von UM erreichen
[38]. Aktivierte Neutrophile kénnen 10-100 nmol/ 5 min/ 108 Zellen NO produzieren
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[57]. NO ist zudem ein bedeutendes Signalmolekdl und spielt eine wichtige Rolle in
vielen physiologischen Prozessen. Vor allem im vaskularen System spielt die NO-in-
duzierte Kontraktion der glatten Muskulatur von Blutgefal3en eine entscheidende Rolle

in der Regulation des Blutdrucks.

Peroxinitrit
Peroxinitrit (ONOO") entsteht hauptsachlich durch Reaktion von NO+ mit Oz;
NO® + 0,7 —— ONOO~

Diese Reaktion hat eine Geschwindigkeitskonstante von 4 — 16 x 10° mol? s und ist
damit sogar grofRer als die von Oz mit SOD (1,5 x 10° mol* s') [38]. Hohe Konzent-
rationen von ONOO-" fuhren zur Oxidation und Nitration von Lipiden, DNA und Protei-
nen sowie zu Depletion von Antioxidantien [38]. Der durch ONOO™ am haufigsten ver-
ursachte Schaden an Proteinen ist die nicht reversible Umwandlung von Tyrosin zu 3-
Nitrotyrosin.Dies fuhrt haufig zur Inaktivierung von Enzymen. Viele chronische und ent-
zundliche Erkrankungen weisen erhdhte 3-Nitrotyrosinwerte auf, weshalb es auch oft
als ein Biomarker fir die in vivo ONOO" Produktion genutzt wird [58, 59]. ONOO" ist
wegen seines hoheren Redoxpotentials wesentlich aggressiver als seine beiden Vor-
laufermolekule jedoch im Vergleich zu anderen ROS/RNS (siehe Tabelle 2) ein reaktiv
stabiles Oxidationsmittel. Allerdings reagiert es sehr schnell mit stets vorhandenem
COz2 zu Nitrosoperoxycarbonat (O=NOOCOz2’), welches weiter zu NOz* und COg3* zer-
fallen kann. Beide sind hochreaktive Radikale und sind hauptverantwortlich fir die oxi-
dativen/nitrosativen Schaden von ONOO- [38]. Aufgrund der sehr kurzen Halbwertszeit
(<10ms) und der hohen intrazellularen Konzentration von SODs (>10 uM), die den
Grol3teil von Oz dismutieren, ist die basale ONOO- Konzentration relativ gering (na-
nomolarer Bereich). Diese kann jedoch bei aktivierten Immunzellen um zwei bis drei
GroRRenordnungen ansteigen. Vor allem in den Phagosomen von Neutrophilen, in de-
nen die Enzyme NADPH Oxidase (NOX) und iNOS raumlich nah beieinander liegen
und die Konzentration von SOD relativ gering ist, kobnnen hohe ONOO" Konzentratio-
nen erreicht werden. Diese konnen zusatzlich neben HOCI zur Bekdmpfung von Mik-

roorganismen beitragen [59].
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1.3.2 ROS und RNS Quellen

1.3.2.1 Mitochondrien

Mitochondrien erzeugen Adenosintriphosphat durch einen elektrochemischen Proto-
nengradienten, der durch einen Elektronentransfer durch eine Reihe von hintereinan-
der geschalteten Redox-Molektlen erzeugt wird. Als Elektronentransporttrager dienen
die Enzym-Komplexe | bis IV sowie das Coenzym Q und das Cytochrom c. Diese sind
raumlich in der Reihenfolge ihres zunehmenden Redoxpotentials organisiert: Komplex
| (NADH-Ubichinon-Oxidoreduktase), Komplex Il (Succinat-Ubichinon-Oxidoreduk-
tase), Komplex Il (Ubichinol-Cytochrom-C-Reduktase) und Komplex IV (Cytochrom-
C-Oxidase) (Abbildung 2). Dabei werden die Elektronen von den Reduktionséquiva-
lenten NADH und FADH2 an molekularen Sauerstoff abgegeben der zu Wasser (H20)
reduziert wird [60]. Die Ubertragung von Elektronen auf molekulares O ist ein streng
kontrollierter Prozess. Nur 1-2 % der im Rahmen dieser Reaktion frei werdenden
Elektronen reagieren mit Oz, was zur Bildung von Oz fuhrt [61]. Die Produktion von
Oz erfolgt hauptsachlich am Komplex | und Ill. Bei Skelettmuskel- und Nervenzellen
Uberwiegend anhand von Komplex | und bei Endothelzellen tiberwiegend am Komplex
lll. Das von Mitochondrien erzeugte Oz wird rasch von Mangan-SOD in der Mito-
chondrienmatrix zu H202 dismutiert, welches wiederum die mitochondriale Aul3en-
membran passieren kann und zu oxidativen Schaden abseits des Entstehungsortes
fuhren kann [60].

Die mitochondriale ROS-Produktion wurde urspriinglich als ein unerwiinschtes Neben-
produkt des oxidativen Metabolismus angesehen. Neuste Erkenntnisse zeigen jedoch,
dass das mitochondriale ROS zahlreiche Signalwege modulieren, einschlief3lich sol-
cher, die Immunantworten und Autophagie regulieren. Je nach Stimulus kann die mi-
tochondriale ROS-Produktion zu unterschiedlichen zellularen Reaktionen fuhren, wie
z. B. zellulare Anpassung an Hypoxie, Zelldifferenzierung, Autophagie und Modulation
der Immunantwort. Des Weiteren spielt der mitochondriale ROS, neben dem ROS von
NOX in Immunzellen wie Makrophagen, eine wichtige Rolle bei der Abwehr von Mik-

roorgansimen [62].
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Succinat Fumarat

Abbildung 2: Schematische Darstellung der mitochondrialen Atmungskette und der Entstehung
des Superoxid-Anions.

Die mitochondriale Atmungskette besteht aus einer Reihe von Proteinen die eine Elektronentransport-
kette bilden bei der die Elektronen von den Reduktionsaquivalenten NADH und FADH: auf den mole-
kularen Sauerstoff abgegeben werden der zu Wasser reduziert wird. Etwa 1-2 % des Sauerstoffs wer-
den Uberwiegend am Komplex | und Il nicht zu Wasser sondern zum Superoxid-Anion reduziert [61].
Q: Coenzym Q, Cyt c: Cytochrom c.

1.3.2.2 NADPH Oxidasen

NADPH Oxidasen sind die einzigen Enzyme deren primére Funktion die Produktion
von ROS ist. Bisher wurden sieben Isoformen der NADPH-Oxidase beschrieben,
NOX1 bis NOX5 sowie die Dualoxidasen (DUOX) 1 und 2. Die einzelnen Isoformen
unterscheiden sich in ihrer Struktur, ihren Aktivierungsmechanismen und ihren Expres-
sionsmustern in verschiedenen Geweben [63]. Der katalytische Kern der klassischen
phagozytischen NADPH-Oxidase 2 (NOX2) besteht aus zwei membrangebundenen
Untereinheiten, gp91P"°x und p22°Px, die den Flavocytochrom-b558-Komplex bilden.
Die gp91P"ox-Untereinheit besteht aus sechs Transmembrandoméanen, darunter eine
C-terminale Region welche die Bindungsstellen fur Flavin-Adenin-Dinukleotid und dem
Elektronendonor NADPH enthalt. Alle NADPH-Oxidasen mit Ausnahme von NOX5
und DUOX1 und 2 weisen eine ahnliche topologische Struktur des katalytischen Kerns
von gp91Phox auf (Abbildung 3). NOX5 tragt eine zusatzliche intrazellulare N-terminale
Kalziumbindungsdoméane. DUOX1 und 2 tragen zudem zur katalytischen NOX5-Struk-
tur eine weitere N-terminale Transmembran-a-Helix, die eine Peroxidase-homologe
Domaéne besitzt (Abbildung 3) [64].
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Abbildung 3: NOX-Isoformen und ihre regulatorischen Untereinheiten.

NOX1-4 sind mit der membrangebundenen Untereinheit p22rhox assoziiert. NOX4, NOX5 und DUOX1
und 2 bendtigen fur ihre Aktivitat keine zytosolischen Untereinheiten. Des Weiteren ist NOX4 konstitutiv
aktiv. Die Aktivierung von NOX5 und DUOX1 und 2 erfordert die Bindung von Ca?*.

NOX2 wird hauptsachlich in Phagosomen von professionellen Phagozyten wie Neutro-
phile, Makrophagen und Monozyten exprimiert. Unter normalen physiologischen Be-
dingungen ist NOX2 inaktiv. Stimulation mit bestimmten Zytokinen oder mikrobiellen
Peptiden aktiviert die NOX2. Dabei translozieren die zytosolischen Untereinheiten
p47Phox p40pPhox pe7Phox ynd Racl zur Plasmamembran und bilden einen Komplex mit
Cytochrom-b558. Der Aufbau von zytosolischen Untereinheiten mit dem membrange-
bundenen Cytochrom-b558-Komplex fiihrt zur Ubertragung von Elektronen von intra-
zellularem NADPH auf molekularen Sauerstoff und zur Bildung von Oz (Abbildung
3). Einmal aktiviert, produzieren Neutrophile wahrend des oxidativen Bursts ~10
nmol/min Oz pro 10% Neutrophile [65]. Die Produktion von O2+ durch NOX2 wahrend
des respiratorischen Bursts spielt eine essentielle Rolle bei der Bekampfung von Mik-
roorganismen. So kénnen genetische Mutationen der Untereinheiten gp91Pox, p22prhox
p67PMox p47rhox oder Rac2 zu einer chronischen granulomatdsen Erkrankung fuhren.
Eine Immunschwache, die durch eine stark erhdhte Anfalligkeit fir Bakterien- und Pilz-

infektionen aufgrund einer fehlenden Produktion von Oz gekennzeichnet ist [66].
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Im Gegensatz zu NOX2 wird NOX1 durch NOX-Organisator 1 (NOXO1) und NOX-
Aktivator 1 (NOXAL) aktiviert, die homolog zu p47°P"* und p67°"* sind (Abbildung 3).
NOXOL1 enthalt keine autoinhibitorische Region und ist in den Zellen konstitutiv aktiv
[67]. NOX1 wird hauptsachlich im Kolonepithel exprimiert, ist aber auch in anderen
Zelltypen wie Endothelzellen, Osteoklasten, Neuronen und Mikroglia anzutreffen [68].
Die Expression von NOX3 ist ausschliel3lich auf das Innenohr begrenzt, wo es fir die
Bildung von Otolithen verantwortlich ist. NOX3 ist in der Plasmamembran lokalisiert
und die Aktivierung ist wie bei NOX1 und NOX2 p22rP"x-abhangig (Abbildung 3).
NOXS3 zeigt eine basale Aktivitat, selbst in Abwesenheit der zytosolischen Untereinhei-
ten NOXO1 und NOXAL, welche die Aktivitat weiter steigern kénnen [67].

NOX4 wird auch als renale NADPH-Oxidase bezeichnet, da sie als erstes in den Nie-
ren charakterisiert wurde. NOX4 ist konstitutiv aktiv und wird Gberwiegend durch ihren
Expressionslevel gesteuert. Im Gegensatz zu NOX1, 2 und 3 ist NOX4 unabhangig
von der Rac-Aktivierung oder der Anwesenheit von p47PhoX/p67Pox  oder
NOXO1/NOXAL. AuRerdem produziert NOX4 H202 anstelle des fir NOX-Proteine Ub-
lichen Oz« (Abbildung 3) [67]. Ein weiterer wesentlicher Unterschied von NOX4 zu
NOX2 ist die Lokalisation in der Zelle. Wahrend NOX2 in Phagosomen und Zellmemb-
ranen exprimiert wird [69], ist NOX4 hauptsachlich in den Zellmembranen von Mito-
chondrien und des endoplasmatischen Retikulum lokalisiert [70]. NOX4 wird in ver-
schiedenen Geweben wie beispielsweise Haut, Herz, Nieren, sowie von Endothelzel-
len, Fibroblasten und Keratinozyten [67, 71, 72] exprimiert und gehdrt neben NOX2 zu
den wichtigsten Proteinen die fir die Bildung von ROS verantwortlich sind [73].
Nagetieren exprimieren kein NOX5. Beim Menschen ist NOX5 Uberwiegend in Gefa-
Rendothelzellen und glatten Muskelzellen anzutreffen. Die Aktivierung von NOXS5 ist
p22rhox-.ynanbhangig und erfolgt durch die Kalziumbindung an den N-terminalen Do-
manen, die vier Ca?*-Bindungsstellen aufweisen (Abbildung 3) [68].

Die Dualoxidase 1 und 2 (DUOX1 und DUOX 2) wurden zum ersten Mal in der Schild-
drise identifiziert. Des Weiteren werden DUOX1 und DUOX 2 von Endothelzellen in
der Lunge, dem Magen-Darm-Trakt und der Prostata exprimiert. DUOX1 und DUOX2
sind homolog zu NOX1-4, besitzen jedoch zusatzlich calciumbindende Domanen (ho-
molog zu NOX5) sowie ein Peroxidase-ahnliche Domane (Abbildung 3). Beide Isofor-
men werden durch Ca?* aktiviert und bendétigen keine weiteren Aktivatoren. Ahnlich
wie NOX4 produzieren DUOX1 und DUOX2 tiberwiegend H202 [68].
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1.3.2.3 Stickstoffmonoxid-Synthasen

NOS sind Enzyme, die die Produktion von Stickstoffmonoxid aus L-Arginin und O2 ka-
talysieren. Es sind drei Isoformen von NOS bekannt: die neuronale NOS (nNOS), die
endotheliale NOS (eNOS) und die induzierbare NOS (iNOS). INOS und nNOS gehéren
zu den l6slichen Formen und sind tGberwiegen im Zytosol vorzufinden, dagegen liegt
eNOS membrangebunden vor und ist die vorherrschende NO-Quelle in vaskularen
Endothelzellen [74]. NOS existieren als Homodimere, die aus einer c-terminalen Re-
duktasedoméne eines Monomers bestehen, die mit der Oxygenasedoméane des ande-
ren Monomers am N-Terminus verbunden sind. Die Reduktasedomé&ne bindet an
NADPH, Flavinmononucleotid und Flavin-Adenin-Dinukleotid, wahrend die Oxygena-
sedomane an den Cofaktor Tetrahydrobiopterin (BH4), molekularen Sauerstoff und
das Substrat L-Arginin bindet. Die Elektronen werden vom gebundenen NADPH in der
Reduktasedoméane auf Ham in die Oxygenasedomane von NOS Ubertragen. NO wird
von NOS in zwei aufeinanderfolgenden Monooxygenierungsreaktionen von L-Arginin
erzeugt, die zur Bildung von L-Citrulin fihren. Alle Isoformen von NOS binden Calmo-
dulin. In nNOS und eNOS wird die Calmodulinbindung durch einen Anstieg des intra-
zellularen Ca?* (200 und 400 nM) induziert. Wenn die Calmodulin-Affinitat zu NOS
zunimmt, erleichtert dies den Elektronenfluss von NADPH in der Reduktasedomane
zum Ham in der Oxygenasedomane. In iINOS bindet Calmodulin aufgrund einer ande-
ren Aminoséaurestruktur der Calmodulin-Bindungsstelle bereits bei extrem niedrigen
intrazellularen Ca?*-Konzentrationen (unter 40 nM) weshalb es oft als Calcium-unemp-
findlich beschrieben wird [75]. FUr den oxidativen und nitrosativen Stress sind vor allem
INOS und eNOS verantwortlich. In nicht-aktivierten Makrophagen oder Neutrophilen
ist INOS kaum vorhanden, erst nach einer Stimulation mit Lipopolysacchariden (LPS)
von Bakterien oder proinflammatorischen Zytokinen wie IL-1, TNF und IFN-y kommt
es zu einer starken iINOS Expression. Sobald iNOS exprimiert wird, ist es konstitutiv
aktiv und kann nicht durch intrazellulares Ca?* reguliert werden [75, 76]. Des Weiteren
findet die INOS-Expression bereits in einer stark oxidativen Umgebung statt. Daher
kénnen hohe NO-Konzentrationen mit Superoxid reagieren, was zur Bildung von Per-
oxinitrit fihrt, welches fur die Zellen deutlich toxischer ist [59]. Dagegen wird eNOS
von den Endothelzellen konstitutiv exprimiert und die Enzymaktivitat tiberwiegend von
der intrazellularen Ca?*-Konzentration reguliert. Die eNOS-abhangige NO Produktion
ist vor allem fur die Vasodilatation von Blutgefalen und die endotheliale Adhasion von

Immunzellen verantwortlich. Ein erhohter oxidativer Stress kann jedoch zur
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Entkopplung von eNOS fluihren. Dabei werden die Elektronen auf den molekularen
Sauerstoff statt auf Arginin Ubertragen, was zur Produktion von Oz fuhrt und den oxi-

dativen Stress weiter verstarkt [75].

1.3.2.4 Xanthinoxidase

Xanthinoxidase ist ein losliches Enzym mit einem hohen Molekulargewicht von 270
kD, dass die Oxidation von Hypoxanthin zu Xanthin und Harnséure katalysiert. Es exis-
tiert in zwei Formen: Xanthin-Dehydrogenase und Xanthinoxidase. Xanthin-Dehydro-
genase ist die Uberwiegende Form im Gewebe, welche NAD* als Reduktionsmittel
nutzt (Abbildung 4). Eine irreversible proteolytische Umwandlung von Xanthin-Dehyd-
rogenase zu Xanthinoxidase kann durch einen ischamischen Zustand ausgeldst wer-
den. Die Xanthinoxidase oxidiert Hypoxanthin zu Xanthin und weiter zur Harnsaure
wobei Oz und H202 anfallen (Abbildung 4) [77]. So sind Erkrankungen wie Ischamie,
Atherosklerose, Diabetes mellitus und rheumatoide Arthritis, bei denen oxidativer
Stress eine wesentliche Rolle spielt, oft mit einer stark erhéhten Xanthinoxidase-Akti-

vitat assoziiert [78].

X0
H202 H202
0, O, 0, O,
Hypoxanthin Xanthin » Harnsaure
NAD*  NADH* NAD* NADH*
XDH

Abbildung 4: Xanthinoxidase Metabolismus von Harnséaure.

XO: Xanthinoxidase, XDH: Xanthin-Dehydrogenase, NAD: Nicotinamidadenindinukleotid. Abbildung
nach [79].

1.3.3 Redox-Regulation und Signalwege

ROS, insbesondere H202, sind an der Redoxregulation und dem Redoxsignaling be-
teiligt, indem sie Proteine, Lipide und DNA modifizieren. Vor allem die Signaltibertra-
gung uber Proteine, die redoxempfindliche Cysteinreste enthalten, ist mittlerweile ein
etabliertes Konzept der Redoxbiologie. Die beteiligten Cysteinreste weisen haufig un-

gewdhnlich niedrigen pKs auf, weshalb sie unter physiologischen Bedingungen als
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Thiolanionen (S-) vorliegen [47]. Sie bilden oft die aktiven Seitenketten und sind fur die
Bildung von tertiaren und quaternéren Strukturen der Proteine essenziell. H202 oxidiert
die Thiolanionen zu Sulfensaure (SOH) welche durch Reaktion mit einer raumlich be-
nachbarten Thiol-Gruppe eine S-S-Briicke (Dislulfid) bildet und dabei eine sehr starre
kovalente Bindung herstellt, welche die Struktur und die Aktivitat des Proteins veréan-
dert. Bei hohen ROS-Konzentrationen wird die Sulfensaure zu Sulfinsdure (SO2H) und
weiter zu Sulfonséure (SOsH) oxidiert. Bei der letzteren handelt es sich um eine nicht
reversible oxidative Modifikation [38, 48]. Eine Grundvoraussetzung fir die Redoxre-
gulation bei der Signaltibertragung ist jedoch, dass sie reversibel sein muss. Dabei
spielen Enzyme der Thioredoxin-Familie wie die Glutathionperoxidase (GPx), Thiore-
doxin (Trx), Glutaredoxin (Grx), Peroxiredoxine (Prxs), Glutathionreduktase (GR) und
Thioredoxinreduktase (TrxR) eine zentrale Rolle. Die Enzyme weisen als Gemeinsam-
keit eine Trx-Struktur mit Cysteinresten im aktiven Zentrum sowie eine Oxidoreduk-
tase-Aktivitat auf [49]. Die Thiolgruppen (Cysteinreste) im aktiven Zentrum sind essen-
tiell fur die Reduktion der Protein-Disulfid-Bricken um die urspringliche Form und
Funktion des Proteins wiederherzustellen. Des Weiteren sind sie an der Reduktion von
H20: beteiligt. Damit sind die Proteine neben der Redoxsignalgebung auch an antio-
xidativen Abwehrprozessen maf3geblich beteiligt. Die Reduktion der Disulfid-Briicken
an Proteinen wird reversibel durch die Enzyme Trx und Gpx aufgelost, indem sie selbst
eine intermolekulare S-S-Briicke bilden (Abbildung 5). Die Disulfidbriicke im aktiven
Zentrum des Proteins von Trx wird wiederum durch das Enzym TrxR reduziert welches
die Elektronen von NADPH bezieht (Abbildung 5). Die oxidierte Grx wird dagegen
zuerst Uber Gluthation (GSH) reduziert wodurch ein Gluthathion-Disulfid (GSSG) ge-
bildet wird, welches wiederum durch die GR tber NADPH zu GSH reduziert wird (Ab-
bildung 5) [49]. Uber diesen Redoxmechanismus kann zum Beispiel die Aktivitat von
Proteintyrosinphosphotasen reguliert werden. Proteintyrosinphosphotasen steuern
den Phosphorylierungszustand zahlreicher signaltransduzierender Proteine und regu-
lieren somit Zellfunktionen wie Proliferation, Differenzierung, Uberleben, Metabolismus
und Motilitat. Die katalytische Region von Proteintyrosinphosphotasen beinhaltet Cys-
teinreste, die fur eine oxidative Inaktivierung anféllig sind. Somit verringert ROS die
Phosphataseaktivitat und erhoht das Phosphorylierungsniveau von Proteintyrosin,
wodurch die Signaltransduktion beeinflusst wird [80]. Dartber hinaus kann ROS Uber
Proteinkinase B zur erhdhten Phosphorylierung von Forkhead-Box-Proteinen der
Klasse O (FOXOs) fuhren. Die Phosphorylierung von FOXOs verhindert deren
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Translokation in den Nukleus und damit die Transkription von Genen die fur Autopha-
gie, Proteasomeaktivitat und antioxidativen Proteinen wie Katalase, SOD, GPx und
Prxs verantwortlich sind [38]. Des Weiteren kann ROS den Mitogen-aktivierten-Pro-
tein-Kinase-Weg (MAP-Kinase-Weg) aktivieren. Die MAP-Kinasen werden in drei
Gruppen aufgeteilt: a) ,extracellular signal requlated kinase® (ERK), umfassen die Iso-
formen ERK-1 und ERK-2; b) p38-mitogenaktivierte Proteinkinase und die c) c-Jun-N-
terminalen Kinasen (JNK). MAP-Kinasen sind ebenfalls Enzyme die fur die Phospho-
rylierung von zahlreichen Proteinen verantwortlich sind. Sie sind an der Zellprolifera-
tion,-differenzierung und-reaktion auf Stress beteiligt und fuhren zu Veranderungen in
der Aktivitat von Transkriptionsfaktoren und somit zur Modulation der Genexpression.
Viele dieser Signalwege konnen gleichzeitig durch ROS/RNS aktiviert werden. So for-
dert die ERK-Aktivierung das Uberleben der Zellen, wahrend eine langere JNK-AKkti-
vierung zum Zelltod durch Apoptose fihrt. Somit ist die Balance zwischen den beiden
Signalwegen entscheidend fiir das Schicksal der Zelle. [38]. Weshalb die ROS/RNS
Konzentration, die Halbwertszeit, die Eigenschaft der ROS/RNS Intermediate und de-

ren intra- bzw. extrazellulare Lokalisation eine wichtige Rolle spielen.

_Se” 5"
TrxR Trx
NSH NSH
NADPH+H* _Se _S P/SH
xR _| Trx_ | N\SH
\S \S
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Abbildung 5: Reaktionsmechanismus des Trx/Grx-Systems.

NADPH ist der Hauptelektronendonor fiir das Trx-System. Es Ubertragt die Elektronen auf TrxR, die
weiter Uber Trx auf das oxidierte Protein Uibertragen werden, wobei die S-S-Briicke aufgeldst wird und
das Protein seine urspringliche Form und Funktion wiedererlangt. NADPH liefert ebenfalls Elektronen
fur das Grx-System. Elektronen werden Uber GR auf GSSG ubertragen welches zu GSH reduziert wird.
GSH dienst als Kofaktor/Elektronendonor fur die Reduktion von oxidierter Grx, welches im reduzierten
Zustand die Protein-Disulfid-Briicken auflost. Glutathionperoxidase (GPx), Thioredoxin (Trx), Glutare-
doxin (Grx), Glutathionreduktase (GR) und Thioredoxinreduktase (TrxR). Abbildung nach [49].

1.3.4 Antioxidative Systeme

Der Organismus von Saugern ist mit einer Vielzahl von Antioxidationsmolekilen aus-
gestattet die der Wirkung von ROS und anderen Oxidationsmitteln entgegenwirken

indem sie diese neutralisieren und die Homoostase sicherstellen. Antioxidative
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Schutzsysteme kdnnen in zwei Kategorien unterteilt werden: enzymatisches und nicht-
enzymatisches System. Sie kdnnen auch als endogen produzierte oder exogene An-
tioxidantien aus der Nahrung klassifiziert werden [81, 82].

Das enzymatische antioxidative Schutzsystem umfasst SODs, Katalasen, GPxs, Prxs,
und das Trx/Grx-System. Andererseits besteht das nichtenzymatische Antioxidations-
system aus einer groRen Anzahl von Molekilen unterschiedlicher Natur, die antioxida-
tive Wirkungen ausiben. Diese Gruppe umfasst antioxidative Vitamine (Vitamin A, Vi-
tamin E und Vitamin C), Carotine, Coenzym Q, Harnsdure, aus der Nahrung stam-
mende Phenolverbindungen, Triterpensauren und viele andere [81, 82].

1.3.4.1 Enzymatische Antioxidationsmechanismen

Enzyme spielen beim antioxidativen Schutzsystem die Hauptrolle und sind den nieder-
molekularen Verbindungen (nichtenzymatische Antioxidantien) deutlich tberlegen [39,
83]. Da Oz die primare reaktive Sauerstoffspezies darstellt, ist seine Dismutation zu
Sauerstoff und Wasserstoffperoxid durch SODs von primarer Bedeutung. Humane
SODs gibt es in drei Isoformen, die an verschiedene Cofaktoren gebunden sind: mito-
chondriale MnSOD, zytosolische Kupfer/Zink (Cuzn)-SOD und extrazellulare SOD
(EC-SOD). SODs werden unter Bedingungen des oxidativen Stresses schnell induziert
und bilden die erste Verteidigungslinie gegen freie Sauerstoffradikale [38]. Das durch
die Dismutation von Oz gebildete H202 wird durch Enzyme wie Katalase, GPx und
Prxs weiter zu Wasser und molekularen Sauerstoff reduziert. Prxs gehéren zu den
haufigeren Proteinen und kénnen bis zu 1 % des Gesamtproteins in der Zelle ausma-
chen. Beim Menschen sind sechs Isoformen bekannt (Prxs 1-6) die in unterschiedli-
chen Zellkompartimenten vorkommen. Neben der Peroxidaseaktivitat (H202 Katalyse)
kénnen Prxs auch als Chaperone oder als Phospholipasen wirken [49].

GPxs gehoren zu der Familie der Trx-Proteine (1.3.3) welche Wasserstoffperoxid, Li-
poperoxide und andere organische Hydroperoxide unter Verwendung von GSH zu
Wasser, bzw. zu den entsprechenden Alkoholen oder hydroxylierten Verbindungen re-
duzieren [38, 81-83]. Von den insgesamt acht Isotypen (GPx 1-8) spielen vor allem die
GPx 1-4 eine wichtige Rolle bei der antioxidativen Abwehr. Die GPx1 ist die haufigste
Form und ist beinahe in allen Zellen im Zytosol und in den Mitochondrien anzutreffen.
Wohingegen die GPx2 sich Uberwiegend im Zytosol und im Zellkern von gastrointesti-
nalen Epithelzellen befindet, wo es Nahrungsperoxide reduziert. GPx3 ist der einzige

Isotyp, der sich ausschlie3lich im extrazellularen Raum und im Blutplasma befindet.
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Weshalb angenommen wird, dass es eines der wichtigsten extrazellularen antioxidati-
ven Enzyme bei Saugetieren darstellt. Dagegen ist GPx4 ein membranassoziiertes
Enzym, welches die Membranen vor oxidativen Schaden schiitzt, indem es Phospholi-
pidhydroperoxide reduziert [81, 82].

Das Trx/Grx-System bildet einen weiteren wichtigen antioxidativen Schutzmechanis-
mus. Die Enzyme reduzieren tberwiegend die oxidierten Thiolresten von Proteinen,
ein essentieller Prozess fur Redoxsignaling (1.3.3), kénnen aber auch das H202 oder
andere ROS direkt neutralisieren [82]. Saugetiere weisen zwei Trx-Systeme auf: das
zytosole Trx1 und TrxR1 und das mitochondriale Trx2 und TrxR2. Zusatzlich existiert
eine weitere Form, das TrxR3, welche ausschlief3lich in den Keimzellen der Testis ex-
primiert wird. Bei den Grx-Proteinen wurden bis dato vier Isotypen entdeckt, Grx1,
Grx2, Grx3 undGrx5. Grx1 befindet sich hauptsachlich im Zytosol, kann aber in den
Nukleus oder extrazellularen Raum transportiert werden. Die Grx3 ist ebenfalls in Zy-
tosol und Nukleus vorzufinden, wahrend die Isotypen Grx2 und Grx5 tUberwiegend in
Mitochondrien lokalisiert sind [83].

Das NADPH-Molekul bildet das Rickgrat des ganzen Systems. Es dient als Elektro-
nendonor fur die TrxR und GR und ist somit flir die Reduktion der nachgeschalteten
Enzyme/Proteine sowie die Regeneration von GSH aus GSSH verantwortlich (Abbil-
dung 5) [49].

1.3.4.2 Nicht-enzymatische Antioxidantien

Es gibt unzahlige niedermolekulare Verbindungen, die antioxidative Eigenschaften
aufweisen. Dazu zahlen vor allem Vitamine, verschiedene Metaboliten und sekundéare
Pflanzenstoffe. Bei den Vitaminen handelt es sich hauptsachlich um Vitamin A (Reti-
nol), Vitamin C (Ascorbinséure) und Vitamin E (a-Tocopherol). Vitamin C ist wasser-
I6slich und tberwiegend im Zytosol und extrazellularen Raum vorzufinden, wo es Ra-
dikale wie Superoxid (Oz*) und Hydroxyl (HO-) abfangt. Dagegen ist Vitamin E auf-
grund seiner hydrophoben Eigenschaften tberwiegend in den Zellmembranen lokali-
siert. Vitamin E wirkt der Lipidperoxidation entgegen, indem es ein Wasserstoffatom
der Phenolgruppe an die Peroxyl-Radikale abgibt und nicht reaktive Tocopherol-Radi-
kale bildet, wodurch die oxidative Kettenreaktion unterbunden wird [81, 82]. Des Wei-
teren haben viele Metaboliten wie Harnsaure, Bilirubin und Melatonin antioxidative Ei-
genschaften [82]. Harnsaure kann die Peroxynitrit-induzierte Proteinnitrosylierung, Li-

pid- und Proteinperoxidation verhindern, indem es freie Radikale abféangt und
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Ubergangsmetall-lonen wie Fe2* chelatiert [84]. Studien haben gezeigt, dass Melato-
nin eine direkte und indirekte antioxidative Wirkung hat. Es kann einerseits das Elekt-
ronen-,Leakage“ in der Atmungskette reduzieren wodurch weniger Radikale gebildet
werden. Andererseits kann Melatonin selbst als Radikalfanger agieren. Dabei kann ein
Melatoninmolekul bis zu 10 ROS-Molektle neutralisieren [82, 85]. Bei den Antioxidan-
tien, die Uber die Nahrung aufgenommen werden, handelt es sich hauptséchlich um
sekundéare Pflanzenstoffe wie Carotinoide und Polyphenole. So kann B-Carotin mit Su-
peroxid, Peroxyl- und Hydroxyl-Radikalen reagieren oder die ROS-induzierte NF-kB-
Aktivierung und somit die IL-6 und TNF Produktion inhibieren [81]. Polyphenole wie
Flavonoide wirken ebenfalls als Radikalfanger oder Chelatoren. lhre antioxidative Wir-

kung hangt vor allem von der Anzahl und der Anordnung der Hydroxylgruppen ab [82].

1.3.5 Oxidativer Stress

Das Konzept des oxidativen Stresses wurde erstmals von Helmut Sies 1985 als ,St6-
rung des Prooxidant-Antioxidant-Gleichgewichts zugunsten des Ersteren® formuliert
[39, 86]. Beim oxidativen Stress Ubersteigt die Menge an ROS/RNS die Kapazitaten
der antioxidativen Schutzmechanismen wodurch oxidative Schaden an DNA, Lipiden
und Proteinen entstehen. Das fuihrt zu Aktivierung von stressinduzierten Transkripti-
onsfaktoren, zur Produktion von proinflammatorischen Zytokinen bis hin zum Zelltod.
ROS/RNS kann die DNA schéadigen indem es Einzel- oder Doppelstrangbriichen ver-
ursacht und somit zum Zelltod durch Apoptose oder Nekrose fuhrt. Modifikationen an
Purin und Pyrimidin sowie Basendeletionen kénnen Mutationen im Genom ausldsen,
was zur Fehlfunktion von Proteinen fuhren kann. Die am meisten beobachtete und
untersuchte ROS-induzierte Modifikation von DNA ist die Oxidation von Guanin zu 8-
Hydroxydesoxyguanosin (8-OHdG). Viele Krebserkrankungen sind mit erhéhten Kon-
zentrationen an 8-OHdG assoziiert. Eine mdgliche Ursache wie 8-OHdG zur Karzino-
genese beitragt ist die veranderte Bindung von Transkriptionsfaktoren an den Promo-
terregionen, was zu Beeintrachtigungen der Genexpression und des Metabolismus
fuhren kann. Des Weiteren kann es bei der Exzision von 8-OHdG durch 8-Oxogua-
ninglykosylase (OGG1) zu einer fehlerhaften Baseninsertion kommen und somit zu
einer Mutation des Genprodukts [87, 88].

Neben der DNA sind vor allem die Lipide in Form von ungesattigten Fettsduren anfallig
gegenuber ROS/RNS. Wenn Fettsauren mit einem Radikal reagieren entstehen Fett-

saureradikale. Diese kdnnen weiter mit Sauerstoff zu Lipidperoxylradikalen (LOQ¢)
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reagieren, welche wiederum mit anderen Fettsauren reagieren kbnnen und so eine
Kettenreaktion auslésen [38]. Es sei denn, diese wird durch Antioxidantien wie a-Toco-
pherol gestoppt. Das Endprodukt der Lipidperoxidation sind Aldehyde wie Malondial-
dehyd (MDA) und 4-Hydroxynonenal, die auch als Marker fir oxidativen Stress genutzt
werden konnen [47]. Ersteres kann ebenfalls zur Karzinogenese beitragen indem es
mit der DNA reagiert und Addukte wie Deoxyguanosin und Deoxyadenosin bildet [89].
Exzessive Lipidperoxidation kann die zellularen Membranen schadigen und zum Zell-
tod fuhren. Diesen Prozess nennt man Ferroptose [90].

Da Proteine der Hauptbestandteil (abgesehen von Wasser) der Zellen sind, bilden sie
das ,Hauptangriffsziel“ fir ROS/RNS [91]. Die reversible Oxidation von Proteinen,
Uberwiegend von Thiolgruppen, spielt eine zentrale Rolle beim Redoxsignaling (1.3.3).
Allerdings kdnnen hohe Konzentrationen von ROS/RNS auch zur irreversiblen Oxida-
tion der Thiolreste und damit zu Fehlfunktion von Proteinen flihren. Die Oxidation von
Proteinen kann zu deren Konformationsanderung, Anderung der Bindungskapazitat,
Fragmentierung der Seitenketten und zu erhdhter Anfalligkeit fir Proteasen fuhren
[40].

Um den oxidativen Stress entgegenzuwirken und um mdgliche Schaden zu vermeiden,
reagieren die Zellen mit einer erhéhten Expression von Antioxidans-Proteinen (1.3.4).
Der Transkriptionsfaktor Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (NRF2) spielt dabei
eine zentrale Rolle. Unter normalen physiologischen Bedingungen wird NRF2 durch
Keapl und Cullin 3 im Zytoplasma gehalten und ubiquitiniert, worauf es durch Protea-
somen schnell abgebaut wird. Beim oxidativen Stress werden die redoxsensitiven Cys-
teinreste in Keapl oxidiert, wodurch die Degradation von NRF2 unterbunden wird. Wo-
raufhin NRF2 in den Nukleus translozieren kann, wo es an einen DNA-Promotor bindet
und die Transkription von antioxidativen Genen und deren Proteine initiiert. Dazu zahlt
vor allem die Produktion und Regeneration von GSH und NADPH, sowie die Expres-
sion von zahlreichen antioxidativen Proteine wie TrxR1, Gpx, SOD, Sulforedoxin 1 und
Hamoxygenase 1 (HO-1) [92, 93].

1.3.6 ROS und RNS bei Entziindungen

Wie bereits beschrieben, abhangig von der ROS/RNS-Quelle, der Eigenschaften der
ROS/RNS Intermediate, deren Halbwertszeit und deren intra-/extrazellularen Lokali-
sation ist ROS an normalen physiologischen Prozessen beteiligt, kann aber auch zu

maladaptiven  Reaktion beitragen, die zu  Stoffwechselstorungen und
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Entztndungsreaktionen fihren kdnnen. Viele entziindliche und chronische Erkrankun-
gen wie Arteriosklerose, Diabetes mellitus und Apoplex sind mit erhéhter ROS/RNS
Produktion und oxidativen Stress assoziiert [38, 47].

Ubersteigt die ROS/RNS Produktion die antioxidative Kapazitaten der Zelle, kommt es
zu oxidativen Schéaden der Lipide, Proteine und der DNA was den Abbau der extrazel-
luldaren Matrix ,extracellular matrix“ (ECM) und zum Zelltod flihren kann (1.3.5). Nek-
rotische Zellen und geschadigte ECM setzen wiederum verschiedene intrazellulare
und extrazellulare Molekule frei, die als DAMPs wirken, welche wiederum von ver-
schiedenen PRRs wie TLRs und NLRs erkannt werden wodurch eine Entziindungs-
kaskade ausgelost werden kann [94, 95]. Die durch TLRs induzierte natirliche Immun-
reaktion werden hauptséachlich durch die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB
und in geringerem Mal3e durch MAPKs und andere Transkriptionsfaktoren, AP-1 und
IRFs vermittelt [94]. Die Aktivierung des NF-kB-Signalwegs spielt eine zentrale Rolle
bei der angeborenen und adaptiven Immunantwort und ist kritisch fiir die Entstehung
einer Entziindungsreaktion in dem es die Regulation von zahlreichen pro-inflammato-
rischen Zytokinen und Chemokinen und Adhasionsmolekiilen steuert (1.5). Aul3erdem
hat ROS einen direkten Einfluss auf die Aktivierung und Inhibition des NF-kB-Signal-
wegs indem es die redoxsensitiven Thiolreste der einzelnen NF-kB Transkriptionsdo-
manen oxidiert. So kann ROS im Zytosol die Phosphorylierung von IkBa inhibieren
wodurch die Aktivierung und Translokation von NF-kB in den Zellkern verbessert wird.
Anderseits reduziert die Oxidation von NF-kB Untereinheiten deren Bindungspotential
an die DNA wodurch die Transkription gehindert wird. Daher konnen die Effekte von
reaktiver Sauerstoffspezies auf die NF-kB-vermittelte Genexpression sehr variabel und
divergent sein [38, 80]. Zusatzlich fuhrt oxidativer Stress zu einer starkeren Expression
von TLR4 auf der Zellmembran und erhdht somit die Sensitivitdt gegeniiber dessen
Liganden wodurch die Entziindungskaskade verstarkt werden kann [94, 96, 97].

Des Weiteren kann ROS/RNS NLR-abhangige Inflammasomen, welche eine Schlis-
selrolle bei den Entziindungsreaktionen spielen, modulieren und aktivieren [94]. In-
flammasomen sind zytosolische Multiproteinkomplexe welche die Vorstufen der pro-
inflammatorischen Zytokine pro-IL-1p und pro-IL-18 durch Caspase 1 abhéngige pro-
teolytische Spaltung zu IL-1p und IL-18 prozessieren [98]. Dabei scheint die mito-
chondriale ROS-Produktion eine zentrale Rolle zu spielen. Zahlreiche exogene und
endogene Aktivatoren von NLRP3 verursachen Storungen des mitochondrialen
Membranpotentials was mit einer erhdhten ROS-Produktion durch die Atmungskette
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einhergeht. Dies fuhrt zur Oxidation der mitochondrialen DNA und zu deren Freiset-
zung ins Zytoplasma wo es an NLRP3 bindet und aktiviert [94, 98-100].

Ein weiterer Mechanismus wie ROS/RNS die Entziindungsreaktion beeinflussen kann
ist die Regulation von Adh&sionsmolekiilen. So hat Stickstoffmonoxid eine entzin-
dungshemmende Wirkung, indem es beispielsweise die Expression von ICAM-1 auf
Endothelzellen hemmt, wodurch die Adh&sion von Neutrophilen und anderen Immun-
zellen reduziert wird [101]. Dagegen scheint H202 entzindungsférdernde Eigenschaft
zu haben, indem es die Expression von ICAM-1 und P-Selektin auf Endothelzellen
steigert und somit die feste Adharenz von Neutrophilen verstarkt [102, 103]. Die ge-
steigerte ROS Produktion infolge der Akkumulation von Neutrophilen am Entzin-
dungsort hat einen mafl3geblichen Einfluss auf die Integritat des endothelialen Zellver-
bandes. ROS in Kombination mit pro-inflammatorischen Zytokinen (wie TNF) und Che-
mokinen fuhrt zur Auflosung von Zell-Zell-Verbindungen, wodurch das Endothel per-
meabel wird und weitere Immunzellen zum Ort der Entziindungsreaktion einwandern
kénnen. Die eingewanderten Immunzellen helfen nicht nur bei der Bekdmpfung von
Pathogenen, sondern kdnnen auch im Falle von sterilen Entziindungen zu Zell- und

Gewebeschéden fuhren [60].

1.4 NETs

Die Bildung von NETs wurde zum ersten Mal im Jahr 2004 beschrieben, als eine neu-
artige Strategie von Neutrophilen zur Bekdmpfung verschiedener Pathogene. NET-
Strukturen bestehen aus dekondensiertem Chromatin, ausgestattet mit antimikrobiel-
len Peptiden und Enzymen wie Neutrophilen-Elastase (NE), Cathepsin G, MPO und
Defensine, die von aktivierten Neutrophilen als Reaktion auf Infektionen und Entzin-
dungen freigesetzt werden. Sie sind in der Lage Bakterien, Pilze, Viren und Parasiten
extrazellular zu binden um deren weitere Ausbreitung im Organismus einzudammen.
Neuere Studien zeigen allerdings die zunehmende Relevanz von NETs in der Patho-
genese im Rahmen von entzindlichen Erkrankungen, Autoimmunitat und Krebs [3].

Es wird zwischen zwei Arten von NET-Bildung unterschieden: einmal die klassische
,Suizidale“ NETose bei der die Neutrophile absterben und die alternative ,vitale® nicht-
Iytische NETose bei der die Zellen weiterhin lebensfahig sind. Bei der klassischen NE-
Tose kommt es zu einer veranderten Aktindynamik und Depolarisation von Neutrophi-
len, wodurch sich die zellulare und granulare Membran auflést und sich das Chromatin,

zusammen mit den granularen Proteinen als NETs im extrazellularen Raum entfaltet
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[104, 105]. Diese Art von NETose bildet die iberwiegende Form der NET-Bildung und
tritt in der Regel Uber 3 bis 4 Stunden nach Neutrophilen-Aktivierung auf [105]. Auf der
anderen Seite findet die vitale NETose sehr schnell, innerhalb von 5 bis 60 min statt
[106]. Dabei wird die nukledre DNA, in Vesikeln verpackt, in den extrazellularen Raum
exportiert, indem sich aufldsen und somit das Chromatin freigesetzt wird, ohne dabei
die Integritat der Zellmembran oder des Nukleus zu zerstéren [106]. Beide Formen der
NETose kénnen sowohl die nukledre wie auch die mitochondriale DNA beinhalten
[107]. Allerdings hangt die Art der NET-Bildung und die Komposition der NETs sehr
stark von der stimulierenden Substanz oder dem stimulierenden Mikroorganismus ab
[108].

Der genaue Mechanismus der NET-Bildung ist noch nicht vollstandig aufgeklart und
Teil intensiver Forschung. Es gibt zahlreiche Aktivatoren sowie Mechanismen der
NET-Bildung, die sich in der Effektivitat, Kinetik und der Morphologie unterscheiden.
Die NADPH Oxidase-abhangige NET-Bildung ist dabei die am besten untersuchte.
Eine Behandlung der Neutrophilen mit Phorbol-12-myristat-13-Acetat (PMA), einem
Diacylglycerin-Mimetikum, fuhrt zu einer Aktivierung der Proteinkinase C [109], die
Uber den Raf-MEK-ERK Signalweg die NADPH Oxidase-abhangige ROS Produktion
aktiviert [110]. ROS stimuliert die MPO wodurch die NE aus den azurophilen Granula
in das Zytoplasma entlassen wird. Die NE transloziert weiter zum Nukleus wo es die
Histone proteolytisch spaltet was zu einer Expansion des Chromatins fiihrt. Dabei bin-
den die NE und die MPO an das Chromatin was dessen Dekondensation weiter vo-
rantreibt bis es zur Auflosung der nuklearen Membran, Zelllyse und schlie3lich dem
entfalten der NETs kommt [3, 111].

Bestimmte Trigger von NETs wie z.B. das Calcium-lonophor A23187, kbnnen NET-
Bildung auch unabhangig von der NADPH Oxidase auslosen [112]. Dabei scheint das
Enzym ,peptidyl arginine deaminase 4“ (PAD4) eine zentrale Rolle zu spielen, indem
es die Histone citrulliniert und dadurch die Dekondensation des Chromatins auslést
[112].

Neben ihren antimikrobiellen Eigenschaften kdnnen NETs die inflammatorischen Zy-
tokine entweder direkt oder indirekt Gber andere Immunzellen regulieren. So kénnen
NETs im frihen Stadium der Atherosklerose die Transkription von IL-6 und IL-18 in
Makrophagen induzieren und so die Rekrutierung von weiteren myeloiden Zellen ver-
starken [113]. Auf der anderen Seite konnen NETs anti-inflammatorisch wirken, indem

die NETs-assoziierten Proteasen pro-inflammatorische Zytokine und Chemokine
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degradieren [114]. Des Weiteren kbnnen NETs zytotoxisch sein und das Gewebe
schadigen. So kann das erhdhte Vorkommen von freizirkulierenden Histonen die Zell-
membranintegritat beeintrachtigen und die Epithel- und Endothelzellen direkt abtdten
[115], wahrend die Defensine und die NE zur Zelllyse und Degradation der Extrazellu-
laren Matrix fuhren kénnen [116, 117].

NETs sind mit vielen Autoimmunerkrankungen wie dem systemischen Lupus erythe-
matodes (SLE) [118], rheumatoide Arthritis [119] und Psoriasis vulgaris [120, 121] as-
soziiert. Dabei kbnnen die intrazellularen Proteine wie die Histone und MPO als Selbst-
antigene fungieren und so zur Bildung autoreaktiver Antikdrper beitragen [119, 122].
So zeigen Untersuchungen der Synovialflissigkeit von RA-Patienten eine erhdhte
NET-Bildung bei den Neutrophilen sowie erhéhte Antikorpertiter gegen citrullinierte
Proteine [119, 123]. Dagegen geht eine Inhibition oder Defizienz von PAD4 in experi-
mentellen Modellen der rheumatoiden Arthritis mit einer verringerten Entziindungsre-
aktion und verringerten Antikorpertitern einher [124, 125]. Interessanterweise zeigen
Neutrophile von SLE-Patienten eine starke Typ-I-Interferon (IFN-a) getriebene Genex-
pression. Im Rahmen von Mausexperimenten konnte gezeigt werden, dass NETSs hier-
bei eine entscheidende Rolle spielen, indem sie tiber TLR7 und TLR9 die plasmazyto-
iden DCs aktivieren, welche die Expression von IFN-a férdern und so die Autoimmun-
erkrankung vorantreiben [126, 127]. Dabei ist die mitochondriale ROS Produktion von
zentraler Bedeutung. Oxidierte DNA ist resistenter gegenuiber Nukleasen und verstarkt
zusatzlich die IFN-a Induktion Uber die Aktivierung von Transmembranprotein 173
(TMEML173), ein Stimulator von Interferon-Genen (STING) [107, 128].

Somit kénnen NETs die Immunantwort auf unterschiedliche Weise modulieren und re-
prasentieren somit ein attraktives Therapietarget fir eine Vielzahl von Erkrankungen
dar.

1.5 NF-kB Signalweg

NF-kB (nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells) ist ein induzier-
barer Transkriptionsfaktor, der eine Vielzahl von Genen reguliert, die an verschiedenen
Prozessen des Immunsystems beteiligt sind. Der Signalweg besteht aus funf struktu-
rell verwandten Untereinheiten, darunter NF-kB1 (p50), NF-kB2 (p52), RelA (p65),
RelB und c-Rel, welche als Homo- oder Heterodimere an spezifische Abschnitte der
DNA, die sogenannten ,kB sites* binden und so die Transkription von bestimmten Ziel-

genen vermitteln [129, 130]. [129, 131]. Der NF-kB-Signalweg wird in den klassischen
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und den alternativen Signalweg unterteilt. Der klassische NF-kB-Signalweg reagiert
auf zahlreiche Stimuli, darunter Liganden verschiedener Zytokinrezeptoren, TLRs, Mit-
glieder der TNF-Rezeptor (TNFR)-Superfamilie sowie T-Zell- und B-Zell-Rezeptoren
[132]. Die Bindung des Liganden an seinen Rezeptor initiiert eine Reihe von Signal-
kaskaden, die zur Aktivierung und Formation des IKK-Komplexes fuhren, der aus
IKKa, IKKB und IKKy (NEMO) besteht (Abbildung 6). Der IKK-Komplex phosphoryliert
IkBa an zwei N-terminalen Serinresten, was zu dessen Ubiquitinierung und proteaso-
malem Abbau fuhrt. Dadurch kdnnen die Heterodimere, meistens p50/RelA und p50/c-
Rel, in den Zellkern einwandern und an die kB-Bindungsstellen binden und die Tran-
skription von bestimmten NF-kB-Zielgenen aktivieren. Die Aktivierung des klassischen
NF-kB-Signalwegs erfolgt sehr schnell, ist jedoch nur von kurzer Dauer, da dessen
Aktivierung auch die Expression von inhibitorischen Untereinheiten wie die IkBa, A20
und p50 (Vorlauferprotein p105) induziert und auf diese Weise einen negativen Rick-
koppelungsmechanismus bildet [133]. Das Ergebnis auf der Transkriptionsebene
hangt stark von den aktivierten Rezeptoren als auch der Kombination der verschiede-
nen NF-kB-Dimeren ab [130, 132]. Der klassische NF-kB-Signalweg spielt eine wesent-
liche Rolle bei der angeborenen Immunitat und ist fur das Uberleben der Zellen, die
Zell-Differenzierung,-Proliferation und Apoptose mitverantwortlich [134-137].

Im Gegensatz zum klassischen NF-kB-Signalweg reagiert der alternative NF-kB-Sig-
nalweg selektiv nur auf eine bestimmte Gruppe von TNFR-Superfamilie, wie Lympho-
toxin-beta Rezeptor (LTBR), ,B cell activation factor rezeptor® (BAFFR), CD40 und ,re-
zeptor activator of NF-kB“ (RANK) [138]. Die Aktivierung des alternativen NF-kB-Sig-
nalwegs beruht auf den proteosomalen Verdau des NF-kB2-Vorlauferproteins p100 zu
p52 und ist IkKB unabhangig (Abbildung 6). Ein zentrale Rolle spielt dabei die NF-kB-
induzierende Kinase (NIK), die unter normalen physiologischen Bedingungen durch
die ,TNFR-associated factor 3“ (TRAF3)-abhéngige Ubiquitinierung proteosomal ab-
gebaut wird. Bei der Aktivierung wird TRAF3 durch die E3 Ubiquitinligase clAP abge-
baut, was zu Akkumulation von NIK im Zytoplasma fuhrt. NIK zusammen mit IKKa
phosphoryliert p100 was dessen Ubiquitinierung und Prozessierung initiiert [137, 138].
Die Prozessierung von p100 zu p52 erfolgt durch den Abbau der C-terminalen, IkB-
ahnlichen Struktur. Das freie p52 kann so in den Zellkern einwandern und dort den NF-
kB-Komplex p52/RelB bilden und so die Transkription von bestimmten Zielgenen initi-
ieren [137, 138]. Der alternative NF-kB-Signalweg spielt vor allem bei der Entwicklung

der sekundar und tertiar Ilymphoiden Organen und der Reifung von
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Thymusepithelzellen (TECs), welche essentiell fir die Entwicklung von T-Zellen sind,
eine wesentliche Rolle [137, 139-141]. Des Weiteren scheint der NF-kB2 Signalweg
einen grol3en Einfluss auf die adaptive Immunantwort als auch im Rahmen von zahl-

reichen chronisch-entziindlichen Erkrankungen zu haben [137, 142].

klassisch alternativ
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Abbildung 6: Vereinfachte Darstellung des klassischen und alternativen NF-kB-Signalwegs.

Wirkungsspektrum @ -

Der klassische NF-kB-Signalweg wird durch zahlreiche Stimuli aktiviert. Die Aktivierung fihrt zu Forma-
tion des IKK-Komplexes und die IKK-vermittelte IkBa-Phosphorylierung. IkBa wird anschlieRend prote-
osomal abgebaut, wodurch die Heterodimere RelA/p50 in den Zellkern translozieren und so die Tran-
skription von bestimmten Zielgenen initiieren. Der alternative NF-kB-Signalweg beruht auf der Prozes-
sierung von pl100. Diese wird durch die Signaliibertragung von einer Untergruppe der TNFR-Familie
ausgelost. NIK-IKKa vermitteln eine anhaltende Aktivierung durch den RelB/p52-Komplex. Abbildung
nach [131].

1.5.1 Der Einfluss des klassischen NF-kB-Sighalwegs auf das Immunsystem

Die meisten Prozesse des angeborenen Immunsystems héngen direkt oder indirekt
mit der Aktivierung des klassischen NF-kB-Signalwegs zusammen. Zahlreiche Studien
haben demonstriert, dass Mause mit einem Doppelknockout in RelA/TNFR1 oder
IKKB/TNFR1 eine héhere Anfalligkeit fur bakterielle Infektionen aufweisen [143-145].
Immunzellen des angeborenen Immunsystems, wie Makrophagen, DCs und Neutro-
phile exprimieren auf ihrer Zellmembran unterschiedliche PRRs (TLRs und NODs) die
Bestandteile von Mikroorganismen (PAMPS) oder intrazellulare und extrazellulare Mo-
leklle von zerstérten Zellen (DAMPS) erkennen. Die Stimulation von PRRs flhrt zu
Aktivierung des klassischen NF-kB-Signalwegs wodurch die Expression von pro-in-
flammatorischen Zytokinen wie TNF, IL-1[3, IL-6 und IFN-y, sowie zahlreichen Chemo-

kinen und antimikrobiellen Proteinen wie Defensine induziert werden. Zytokine wie

35



Einleitung

TNF und IL-1 die in der Lage sind lokale sowie systemische Entziindungsreaktionen
auszulésen, fuhren wieder zur Aktivierung des klassischen NF-kB-Signalwegs,
wodurch die Entziindungsreaktion und Zytokinproduktion verstarkt werden [137]. Des
Weiteren reguliert NF-kB die Expression von Adhasionsmolekulen sowohl auf Leuko-
zyten als auch auf Endothelzellen, wodurch die Extravasation von Leukozyten aus
dem Blutkreislauf zum Entziindungsort erméglicht wird [146-148]. So ist die Rekrutie-
rung von zirkulierenden Neutrophilen zum Entziindungsort in TNFR1/RelA-defizienten
Mausen stark beeintrachtigt [144]. Des Weiteren, reguliert der klassische NF-kB Sig-
nalweg das Uberleben und die Funktion von Neutrophilen unter den relativ toxischen
Bedingungen am Entziindungsort [149].

Ein weiterer Aspekt, wie der klassische NF-kB-Signhalweg die angeborene Immunant-
wort moduliert, ist die Regulation von ROS/RNS produzierenden Enzymen wie z.B.
INOS, nNOS, XO, sowie verschiedene NADPH Oxidasen (NOX1, NOX2, NOX4) [150,
151]. Dabei haben die resultierenden ROS/RNS Intermediate wiederum einen Einfluss
auf die Aktivierung von NF-kB [151] (1.3.6). Enzyme wie Cyclooxygenase-2 und Lip-
oxygenase-5 und -12, die fur die Produktion von Prostaglandinen und Leukotrienen
verantwortlich sind, werden ebenfalls vom klassischen NF-kB-Signalweg reguliert
[151]. Prostaglandine und Leukotriene gehdren zu der Gruppe von Eicosanoiden.
Eicosanoide sind oxidierte ungesattigte Fettsauren mit einer hormonahnlichen Wir-
kung die als intra- wie auch extrazellulare Signalmolekile fungieren und an zahlrei-
chen physiologischen und pathologischen Prozessen beteiligt sind. Dazu gehért vor
allem die Regulation von Entzindungsreaktionen [152]. Des Weiteren reguliert der
klassische NF-kB-Signalweg die Expression von Matrix-Metalloporteinasen (MMPS),
die vor allem lokal am Entziindungsort eine essentielle Rolle spielen, indem sie das
Kollagen im Gewebe spalten und das Einwandern von Immunzellen zum Entzin-
dungsort ermdglichen, sowie bei der Bildung von neuen Gefallen (Angiogenese) [153,
154].

Neben der Initiation der Entziindungsreaktion ist der klassische NF-kB-Signalweg
auch an dessen Regression beteiligt, indem es das Zytokinmilieu moduliert, die Pola-
risation von Makrophagen beeinflusst oder die Proliferation von NK-Zellen hemmt wird
[132, 155]. Abhangig vom intrinsischen NF-kB-Signaling, sowie dem umgebenden Zy-
tokinmilieu, kbnnen Makrophagen zum pro-inflammatorischen (M1) oder anti-inflamm-

atorischen (M2) Typ differenzieren [132]. Tumor-assoziierte Makrophagen (TAMs) des
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M2 Typs weisen eine Uberexpression der p50 Untereinheit auf; dessen Homodimere
wirken vor allem inhibierend auf den klassischen NF-kB-Signalweg [156].

Neben der angeborenen Immunantwort reguliert der klassische NF-kB-Signalweg
auch viele Prozesse der adaptiven Immunantwort, wie die Aktivierung, Differenzierung,
Proliferation und Effektorfunktion von T-Zellen [132]. Die Stimulation von T-Zellen tber
den TCR und CD28 fuihrt zur Aktivierung der NF-kB-Komplexe mit RelA, gefolgt von
einer verzogerten und anhaltenden Aktivierung tGber den c-Rel-Komplex [132, 157,
158].

Aktivierte T-Zellen proliferieren sehr stark und sind dadurch auf die NF-kB-Aktivitat
zum Schutz vor Apoptose sowie zur Produktion von Zytokinen stark angewiesen, ins-
besondere auf IL-2, welches die Proliferation und Differenzierung vorantreibt. So fuhrt
eine Blockade im klassischen NF-kB-Signalweg in aktivierten T-Zellen zum Aktivie-
rungs-induzierten Zelltod oder zur Apoptose [132, 159], wahrend T-Zellen mit einem
Knockout in c-Rel nicht in der Lage sind zu proliferieren und IFN-y zu produzieren, was
auf eine fehlende Expression von IL-2 zurtickzufihren ist [160].

Die Differenzierung von ThO T-Zellen zu Thl, Th2, Th17 oder Tregs ist abhangig von
zahlreichen Transkriptionsfaktoren wie T-bet, GATA3, RORyt und Foxp3, welche wie-
derum zum Teil durch den klassischen NF-kB-Signalweg beeinflusst werden. So regu-
lieren die NF-kB-Untereinheiten RelA und c-Rel unter anderem die Thl-Differenzie-
rung und die Produktion von IFN-y, sowie die Expression von RORyt welches die Dif-
ferenzierung von Th17 Zellen vorantreibt [132, 161-163]. Dagegen sind die Unterein-
heiten p50 und Bcl-3 essenziell fur die Expression von GATA3 und die Differenzierung
zu Th2 Zellen [132, 164]. Die Differenzierung und Funktion von Tregs scheint ebenfalls
stark vom klassischen NF-kB-Signalweg abhéngig zu sein, da dieser die Expression
von Foxp3 reguliert [165]. Zudem wurde in einer Studie gezeigt, dass RelA eine wich-
tige Rolle bei der Stabilitat und der anti-inflammatorischen Funktion von Tregs spielt
[166].

Obwohl die Entwicklung von B-Zellen hauptsachlich vom alternativen NF-kB-Signal-
weg reguliert wird (siehe 1.5.2), hat der klassische NF-kB-Signalweg vor allem einen
Einfluss auf deren Proliferation und Aktivierung [132].

Der klassische NF-kB-Signalweg ist beinahe an allen Prozessen des Immunsystems
beteiligt und wird deshalb mit zahlreichen Erkrankungen, wie Krebs, Autoimmuner-

krankungen und Immundefizienz in Verbindung gebracht [137].
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1.5.2 Die Rolle des alternativen NF-kB-Signalwegs im Immunsystem

Wie bereits unter (1.5) erlautert, wird der alternative NF-kB-Signalweg nur von einer
bestimmten Klasse von Stimuli aktiviert, was auf eine sehr spezifische Funktion im
Immunsystem hindeutet.

Eins der wichtigsten Funktionen des alternativen NF-kB-Signalwegs ist die Entwick-
lung und die Organisation der sekundar lymphatischen Organe (SLOs), wie Lymph-
konten, Milz und die Peyer-Plaques, wodurch er einen direkten Einfluss auf die adap-
tive Immunantwort hat [141]. SLOs bilden eine dreidimensionale Matrix aus Retikulum-
zellen in denen Lymphozyten wie T- und B-Zellen und antigenprasentierende Zellen
wie Makrophagen und DCs miteinander interagieren kbnnen um eine angemessene
adaptive Immunantwort auszulésen. Die Aktivierung des alternativen NF-kB-Signal-
weg Uber die Lymphotoxinrezeptor ist essentiell fir die Reifung von Mesenchym- und
Stromazellen und die Expression von Adhasionsmolekilen und Chemokinen die zur
Bildung und Funktion der SLOs benétigt werden [137, 167]. Zahlreiche Studien haben
gezeigt, dass Mause bei denen der alternative NF-kB-Signhalweg beeintréachtigt ist,
eine Storung in der Architektur der SLOs aufweisen, wie z.B. das Fehlen von Keim-
zentren und Marginalzonen bis hin zum vollstdndigen Fehlen von Lymphknoten wie
bei der alymphoplasia (Aly/Aly) Maus [168-170]. Keimzentren sind spezialisierte Mik-
rostrukturen, die sich in SLOs bilden und langlebige Antikdrper-sezernierende Plas-
mazellen und Gedachtnis-B-Zellen produzieren, die vor einer Reinfektion schitzen
kénnen. Innerhalb der Keimzentren findet die Selektion sowie die klonale Expansion
von aktivierten B-Zellen statt. Zudem finden hier der Immunglobulin-Klassenwechsel
der B-Zellen sowie die somatischen Mutationen des B-Zellrezeptors statt [171]. Dage-
gen bilden die Marginalzonen einen Zugang zu den Lymphfollikeln, indem sie den Zu-
fluss von Antigenen, APCs und Lymphozyten ermdglichen und somit eine wichtige
Rolle bei der Prasentation von Antigenen spielen [172]. Mause mit einem Knockout im
alternativen NF-kB-Signalweg sind weniger resistent gegenuber viralen Infektionen.
So sind B-Zellen von Aly/Aly Méause, die eine Mutation im NIK haben und deshalb eine
Storung in der Aktivierung des alternativen NF-kB-Signalwegs aufweisen, nicht in der
Lage Virus-spezifische IgG Antikorper zu produzieren [168]. Wahrend NF-kB27
Mause, die kein p100/p52 exprimieren, eine gestorte T-Zell-abhangige Immunantwort
aufweisen aufgrund des fehlerhaften Primings von T-Zellen [173]. Des Weiteren or-
chestriert der alternative NF-kB-Signalweg die Organisation der tertiar lymphatischen
Organe (TLOs). TLOs sind strukturelle Ansammlungen von lymphoiden Zellen am

38



Einleitung

Entztindungsort oder in der Umgebung von Tumoren, die einen ektopischen Lymphfol-
likel bilden. Die Interaktion und Organisation von Immunzellen, Stromazellen und En-
dothelzellen erfolgt vor allem Gber die Lymphotoxinrezeptor-induzierte Aktivierung des
alternativen NF-kB-Signalwegs. Dies reguliert die Expression von Chemokinen wie
CXCL12, CXCL13, CCL19, CCL21, sowie von Adhasionsmolekulen wie ,vascular en-
dothelial adhesion molecule 1“ (VCAM-1), ICAM-1, ,mucosal vascular addressin cell
adhesion molecule 1“ (MadCAM-1) [137, 174]. Diese wiederum rekrutieren weitere T-
und B-Zellen und orchestrieren die Formation der TLOs [137].

Der alternative NF-kB-Signalweg wirkt nicht nur durch die strukturellen Defekte der
SLOs auf das adaptive Immunsystem, sondern hat auch einen intrinsischen Effekt auf
einzelne Immunzellen. So reguliert der alternative NF-kB-Signalweg das Uberleben
von B-Zellen wahrend der Reifung indem er diese vor Apoptose schiitzt [175], als auch
den Klassenwechsel und die Produktion von Immunglobulinen [137, 176, 177]. Zudem
ist die Stimulation des alternativen NF-kB-Signalweg tGber LTBR und CD40 fur die Ak-
tivierung von DCs, Prasentation von Antigenen und Cross-Priming von naiven CD8*
T-Zellen notwendig [178]. AuRerdem reguliert der alternative NF-kB-Signalweg in DCs
die Expression von Indoleamine 2,3-dioxygenase, welches die Selbsttoleranz fordert,
indem es die T-Zell-Proliferation unterdriickt und die Apoptose aktivierter T-Zellen in-
duziert [179].

Wahrend die Aktivierung von T-Zellen hauptsachlich von klassischen NF-kB-Signal-
weg abhéangig ist, spielt der alternative NF-kB-Signalweg vor allem bei der T-Zellent-
wicklung im Thymus sowie bei der Bildung von Effektor- und Gedéachtnis-T-Zellen eine
Rolle [137]. Stoérungen des alternativen NF-kB-Signalweg fiilhren zu schweren Defek-
ten in der Entwicklung der medullaren Thymus-Epithelzellen (nTEC) und zur Beein-
trachtigung der Selbsttoleranz von T-Zellen [180, 181]. So ist bei Mausen mit einem
Knockout in LTBR die Kommunikation zwischen mTECs und Thymozyten gestort, was
zu einer fehlerhaften Selektion von T-Zellen und zur Entwicklung von Autoimmuner-
krankungen fuhrt. Einer der Hauptgriinde dafir ist die in den mTECs beeintrachtigte
Expression des Chemokins CCL21, welches fur die negative Selektion von T-Zellen
verantwortlich ist [137, 182, 183]. Des Weiteren hat der alternative NF-kB-Signalweg
intrinsische Effekte auf bestimmte T-Zellpopulationen und deren Differenzierung. Die
Differenzierung von Th17 Zellen ist neben dem klassischen NF-kB-Signalweg auch
vom alternativen NF-kB-Signalweg abhangig, was wiederum das enge Zusammen-

spiel der beiden Signalwege demonstriert [184, 185]. Die Entwicklung und Erhaltung
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von Gedachtnis-T-Zellen ist ebenfalls auf die intrinsische Aktivierung des alternativen
NF-kB-Signalwegs angewiesen [186].

Wie oben detailliert dargestellt, reguliert der alternative NF-kB-Signalweg die Entwick-
lung sowie zahlreiche Ablaufe der adaptiven Immunantwort und ist deshalb auch an
vielen verschiedenen Immunerkrankungen beteiligt. So wurde eine abnormale Aktivie-
rung des alternativen NF-kB-Signalwegs mit der Entwicklung von Myelomen und diffu-
sen grof3zelligen B-Zell-Lymphomen in Verbindung gebracht [187]. Patienten mit Mu-
tationen im pl00/p52-Lokus entwickeln héaufig das ,Common variable immunodefi-
ciency” Syndrom. Diese Erkrankung geht mit einer fehlerhaften Antikérperantwort und
einer verringerten Anzahl von follikularen T-Helferzellen einher. Die Patienten leiden
haufig an wiederkehrenden Infektionen [188]. Darliber hinaus zeigten verschiedene
Studien eine starke Verbindung zwischen der Aktivierung des alternativen NF-kB-Sig-
nalwegs, der Selbsttoleranz und der Entwicklung von Autoimmunerkrankungen. Bei-
spielsweise entwickelten Mause mit einer Uberexpression der p52 Untereinheit eine
entziindliche Autoimmunerkrankung aufgrund des Uberlebens von autoreaktiven T-
Zellen [189]. Des Weiteren fiihrt eine andauernde Aktivierung des alternativen NF-kB-
Signalwegs zu Lungenentzindungen, Fibrose und Alveolarschaden [190]. Bei der
rheumatoiden Arthritis induziert der alternative NF-kB-Signalweg die Produktion von
pro-inflammatorischen Zytokinen, was zu chronischen Entziindungen der Synovia,

Knorpelschaden und Knochendestruktion fuhrt [191].

1.6 Optical Imaging

Die optische Bildgebung ,Optical Imaging“ (Ol) ist eine nicht-invasive Bildgebungs-
technik, die auf Detektion von Licht basiert und damit eine hervorragende und preis-
werte Methode der molekularen Bildgebung in lebenden Organismen darstellt. Die De-
tektion von Licht erfolgt durch den Charge Couple Device (CCD)-Sensor, bestehend
aus einer Matrix von lichtempfindlichen Fotodioden. In hochsensitiven OI-Systemen
werden die CCD-Sensoren im Temperaturbereich von -70 bis -100 °C gekuhlt, um das
thermische Rauschen so gering wie méglich zu halten. Dabei steigt die Photoneneffi-
zienz auf bis zu 95%. Im Vergleich dazu liegt sie bei einer gewdhnlichen Digitalkamera,
die ebenfalls auf dieselbe Technik beruht, nur bei ca. 45%. Dies ermdglicht eine De-

tektion von OI-Proben im picomolaren Konzentrationsbereich in Echtzeit [192].
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Die in vivo angewandte OI-Bildgebung beruht vor allem auf der Emission von Licht in
Form von Fluoreszenz oder Chemi- bzw. Biolumineszenz durch Expression von Re-
portergenen oder Applikation von spezifischen Proben.

Fluoreszenz ist eine spontane Emission von Licht durch bestimmte Molekule, soge-
nannte Fluorophore, die zuvor mit einem energiereicheren Licht als das Emissionslicht
angeregt worden sind (Abbildung 7, links). Der Prozess lauft in drei Schritten ab: Als
erstes wird das Fluorophor durch eine externe Lichtquelle, im Falle des OI-Systems
mit Hilfe eines Lasers, mit einer fur das Fluorophor charakteristischen Wellenlange
angeregt. Die Absorption der Photonen durch das Fluorophor bewirkt den Ubergang
der Elektronen vom Grundzustand (So) in den angeregten Singulett-Zustand (S1). Der
angeregte Si-Zustand ist nur von einer sehr kurzen Dauer (etwa 1-10 Nanosekunden)
bis das Elektron wieder in seinen Grundzustand So zurlckfallt. Dabei wird die freiwer-
dende Energie in Form von Lichtquanten (Photolumineszenz) in einer héheren Wel-
lenlange als die Anregungswellenlange emittiert.

Die Anregungswellenlange ,Exzitation“ und die Wellenlange der Photonenemission
sind individuell abhangig von den charakteristischen Eigenschaften der einzelnen Flu-
orophore. Das zuerst entdeckte und das wohl bekannteste Fluorophor ist das ,Green
Fluorescence Protein“ (GFP) aus der Qualle Aequorea victoria, fir den Osamu Shimo-
mura, Martin Chalfie und Roger Tsien 2008 mit einem Nobelpreis fir Chemie ausge-
zeichnet worden sind. Das natirlich vorkommende unmodifizierte GFP hat zwei Anre-
gungsmaxima bei 395 nm und 475 nm, wéhrend die Emissionswellenlange bei 509 nm
liegt. Durch stetige Forschung und Weiterentwicklung gibt es mittlerweile zahlreiche
Fluoreszenzproteine die unterschiedliche Exzitation- und Emissions-Spektren aufwei-
sen, wie z.B. das ,Yellow Fluorescence Protein“ (YFP) welches im gelben Bereich
emittiert oder das ,Red Fluorescence Protein“ (RFP) welches im roten Bereich emittiert
[193]. Fluoreszenzproteine werden vor allem als Fusionsproteine an bestimmte Gene
gekoppelt, um deren spezifische Expression optisch darzustellen (Reportergen). Des
Weiteren gibt es eine ganze Reihe von organischen Fluorophoren, die als niedermo-
lekulare Verbindungen an bestimmte Amino-, Thiol- oder Carboxylgruppen von Prote-
inen angeknupft werden, um anschlielend in der Fluoreszenzbildgebung als spezifi-
sche Proben oder Kontrastmittel eingesetzt werden.

Die bekanntesten Vertreter dieser Gruppe sind Xanthene, Cyanine und Oxazole [194,
195]. Heutzutage kann damit das komplette sichtbare Lichtspektrum bis hin in den Na-
hinfrarotbereich abgedeckt werden.
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Der Nahinfrarotbereich (650 — 900 nm) spielt eine besonders wichtige Rolle bei der
Bildgebung von lebenden Organsimen sowie biologischem Gewebematerial. Wellen-
langen kleiner als 650 nm werden sehr stark durch das Hamoglobin absorbiert, wah-
rend bei Wellenlangen oberhalb von 900 nm die Absorption durch das Wasser stark
zunimmt (Abbildung 8). Fluorophore die im sichtbaren Lichtspektrum liegen, wie bei-
spielsweise das GFP haben somit eine sehr geringe Penetrationstiefe von maximal
0,5 cm, weshalb diese nur fur die Bildgebung der oberen Schichten wie z.B. der Haut
geeignet sind. Dagegen konnen Nahinfrarot-Fluorophore, aufgrund der geringeren Ab-
sorption durch das Gewebe so wie die geringere Autofluoreszenz und Streuung, deut-

lich héhere Sensitivitaten und Penetrationstiefen von 2 bis 3 cm erreichen.

D-luciferin
+ATP + 0,

_3 /, Firefly
. - <) S5 luciferase

475 nm\ / 509 nm Visible

light

Oxyluciferin
Fluorophore +PP, + AMP + CO,
¢.g. GFP . p
Fluoreszenz Biolumineszenz

Abbildung 7: Grundprinzipien von Fluoreszenz und Biolumineszenz.

Bei der Fluoreszenz wird ein Fluorophor durch eine externe Lichtquelle in einer bestimmten Wellenlange
angeregt, worauf es Licht einer grof3eren Wellenldnge emittiert. Bei der Biolumineszenz wird D-Luciferin
durch das Enzym Luciferase in Gegenwart von ATP und Sauerstoff oxidiert, wodurch sichtbares Licht
emittiert wird und Pyrophosphat (PPi), Adenosinmonophosphat (AMP) und Kohlenstoffdioxid (CO2) er-
zeugt werden. Abbildung nach [196].
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Abbildung 8: Absorptions-Koeffizienten von Hamoglobin und Wasser.
Hamoglobin (Hb), Oxyhdmoglobin (HbO2). Abbildung nach [195]

Bei der Chemi- und Biolumineszenz entsteht die Lichtemission durch eine chemische
bzw. biologische Reaktion im Bereich des sichtbaren Lichts und muss nicht zuvor
durch eine externe Lichtquelle, wie es bei der Fluoreszenz der Fall ist, angeregt wer-
den.

Chemilumineszenz ist ein Prozess, bei dem durch eine chemische Reaktion von be-
stimmten Molekuilen, sogenannte Luminophore, elektromagnetische Strahlung im Be-
reich des sichtbaren Lichts emittiert wird. Dabei wird das Elektron durch Energiezufuhr
in einen energetisch héheren Zustand befdrdert und gibt, wenn es in seinen urspring-
lichen Grundzustand zurtckfallt, die Energie als Photon ab. Zu den bekanntesten Ver-
tretern von Luminophoren gehort das 3-Aminophthalsdurehydrazi, besser bekannt als
Luminol. Luminol wird vor allem in der Forensik zur Detektion von Blutspuren einge-
setzt. Dabei reagiert das Luminol mit H202 in Gegenwart von Eisenionen (Fe?*) des
Hamoglobins. Aufgrund der hohen Sensitivitat gegentiber Oxidation, wird Luminol und
seine Derivate oft zur Detektion von ROS/RNS in biologischen Assays sowie fur das
in vivo Ol verwendet. In der hier vorgelegten Dissertation wurde fir den in vivo Nach-
weis von ROS/RNS die Chemilumineszenz-Probe 8-amino-5-chloro-7-phenylpy-
rido[3,4-d]pyridazine-1,4(2H,3H)dione (L-012) verwendet (Abbildung 9). L-012 ist ein
Derivat des Luminols mit einer deutlich h6heren Sensitivitat gegentber verschiedener
ROS/RNS-Intermediaten [197, 198].
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Abbildung 9: Vereinfachte Darstellung des Ablaufs der L-012 Reaktion mit ROS/RNS.
Abbildung nach [199, 200].

Bei der Biolumineszenz handelt es sich um einen Sonderfall der Chemilumineszenz in
biologischen Systemen, wie sie bei Quallen und Gluhwirmchen anzutreffen ist. Das
Licht entsteht durch die enzymatische Reaktion eines Luciferase-Enzyms mit seinem
Substrat. Luciferase des Gluhwirmchens (Photinus pyralis) ist die am h&ufigsten ver-
wendete Luciferase fur die molekulare Bildgebung. Dieses Enzym oxidiert das Sub-
strat D-Luciferin, in einer Reaktion bei der Sauerstoff und Adenosintriphosphat ver-
braucht werden, wobei Licht mit einem breiten Emissionsspektrum und einem Peak
bei ca. 560 nm emittiert wird [201, 202] (Abbildung 7, rechts). Luciferin verteilt sich
nach intraperitonealer Injektion schnell im ganzen Tier und passiert dabei auch die
Blut-Hirn-Schranke. Die Biolumineszenz erreicht ihren Hohepunkt ca. 10 — 12 min
nach der Injektion von Luciferin und nimmt langsam innerhalb von 60 min wieder ab,
wodurch ein breites Zeitfenster fur die Bildgebung bereitgestellt wird. Aufgrund des fast
vernachlassigbaren Hintergrundsignals in vivo ist das Signal-Rauschen-Verhaltnis als
auch die damit einhergehende Sensitivitat sehr hoch, weshalb dieses Prinzip grol3e
Beliebtheit in der molekularen Bildgebung von Kleintieren hat [202]. Der Nachteil von
Biolumineszenz ist, dass fur diese Methode transgene Tiere oder Zellen bendétigt wer-
den.

Die optische Bildgebung hat gegentber anderen Bildgebungsmodalitaten wie der PET
und der MRT wesentliche Vorteile. Ol-Systeme flr Kleintiere sind gunstig im Anschaf-
fungspreis mit niedrigen Wartungskosten und einfach in der Bedienung. Zudem ist die
Auswertung der Messdaten relativ einfach. Des Weiteren sind die benétigten Messzei-
ten verhaltnismafig kurz, wodurch longitudinale Studien mit gréReren Kohorten mog-
lich sind. Die Haupteinschrankungen der optischen Bildgebung sind jedoch ihre be-
grenzte Eindringtiefe aufgrund der starken Lichtstreuung im umliegenden Gewebe so-
wie die fehlende absolute Quantifizierung aufgrund der zweidimensionalen Bilddarstel-

lung.
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2 Fragestellung

Das Hauptziel dieser Dissertation ist die Erforschung der zugrundeliegenden mo-

lekularen Mechanismen wahrend der Effektorphase der akuten und chronischen T-

Zell-vermittelten Kontaktallergiereaktion.
Hierbei lag der Fokus auf der differentiellen Rolle der ROS/RNS und der Aktivie-
rung des NF-kB-Signalwegs. Sowohl ROS/RNS als auch die Aktivierung von NF-

KB sind wichtige Regulationsmechanismen der Entziindungsreaktionen die sich ge-

genseitig beeinflussen.

1.

Im ersten Teil der Dissertation wurde der Einfluss von ROS/RNS auf die akute
und chronische Kontaktallergie erforscht und im Wesentlichen folgenden Fra-
gestellungen untersucht:

Welche ROS/RNS Quellen dominieren die akute und chronische Kontaktaller-
gie?

Hierzu wurde die ROS/RNS Expression nicht-invasiv in vivo und ex vivo in dif-
ferentiell ROS/RNS-defizienten Mauslinien (gp91Pho<-, MPO” INOS”-, NOX4"
) sowie Wildtyp-M&ausen untersucht.

Welche Konsequenzen hat die differentiell beeintrachtigte ROS/RNS Produk-
tion auf den Verlauf der akuten und chronischen TNCB-induzierten Kontaktal-
lergie und den oxidativen Stress in der entzundlichen Haut?

Dazu wurden der Verlauf der Ohrschwellungen, das Immunzellinfiltrat, die Ex-
pression von pro-inflammatorischen als auch ROS/RNS induzierten Genen, die
Metaboliten und die Oxidation der DNA und Lipide der kontaktallergischen Haut
untersucht.

Kann die systemische pharmazeutische Inhibition von ROS/RNS den Verlauf
der akuten und chronischen Kontaktallergiereaktion supprimieren?

Hierzu wurden Versuchsmause mit Trolox (Vitamin E) oder MitoTEMPO (mito-
chondriale ROS Inhibition) behandelt.

Lassen sich die Ergebnisse bezuglich der relevanten ROS/RNS Quellen auf ein
anderes Kontaktallergiemodelle (Haptene) tbertragen

Hierzu wurden die akute und chronische Oxazolon-spezifische Kontaktallergie
in differentiell ROS/RNS-defizienten Mauslinien (gp91°P"o- MPO”- iNOS™) un-
tersucht
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Beeintrachtigt die NET-Bildung den Verlauf der akuten und chronischen TNCB-
spezifische Kontaktallergie?
Hierzu wurde die PAD”- Mause (die eine reduzierte NETs Bildung aufweisen)

untersucht.

Im zweiten Teil der Dissertation wurde der Einfluss des klassischen und alter-
nativen NF-kB-Signalweg auf die akute und chronische Kontaktallergie er-
forscht. Im Rahmen dieser Studie wurden Mause mit einem Knockout in NF-
kKB1 oder NF-kB2 wahrend der TNCB-induzierten Kontaktallergie untersucht.

Dabei wurden die Auswirkungen der Blockade des NF-kB1 oder NF-kB2 auf die
Ohrschwellungsreaktion, das Immunzellinfiltrat, die Expression endothelialer
Adhasionsmolekiile, die genomische Expression proentziindlicher Mediatoren,

sowie das Proteomexpressionsmuster detailliert erforscht.
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Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Samtliche in dieser Arbeit verwendeten Geréte sind in Tabelle 3 aufgefihrt. Aus dieser

Tabelle abweichende Gerate sind gesondert im Text vermerkt.

Tabelle 3: Verwendete Geréte.

Gerate Modell/Typ Hersteller

Brutschrank Heracell 150i Thermo Fischer Scientific (Waltham, MA,
USA)

COz-Inkubatoren CB150 Binder (Tuttlingen, DE)

Digitales Mikroskop

Nikon Eclipse 80i

Nikon Instruments Europe B.V. (Amsterdam,
NE)

Durchflusszytometer

LSR Fortessa

BD Biosciences (Franklin Lakes, NJ, USA)

Druchflusszytometer

Calibur

BD Biosciences (Franklin Lakes, NJ, USA)

ELISA Reader

Infinite F50 Plus

Tecan Group AG (Mannedorf, CH)

Entwésserer Leica TP 1020 Leica Microsystems (Wetzlar, DE)

Immunostainer Ventana Medical System (Tucson, AZ, USA)

Konfokales Lasermikros- LSM800 Carl Zeiss (Oberkochen, DE)

t?gpht Cycler 15 Roche, (Baser, CH)

Multifuge Heraeus Multifuge 3SR Thermo Fischer Scientific (Waltham, MA,
Plus USA)

Mikroskop Leica Microsystem Leica Camera (Wetzlar, DE)

Mixer Mill Retsch (Haan, DE)

Mikrometer C1X018 Kroeplin (Schlichtern, DE)

NanoDrop 1000 VWR International (Radnor, USA)

Neubauer Zahlkammer

0,100 nm Tiefe

Hecht GmbH & Co KG (Sondheim, DE)

Optical Imaging System

IVIS Spectrum

Perkin Elmer (Watham, MA, USA)

Paraffinausgiel3station

Leica EG 1150

Leica Microsystems (Wetzlar, DE)

Rasierer

Vetiva mini

Wahl GmbH (St. Georgen, DE)

Schittelinkubator

MaxQ™ 6000

Thermo Fischer Scientific (Waltham, MA,
USA)

Sterilbank

Hera Safe KS

Thermo Fischer Scientific (Waltham, MA,
USA)

Thermocycler peqSTAR Peglab Biotechnologie GmbH (Erlangen, DE)
Thermomixer Thermomixer R Eppendorf AG (Hamburg, DE)
Tischzentrifuge Mikro 220R Hettich AG (Bach, CH)

Universalzentrifuge

Heraeus Megafuge 40R

Thermo Fischer Scientific (Waltham, MA,
USA)

2.1.2 Biochemische Assay-Kits

Assay-Kit

Cat. Nr.

Hersteller

DNA/RNA Oxidative Damage ELISA Kit

589320

Cayman, Ann Arbor, USA
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Lipid-Peroxidierung (MDA) Assay-Kit

Proteome Profiler Mouse XL Cytokine Array

MAKO085
ARY028

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
R&D Systems, Minneapolis, USA

2.1.3 Verbrauchmaterialien

Samtliche in dieser Arbeit verwendeten Materialien sind in Tabelle 4 aufgefuhrt. Aus

dieser Tabelle abweichende Materialien sind gesondert im Text vermerkt.

Tabelle 4: Verwendete Verbrauchsmaterialien.

Materialien Typ Hersteller

24-Well Flachbodenplatte 24 Wells Greiner Bio-One GmbH (Frickenhau-
sen, DE)

6-Well Flachbodenplatte 6 Wells Greiner Bio-One GmbH (Frickenhau-
sen, DE)

96-Well Flachbodenplatte 96 Wells Greiner Bio-One GmbH (Frickenhau-
sen, DE)

96-Well Rundbodenplatte 96 Wells Greiner Bio-One GmbH (Frickenhau-

sen, DE)

Bluecap (40 pm)

BD Falcon™ Réhrchen mit

Zellfilterklappe (40 pm)

BD Bioscience (Franklin Lakes, NJ,
USA)

cDNA Transkriptions Kit

iScript cDNA synthesis Kt

Bio-Rad (Hercules, CA, USA)

DNA Verdau peqGOLD DNase | Digest Kit | VWR International (Radnor, USA)
Detektions Kit fur die Histolo- | iVIEW DAB Detection Kit Ventana Medical Systems (Tucson,
gie AZ, USA)

Detektions Kit fur die Histolo- | BasicDAB Detection Kit Ventana Medical Systems (Tucson,
gie AZ, USA)

Falcon 15 ml und 50 ml

BD Falcon™

BD Bioscience (Franklin Lake, NJ,
USA)

Insulinspritzen

BD Plastipak (20 U)

BD Bioscience (Franklin Lake, NJ,
USA)

Kryoréhrchen

CRYO.S™ (1,5 ml)

Greiner Bio-One GmbH (Frickenhau-
sen, DE)

MRNA [solations Kit

peqGOLD Total RNA Kit

VWR International (Radnor, USA)

Reaktionsgefalie

1,5 mlund 2 ml

Eppendorf AG (Hamburg, DE)

Spitzenkolpen

BD Plastipak 1 ml

BD Bioscience (Franklin Lake, NJ,
USA)

Zellsieb (70 pum)

BD Falcon™ 70 um cell

strainer

BD Bioscience (Franklin Lake, NJ,
USA)

Neubauer-Zahlkammer

C-Chip Disposable Counting
Chamber

NanoEnTek (Seoul, Korea)
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2.1.4 Versuchstiere

2.1.5 Zucht- und Haltungsbedingungen

Die C57BL/6N Mauslinie wurde von Charles River Laboratories (Sulzfeld, Deutsch-
land) bezogen. Alle transgenen Mauslinien;, B6.129S-Cybb™1Pin/J (gp91PhoxF),
B6.129X1-Mpo™iLus/J (MPO™) und B6.129P2-Nos2tmitay/J (iNOS™), B6.Cg-
Nfkb1m1Bal/J (NF-kB17), B6-Nfkb2™iRSch/J (NF-kB27") sowie die C57BL/6J Mauslinie
entstammen aus der eigenen Zucht in der Tierhaltung von Forschungs- und Verfu-
gungsgebaude ,FORS*" der Eberhard-Karls-Universitat. Die B6(Cg)-Padi4m!-2kmow/j
(PAD47) Mauslinie wurde von Prof. Wolfram Ruf, Universitat Mainz, sowie die
B6.129-Nox4™1-1Ams/J (NOX47-) Mauslinie von Dr. Kathrin Schréder, Universitat
Frankfurt zur Verfigung gestellt. Samtliche Versuchstiere wurden unter spezifisch-
pathogenfreien Konditionen bei standardisierten Haltungsbedingungen in ,Individu-
ally Ventilated Cages”“ vom Typ 2 Long in der Tierhaltung des Labors von Werner
Siemens Imaging Center gehalten. Alle Tierversuche wurden vom Regierungsprasi-
dium Tubingen genehmigt (Tierversuchsantrag R10/15, R14/19G).

2.1.6 Mauslininen

Fur die Experimente wurden ausschlief3lich weilbliche M&use im Alter von 8 bis 12

Wochen verwendet.

Folgende Mauslinien wurden untersucht:

B6.129S-Cybb'™1Pin/J (gp91rhox/-) Mause: Das gp91Pho*-Protein ist einer der Her-
terodimere die das aktive Zentrum der NADPH Oxidase 2 (Nox2) bilden (1.3.2.2).
Mause mit einem Knockout in gp91P"°* sind nicht in der Lage den respiratorischen

Burst (Oxidative Burst) in Neutrophilen und Makrophagen auszulésen.

B6.129X1-Mpot™mitus/J (MPO): Aufgrund der fehlenden Myeloperoxidase ist diese
Mauslinie nicht in der Lage Hypochlorsaure (HOCI) (1.3.1.1) zu produzieren.

B6.129P2-Nos2™1tau/J (iNOS™): Die Maus hat einen Knock-out in der induzierbaren

Stickstoffmonoxid-Synthase (1.3.2.3) und diente zur Untersuchung des nitrosativen

Stresses auf die Kontaktallergie.
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B6.129-Nox4mL1Ams/3 (NOX4'): NOX4 produziert tiberwiegend H202 und ist die pri-
mare Quelle fir ROS in den Endothelzellen (1.3.2.2). Die NOX47 Maus diente zur
Untersuchung der endothelialen ROS-Produktion und dessen Auswirkungen auf die

Entztindungsreaktion.

B6.129X1-Nfe2|2tm1Ywk/3 (NRF27): Die Maus hat einen Knockout in dem Transkripti-
onsfaktor NRF2 der fiir die Regulation der Antioxidativen Proteine verantwortlich ist
(1.3.4.1). Diese Maus wurde verwendet um die Auswirkungen des oxidativen Stresses

auf die Entziindungsreaktion besser zu charakterisieren.

B6(Cg)-Padigtmi-2kmow/j (PAD47): PAD4”- dienten zur Untersuchung der NETs wah-
rend der akuten und chronischen Kontaktallergie. PAD4 scheint eine zentrale Rolle bei
der Bildung von NETS zu spielen (1.4).

B6.Cg-Nfkb1t™miBal/J (NF-kB1”, p507): Bei den NF-kB1”- Mausen fehlt die Unterein-
heit p50, welche essentiell fir die Aktivierung des klassischen NF-kB-Signalwegs (p50-
RelA Heterodimer) ist (1.5.1). Die p507- Mause werden in unseren Studien zur Unter-
suchung des klassischen NF-kB-Signalwegs auf die akute und chronische Kontaktal-

lergie verwendet.

B6-Nfkb2imiRSch/J (NF-kB27, p527): Bei den NF-kB2”- Mausen fehlt die Untereinheit
p52, welche essentiell fur die Aktivierung des alternativen NF-kB-Signalwegs (p52-
RelB Heterodimer) ist (1.5.2). Die p527 Mause werden in unseren Studien zur Unter-
suchung des alternativen NF-kB-Signalwegs auf die akute und chronische Kontaktal-

lergie verwendet.

C57BL/6J Méause dienten als Wildtyp-Kontrollen fir alle Experimente mit den transge-

nen Tieren.

C57BL/6N Méause wurden ausschliel3lich fur die Therapie-Studie (Vitamin-E) verwen-
det.
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2.1.7 Hapten-L6sungen

In dieser Arbeit wurde das Hapten 2,4,6-Trinitro-1-Chlorobenzen (TNCB, Sigma Ald-
rich, USA) und Oxazolon (Sigma Aldrich, USA) zum Ausldsen einer spezifischen kon-

taktallergischen Reaktion benutzt.

TNCB:
Sensibilisierungslésung: 5%ige TNCB-LOsung (Aceton und Miglyol 812 (SASOL, Wit-

ten, Germany) im Verhaltnis 4:1)

Challengelésung: 0,5 oder 1%ige TNCB-L6sung (Aceton und Miglyol 812 im Verhaltnis
1:9)

Oxazalon:

Sensibilisierungslésung: 1%ige Oxazalon-Lésung (Aceton und Miglyol 812 im Verhalt-
nis 4:1)

Challengel6sung: 0,5%ige Oxazalon-Ldsung (Aceton und Miglyol 812 im Verhaltnis
1:9)

2.2 Methoden

2.2.1 Auslosen der Kontaktallergie

Zur Sensibilisierung wurden die Mause zuerst am Abdomen rasiert und anschlielend
80 ul Sensibilisierungslosung aufgetragen. Nach 7 Tagen wurde das rechte Ohr (vent-
rale und dorsale Seite) mitinsgesamt 20 pl Challenge-Lésung behandelt um eine akute
Kontaktallergie auszulésen. Im Weiteren erfolgten im Abstand von jeweils 48h — 72
Stunden insgesamt fiinf weitere Applikationen der Challenge-Lésung am rechten Ohr
um eine chronische Kontaktallergie auszulésen (Abbildung 10). Das linke Ohr wurde

nicht behandelt und diente als Kontrolle.
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Abbildung 10: Schematische Darstellung der Induktion einer akuten und chronischen Kontakt-
allergie.

2.2.2 Therapie

2.2.2.1 MitoTEMPO

MitoTEMPO ist ein ROS-Scavenger der sich spezifisch in der Membran von Mito-
chondrien anreichert. Gp91P"o/- und Wildtyp-Mause wurden taglich mit 1,5 mg/kg Mi-
toTEMPO i.p. gelost in NaCl therapiert, beginnend drei Tage vor der ersten 1 %-igen
TNCB-Challenge. Der Kontrollgruppe (Placebo) wurde NaCl-Lésung i.p. injiziert.

2.2.2.2 Vitamin E

Trolox (6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carbonsaure) ist ein wasserlgsliches
Vitamin-E-derivat, das starke antioxidative Eigenschaften aufweist. C57BL6/N Wild-
typ-Mause wurden taglich mit 20 mg/kg Trolox i.p. gelost in NaCl therapiert, beginnend
drei Tage vor der ersten 1 %-igen TNCB-Challenge. Der Kontrollgruppe (Placebo)
wurde NaCl-Ldsung i.p. injiziert.

2.2.3 Messung der Ohrschwellung

Um den Verlauf der Entztindungsreaktion zu erfassen, wurde die Ohrschwellung ge-
messen. Dazu wurden die Mause durch Inhalation von Isofluran-O2 (1,5 % Forane,
Abbott GmbH, Wiesbaden, Deutschland) anasthesiert. Die Messung der Ohrschwel-
lung erfolgte mit einem Mikrometer (Kroeplin, Schliichtern, Deutschland) jeweils vor

der ersten, dritten und fiinften Challenge sowie 4 h, 12 h und 24 h danach.
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2.2.4 Optical Imaging

2.2.4.1 Optical Imaging Biomarker

Fur die Messung der ROS/RNS Produktion in vivo wurde den Versuchstieren 5 min
vor der Messung 100 pl der Chemilumineszenzprobe L-012 (8-amino-5-chloro-7-phe-
nyl-pyrido[3,4-d]pyridazine-1,4(2H,3H)dione), (Wako Chemicals, Neuss, Deutschland)
intraperitoneal (i.p.) (5 mg/kg) injiziert. L-012 ist ein Derivat von Luminol mit einer deut-

lich héheren Sensitivitat und Intensitat der Chemilumineszenz [198].

2.2.4.2 In vivo Optical Imaging

Fur die in vivo Messungen wurden die Versuchstiere mit 1,5% Isofluran anasthesiert
und die Korpertemperatur mittels einer Warmematte konstant bei 37 °C gehalten. Um
die gesamte Oberflache des Ohres messen zu kdnnen, wurden die Ohren planar auf
einer schwarzen Lagerungsplatte vorsichtig mit einem Nylonfaden fixiert (Abbildung
11).

Es wurden ein Hellfeldbild und ein Bild des Lumineszenzsignals aufgenommen. Die
Belichtungszeit des Hellfeldbildes lag bei 0,01 s, die der Lumineszenz bei 60 s. Zur
Auswertung wurde die Software Living Image (Perkin Elmer) verwendet. Fur die Aus-
wertung wurden im Hellfeldbild regions of interest (ROI) die Position der Ohren einge-
zeichnet. Die Daten des Uberlagerten Lumineszenzsignals im Bereich der ROIs wur-
den als durchschnittliche Radianz (Photonen/Sekunke/Quadratcentimeter/Steradian;

p/s/cm?/sr) quantitativ ausgewertet.

x10°

02

Radiance
{pjseciem?/sr)

i i\‘:\i'lﬁuv.iﬂw“."

Abbildung 11: Optical Imaging Messung der ROS/RNS-Produktion.
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2.2.5 Durchflusszytometrie (FACS)

Die Durchflusszytometrie oder ,Fluorescent activated cell sorting”“ (FACS) ist eine
Technologie, die einzelne Zellen oder Partikel in einer Suspension schnell analysiert,
wahrend sie an einem oder mehreren Lasern vorbeiflie3en. Die Zellen werden auf-
grund der Lichtstreuung oder verschiedenen Fluoreszenzparametern analysiert. Die
Lichtstreuung wird dabei in zwei verschiedenen Richtungen gemessen: Die Vorwarts-
richtung (,Forward Scatter” oder FSC), die die relative Grolie der Zelle anzeigt, und
bei 90° (,Side Scatter” oder SSC), die die Granularitat der Zelle anzeigt. Der Einsatz
von fluoreszenzkonjugierten Antikorpern die spezifisch an bestimmte Oberflachenan-
tigene binden, ermdglicht eine genaue Charakterisierung von unterschiedlichen Zell-

populationen.

2.2.5.1 Vorbereitung der Zellsuspension und Farbung.

Fur die Analyse der Immunzellpopulationen wurden die Milzen und drainierende zer-
vikale Lymphknoten durch ein 70 um Zellsieb gepresst um eine Einzelzellsuspension
zu bekommen und anschlieBend mit FACS-Puffer (Phosphatgepufferte Salzlésung
(PBS) + 1 % Fetales Kalberserum) gewaschen. Das Zellhomogenat aus der Milz wurde
zusatzlich fur 5 min mit 1-3 ml ACK-Lysepuffer (BioWhittaker, Basel, Schweiz) inku-
biert um die Erythrozyten zu lysieren. Nach einem anschlieRenden Waschschritt mit
10 ml FACS-Puffer wurden die Zellen resuspendiert und durch ein 40 um Zellsieb
(,Blue Caps®) in FACS-RoOhrchen uberfuhrt. Die Zellen wurden mit der Zahlkammer (C-
Chip) gezahlt und 5 x 108 Zellen pro Probe fiir die Antikorperfarbung verwendet und
anschlieend in 50 pl Antikdrpercocktails (Tabelle 5) resuspendiert und ftr 30 min bei
4° C im Dunkeln gefarbt. AnschlieBend wurden die Proben zweimal in 200 ul FACS-

Puffer gewaschen und bei 4°C im Dunkeln bis zur darauffolgenden Messung gelagert.

Tabelle 5: FACS-Antikorper.

Antigen Fluorochrom Klon Hersteller
T-Zellpanel
CD3 FITC 500A2 Biolegend (San Diego, CA, USA)
CD4 PerCP GK 1.5 Biolegend (San Diego, CA, USA)
CD8 Alexa Fluor 700 53-6.7 Biolegend (San Diego, CA, USA)
CD25 BV 421 PC61 Biolegend (San Diego, CA, USA)
CD44 BV 510 IM7 Biolegend (San Diego, CA, USA)
CD62L PE/Cy7 MEL-14 Biolegend (San Diego, CA, USA)
CD127 (IL-7 Ra) BV 785 A7R34 Biolegend (San Diego, CA, USA)
CTLA-4 (CD152) PE/Dazzle UC10-4B9 Biolegend (San Diego, CA, USA)
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LAG-3 (CD223) APC CI9B7W Biolegend (San Diego, CA, USA)
PD-1 (CD279) BV 711 29F.1A12 Biolegend (San Diego, CA, USA)
TIM-3 (CD366) BV 605 RMT3-23 Biolegend (San Diego, CA, USA)
CD16/32 (FC Block) ohne 93 Biolegend (San Diego, CA, USA)
freie Amine (tote Zellen) Zombie NIR™ - Biolegend (San Diego, CA, USA)
Myeloides Panel
CD3 BV 421 145-2C11 Biolegend (San Diego, CA, USA)
CD11b BV 510 M1/70 Biolegend (San Diego, CA, USA)
CD11c APC N418 Biolegend (San Diego, CA, USA)
B220 (CD45R) BV 785 RA3-6B2 Biolegend (San Diego, CA, USA)
CD69 BV 650 H1.2F3 Biolegend (San Diego, CA, USA)
PD-L1 (CD274/B7-H1) BV 605 10F.9G2 Biolegend (San Diego, CA, USA)
NKp46 (CD335) PE 29A1.4 Biolegend (San Diego, CA, USA)
MHC-I11 (I-A/I-E) PerCP M5/114.15.2 Biolegend (San Diego, CA, USA)
Ly-6C PE/Cy7 HKI1.4 Biolegend (San Diego, CA, USA)
Ly-6G FITC 1la8 Biolegend (San Diego, CA, USA)
CD16/32 (FC Block) ohne 93 Biolegend (San Diego, CA, USA)
freie Amine (tote Zellen) Zombie NIR™ - Biolegend (San Diego, CA, USA)

2.2.5.2 FACS-Analyse und Auswertung

Die Einzelzellsuspensionen wurden auf einem BD LSR Fortessa (BD Biosciences)
Durchflusszytometer gemessen und mit der FlowJo Software (FlowJo, Ashland, USA)
analysiert. Die Gating-Strategie fur die T-Zellen und myeloide Zellen ist in Abbildung
12 dargestellt.

Um die Immunzellen besser einzugrenzen wurde die ZellgréRe (FSC-Signal) gegen
die Granularitéat (SSC-Signal) in einem Dot-Plot-Diagramm aufgetragen (Abbildung
12, 1). Als Nachstes wurden die Dubletten (11) sowie die toten Zellen (I11) ausgeschlos-
sen. Zur Analyse der T-Zellpopulation wurden die CD3* Zellen verwendet, fir die
myeloiden Zellen die CD3 Zellen (IV). Fur die weitere Charakterisierung der Immun-
zellen wurden die verschiedenen Fluoreszenzsignale gegeneinander aufgetragen (V
und VI).

Die Charakterisierung der einzelnen Immunzellpopulationen erfolgte anhand der fol-

genden Kriterien:

55



Material und Methoden

Myelodes Panel:
B-Zellen

NK Zellen

Dendritische Zellen (DCs)
Granulozyten (PMNSs)

(CD3re9/B220P%)
(CD3M9/NKp46Pos)
(CD3Me9/CD11cPoS/MHCIIPos)
(CD3"9/CD11bPos/Ly6Ghiah/Ly6Clow)

Monozyten/Makrophagen (CD3"9/CD11bPos/Ly6G"o"/Ly6Chian)
Z-Zellpanell:
CD4* T-Zellen (CD3PoS/CD4pos)
Aktivierung (CD69Pes)
Regulation (PD-1)
Regulatorische T-Zellen (CD25P°s/CD127M9)
Effektor/Gedachtnis-T-Zellen (CD44pr°s|CD62L"e9)
Zentrale Gedachtnis-T-Zellen (CD44pros|CD62LPs)
CD8* T-Zellen (CD3Pos/CD8Ps)
Aktivierung (CD69Pos)
Regulation (PD-1)
Regulatorische T-Zellen (CD25P°s/CD127"%9)
Effektor/Gedachtnis-T-Zellen (CD44pros|CD62L"%9)
Zentrale Gedéachtnis-T-Zellen (CD44Pros/CD62LPs)
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Abbildung 12: Gating-Strategie zur Differenzierung der T-Zellen und myeloiden Zellen.

Reprasentative Plots der FACS-Analyse von T-Zellen und myeloiden Zellen.

(I) SSC und FSC, (Il) einzelne Zellen, (111) lebende Zellen. T-Zell-Panel: (IV) CD3* Zellen, (V oben) CD4*
Die Zellen wurden wie folgt definiert:
CD62L'ov/CD44hieh definiert; naive T-Zellen wurden als CD62LM/CD44'ow definiert; regulatorische T-
Zellen wurden als CD127'°w/CD25"a" definiert. Myeloide Zellpanel: (IV) CD3-Zellen. Die Zellen wurden
wie folgt definiert: NK-Zellen als NKp46*; B-Zellen als B220*; DCs als CD11c*/MHCII*; Monozyten als

und CD8* T-Zellen.

CD11b*/Ly6G-/Ly6C*; Neutrophile als CD11b*/ Ly6G*/Ly6C'ow,
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2.2.5.3 Ex vivo ROS-Messung mittels FACS.

Zur Bestimmung der ROS-Produktion ex vivo wurden die Zellen aus dem entziindeten
Ohrgewebe (n = 5) und den drainierenden Lymphknoten (dLKs; n = 5) isoliert. Dazu
wurde das frischgewonnene Ohren mit einer kleinen Schere zerkleinert und in Verdau-
ungsmedium (RPMI-Medium, 1,5 mg/ml Collagenase 1V, 0,4 mg/ml DNase, 10 mM
HEPES und 10 % fétales Rinderserum) bei 37 °C im Schuttelinkubator fir 45 min vor-
verdaut. Der Verdau wurde anschlieRend mit jeweils 20 ul EDTA (0,5 uM) gestoppt.
Das verdaute Zellhomogenisat sowie die frisch isolierten drainierenden zervikalen
Lymphkonten wurden durch ein 70 um Zellsieb gepresst um eine Einzelzellsuspension
zu bekommen. Nach anschlieBendem Waschschritt mit 10 ml FACS-Puffer wurden die
Zellen resuspendiert und durch ein 40 um Zellsieb (,Blue Caps®) in FACS-Rohrchen
Uberflhrt. Die Zellen wurden mittels Zahlkammer (C-Chip) gezahlt und 5 x 104 Zellen
pro Probe fur die Dihydrorhodamin 123 (DHR)-farbung verwendet [203]. Die Zellen
wurden fur 30 min mit 0,5 pg/ml Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) bei 37 °C stimu-
liert und mit 30 pug/ml DHR gefarbt und anschlieRend in FACS-Puffer mit 0,5% Formalin
(Roti®-Histofix, Carl Roth GmbH, Karlsruhe DE) fixiert. Die Fluoreszenzsignalintensitat
(FI) wurde mittels Durchflusszytometrie (FACSCalibur) quantifiziert und mit FlowJo

analysiert.

2.2.6 Histologie und Immunhistochemie

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung (H&E Farbung) ist die am weitesteten verbreitete
Routinefarbemethode zur Beurteilung der Zusammensetzung, Struktur und Eigen-
schaften von gesundem und pathologischem Gewebe. Hamatoxylin farbt alle sauren
(basophilen) Strukturen wie die DNA in den Zellkernen oder Ribosomen im rauen en-
doplasmatischen Retikulum blau wéhrend Eosin basische (eosinophile) Strukturen wie
Zellplasmaproteine, Kollagen und Mitochondrien unspezifisch rosa farbt und damit die
Extrazellulare-Matirx und das Zytoplasma der Zellen sichtbar macht.

Fur die histopathologische Analyse wurde die Ohren von Versuchsmausen unmittelbar
nach Opferung der Tiere fur 48 Stunden in 4,5 % Formalin eingelegt und anschlielend
in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwassert. Nach der Entwasserung wurde das
Ohrgewebe senkrecht zur spateren Schnittflache in Paraffin eingebettet. Das Schnei-
den von Paraffinblécken sowie histologische und immunhistochemische Farbungen
der Schnitte wurden in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Leticia Quintanilla

de Fend (Department fur Pathologie und Neuropathologie, Universitatsklinikum
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Tubingen) in der Pathologie durchgefuihrt. Fur die H&E-Farbung wurden die in Paraffin
eingebetteten Ohrproben in 3-5 ym dinne Schnitte geschnitten. Die Farbung erfolgte
nach einem Standardprotokoll der AG Fend.

Um T-Zellen (CD3), Neutrophile (MPO), Makrophagen (Ibal) oder BlutgefaRe (CD31)
im entzindeten Ohrgewebe zu detektieren wurde eine immunhistochemische-Féarbung
(ICH) durchgefuhrt. Dazu wurden die 3-5 pm dunnen Paraffinschnitte zuerst in Xylol
und einer absteigenden Alkoholreihe (100%, 95%, 80%:; jeweils 8 min) inkubiert und
mit Wasser gewaschen. Als Nachstes wurden die Schnitte in Methanol-Peroxid (Sigma
Aldrich) fir 10 min inkubiert um das Paraffin zu entfernen. Um die Antigene freizuset-
zen, wurden die Schnitte in einer 0,1 % Tween 0,01M Citratpufferlésung fir 20-30 min
in der Mikrowelle erhitzt und anschliel3end in einem Tris-Puffer mit 5 % FCS fir 20 min
inkubiert. Im nachsten Schritt wurden die Schnitte fur mindestens 2 Stunden mit den
Primarantikdrpern (Tabelle 6) inkubiert und anschlie3end 10 Mal in Tris-Puffer gewa-
schen. Die weiteren Schritte der Farbung erfolgten in einem automatisierten Immuno-
stainer (Ventana Medical Systems, Inc., Oro Valley, USA) nach dem Protokoll des
Herstellers mit leichten Modifikationen. Fur die Aufnahme der Bilder wurde ein Zeiss
Axioskop 2 plus Mikroskop, ausgestattet mit einer Jenoptik ProgRes C10 plus Kamera
und Software (Laser Optik System, Jena, Deutschland) verwendet. Zur besseren Be-
urteilung der Entziindungsreaktion und des Immuninfiltrats wurde ein histopathologi-
scher Score etabliert und zur semi-quantitativen Analyse verwendet. Der histopatho-
logische Score setzt sich aus der Anzahl der epidermalen Abszesse und Krusten pro
Ohrgewebeschnitt (0 = keine Krusten oder Abszesse; 1 = Abszesse, keine Krusten; 2
= zwischen 1 und 5 Krusten, 3 = zwischen 6 und 10 Krusten, 4 = mehr als 11 Krusten)
zusammen. Die Haufigkeit von Neutrophilen (MPO) und T-Zellen (CD3) in den Ohrge-
webeschnitten wurde semi-quantitative bestimmt (O = kein entzindliches Infiltrat; 1 =
minimales entzindliches Infiltrat; 2 = mildes entzindliches Infiltrat; 3 = mafiges ent-
zundliches Infiltrat; und 4 = schwer entzindliches Infiltrat). Die Quantifizierung der

Neutrophilen in MPO”- Mausen wurde morphologisch bestimmt.

Tabelle 6: Verwendete Antikdrper fur die immunhistochemische Farbung.

Primérantikorper Verdinnung | Cat-Nr. Hersteller
Kaninchen-Anti-CD3 1:150 CI597 DCS Diagnostik
Kaninchen-Anti-MPO 1:100 Lab Vision
Kaninchen-Anti-Ibal 1:50 ab178846 Abcam
Kaninchen-Anti-CD31 1:50 Ab21595 DCS Diagnostik
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2.2.7 Immunfluoreszenzfarbung

Zur Detektion und Analyse der NETs und Adhasionsmolektlen wurden Immunfluores-
zenz-Farbungen durchgefuhrt. Die Immunfluoreszenzfarbungen sowie die Analyse
wurden in Kooperation von der Arbeitsgruppe von Prof. Martin Schaller (Universitats-
Hautklinik Tibingen) durchgefiihrt. Dazu wurde das frisch isolierte Ohrgewebe in RPMI
(Biochrom, Berlin, Deutschland) eingelegt und im flissigen Stickstoff schockgefroren.
Als erstes wurden die in RPMI eingefrorenen Ohren in 5 um-Schnitte geschnitten und
mit Periodat-Lysin-Paraformaldehyd (0,1 M L-Lysin-HCI, 2 % Paraformaldehyd, 0,01
M Natriummetaperiodat pH 7,4) fixiert und anschlieRend mit Eselserum (1:20 Verdin-
nung) geblockt. Die Schnitte wurden fur eine Stunde mit den folgenden Primaranitkor-
pern inkubiert:

- Zur Detektion von NETs: Anti-OGG1-Ak, Anti-TOMM20, Anti-F4/80-Ak, Anti-Elas-

tase, Anti-H2A.X-Ak, Anti-H3-Citrulinierung und Anti-MPO-AKk;
- Zur Detektion von endothelialen Adhasionsmolekilen: Anti-P-Selektin, Anti-E-Se-
lektin, Anti-ICAM-1, Anti-VCAM-1, Anti-Typ IV-Kollagen.

Fur detaillierte Angaben siehe Tabelle 7.

Fur die Detektion der gebundenen Primarantikdrper wurden die Schnitte zuerst dreimal
gewaschen und anschlieend mit den passenden Sekundarantikdrpern fir eine
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert: Esel-Anti-Ziegen-Alexa 488-Ak, Esel-Anti-Ka-
ninchen-Cy3-Ak, Esel-Anti-Ratte-Cy3-Ak, Esel-Anti-Ziegen-Cy3-Ak und Esel-Anti-Ka-
ninchen-Alexa 488-Ab. Die Zellkernfarbung wurde mit DAPI oder YOPRO durchgefuhrt
(siehe Tabelle 7). Die Objekttrager wurden mit Mowiol (Hoechst, Frankfurt, Deutsch-
land) montiert und mit einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop Zeiss LSM800
(Zeiss, Oberkochen, Deutschland) aufgenommen. Die Verarbeitung sowie Analyse der
Bilder erfolgten mit der Software ZEN 2.3 (blaue Edition) und dem Image Analysis
Module (Zeiss®). Die NET-Bildung wurde semiquantitativ analysiert, indem die Flache
[um?] der OGG1-Farbung auRerhalb der Kerne dividiert durch die Anzahl der Kerne
bestimmt wurde. Die Akkumulation von OGG1 im Zellkern wurde durch Berechnung
der mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI) analysiert. Die Expression von Adh&sions-
molekllen wurde semiquantitativ ausgewertet. Dazu wurde ein Expressions-Score an-
hand der Anzahl der positiven Gefal3e fur das entsprechende Adh&sionsmolekil pro
Ohrgewebeschnitt erstellt: @ = keine positiven Gefal3e; 1 = einzelne positive Gefal3e;
2 =50% der Gefal3e sind positiv; 3 = Uber 50% der Gefal3e sind positiv; 4 = Alle GefalRe

sind positiv
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Tabelle 7: Verwendete Antikodrper fur die Immunfluoreszenzfarbung.
Priméarantikorper Verdunnung | Cat-Nr. Hersteller
Kaninchen-Anti-OGG1 1:50 NB100-106 Novus Biologicals
Kaninchen-Anti-TOMM20 1:50 NBP1-81556 | Novus Biologicals
Kaninchen-Anti-H3-Cit. 1:100 Ab5103 Abcam

& Kaninchen-Anti-Elastase 1:50 Ab21595 Abcam
% Ziege-Anti-H2A.X 1:100 Ab140498 Abcam
Ziege-Anti-MPO 1:50 AF 3667 R&D Systems
Ratte-Anti-F4/80 1:50 14-4801-82 eBioscience
DAPI (Zellkernfarbung) 1:10000 D9542 Sigma Aldrich
. Ratte-Anti-P-Selektin 1:50 553742 BD Bioscience
% Ratte-Anti-ICAM-1 1:50 14-0542 Thermo Fisher
§ o Ratte-Anti-VCAM-1 1:50 553330 BD Bioscience
'% 2 | Ratte-Anti-E-Selektin 1:50 553749 BD Bioscience
E Ziege-Anti-Typ IV-Kollagen 1:20 1340-01 SouthernBiotech
2 YO-PRO (Zellkernfarbung) 1:2000 Y 3603 Thermo Fisher
Sekundérantikorper
c Esel-Anti-Kaninchen-Cy3 1:250 715-166-151 | Dianova
-g Esel-Anti-Kaninchen-Alexa 488 1:250 711-546-152 | Dianova
% Esel-Anti-Ziege-Alexa 488 1:250 705-546-147 | Dianova
o Esel-Anti-Ziege-Cy3 1:250 705-166-147 | Dianova
Esel-Anti-Ratte-Cy3 1:250 712-166-153 | Dianova

2.2.8 Metabolomics

Um die Auswirkungen von ROS/RNS auf den Metabolismus zu untersuchen, wurden
metabolische Analysen ,Metabolomics“ vom Ohrgewebe von naiven Wildtyp-Méausen
sowie von Wildtyp, gp91P"o<-  MPO” und iNOS’ Mausen mit chronischer Kontaktal-
lergie (4 h nach 5. Challenge) durchgeftihrt. Die Durchfihrung und Analyse wurden mit
freundlicher Unterstutzung der AG Trautwein (Werner Siemens Imaging Center, Ti-
bingen) durchgefuhrt. Nach der Opferung der Versuchstiere wurde das frisch isolierte
Ohrgewebe in Kryoréhrchen im flissigen Stickstoff (-195,82°C) schockgefroren. Das
tiefgefrorene Ohrgewebe wurde im tiefgefrorenen Zustand pulverisiert (Covaris cryo-
PREP CP02, Woburn, USA) und das Homogenisat in 300 uL ,ultrapure® Methanol und
1000 pL Methyl-tert-butylether resuspendiert. Die gelosten Metaboliten wurden mit
Hilfe eines Ultraschallgerats (Adaptive Focused Acoustics; AFA™) unter Verwendung
eines 5-mindtigen Ultraschallprogramms (Covaris E220 Evolution, Woburn, USA) ex-
trahiert. Nach der Extraktion wurden 250 pl ,ultrapure® Wasser zur Phasentrennung
zugegeben und die polare Phase tber Nacht zum Trocknen eingedampft. Die Pellets

wurden in einem deuterierten Phosphatpuffer (pH 7,4) mit 1 mM eines internen
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Quantifizierungsstandards resuspendiert. Die NMR-Spektren wurden auf einem 600
MHz (14,10) Tesla ultra-shielded NMR-Spektrometer (Avance Il HD, Bruker BioSpin,
Karlsruhe, Deutschland) mit einer 1,7 mm Dreifachresonanz-Raumtemperatursonde
bei 298 K aufgenommen. Abhangig vom Signal-Rausch-Verhaltnis wurden mit einem
Wasserunterdriickungspulsprogramm pro Messung 1024 oder 2048 Scans durchge-
fuhrt. Die Metaboliten wurden mit einer kommerziellen Datenbank (ChenomX NMR

Suite 8.3) annotiert und quantifiziert.

2.2.9 DNA-Oxidations-Assay

Genomische DNA wurde aus Ohrgewebe von naiven Wildtyp-Mausen sowie aus Wild-
typ-, gp91Pox’-  MPO~- und iNOS’ Mausen mit akuter (24h, 1 Challenge) und chroni-
scher Kontaktallergie (4h, 5 Challenge, n = 4 pro Gruppe) unter Verwendung des Nu-
cleoSpin Tissue Kit (Takara Bio Inc, Kusatsu, Japan) isoliert. Die isolierte DNA wurde
zuerst mit DNase | (Sigma Aldrich) und S1 Nuclease (Thermo Fisher) verdaut und
anschlieBend mit alkalischer Phosphatase (Thermo Fischer) inkubiert, gemaf dem
Protokoll von Huang et al. [25]. Die 8-OHdG-Konzentration wurde mit dem kommerzi-
ellen DNA/RNA Oxidative Damage ELISA Kit (Cayman, Ann Arbor, USA), nach Proto-
koll des Herstellers bestimmt. Die Messung erfolgte am ELISA Reader (Infinite F50
Plus).

2.2.10 Lipidperoxidation

Um den Oxidativen Stress in entziindeten Ohren von Wildtyp-, gp91°Pho- MPO-- und
iINOS”- Mausen mit chronischer Kontaktallergie (24h nach der 5. Challenge, n = 5 pro
Gruppe) zu bestimmen, wurde die Menge an MDA, einem Marker fur die Lipidperoxi-
dation, bestimmt. Die Analyse der Ohrgewebelysate wurde unter Verwendung eines
kommerziellen Lipidperoxidation-Assay-Kits (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) fir MDA
wie vom Hersteller beschrieben durchgefuhrt. Die Messung erfolgte am ELISA Reader
(Infinite F50 Plus).

2.2.11 Real-time-Polymerasekettenreaktion

Die Untersuchung der Expression von proinflammatorischen Mediatoren in ROS/RNS
defizienten und Wildtyp-Mausen wurde mittels quantitativer Real-time-Polymeraseket-
tenreaktion (RT-PCR) in Kooperation mit Arbeitsgruppe von Dr. Daniela Kramer (Haut-

klinik der Universitatsmedizin Mainz) durchgefihrt. Das Ohrgewebe wurde 24 h nach
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der ersten und 4 h nach der fiinften TNCB-Challenge unmittelbar nach der Tétung der
Versuchsmause gewonnen und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die gefrorenen
Gewebsproben wurden in Qiazol (Qiagen, Hilden, Deutschland) homogenisiert und die
Gesamt-RNA nach Herstellerangaben extrahiert.

Um die genomische DNA zu entfernen wurde ein DNase |-Verdau (EN0523, Thermo
Fisher) durchgefihrt. Die gewonnene mRNA wurde unter Verwendung von Revert Aid
reverser Transkriptase (EP0441, Thermo Fisher) und Oligo(dT)-Primern (SO132,
Thermo Fisher) revers in cDNA transkribiert.

RT-PCR Analysen wurden mittels Green Master Mix (M3023, Genaxxon, Ulm
Deutschland) und selbst entworfenen Primern (Tabelle 8) durchgefuhrt. Die Proben
wurden fir eine anfangliche Denaturierung fir 15 min bei 95 °C inkubiert, gefolgt von
45 Zyklen bei 95 °C fur 15 s und 60 °C fir 45 s. Die relative mMRNA-Menge jeder Probe
wurde durch Normalisierung auf das ,housekeeping gene“ B-Actin unter Verwendung
der 2-AACT-Methode berechnet.

Tabelle 8: Primer fir RT-PCR

Gen forward Primer reverse Primer
B-Actin AGGAGTACGATGAGTCCGGC GGTGTAAAACGCAGCTCAGTA
Tnf AAGTTCCCAAATGGCCTCCC TTGCTACGACGTGGGCTAC
l11b AGCTGAAAGCTCTCCACCTC GCTTGGGATCCACACTCTCC
116 GTCCGGAGAGGAGACTTCAC GCAAGTGCATCATCGTTGTTC
Ccl2 CTGGAGCATCCACGTGTTGG CCCATTCCTTCTTGGGGTCAG
Cxcll ACGTGTTGACGCTTCCCTTG TCCTTTGAACGTCTCTGTCCC
Cxcl2 CGCCCAGACAGAAGTCATAGC CTTTGGTTCTTCCGTTGAGGG
TGTCTTGCCTCCAAAGGAT-
Nrf2 TAGTTCTCCGCTGCTCGGAC GTC
Hmox1 TGACACCTGAGGTCAAGCAC AAGTGACGCCATCTGTGAGG
Gpx1 GTTCGGACACCAGGAGAATGG TAAAGAGCGGGTGAGCCTTC
Sod1l ACTTCGAGCAGAAGGCAAGC CCAGGTCTCCAACATGCCTC
AGTACTTGTGTAGGGTTT-
Oggl AGCTTCTGGACAGTCCTTCCG CCAGC
Xhd TGACGAGGACAACGGTAGATG TCTGAAGGCGGTCATACTTGG

Das Ohrgewebe von NF-kB1”- und NF-kB27- Mausen sowie Wildtyp Kontrollen wurde
anhand eines in unserem Labor etablierten Protokolls 4 h nach der funften Challenge
gewonnen und im fltissigen Stickstoff schockgefroren.

Die Gewebeproben wurden mittels Mixer Mill homogenisiert und mit dem peqGOLD

Total RNA Kit nach Herstellerprotokoll aufgearbeitet. AnschlieRend wurde die

63



Material und Methoden

Konzentration mittels eines Nanodrops bestimmt und 2 ug der mRNA fur das Um-
schreiben in die cDNA verwendet. Entsprechende Mengen an Oligo (dT) Primer (Eu-
rofins, Ebersberg, DE) und H20 wurden fur jede Probe zugegeben und bei 65°C flr 5
min erhitzt. Anschliel3end wurde Nukleosidtriphosphat (20 mM, dNTPs, Amersheim,
UK), 5x Puffer mit Superscript Il Reverse Transcriptase (18064-014, Invitrogen, Carls-
bad, USA), B-Mercaptoethanol (Carl Roth, Karlsrueh, DE) und rekombinante RNase-
Inhibitor (Promega, Madison, USA) zugegeben und die Proben bei 37°C fir 55 min
inkubiert. Um die Reaktion abzustoppen wurden die Proben fir 5 min auf 95°C erhitzt
und die cDNA in destilliertem Wasser eluiert (10 ng/pl). Fur die quantitativen Analysen
wurden jeweils 10 ng der cDNA mit 5 pmol forward Primer, 5 pmol reverse Primer, 3
ul H20, 5 ul SYBR® Green PCR Master Mix (Quiagen) eingesetzt. Die RT-PCR wurde
mit einem LightCycler Real-Time PCR System durchgefiihrt. Die relative mRNA-
Menge jeder Probe wurde durch Normalisierung auf das ,,housekeeping gene® B-Actin
unter Verwendung der 2-AACT-Methode berechnet.

Tabelle 9: Primer fir RT-PCR

Gen forward Primer reverse Primer

B-Actin AGGAGTACGATGAGTCCGGC GGTGTAAAACGCAGCTCAGTA
Tnf AAGTTCCCAAATGGCCTCCC  TTGCTACGACGTGGGCTAC
l11b AGCTGAAAGCTCTCCACCTC  GCTTGGGATCCACACTCTCC
116 GTCCGGAGAGGAGACTTCAC GCAAGTGCATCATCGTTGTTC
Ccl2 CTGGAGCATCCACGTGTTGG CCCATTCCTTCTTGGGGTCAG

Light-Cycler Programm:

Aktivierung:

Amplifikation:

Schmelzkurve:

Kihlung:

95°C, 15 min, 20°C/s
95°C, 15 s, 20°C/s
61°C, 25 s, 20°C/s
72°C, 15 s, 20°C/s
65°C, 15 s, 20°C/s
40°C, 30vs, 20°C/s

2.2.12 Zytokin-Array

Die Expressionsmuster von Zytokinen und Wachstumsfaktoren wurden in Kooperation
mit der Arbeitsgruppe von Dr. Daniela Kramer (Hautklinik der Universitatsmedizin
Mainz), mittels des Proteome Profiler Mouse XL Cytokine Arrays (ARY028, R&D Sys-

tems, Minneapolis, USA) fur 111 Proteine, untersucht. Dazu wurde zuerst das
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tiefgefrorene Ohrgewebe von NF-kB27- und WT Mausen mit chronischer Kontaktaller-
gie (24h nach der 5. Ch) in 400 pL Lysepuffer* unter Verwendung von gentleMACS™
M-Tubes (130-093-236, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, DE) auf dem gentleMACS
Octo Dissociator (130-095-937, Miltenyi Biotec) homogenisiert. AnschlielRend wurden
die Lysate kurz mittels Ultraschalls bearbeitet um die DNA-Protein-Komplexe aufzu-
brechen. Die Proteinkonzentration wurde unter Verwendung des Pierce™ BCA Protein
Assay Kit (23225, Thermo Fisher) bestimmt. Fur die Zytokin-Array-Analyse wurde 20
Hg des Proteins verwendet. Die Durchfuhrung des Zytokin-Arrays erfolgte nach den
Angaben des Herstellers.

* Lysepuffer: 20 mM TRIS-HCI pH 7,5, 150 mM NaCl, 1 % Triton X-100, 1 mM
Na?EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM B-Glycerophosphat, 2 M Urea und 1x Protease-Inhibitor-
Cocktail (Roche).

2.2.13 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse der Ohrschwellungen wurden als Mittelwert + Standardfehler des Mit-
telwertes (,standard error of the mean®; SEM) dargestellt. Alle anderen in vivo und ex
vivo Ergebnisse wurden, wenn nicht anders erwahnt, als Mediane mit Interquantilbe-
reichen abgebildet. Fur den Vergleich von unabhangigen Stichproben wurde der zwei-
seitige Student’s t-Test verwendet. Der Vergleich von mehreren Gruppen zu der ent-
sprechenden Kontrollgruppe erfolgte mit dem Kruskal-Wallis-Test oder dem One-way
ANOVA Test, beide in Kombination mit dem post-hoc-Dunn-Test zur Korrektur des
Mehrfachtestens. Das entsprechende statistische Testverfahren in den einzelnen Ex-
perimenten ist in der dazugehdrigen Bildunterschrift angegeben. Ein p Wert < 0,05
wird als statistisch signifikant erachtet. Die statistische Analyse erfolgte in Kooperation
mit Prof. Dr. Martin Eichner (Institut fir Klinische Epidemiologie und angewandte Bio-
metrie, Universitat Tubingen). Statistische Analysen und das Grafikdesign wurden mit-
hilfe von GraphPad Prism (Version 9, GraphPad Software, Inc., USA) durchgefuhrt.
Die statistische Analyse der Metabolomics-Ergebnisse erfolgte mithilfe des Webser-
vers MetaboAnalyst 4.0. Die Metaboliten-Konzentrationen wurden mit dem Perzentil-
Quantil-Normalisierungsansatz (PQN) normalisiert um Verdinnungseffekte zu bertick-
sichtigen. AnschlieRend wurden die Daten vor der statistischen Analyse nach dem Pa-
reto-Verfahren skaliert [204, 205] und eine zweidimensionalen Hauptkomponen-
tenanalyse (,principal component analysis“ PCA) und eine hierarchische Clusterana-
lyse (HCA) durchgefinhrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Einfluss der reaktiven Sauerstoffspezies auf die akute und

chronische TNCB-spezifischen Kontaktallergiereaktion

3.1.1 Untersuchung der akuten und chronischen 1% TNCB induzierten

Kontaktallergie in ROS/RNS-defizienten Mausen

Um den Einfluss von ROS und RNS auf die akute und chronische Kontaktallergie zu
untersuchen, wurden transgene Mauslinien bei denen die ROS/RNS-Kaskaden an ent-
scheidenden Schnittstellen blockiert verwendet: gp91Pox/- (NOX2), MPO”- und iNOS-
(Abbildung 13). C57BL6/J (Wildtyp) Mause wurden als Kontrolle verwendet.

Kontaktallergie- ONOO-
reaktion I

‘NO HOCI
‘ + iNOS-- + MPO--
@ - > H,0 > .OH
[v§fcj_ 3 S_uperoxid- 2~2 Fe®* _

dismutase Fenton Reaktion
hox-/-
Neutrophlle & * gpI1Phex
Makrophagen

2

Abbildung 13: ROS und RNS produzierende Proteine wéhren einer Entziindungsreaktion.
Abbildung nach [206].

Um eine akute Kontaktallergie auszulésen wurden die Mause mit 80 pl 5% TNCB-
Aceton-Mygliol Lésung am Abdomen sensibilisiert und nach 7 Tagen mit 20 ul 1%
TNCB-Aceton-Mygliol Losung am rechten Ohr gechallenged. Durch das wiederholte
Auftragen der 1%igen TNCB-Aceton-Mygliol Lésung alle 48-72 Stunden bis zu funf
Challenges wurde eine chronische Kontaktallergie ausgelost. Dabei wurde die Ohr-
schwellung als Parameter fur die Starke der Entziindungsreaktion vor jeder TNCB-

Challenge sowie 4, 12 und 24 Stunden danach bestimmt.
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Wahrend der akuten Kontaktallergie wurde die maximale Ohrschwellung in Wildtyp-
Mausen 24 Stunden nach der ersten Challenge erreicht (265 + 57,6 um; Abbildung
14). Wohingegen wahrend der friihen chronischen (3 Challenge) und chronischen (5
Challenge) Phase die maximale Ohrschwellung bereits 4 Stunden nach der TNCB-
Challenge erreicht wurde (3 Ch.: 402,5 + 72,4 um; 5 Ch.: 533,3 £ 78,7 um; Abbildung
14), was auf eine bereits aktivierte T-Zell-vermittelte Immunantwort zurlickzuftihren ist.
Beim Vergleich der Ohrschwellungen von iNOS”-, MPO” und gp91Pho* Mausen mit
den Wildtyp-Mausen wahrend der akuten, friihen chronischen und chronischen Kon-
taktallergie konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden, was auf eine

ahnlich starke Entziindungsreaktion hindeutet.

= 6007 o e 600+ 600+
% 5001 + iNos™- 500+ 5001
é, 4004 + mpo™ 400 400+
% 3004 = gp91P"" 300- 300-
% 200 200- 200-
£ 1001 1001 100-
© 0lw . : . 01— . ; . 0= r . \
0Oh 4h 12h 24h Oh 4h 12h 24h Oh 4h 12h 24h
1. Challenge 3. Challenge 5. Challenge

Abbildung 14: Ohrschwellung in ROS/RNS-defizienten Mausen.

Die Ohrschwellungen werden als Mittelwert + SEM angezeigt. Es wurden keine signifikanten Unter-
schiede zwischen den Ohrschwellungen der WT-Mause (n = 12) und gp91rhox/- (n = 11), MPO” (n = 11)
oder iINOS” (n = 12) Mause erfasst (Kruskal-Wallis-Test mit Post-hoc-Dunn-Test). Abbildung nach
[206].

3.1.2 Invivo Dynamiken der ROS/RNS-Produktion

Simultan zur Ohrschwellungsreaktion wurden die in vivo ROS/RNS-Produktion wah-
rend der akuten, friihen chronischen und chronischen Kontaktallergie mittels nicht in-
vasiver optischer Bildgebung untersucht. Dazu wurde den gp91°P"o/-  MPO--, INOS
und Wildtyp-Mausen eine ROS/RNS-sensitive Chemilumineszenz-Probe L-012 (siehe
1.6) i.p. injiziert, und anschliel3end unter Isofluran Narkose die Signalintensitat (Sl) der
Chemilumineszenz am entziindeten rechten Ohr gemessen.

Die Ol-Messungen von den entziindeten Ohren der Wildtyp-Mausen ergaben eine
stark erhohte L-012-Signalintensitat bereits 12 Stunden (49550 (28250 — 124750)
p/s/icm?/sr) und 24 Stunden (50700 (23725 — 96700) p/s/cm?/sr) nach der ersten
TNCB-Challenge im Vergleich zu dem Basiswert (1395 (1285 — 1457,5) p/s/cm?/sr) vor
der Challenge, was eine stark erhdhte ROS/RNS-Produktion wéhrend der akuten
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Entzindungsphase darstellt. Im Vergleich dazu wurde die maximale ROS/RNS-Pro-
duktion wahrend der frihen chronischen und chronischen Kontaktallergie bereits 4
Stunden nach der TNCB-Challenge erreicht (3 Ch.: 68500 (38800 — 125925)
p/s/icm?/sr; 5. Ch.: 106000 (87525 — 286750) p/s/cm?/sr; Abbildung 15). Somit korre-
liert die maximale ROS/RNS-Produktion exakt mit der maximalen Ohrschwellungsre-
aktion.

Im Vergleich zu den Wildtyp-Mausen konnte in den entziindeten Ohren von gp91phox/-
Méausen keine Zunahme in der ROS/RNS-Produktion wahrend der akuten, frihen
chronischen und chronischen Kontaktallergie detektiert werden. Die L-012-Signalin-
tensitat verblieb zu allen Untersuchungszeitpunkten auf dem Basiswert (1335 (1099,5
— 1477,5) p/sicm?/sr; Abbildung 15) @hnlichem Niveau. Die entztindeten Ohren von
MPO” Mausen zeigten ebenfalls eine 4,7 - 6,3-fache Reduktion der L-012-Signalin-
tensitat zu den Zeitpunkten der hochsten ROS/RNS-Produktion (12 Stunden 1 Ch.:
10700 (6035 — 15050) p/s/cm?/sr; 4 Stunden 3 Ch.: 10900 (8105 — 14750) p/s/cm?/sr;
4 Stunden 5 Ch.: 22600 (11150 — 26150) p/s/cm?/sr) im Vergleich zu den entziindeten
Ohren von Wildtyp-Mausen. Dagegen wurde keine signifikanten Unterschiede der L-
012-Signalintensitat in den entziindeten Ohren von iINOS” Mausen im Vergleich zu
den entziindeten Ohren von Wildtyp-Mausen ermittelt (Abbildung 15). Allerdings
wurde die maximale ROS/RNS-Produktion in der akuten Phase bereits 12 Stunden
nach der ersten Challenge erreicht (80500 (65900 — 127000) p/s/cm?/sr). Auf ahnli-
chem Niveau und marginal friiher als in den entztindlichen Ohren von Wildtyp-M&usen.
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Abbildung 15: In vivo Dynamiken der ROS/RNS-Produktion in den entzindlichen Ohren wéhrend
der akuten, frihen chronischen und chronischen Kontaktallergie.

L-012 wurde 5 Minuten vor den Ol-Messungen in WT (n = 12), gp91phox (n = 11), MPO”- (n = 11) und
iINOS”- Mause (n = 12) injiziert. Die ROS/RNS-Produktionswerte werden als Mediane mit Interquartilbe-
reichen der durchschnittlichen SlI (p/s/cm?/sr) angezeigt; Whiskers geben die Min- und Max-Werte an.
Repréasentative nicht-invasive in vivo Ol Aufnahmen des zeitlichen Verlaufs der L-012-Sl in den einzel-
nen Versuchsgruppen nach dem 5. TNCB-Challenge. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p <
0,0001, ns = nicht signifikant (Kruskal-Wallis-Test mit Post-hoc-Dunn-Test; p-Werte angepasst fur Mehr-
fachvergleiche). Abbildung nach [206].

3.1.3 Exvivo Cross-korrelation der in vivo Ergebnisse von ROS/RNS
Produktion.

Um unsere in vivo Ol-Ergebnisse zu validieren, wurde eine ex vivo Dihydrorhodamin
123 (DHR) Durchflusszytometrieanalyse (FACS) der ROS/RNS-Produktion der Im-
munzellen in den entziindeten Ohren und den drainierenden zervikalen Lymphknoten
(dLK) 24 Stunden nach der ersten TNCB-Challenge durchgefiihrt. Dabei reagiert das
Dihydrorhodamin 123 zu Rhodamin 123 das fluoreszent ist, mit einem Spektrum von
508 nm Exzitation und 529 nm Emission. Die dabei ermittelte Fluoreszenzintensitat
(F1) ist proportional zu der ROS/RNS-Produktion [207]. Dazu wurden die Zellsuspen-
sionen aus dem frischen Gewebe gewonnen und entweder nur mit DHR geféarbt um
die Baseline ROS/RNS-Produktion zu bestimmen oder vor der DHR-Farbung mit PMA
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stimuliert. PMA aktiviert die Proteinkinase C wodurch der respiratorische Burst in
Neutrophilen ausgel6st wird [208].

Nicht stimulierte Immunzellen aus den entziindeten Ohren von gp91°P"o- Mausen zeig-
ten eine bis zu 50% geringere ROS/RNS-Produktion (Median: 97 (Interquartilbereich:
89 — 102) FI) im Vergleich zu iNOS”- (150 (147 — 167) FI), MPO™- (196 (200 — 179) FI)
und Wildtyp-Mause (161 (154 — 175) FI) (Abbildung 16). Dagegen wurden keine sig-
nifikanten Unterschiede in den dLK zwischen den experimentellen Gruppen beobach-
tet. Dies ist vor allem auf eine geringe Anzahl von Neutrophilen im Lymphknoten zu-
rickzufihren.

Die Stimulation mit PMA induzierte einen enormen Anstieg der ROS/RNS-Produktion
in den Immunzellen der entziindlichen Ohren und der dLK in MPO, iNOS”- und Wild-
typ-Mausen. Wohingegen die Immunzellen aus den entziindeten Ohren der gp91phox-/-
Mé&ausen nur einen leichten Anstieg der ROS/RNS Produktion (113 (105 — 127) Fl) im
Vergleich zu den nicht stimulierten Immunzellen aufwiesen. Die ROS/RNS-Produktion
der Immunzellen der entziindeten Ohren von iNOS” Mausen (640 (515 — 919) FI) war
ahnlich hoch wie in den Ohren von Wildtyp-M&ausen (700 (652 — 845) FI), wahrend die
ROS/RNS-Produktion in den Immunzellen aus entziindeten Ohren von MPO- Mausen
(531 (429 — 555) FI) um ca. 25% reduziert war (Abbildung 16). Somit spiegeln die
Ergebnisse der DHR-FACS-Analyse unsere in-vivo-Ol-Ergebnisse wieder. Beide Me-
thoden demonstrierten die fehlende ROS/RNS-Produktion in den entziindeten Ohren
von gp91Phox’- Mausen, reduzierte ROS/RNS-Produktion in Ohren von MPO- Mausen
und eine nahezu uneingeschrankte ROS/RNS-Produktion in entztindeten Ohren von
iINOS”- Mausen im Vergleich zu den Wildtyp-Mausen. Das lasst darauf schlieRen, dass
NOX2 und MPO die dominanten Quellen fir die ROS-Produktion wahrend der akuten
und chronischen Kontaktallergie sind.
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Abbildung 16: Ex vivo ROS/RNS-Produktion.

Ex vivo DHR-FACS-Analyse der ROS/RNS Produktion im entziindlichen Ohrgewebe und den dLK 24 h
nach der ersten Challenge. Die Immunzellen wurden mit 30 ug/ml DHR fur 15 min inkubiert. Stimulierte
Zellen wurden vor der Inkubation mit 30 ug/ml DHR mit 0,5 uM Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA)
behandelt. FI: Fluoreszenzintensitat. Die Daten der ROS/RNS Produktion werden als Mediane mit In-
terquartilbereichen dargestellt. Whisker zeigen die Min- und Max-Werte an, * p < 0,05, ** p < 0,01, ns =
nicht signifikant (Kruskal-Wallis-Test mit Post-Hoc-Dunn-Test; p-Werte angepasst fir Mehrfachverglei-
che n =5 in jeder Gruppe); Abbildung nach [206].

3.1.4 Analyse der Zellpopulationen in sekundar lymphatischen Organen via

Durchflusszytometrie

Um zu prufen ob die differentielle Reduktion von ROS/RNS in den transgenen Maus-
linien Auswirkungen auf bestimmte Immunzellpopulationen hat, wurden die dLK und
Milzen 24 Stunden nach dem funften Challenge entnommen, aufbereitet und mittels
Durchflusszytometrie analysiert (Gating Strategie siehe Abbildung 12).

Beim Vergleich der verschiedenen Immunzellpopulation zeigte sich eine leicht ver-
mehrte Monozytenpopulation in den Milzen von iNOS”- Mausen (iNOS”-: 0,54 (0,48 —
0,6)%; WT: 0,35 (0,26 — 0,46, Interquartilbereich)%), wahrend die gp91°P"*’- Mause
eine signifikant niedrigere NK-Zellpopulation in den dLK aufwiesen (gp91°P"o: 0,53
(0,66 — 0,42)%; WT 0,86 (1,12 — 0,64)%) (Abbildung 17 A). Untersuchungen der B-
Zell-, der CD4* T-Zell- und der CD8* T-Zell-Population in den dLK und Milzen der ver-
schiedenen Versuchsgruppen ergaben keine signifikanten Unterschiede (Abbildung
17 B).

Des Weiteren zeigten die iINOS”- Mause eine etwas geringere Anzahl an naiven CD4*
(67,1 (63,8 —68,9)%) und CD8" (71,1 (67,1 —72,9)%) T-Zellen in den dLK im Vergleich
zu den Wildtyp-Méausen (CD4*: 72,7 (68,4 — 79,9)%; CD8*: 76,8 (73,5 — 84,6)%) (Ab-
bildung 17 C). Beim Vergleich des T-Zellaktivierungsmarkers CD69 und des Immun-

checkpoints PD-1 zwischen den transgenen Mauslinien und den Wildtyp-Mausen
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wurden ebenfalls keinerlei signifikanten Unterschiede festgestellt (Abbildung 17 D).

Dies spricht fir eine normale Sensibilisierungsphase mit erfolgreichem T-Zell-Priming

in den ROS/RNS-defizienten Mausen.

A

Neutrophile dendritische Zellen NK-Zellen

Monozyten

*

w
c

L
L}

.
HL.LH

(T h

{0
i
H )

T r
< i
- o

1.54

u@j|az uapuaga| uap uoa
[ %] ,9%diN g,,£00

HIH
Bl

1
<
o

© W T M N O
Ua||9Z uapuagal uap UoA
[ %] ,9vdiN §,,£00

{1}

0
o

2 @ 9 o
o~ - - o

u@||azZ uapuaga] uap UoA
[%] 4oy llOHI gy @4 1AD

=
o

w0 » » 9
- - o o
ua||eZ uapuaga] Uap UoA
[%] gl OHW gy, @4 HAD

=) ")
b ]
o o

UB||8Z UBpUBYS| USP UOA

[ %] 481y 9K moi29A1

o
<
o

e ® @ <% & 9

- © © © © o
UD||9Z USPUBQ3]| USP UOA
[%] 45y D9AT oy 09KT

0.34

uaj|az uapuaga| uap uoa
[%] 10,9947 451y 2947

AP

0.0-

u@||@Z uepuagal uap uoA
[%] j0i9947 45,0941

Z|l'IN

iNos”* Ea MpoT E& gpeqPhox

2z WT

CcD8* T-Zellen

CD4* T-Zellen

B-Zellen

!
|
i

ua||az uapuaqa| uap UoA
[%] ,ea0

I

o o ) o
@ ~ -

Ud||9Z Uapuagal uap UoA
[%] 800

[
I
0

ula||azZ uspuaqgal uap uoa
[%] ,va0

{
[
I
T

T T
o =) o o
< ™~ -

=) Sz

T
o o
-

T
o o
<t ©

Ud||9Z UBPUIG3| USP UOA
[%] ,pa2

r T T T 1
o o o o o
-] 0 <t o~

Ud||aZ uapuaqal uap UoA
[%] ,ozz8

P

o o o
= o~

801 E ===

o
=)

Uua||9Z UapUAgGa| UaP UOA
[%] ,0zze

Z|I'N

iNOS™ Ea MPOT EA gpgqPhox-

= WT

72



Ergebnisse

cb4*
regulatorische T-Zellen

cp4a*

zentrale Memory T-Zellen

cp4*
Effekor/Memory T-Zellen

cp4*
naive T-Zellen

{0 ]
{ 0
i i
{ ]

w ) w
2 2 2 2

usliez k0o UoA
[%] 4545202 mo L2402

uolleZ ,¥ao UoA
[ %] y6:y92QD moiL21A2

54 _-—Eg

1 r T T
o o w o
L

r
(=]
N

1564

us||eZ Qo uoA
[%] 46,y P¥09D 46y 12900

I

ug|eZ ,rao uoa
[%] 464?02 45,y 12902

]

0-

. .
W o W o 1w o o w o w o w
e NN - - ® NN

us|I8Z ,pQD UoA
[%] 45,4¥#QD moy 12902

ug||9Z ,#0D UoA
[%] 4giyPPQD o, 12902

o
<
g a
2
*ﬁ@
o o
«©

o =)
=]
=]

0
0 0
[
{

o o o o o o
o = o o ® -+ o
-

us||eZ Qo uoA
[%] poP¥A2 45472902

AP Z|IIN

ug|eZ ,rQo uoA
[%)] o, PP0D 45,y 12900

)

cDg*
zentrale Memory T-Zellen

cbs*

Effektor/Memory T-Zellen

cDg*
naive T-Zellen

ua|j9Z 80D UOA
[ %] 4By ¥PPAD ypy 129AD

uajEz .1Wﬂ0 uoa
[%) 461?709 461y 12909

ualI9Z Q90 UoA
[%] ygPPAD mo 12902

ug|ez +mn_0 uoAa
[%] gy ¥PPA2 po0 12900

l
[
f

o
o
-

uajezZ omﬂo uoa
[%] o P¥0D 45,y 12902

AP

o O o o o
o © w wT o
-

usjEz .1mﬂU uoa
[%] poy??A0 45y 12900

Z|IN

o

iNos™- MPO™- gpg.lphox-.r-

= WT

73



Ergebnisse

cD4* cD69* cb4* PD-1* cps* cpeg* cps*PD-1*
v 30 30 10 8
= 25 c 25 5 8 s
% :ﬁ 20 =% 20 =3 6 =5 °
— + + +
2% 15 ﬁtﬁ@g 538 15 QEQE B8 %‘E’Eg 58 4
8% 10 “ g 10 og 4 e g
§ g g g 2 ==_ =N
5 5 2
0 0 0 0
30 30 10 8
= 5 g % § 8 5 s
E =g 20 =8 20 =8 ¢ =8
. ' o =
2 F 15 L 15 B o2 Lty 4
20 ] Q a0 4 — ao
8% 1o] == SR == S =T I PPN i A
5 7 s -2 B
0 0 0 0

wT iNOS™ =@ mpo™ EA gp9tPhox -

Abbildung 17: Analyse der Zellpopulationen in den ROS/RNS-defizienten Mauslinien.

FACS-Analyse der Immunzellpopulation in den dLK und den Milzen von Versuchsmausen mit chroni-
scher Kontaktallergie (24 h nach der 5. TNCB-Challenge). (A) Population der Leukozyten; (B) Popula-
tion der B- und T-Zellen; (C) Subpopulationen von CD4* und CD8* T-Zellen; (D) Expression des T-Zell-
Aktivierungsmarkers CD69 und des regulatorischen Checkpoints PD-1 auf CD4* und CD8* T-Zellen.
Die Daten werden als Mediane mit Interquartilbereichen dargestellt. Whisker zeigen die Min- und Max-
Werte an; * p <0,05, ns = nicht signifikant (Kruskal-Wallis-Tests mit Post-hoc-Dunn-Tests n = 5 in jeder
Gruppe). Abbildung nach [206].

3.1.5 Histopathologische Analyse und die Konsequenzen von ROS/RNS-

Defizienz

Um den Entziindungsprozess und die Immunreaktion besser zu charakterisieren, wur-
den die entziindeten Ohren mit akuter und chronischer Kontaktallergie, von Wildtyp,
gp91ro MPO” und iINOS’ Mausen in Formalin fixiert, in Paraffin eingebettet, ge-
schnitten und zur histopathologischen Evaluation mittels H&E gefarbt. Zuséatzlich wur-
den von den Ohrgewebeschnitten immunhistochemische Analysen unter Verwendung
von CD3- und MPO-mADb durchgefihrt um die Verteilung und Akkumulation der T-Zel-
len und Neutrophilen im entziindeten Ohrgewebe zu untersuchen. Bei den MPO
Mausen mussten die Neutrophilen aufgrund der fehlenden Expression von MPO mor-
phologisch bestimmt werden.

Die histopathologische und immunhistochemische Untersuchungen von Wildtyp-Mau-
sen mit akuter Kontaktallergie ergaben eine regelmallige Epidermis ohne Hyper-
keratose ohne Krustenbildung, mit nur wenigen kleinen Neutrophilen-Abszessen

(Munrow-Abszesse). Die Dermis wies leichte Odeme und erweiterte Kapillaren mit
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entzundlichem Immuninfiltrat auf, das hauptséchlich aus Neutrophilen bestand. Die
vereinzelten T-Zellen waren hauptséachlich auf die Epidermis beschrankt und kaum in
der Dermis vorhanden. Wahrend der chronischen Kontaktallergie entwickelte sich eine
Hyperkeratose sowohl auf der dorsalen als auch auf der ventralen Seite der entzin-
deten Ohren, mit starker Krustenbildung und vereinzelten Neutrophilen-Abszessen.
Die Dermis wies eine verstarkte Odembildung und eine Erweiterung der Blut- und
Lymphgefal3e mit einer erhéhten Anzahl an T-Zellen und einem dichten Immunzellin-
filtrat aus MPO positiven Neutrophilen auf. Im Gegensatz zur akuten Kontaktallergie
beinhaltete das Immunzellinfiltrat zusatzlich grof3e Mengen an mononuklearen Zellen,
wie Monozyten und Makrophagen, die typisch fir eine chronische Entziindung sind.
Trotz der &hnlichen Ohrschwellungsreaktion wahrend der akuten Kontaktallergie zeig-
ten die Ohren von gp91P"o- Mausen eine etwas starkere entziindliche Immunreaktion
mit multiplen Lasionen, Krusten, Neutrophilen-Abszessen der Epidermis sowie einem
verstarkten entziindlichem Immunzellinfiltrat im Vergleich zu MPO-, iNOS”- und Wild-
typ-Mausen (Abbildung 18 A und C). Die immunhistochemische Untersuchung der
entziindeten Ohren von gp91P"x/- Mausen bestétigte ebenfalls eine leicht erhohte An-
zahl der T-Zellen und Neutrophilen in der Epidermis und der Dermis im Vergleich zu
den anderen experimentellen Gruppen. Die Anzahl der T-Zellen in den entziindeten
Ohren von MPO™ war vergleichbar zu den gp91Phox- Mausen (Abbildung 18 A und
C).

Die Ohren von iNOS” Mausen zeigten die geringste Entziindungsreaktion, mit einer
geringeren Anzahl an Neutrophilen-Abszessen und reduzierten Anzahl an T-Zellen
wahrend der akuten Phase der Kontaktallergie (Abbildung 18 A und C). Wahrend der
chronischen Kontaktallergie war die Entziindungsreaktion in den entziindeten Ohren
von MPO”- Mausen am starksten ausgepragt und wies schwere Schadigungen der
Epidermis und grof3e Neutrophilen-Abszesse auf (Abbildung 18 B und D). Im Gegen-
satz dazu war die Entztindungsreaktion in den entziindeten Ohren von gp91Phox/- M&u-
sen wahrend der chronischen Kontaktallergie, mit einer verringerten Odembildung und
reduziertem Neutrophilen-Infiltrat, am schwéachsten ausgepragt (Abbildung 18 B und
D). Zusammenfassend muss jedoch festgestellt werden, dass die histopathologischen
Unterschiede zwischen verschiedenen Versuchsgruppen sich auf einem geringen Ni-
veau verhielten. Dies zeigt sich insbesondere bei Betrachtung des histopathologischen
Scores (Abbildung 18 C und D).
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Abbildung 18: Histopathologische Analyse von akuten und chronischen Kontaktallergie.

Repréasentative Bilder von entziindetem Ohrgewebe mit (A) akute Kontaktallergie (24 h nach der 1.
Challenge) und (B) chronische Kontaktallergie (24 h nach der 5. Challenge). Histopathologische Ana-
lyse von (C) akute und (D) chronische Kontaktallergie. Der histopathologische Score wurde anhand der
Anzahl der epidermalen Abszesse und Krusten pro Ohrgewebeschnitt bewertet (0 = keine Krusten oder
Abszesse; 1 = Abszesse, keine Krusten; 2 = zwischen 1 und 5 Krusten, 3 = zwischen 6 und 10 Krusten,
4 = mehr als 11 Krusten). Die Anwesenheit von Neutrophilen (MPO) und T-Zellen (CD3) in den Ohrge-
webeschnitten wurde semiquantitative bestimmt (0 = kein entzundliches Infiltrat; 1 = minimales entzind-
liches Infiltrat; 2 = mildes entziindliches Infiltrat; 3 = mé&Riges entziindliches Infiltrat; und 4 = schwer
entziindliches Infiltrat). Die Quantifizierung der Neutrophilen in MPO-- Mausen erfolgte morphologisch.
Die Daten werden als Mediane mit Interquartilbereichen dargestellt. Whisker zeigen die Min- und Max-
Werte an (n = 4 fir jede Versuchsgruppe). Abbildung nach [206].
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3.1.6 Einfluss des differenziellen ROS/RNS-Mangels auf die Expression von

proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen

Als nachstes wurden die Genexpressionsmuster der NF-kB-regulierten proinflamma-
torischen Zytokine 1I-6, ll-1beta und Tnf sowie der Chemokine Cxcll, Cxcl2 und Ccl2,
die fur die Rekrutierung von Neutrophilen, T-Zellen und DCs verantwortlich sind, be-
stimmt [209-212]. Fur die Analyse mittels RT-PCR wurde das entziindete Ohrgewebe
von gp91Phox’- - MPO, INOS”’ und Wildtyp-Mausen zu den Zeitpunkten der starksten
Ohrschwellungsreaktion verwendet (akut 24 h 1. Challenge und chronisch 4 h 5. Chal-
lenge).

Der Vergleich von entziindeten Ohren von gp91P"o/- Mausen mit denen von Wildtyp-
Mausen wahrend der akuten Kontaktallergie zeigte keine signifikanten Unterschiede
in der mRNA-Expression von proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen. Da-
gegen war die Tnf mMRNA-Expression in gp91°P"o- Mausen wahrend der chronischen
Phase signifikant erhéht. Dies steht im Kontrast zu den histopathologischen Untersu-
chungen, welche eine reduzierte Entziindung aufwiesen (Abbildung 19).
Entzundliche Ohren von MPO” Mausen zeigten die starkste I-6, Ccl2 und Cxcl2
MRNA-Expression sowie eine tendenziell erhéhte mRNA-Expression von Cxcll wéh-
rend der akuten und chronischen Kontaktallergie im Vergleich zu den Wildtyp Mausen,
welche jedoch nicht signifikant waren. Die vermehrte mRNA-Expression der proin-
flammatorischen Zytokine und Chemokine in den entziindeten Ohren von MPO
Mause bestarkt unsere vorangegangenen histopathologischen Ergebnisse. Die Ana-
lyse von entziindeten Ohren von iNOS” Mausen wahrend der akuten Kontaktallergie
ergab eine tendenziell reduzierte mRNA-Expression von llI-1beta und Tnf und eine er-
hohte Cxcll mRNA-Expression im Vergleich zu den Wildtyp-M&ausen. Dagegen war
die mRNA-Expression von Chemokinen Ccl2 und Cxcl2 wéahrend der chronischen
Phase leicht erhoht.
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Abbildung 19: RT-PCR-Analyse der mRNA-Expression von proinflammatorischen Zytokinen und
Chemokinen wahrend einer akuten und chronischen Kontaktallergie.

Entziindetes Ohrgewebe wurde 24 h nach der 1. TNCB-Challenge (akute Kontaktallergie) und 4 h nach
der 5. Challenge (chronischer Kontaktallergie) entnommen. Als Kontrolle wurde das Ohrgewebe von
naiven Wildtyp-Mausen verwendet. Die Daten werden als Mediane mit Interquartilbereichen dargestellt.
Whisker zeigen die Min- und Max-Werte an (n = 4). * p <0,05, ns = nicht signifikant (Kruskal-Wallis-Test
mit Post-hoc-Dunn-Test; p-Werte angepasst fur Mehrfachvergleiche). Abbildung nach [206].

Uberraschender Weise ergab die Untersuchung der mRNA-Expression von Nrf2, ei-
nem Transkriptionsfaktor, der die Expression von antioxidativen Proteinen reguliert,
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen (Abbildung 20). Al-
lerdings zeigten die INOS” Mause in der akuten Phase eine Tendenz zu einer vermin-
derten Expression von Nrf2, Gpx1 und Sodl, wéhrend die mRNA-Expression von
Hmox1 sogar signifikant verringert war im Vergleich zu den entztindeten Ohren von
Wildtyp-Mausen. Weiterhin  wurde die mRNA-Expression von ROS/RNS-
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produzierenden Proteinen verglichen. Dabei war die mRNA-Expression von Xanthi-
noxidase (Xhd) und Cyclooxygenase 2 (Ptgs2) in allen Versuchsgruppen wahrend der
akuten und chronischen Kontaktallergie ahnlich stark exprimiert, wahrend die mRNA-
Expression von iNos, eNos, Mpo und Nox4 unter der Nachweisgrenze von 32 Zyklen
lag und deshalb nicht weiter auswertbar war.
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Abbildung 20: RT-PCR-Analyse der mRNA-Expression von Redox-regulierenden Proteinen so-
wie ROS produzierenden Proteinen wahrend einer akuten und chronischen Kontaktallergie.

Entziindetes Ohrgewebe wurde 24 h nach der 1. TNCB-Challenge (akute Kontaktallergie) und 4 h nach
der 5. Challenge (chronischer Kontaktallergie) entnommen. Als Kontrolle wurde das Ohrgewebe von
naiven Wildtyp-Mausen verwendet. Die Daten werden als Mediane mit Interquartilbereichen dargestellt.
Whisker zeigen die Min- und Max-Werte an (n = 4). * p <0,05, ns = nicht signifikant (Kruskal-Wallis-Test
mit Post-hoc-Dunn-Test; p-Werte angepasst fir Mehrfachvergleiche). Abbildung nach [206].
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3.1.7 Metabolomics

Um zu Uberprifen ob die unterschiedliche ROS/RNS-Produktion in den entziindeten
Ohren von Wildtyp-, gp91°Pho-  MPO”- und iNOS”- Mausen mit chronischer Kontaktal-
lergie Auswirkungen auf den Metabolismus hat wurde eine 1H-NMR-basierte Metabo-
lomanalyse durchgefuhrt. Die Hauptkomponentenanalyse ,principal component analy-
sis“ (PCA) der normalisierten Metabolitendaten zeigte eine deutliche Trennung aller
Versuchsgruppen mit chronischer Kontaktallergie entlang der Hauptkomponente 1
(PC1)-Dimension im Vergleich zu den nicht entziindeten Ohren von naiven Méausen
(Abbildung 21 A). Im Gegensatz hierzu gab es keine klare Trennung des Metaboli-
tenprofils zwischen den ROS/RNS-defizienten Mausen und den Wildtyp-Mausen, was
auf die starke Varianz zwischen den einzelnen Individuen in der Wildtypgruppe zurtick-
zufhren ist (Abbildung 21 A). Dennoch zeigten entziindliche Ohren der gp91Phox/--
Mé&use eine deutliche Trennung in ihrem metabolischen Profil verglichen zu den Ohren
von iNOS” und MPO”-Mausen entlang der PC2-Dimension.

Als nachstes wurden die Datensatze der 48 analysierten Metaboliten fur die hierarchi-
sche Clusteranalyse und die Erstellung einer Heatmap verwendet, um die Clusterbil-
dung aller Proben in jeder Versuchsgruppe zu visualisieren (Abbildung 21 B). Der
Fokus auf redox-aktiven Metaboliten, Ascorbat, GSSG, Nicotinamidadenindinukleotid
(NAD), Arginin, Prolin und Taurin zeigte die auffalligsten Veranderungen (Abbildung
21 C). Im Detail zeigten alle Versuchsgruppen mit chronischer Kontaktallergie stark
erhohte Ascorbat- und GSSG-Spiegel im Vergleich zu naiven M&usen. Im scharfen
Gegensatz dazu waren die NAD-, Arginin- und Prolinspiegel stark erschopft (Abbil-
dung 21 C). Interessanterweise war die Konzentration von Taurin, welches als Antio-

xidans fungieren kann, nur in gp91°Pho<- Mausen deutlich erhoht.
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Abbildung 21: Metabolische Analyse der chronischen Kontaktallergie.

(A) Hauptkomponentenanalyse (PCA) der normalisierten Metabolitendaten von entziindeten Ohren mit
chronischer Kontaktallergie. Die schattierten Bereiche reprasentieren die 95 % Konfidenzintervalle der
jeweiligen Gruppencluster (naive WT-, WT-, iNOS”, MPO"- und gp91rhox/- Mause). (B) Hierarchische
Clusteranalyse (HCA) und Heatmap der 48 analysierten Metaboliten. Die Farbskala veranschaulicht die
Konzentration der einzelnen Metaboliten. Rot: hohe Konzentration, Blau: niedrige Konzentration. (C)
Unterschiede in redox-aktiven Metaboliten; Ascorbat, Glutathiondisulfid (GSSG), oxidiertes Nicotina-
midadenindinukleotid (NAD*), Arginin, Prolin und Taurin. Die Daten werden als Mediane mit Interquar-
tilsspannen dargestellt; Whiskers zeigen die Min- und Max-Werte an (n = 5 je Versuchsgruppe). Abbil-

dung nach [206].
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3.1.8 Auswirkungen von ROS und RNS auf die Lipidperoxidation

Hohe ROS/RNS Produktion kann zum oxidativen Stress fuhren. ROS/RNS oxidiert
Proteine, DNA und Lipide, wodurch die Funktion der Zellen geschadigt wird. Lipidper-
oxidation kann z.B. dazu fuhren, dass die Zellen ihr Membranpotential nicht mehr auf-
rechterhalten konnen und dadurch absterben, wahrend die Oxidation der DNA zur Kar-
zinogenese beitragen kann (siehe 1.3.5).

Da die L-012 OI- und DHR-FACS-Analysen keine ROS/RNS-Produktion in den
gp91rhox Mausen nachweisen konnte, stellte sich die Frage, ob diese verringerte
ROS/RNS-Produktion zu einer verringerten Oxidation der DNA und der Lipide in ent-
zundeten Ohrgewebe von Mausen mit akuter und chronischer Kontaktallergie fuhrt.
Um diese Frage zu beantworten wurde die Menge an 8-OHdG (DNA-Oxidation) und
MDA (Lipidperoxidation) als Marker fir den oxidativen Stress in den entziindeten Oh-
ren von Wildtyp, gp91P"o- MPO- und iNOS” Mausen untersucht.

Alle Versuchsgruppen zeigten erhéhte 8-OHdG-Konzentrationen bei akuter und chro-
nischer Kontaktallergie im Vergleich zu unbehandelten naiven Wildtyp-Mausen (Ab-
bildung 22 A). Hierbei konnten keine signifikanten Unterschiede in den 8-OHdG-Kon-
zentrationen zwischen den entziindeten Ohren von Wildtyp-M&ausen und den entzun-
deten Ohren von ROS/RNS-defizienten Mausen mit akuter und chronischer Kontakt-
allergie festgestellt werden (Abbildung 22 A).

Die Analyse der Lipidperoxidation wahrend der chronischen Kontaktallergie ergab eine
leicht verringerte MDA Konzentration in den entziindeten Ohren von gp91Pho</- Mau-
sen im Vergleich zu den Wildtyp-Mausen (5B; p = 0,065: nicht signifikant) (Abbildung
22 B), was auf einen reduzierten ROS/RNS Stress hindeutet. Wohingegen es kaum
Unterschiede in MDA Konzentrationen zwischen den entziindeten Ohren von Wildtyp,
MPO” und iINOS’ Mausen gab. Jedoch zeigten alle experimentellen Gruppen einen
erhdhten oxidativen Stress im Vergleich zu den naiven Mausen (Abbildung 22 B).
Zusammengefasst, deutet die Analyse der DNA-Oxidation, Lipidperoxidation, redox-
aktiven Metaboliten und der Regulation von ROS/RNS-regulierenden Genen auf einen
ahnlich hohen oxidativen Stress in den entzindeten Ohren von Wildtyp- und
ROS/RNS-defizienten Mausen wahrend der akuten und chronischen kutanen Kontak-

allergie hin.
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Abbildung 22: Oxidativer Stress im entziindeten Ohrgewebe.

Ohrproben von WT-, iNOS*, MPO" und gp91rhox* Mausen wurden 24 h nach der 1. und 5. TNCB-
Challenge gewonnen. Als Kontrolle dienten die Ohren von unbehandelten naiven Mausen. (A) Oxidative
DNA-Schadigung im Ohr von Versuchsmausen mit akuter und chronischer Kontaktallergie. 8-Hydroxy-
2'-desoxyguanosin (8-OHdG) ng/pug DNA (n = 4). (B) Lipidperoxidation in entziindlichen Ohren mit chro-
nischer Kontaktallergie. Malondialdehyd (MDA) in nmol/mg Ohrgewebe (n = 5). Die Daten werden als
Mediane mit Interquartilbereichen dargestellt. Whisker zweigen die Min- und Max-Werte an. Es wurde
kein signifikanter Unterschied zwischen den WT und anderen Versuchsgruppen beobachtet (Kruskal-
Wallis-Test mit Post-hoc-Dunn-Test). Abbildung nach [206].

3.1.9 Auswirkungen von ROS/RNS auf die DNA

Aktuelle Studien zeigten, dass oxidative DNA-Schéaden und die OGG1-Expression mit
einer proinflammatorischen Immunantwort assoziiert sind [87, 88, 213, 214]. Obwohl
die entziindeten Ohren von gp91Pho- Mausen mit akuter und chronischer Kontaktal-
lergie eine stark reduzierte ROS/RNS-Produktion aufwiesen, war die Konzentration
von 8-OHdG- und Oggl-mRNA-Expression ahnlich hoch wie in den Wildtyp-Méausen.
Deshalb wurden zuséatzlich OGG1 Immunfluoreszenzfarbungen von Gewebsschnitten
der entziindeten Ohren von gp91P"o%/- und Wildtyp-Mausen mit akuter und chronischer
Kontaktallergie angefertigt. OGG1 ist ein Enzym, das fur die Beseitigung der mutage-
nen Base 8-Oxoguanin verantwortlich ist welche im Rahmen der Oxidation von Guanin
entsteht [215]. Die entziindeten Ohren von Wildtyp- und gp91°P"*- Mausen mit akuter
Kontaktallergie zeigten bereits 7 h nach der 1. TNCB-Challenge eine ausgepragte Ak-
kumulation von OGG1-positiven Netz-ahnlichen Strukturen im extrazellularen Raum
(Abbildung 23 A). Um zu uberprufen, ob es sich bei den Netz-ahnlichen Strukturen
tatsachlich um NETs handelt, wurden zusatzliche Farbungen fur NETs-assoziierte Pro-
teine und Marker wie MPO, Elastase, H2A.X, TOMM20 (mitochondriale Importrezep-
tor-Untereinheit) und die H3-Citrullinierung durchgeftihrt. Die Netz-&hnlichen Struktu-
ren in den entziindeten Ohren von Wildtyp- und gp91°Ph°x- Mausen entstammen MPO-

positiven Neutrophilen und exprimierten Elastase und Histon H2A.X, jedoch kein
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TOMM20 (Abbildung 24 A, B und C). Dies legt nahe, dass es sich tatsachlich um
nukleare und nicht mitochondriale NETs handelt. Des Weiteren zeigten die NETS in
den Wildtyp-Méausen eine intensive Farbung fur die H3-Citrullinierung, die in den NETs
von gp91Phox- Mausen kaum nachweisbar war (Abbildung 24 D). Im Gegensatz zur
akuten Kontaktallergie konnten wahrend der chronischen Kontaktallergie keine NETs
nachgewiesen werden (Abbildung 23 A und B). Die Immunfluoreszenzfarbung zeigte
zudem, dass OGGL1 uberwiegend in den NETs und in viel geringerem Mal3e in den
Zellkernen prasent war (Abbildung 23 A). Die zusatzlichen OGG1-Farbungen in den
entziindeten Ohren von MPO”- und iNOS”- Mausen 7 Stunden nach der 1. TNCB-
Challenge bestatigten ebenfalls die Bildung von NETs (Abbildung 25). Eine semi-
guantitative Analyse der OGG1-Farbung in den Zellkernen ergab keinen signifikanten
Unterschied in der Auspragung von oxidativem Stress in den entziindeten Ohren von
Wildtyp- und gp91Phox’- Mausen wahrend einer akuten und chronischen Kontaktallergie
(Abbildung 23 C). Die entziindeten Ohren von Wildtyp-Mausen zeigten 24 Stunden
nach der ersten Challenge sogar eine Tendenz zu reduzierten Akkumulation von
OGGL1 im Vergleich zu den Ohren von gp91°P" Mausen (Abbildung 23 C).
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Abbildung 23: Bildung von NETs und DNA-Oxidation wahrend der akuten und chronischen Kon-
taktallergie.

(A) Reprasentative Immunfluoreszenzbilder des Ohrgewebes von WT- und gp91rhox/- Mausen mit aku-
ter Kontaktallergie (7 h und 24 h nach der ersten Challenge) und chronischer Kontaktallergie (7 h nach
dem flinften Challenge). Weil3e Pfeile zeigen NETSs; gelbe Pfeile zeigen die OGG1-Akkumulation im
Zellkern an. Rot = OGG1, Grau = DAPI (n = 3). Messbalken = 10 uym. (B) Bildung von NETs wahrend
der akuten (7h, 24 h) und chronischen (7 h) Kontaktallergie in WT-, gp91rhox/- und PAD47- Mausen. Die
Bildung von NETs wurde semiquantitativ analysiert, dazu wurde die Flache [um?] von OGG1 auRRerhalb
der Zellkerne durch die Anzahl der Zellkerne geteilt. (C) Oxidativer Stress im Zellkern wahrend einer
akuten (7h, 24 h) und chronischen (7 h) Kontaktallergie in Ohren von WT-, gp91°P"ox*- und PAD4"- Mau-
sen. Der Oxidative Stress wurde semiquantitativ analysiert, indem die mittlere Fluoreszenzintensitét
(MFI) von OGGL1 in den Zellkernen ermittelt wurde. Horizontale Linien zeigen die Mediane an, Punkte
die einzelnen Versuchstiere. Es wurde kein signifikanter Unterschied zwischen den Wildtyp-, gp921rhox/-
und PAD4" Mausen beobachtet (Kruskal-Wallis-Test mit Post-hoc-Dunn-Test; p-Werte angepasst fur
Mehrfachvergleiche). Abbildung nach [206].
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Abbildung 24: Reprasentative Immunfluoreszenzbilder des Ohrgewebes von WT, gp91P"*" und
PAD4" Mausen 7 h nach der 1. TNCB-Challenge.

(A) rot = OGG1; grin = MPO; und grau = DAPI. (B) rot = HA2.X; grin = TOMM20; und grau = DAPI.
(C) rot = HA2.X; griin = Elastase; grau = DAPI. (D) rot = HA2.X; griin = H3-Citrullinierung; grau = DAPI.
Fir jede Versuchsgruppe und Farbung. Messbalken = 10 um. Abbildung nach [206].
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Abbildung 25: Reprasentative Inmunfluoreszenzbilder von Ohrgewebe von iNOS” und MPO™
Méausen 7 h nach der 1. TNCB-Challenge.

Rot = OGG1; griin = MPO; grau = DAPI. Abbildung nach [206].

3.1.10 Einfluss von NETs auf die Entwicklung von akuter und chronischer

Kontaktallergie

Jungste Studien haben gezeigt, dass NETs bei T-Zell-vermittelten Autoimmunerkran-
kungen, akuten Verletzungen und Krebs eine wesentliche Rolle spielen kénnten [3,
216-219]. Um zu untersuchen, ob die Bildung von NETSs einen Einfluss auf die Entziin-
dungsreaktion wahrend der akuten und chronischen Kontaktallergie hat, wurden im
Weiteren PAD47- Mause untersucht. PAD4 ist ein Protein, das fur die Deiminierung
(Citrullinierung) der Histone H3 und H4 verantwortlich ist, indem es Peptidylarginin-
reste in Peptidylcitrulline umwandelt. Es wird angenommen, dass dieser Prozess flr
die Bildung von NETSs eine Rolle bei vielen Erkrankungen spielt [220, 221].

Uberraschenderweise kam es in den entziindeten Ohren von PAD4”- Mausen, sieben
Stunden nach der ersten TNCB-Challenge, ebenfalls zu NETs-Bildung, jedoch im
deutlich geringeren Ausmal als in den Wildtyp-Mausen (Abbildung 23, B). Sowohl
die NETs als auch die Zellkerne der Neutrophilen zeigten eine schwach positive Far-
bung fur die H3-Citrullinierung (Abbildung 24, D). Dies lasst darauf schlie3en, dass
die Bildung von NETs wéhrend einer akuten Kontaktallergie unabhangig von NOX2
und teilweise unabhangig von PAD4 ist (Abbildung 23 B; Abbildung 24). Des Weite-
ren war die Menge an OGG1 in den Zellkernen von PAD47- Mausen im Vergleich zu
Wildtyp-Mausen stark reduziert (Abbildung 23 C). Zudem konnte kein Unterschied im
zeitlichen Verlauf der Ohrschwellung und der ROS/RNS-Produktion (in vivo L-012 OI-

Messungen) zwischen den PAD47 und Wildtyp-Mausen festgestellt werden
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(Abbildung 26 A und B). Die histopathologische Analyse von den entziindeten Ohren

von PAD47- Mausen mit chronischer Kontaktallergei zeigte eine ahnlich starke Krus-

tenbildung und Anzahl an Neutrophilen-Abszessen wie die entziindeten Ohren von

Wildtyp-Mausen, jedoch war die Anzahl der T- Zellen und MPO-positiven Neutrophilen
im Vergleich zu den Wildtyp-M&ausen leicht erhoht (Abbildung 26 C und D).
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Abbildung 26: Ohrschwellungsverlauf und in vivo Ol der ROS/RNS-Produktion in PAD4” und

Wildtyp-Mausen.
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(A) In vivo Ol der ROS/RNS-Produktion in den Ohren von Versuchsméausen. L-012 wurde 5 Minuten
vor der Ol-Messung in Wildtyp- (n = 10) und PAD4- Mause (n = 10) i.p. injiziert. Die L-012 S| werden
als Mediane mit Interquartilbereichen dargestellt. Whisker zeigen die Min- und Max-Werte an. Es wur-
den keine signifikanten Unterschiede in der ROS/RNS-Produktion zwischen PAD4"- und WT-M&ausen
beobachtet (Mann-Whitney-Test). (B) Ohrschwellungsverlauf von PAD4” Mausen wahrend einer
akuten, friihen chronischen und chronischen Kontaktallergie. Die Daten werden als Mittelwerte £+ SEM
angezeigt. Es wurden keine signifikanten Unterschiede in dem Ohrschwellungsverlauf von PAD4" ge-
genlber Wildtyp-Mausen beobachtet (PAD47: n = 10; Wildtyp: n = 10, unabhangiger, zweiseitiger Stu-
dent’s t-Test). (C) Reprasentative Aufnahmen der H&E und immunhistochemischen Farbungen von T-
Zellen (CD3) und Neutrophilen (MPO) im Ohrgewebe 24 h nach der 5. Challenge. (D) Der histopatho-
logische Score wurde anhand der Anzahl der epidermalen Neutrophilen-Abszesse und Krusten pro Ohr-
gewebeschnitt bewertet (0 = keine Krusten oder Abszesse; 1 = Abszesse, keine Krusten; 2 = zwischen
1 und 5 Krusten, 3 = zwischen 6 und 10 Krusten, 4 = mehr als 11 Krusten). Die Anzahl von Neutrophilen
(MPO) und T-Zellen (CD3) in den Ohrgewebeschnitten wurde semiquantitative bestimmt (0 = kein ent-
zundliches Infiltrat; 1 = minimales entzindliches Infiltrat; 2 = mildes entziindliches Infiltrat; 3 = méRiges
entzindliches Infiltrat; und 4 = schwer entziindliches Infiltrat). Die Daten werden als Mediane mit Inter-
quartilbereichen angezeigt. Whisker zeigen Min- und Max-Werte an (n = 4). Abbildung nach [206].

3.1.11 Die Rolle der mitochondrialen ROS-Produktion in der Kontaktallergie

Mitochondrien sind in vielen chronischen Erkrankungen eine der Hauptquellen der en-
dogene ROS-Produktion und oxidativen Stress [222-225]. Um zu Uberprifen ob die
mitochondriale ROS-Produktion einen Einfluss auf die akute und chronische Kontakt-
allergie hat, wurden Wildtyp-Mause einmal taglich mit 1,5 mg/kg MitoTEMPO, einem
ROS-Scavenger der sich spezifisch in Mitochondrien anreichert [226] behandelt, wah-
rend die Kontrollgruppe (Placebo) mit NaCl-Lésung behandelt wurden. Der Vergleich
der Ohrschwellungsreaktionen ergab hierbei keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen den beiden Versuchsgruppen (Abbildung 27 B). Die in vivo Ol-Messungen
zeigten wahrend der akuten, friihen chronischen und chronischen Kontaktallergie
keine signifikanten Unterschiede in der ROS/RNS-Produktion in den entzindlichen
Ohren von MitoTEMPO und Placebo behandelten Versuchsmausen (Abbildung 27
A).

Obwohl in den in vivo OI- und ex vivo DHR-FACS-Messungen keine ROS/RNS-Pro-
duktion in den entziindeten Ohren von gp91Pho*- Mausen nachgewiesen werden
konnte (Abbildung 15; Abbildung 16) gelang es mittels Lipidperoxidation-Assays und
OGG1-Farbung die Folgen von oxidativem Stress nachzuweisen (Abbildung 22; Ab-
bildung 23). Deshalb wurde in einem weiteren in vivo Versuchsansatz die mitochond-
riale ROS-Produktion in gp91Phox/- Mausen therapeutisch inhibiert. Die Therapie mit
MitoTEMPO hatte keinen Einfluss auf den Ohrschwellungsverlauf wahrend der akuten,
frih chronischen und chronischen Kontaktallergie (Abbildung 28 A). Ausschliel3lich
24 h nach der 3. Challenge zeigte sich in der MitoTEMPO Versuchsgruppe eine signi-
fikant verringerte Ohrschwellungsreaktion. Im Rahmen der histopathologischen Unter-

suchung der entztiindeten Ohren mit chronischer Kontaktallergie konnten keine
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Unterschiede in der Starke der Entziindung sowie im entzindlichen Immuninfiltrat zwi-
schen den MitoTEMPO und Placebo behandelten Tieren festgestellt werden (Abbil-
dung 28 B und C). Somit scheint die mitochondriale ROS-Produktion keinen wesent-

lichen Einfluss auf die akute und chronische Kontaktallergie zu haben.
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Abbildung 27: Inhibition der mitochondrialen ROS-Produktion in Wildtyp-Mausen.

(A) In vivo Ol der ROS/RNS-Produktion in den Ohren von Versuchsmausen. L-012 wurde 5 Minuten
vor der Ol-Messung i.p. injiziert. Die L-012 S| werden als Mediane mit Interquartilbereichen dargestellt.
Whisker zeigen die Min- und Max-Werte an. Es wurden keine signifikanten Unterschiede in der
ROS/RNS-Produktion zwischen den MitoTEMPO und Placebo behandelten Tieren beobachtet; Mann-
Whitney-Test. (B) Ohrschwellungsverlauf von MitoTEMPO und Placebo behandelten Mausen wéahrend
der akuten, friihen chronischen und chronischen Kontaktallergie. Die Daten werden als Mittelwerte +
SEM angezeigt. Es wurden keine signifikanten Unterschiede im Ohrschwellungsverlauf zwischen den
MitoTEMPO und Placebo behandelten Tieren beobachtet; unabhéngiger zweiseitiger Student’s t-Test.
MitoTEMPO (n = 6), Placebo (n = 6).
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Abbildung 28: Inhibition der mitochondrialen ROS-Produktion in gp91P"°* Mausen.

Beginnend drei Tage vor der ersten TNCB-Challenge wurden sensibilisierte gp91rhox- Mausen einmal
taglich mit 1,5 mg/kg MitoTEMPO oder Placebo (NaCl-Losung) mittels i.p. Injektion behandelt. Die Be-
handlung erfolgte bis zur finften TNCB-Challenge. (A) Ohrschwellungsverlauf wahrend der Therapie.
Die Daten werden als Mittelwert £ SEM angezeigt. Der einzige signifikante Unterschied in der Ohr-
schwellungsreaktion zwischen den MitoTEMPO- und Sham-Behandlungsgruppen wurde 24 h nach der
dritten Challenge beobachtet. MitoTEMPO (n = 9); Placebogruppe (n = 8), * p > 0,05, unabhéangiger
zweiseitiger Student’s t-Test. (B) Exemplarische Aufnahmen von H&E und immunhistochemischen Féar-
bungen von T-Zellen (CD3) und Neutrophilen (MPO) im Ohrgewebe 24 h nach der finften Challenge.
(C) Der histopathologische Score wurde anhand der Anzahl der epidermalen Neutrophil-Abszesse und
Krusten pro Ohrgewebeschnitt bewertet (0 = keine Krusten oder Abszesse; 1 = Abszesse, keine Krus-
ten; 2 = zwischen 1 und 5 Krusten, 3 = zwischen 6 und 10 Krusten, 4 = mehr als 11 Krusten). Die
Haufigkeit von Neutrophilen (MPO) und T-Zellen (CD3) in den Ohrgewebeschnitten wurde semiquanti-
tative bestimmt (0 = kein entzindliches Infiltrat; 1 = minimales entziindliches Infiltrat; 2 = mildes ent-
zundliches Infiltrat; 3 = maRiges entzindliches Infiltrat; und 4 = schwer entzindliches Infiltrat). Die Daten
werden als Mediane mit Interquartilbereichen angezeigt. Whisker zeigen Min- und Max-Werte an (n =
4). Abbildung nach [206].
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3.1.12 Auswirkungen einer Halbierung der TNCB Konzentrationen der TNCB-

Challengeldsung auf die Starke der Kontaktallergie

Eine 1%ige TNCB Ohr-Challenge-L6sung fuhrt zu einer starken Entziindungsreaktion
und ausgepragter Ohrschwellung und entzindlichem Infiltrat. Aufgrund der Starke der
Entziindungsreaktion konnte es sein, dass die vermutlich deutlich moderateren im-
munmodulierenden Wirkungen von ROS/RNS auf den Verlauf der Entziindung nicht
zur Auspragung kommen. Um eine weniger ausgepragte, abgeschwachte, Entzin-
dungsreaktion auszulésen wurde die Konzentrationen von TNCB-Challenge-L6sun-
gen auf 0,5 % halbiert.

Alle Versuchsgruppen entwickelten unter Verwendung der 0,5%igen TNCB Ohr-Chal-
lenge-L6sung eine verringerte Ohrschwellungsreaktionen, begleitet von einer redu-
zierten ROS/RNS-Produktion (ausgenommen 4 h nach der 5. Challenge) (Abbildung
29) im Vergleich zu 1%gen TNCB-Challenge (Abbildung 14; Abbildung 15). Zur Vi-
sualisierung der deutlich verringerten Entziindungsreaktion wird in der Abbildung 30
A der Ohrschwellungsverlauf von mit 1% TNCB Challenge-L6sung behandelten Wild-
typ-Méausen dargestellt.

Die ROS/RNS-Produktion in den entziindlichen Ohren gp91P"*- Mausen war ab 12
Stunden nach der ersten Challenge (0,5% TNCB; akute Kontaktallergiereaktion), so-
wie zu allen Messzeitpunkten wahrend der frithen chronischen und chronischen Kon-
taktallergiereaktion signifikant reduziert (Abbildung 29 A), &hnlich wie unter Verwen-
dung der 1%igen TNCB-Ohr-Challenge-Losung (Abbildung 15).

In den entziindlichen Ohren von MPO”- Mausen zeigte sich 12 und 24 Stunden nach
der ersten Challenge sowie vor und 4 Stunden nach der dritten und finften TNCB-Ohr-
Challenge eine signifikant niedrigere ROS/RNS-Produktion. Dagegen konnten keine
signifikanten Unterschiede in der ROS/RNS-Produktion in entzindlichen Ohren von
iINOS” Mausen im Vergleich zu Ohren von Wildtyp-Mausen detektiert werden (Abbil-
dung 29 A). Trotz der deutlich verringerten Entziindungsreaktion und der daraus re-
sultierenden verringerten ROS/RNS-Produktion, unter Verwendung einer 0,5%-igen
TNCB-Challenge-L6sung, konnten erneut keine signifikanten Unterschiede in den Ohr-
schwellungsreaktionen der ROS/RNS-defizienten Mause verglichen zu Wildtyp-Mau-

sen festgestellt werden (Abbildung 29 A).
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Abbildung 29: Ohrschwellungsreaktion und ROS/RNS Produktion wéahrend der akuten, friihen
chronischen und chronischen Kontaktallergie unter Verwendung einer 0,5%igen TNCB-Ohr-
Challenge-LO6sung.

(A) Ohrschwellungsverlauf wahrend der akuten, frihen chronischen und chronischen Kontaktallergie.
Ohrschwellungsverlauf bei Wildtyp-Mausen unter Verwendung einer 1%igen TNCB Challenge-L6sung
(grau-gestrichelt). Die Daten werden als Mittelwert + SEM angezeigt, keine signifikanten Unterschiede
zwischen WT und gp91rhox/- MPO* oder INOS” Mausen wurden festgestellt; Kruskal-Wallis-Test mit
Post-hoc-Dunn-Test. (B) In vivo Ol der ROS/RNS-Produktion in den Ohren der Versuchsmause. L-012
wurde 5 Minuten vor der Ol-Messung in WT (n = 7), iNOS” (n = 5), MPO” (n = 7) und gp91rhox (n = 6)
Méause injiziert. Die ROS/RNS-Werte werden als Mediane mit Interquartilbereichen der durchschnittli-
chen Sl (p/s/icm?/sr) angezeigt; Whiskers geben die Min- und Max-Werte an. * p <0,05, ns = nicht signi-
fikant; Kruskal-Wallis-Test mit Post-hoc-Dunn-Test; p-Werte angepasst fir Mehrfachvergleiche. Abbil-
dung nach [206].
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3.1.13 Einfluss einer Vitamin E-Therapie auf die ROS/RNS-Produktion und den

Ohreschwellungsverlauf einer TNCB-induzierten Kontaktallergie

Trolox (6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carbonsaure) ist ein wasserlosliches
Vitamin-E-derivat, das starke antioxidative Eigenschaften aufweist. C57BL6/N Wild-
typ-Mause wurden taglich mit 20 mg/kg Trolox i.p. therapiert, beginnend drei Tage vor
der ersten 1%igen TNCB-Challenge. Der Placebogruppe wurde NaCl-Ldsung injiziert.
Beim Vergleich der Ohrschwellungsreaktionen der Trolox-therapierten Tiere mit den
Ohrschwellungen der Tiere der Placebo-Gruppe (wahrend der akuten, friihen chroni-
schen und chronischen Kontaktallergie) wurden zu keinem Messzeitpunkt signifikante
Unterschiede festgestellt (Abbildung 30 A). Zudem hatte die Troloxtherapie hatte kei-
nerlei Auswirkungen auf die ROS/RNS-Produktion wahrend der akuten und frihen
chronischen Phase der Kontraktallergie (Abbildung 30 B). W&hrend der chronischen
Phase der Kontaktallergie, unmittelbar (Oh) vor dem flnften TNCB-Ohr-Challenge war
die ROS/RNS-Produktion in den entzindlichen Ohren der Trolox-Therapiegruppe so-
gar signifikant héher als in der Placebo-Gruppe (Abbildung 30 B).
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Abbildung 30: In vivo ROS/RNS-Produktion und Ohrschwellungsverlauf unter Therapie mit Tro-
lox.

(A) Ohrschwellungsverlauf von Trolox und Placebo behandelten Versuchstieren wahrend einer akuten,
friher chronischen und chronischen Kontaktallergie. Die Daten werden als Mittelwerte £+ SEM angezeigt.
Es wurden keine signifikanten Unterschiede im Ohrschwellungsverlauf zwischen den Trolox und Pla-
cebo behandelten Tieren beobachtet; unabhangiger zweiseitiger Student’s t-Test. Trolox (n = 7), Pla-
cebo (n =7). (B) In vivo Ol der ROS/RNS-Produktion in den Ohren der Versuchsméuse. Die L-012 Sl
werden als Mediane mit Interquartilbereichen dargestellt. Whisker zeigen die Min- und Max-Werte an.
Es wurden keine signifikanten Unterschiede in der ROS/RNS-Produktion zwischen den Trolox- und Pla-
cebo-behandelten Tieren beobachtet; unabhangiger, zweiseitiger Student’s t-Test.

3.1.14 Einfluss von NOX4 auf die akute und chronische Kontaktallergie

Die NOX4 ist neben NOX2 eine weitere wichtige Quelle der ROS-Produktion [73] und

wird in verschiedenen Geweben wie Haut, Herz, Nieren und Endothelzellen,

95



Ergebnisse

Fibroblasten und Keratinozyten exprimiert [71, 72]. Im Vergleich zu anderen NOX-Iso-
formen, ist NOX4 konstitutiv aktiv und ist nicht auf Aktivatoren angewiesen. Aul3erdem
produziert NOX4 als Produkt Wasserstoffperoxid anstelle des fir NOX-Proteine ubli-
chen Superoxids [65, 227]. Ein weiterer wesentlicher Unterschied von NOX4 zu NOX2
ist die Lokalisation in der Zelle. Wahrend NOX2 in Phagosomen und Zellmembranen
exprimiert wird [69], ist NOX4 hauptsachlich in den Zellmembranen der Mitochondrien
und des endoplasmatischen Retikulums lokalisiert [70].

NOX47- Mause entwickelten wahrend der akuten Phase der Kontaktallergie einen ahn-
liche Ohrschwellungsreaktion wie die Wildtyp-Mause (Abbildung 31 A). Dagegen
zeigten die NOX47- Mause wahrend der frithen chronischen und chronischen Phase
der Kontaktallergie eine tendenziell starkere Ohrschwellungsreaktion als die Wildtyp-
Méause mit einem signifikanten Unterschied 12 Stunden nach der dritten Challenge
(NOX47: 365 pm = 11 SEM vs. WT: 278 um + 28,5 SEM) und vor der fuinften Challenge
(NOX47": 257 um + 18,7 SEM vs. WT: 195 um * 18,3 SEM) (Abbildung 31 A).
Untersuchungen der ROS/RNS-Produktion in entziindlichen Ohren von NOX4”- Mau-
sen mittels in vivo L-012-Ol-Messungen wahrend der akuten, friihen chronischen und
chronischen Kontaktallergie zeigte keinerlei signifikanten Unterschiede im Vergleich
zu den Wildtyp-Mausen (Abbildung 31 B). Die auffallig grof3e Varianz der Messdaten
der Wildtyp-Méause, 12 Stunden nach der 3. TNCB-Ohr-Challenge ist vermutlich auf
eine fehlerhafte i.p. Injektion von L-012 zurtckzufihren.

Die FACS-Analyse der dLK und Milzen von NOX47 M&usen zeigte eine signifikant
reduzierte B-Zellpopulation (dLK, NOX47-: 49,7% vs. WT: 56,6%; Milz, NOX4": 57,4%
vs. WT: 63,8%) im Vergleich zu den Wildtyp-Mausen (Abbildung 32 A). Dagegen war
die CD4* T-Zellpopulation in den dLK und Milzen der NOX4”- Mause signifikant erhoht
(dLK, NOX4": 28,8% vs. WT: 25,6%; Milz, NOX4': 17,9% vs. WT: 14,1%), wahrend
die CD8" T-Zellpopulation ausschlieRlich in den Milzen (NOX4”: 13,3% vs. WT:
10,3%) signifikant erhoht war (Abbildung 32 A). Entgegen der starkeren Ohrschwel-
lungsreaktion der NOX4” Mause wurde eine geringere Anzahl von aktivierten CD69*
CD4* T-Zellen (NOX47:16,8% vs. WT: 19,9%) und CD8* T-Zellen (NOX47: 6,2% vs.
WT: 7,2%) in den dLK detektiert (Abbildung 32 C). Des Weiteren war die Expression
des Immuncheckpoints PD-1 auf den CD4*" T-Zellen der dLK in NOX47 Mausen
schwécher als in Wildtyp-Mausen (NOX47: 13,2% vs. WT: 16,2%). Zudem war die
Anzahl an DCs in den Milzen von NOX4-Mausen im Vergleich zu Milzen von Wildtyp-
Mausen signifikant erhéht (NOX47: 1,1% vs. WT: 0,9%) (Abbildung 32 D).
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(A) Ohrschwellungsverlauf von NOX4+- und Wildtyp-Mausen wahrend einer akuten, friiher chronischen
und chronischen Kontaktallergie. Die Daten werden als Mittelwerte + SEM angezeigt. Es wurden keine
signifikanten Unterschiede im Ohrschwellungsverlauf zwischen den NOX4- und Wildtyp-M&usen beo-
bachtet; * p > 0,05, unabhangiger zweiseitiger Student’s t-Test. (B) L-012 wurde 5 Minuten vor der OlI-
Messung in WT (n = 7) und NOX4- (n = 5) injiziert. ROS/RNS-Werte der entziindlichen Ohren werden
als Mediane mit Interquartilbereichen der durchschnittlichen Signalintensitat (p/s/cm?/sr) angezeigt.
Whisker zeigen die Min- und Max-Werte an. Es wurden keine signifikanten Unterschiede in der
ROS/RNS-Produktion zwischen den NOX4- und Wildtyp-Mausen beobachtet; unabhéngiger, zweisei-

tiger Student’s t-Test.
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chronischer Kontaktallergie (24 h nach der 5. TNCB-Challenge).

(A) B- und T-Zell-Population. (B) T-Zell-Subpopulationen. (C) Expression des Aktivierungsmarkers
CD69 und des Immuncheckpoints PD-1 auf CD4* und CD8* T-Zellen. (D) Zusammensetzung der
Leukozytenpopulation. Die Daten werden als Mediane mit Interquartilbereichen dargestellt. Whisker
zeigen die Min- und Max-Werte an; * p <0,05, ns = nicht signifikant; * p > 0,05, unabhangiger zweiseitiger

Student’s t-Test). WT (n = 5), NOX4/ (n = 5).

3.1.15 Untersuchung der kontaktallergischen Reaktion in NRF27- Mausen

Die bisherigen Untersuchungen von ROS/RNS-defizienten Mauslinien haben gezeigt,

dass die Reduktion von ROS/RNS nur sehr geringe Auswirkungen auf das
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Entziindungsgeschehen wahrend der akuten und chronischen Kontaktallergie hat. Um
zu Uberprifen ob im Gegenzug ein erhdhter oxidativer Stress die Kontaktallergie be-
einflusst, wurde im folgenden Versuch die NRF27- Mauslinie untersucht. NRF2 ist der
primare Transkriptionsfaktor bei der Regulation von antioxidativen Proteinen (1.3.4.1).
Die NRF27- Mause sind anfalliger gegentiber oxidativem Stress, aufgrund der vermin-
derten Kapazitat ROS/RNS zu neutralisieren. Somit ist die Mauslinie ideal, um die Aus-
wirkungen eines erhdhten oxidativen Stresses auf die akute und chronische Kontakt-
allergie zu untersuchen.

Die NRF27/- Mause entwickelten eine etwas starkere akute kontaktallergische Reak-
tion, mit einer signifikant erhéhten Ohrschwellungsreaktion 4 Stunden (NRF27: 101
um = 12,5 SEM vs. WT: 42 um + 4,6 SEM) und 12 Stunden (NRF27: 235 um + 11,4
SEM vs. WT: 148 um + 24,8 SEM) nach der ersten Challenge (Abbildung 33 A). Beim
Vergleich der Ohrschwellungen wéhrend der frihen chronischen und chronischen
Kontaktallergie wurden keine signifikanten Unterschiede festgestellt (Abbildung 33
A).

Dagegen zeigten in vivo Ol-Messungen, entgegen der Hypothese der vermehrten
ROS/RNS Produktion in NRF27 Mausen, eine signifikant reduzierte ROS/RNS-Pro-
duktion in den entztindlichen Ohren von NRF27- Mausen zu den Zeitpunkten 4 Stunden
nach der ersten Challenge (NRF27: 2030 (1705 — 2245) p/s/cm?/sr; WT: 2620 (2085
— 3860) p/s/cm?/sr) sowie (0 h) vor der fuinften Challenge (NRF27-: 5480 (4235 — 8480)
p/s/cm?/sr; WT: 8990 (8510 — 14450) p/s/cm?/sr) (Abbildung 33 B). Zu den Zeitpunk-
ten der hochsten ROS/RNS-Produktion wurden keine Unterschiede zwischen den
NRF27- und Wildtyp-Mausen festgestellt (Abbildung 33 B).

Als Nachstes wurden die Immunzellpopulationen in den drainierenden Lymphknoten
und Milzen mittels FACS-Analyse 24 Stunden nach der fiinften Challenge untersucht.
Die NRF27- Mause zeigten eine signifikant erhdhte B-Zellpopulation in den dLK (NRF2-
l-:51,9% vs. WT: 48,3%), wahrend diese in den Milzen signifikant reduziert war (NRF2-
I 57,4% vs. WT: 60,5%) (Abbildung 34 A). Des Weiteren, war die Population von
naiven CD4* T-Zellen (NRF27: 62,7% vs. WT: 67,1%) und CD8* T-Zellen (NRF27:
72,1% vs. WT: 77,7%) sowie die regulatorischen T-Zellen (NRF27: 7,9% vs. WT:
10,3%) in den dLK signifikant reduziert (Abbildung 34 B). Allerdings zeigte sich in den
dLK von NRF27- Mausen im Vergleich zu Wildtyp-Mausen eine erhohte Expression
des Immuncheckpoints PD-1 auf den CD4* T-Zellen (NRF27: 19,2% vs. WT: 13,3%)
und des ,frihen” Aktivierungsmarker CD69 auf den CD8* T-Zellen (NRF2': 7,8% vs.
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WT: 6,5%) (Abbildung 34 C). Zugleich war die DC-Population in den Milzen von
NRF27- Mausen im Vergleich zu Wildtyp-Mausen signifikant erhoht (NRF27: 1,1% vs.

WT: 0,8%) (Abbildung 34 D).
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Abbildung 33: Ohrschwellungsverlauf und in vivo Ol-Messung der ROS/RNS-Produktion und in
NRF27 Mausen.

(A) Ohrschwellungsverlauf von NRF27- und Wildtyp-Mausen wahrend der akuten, friihen chronischen
und chronischen Kontaktallergie. Die Daten werden als Mittelwerte + SEM angezeigt. * p > 0,05, unab-
héangiger zweiseitiger Student’s t-Test. (B) L-012 wurde 5 Minuten vor der Ol-Messung in WT (n = 5)
und NRF27 (n = 5) injiziert. ROS/RNS-Werte der entziindlichen Ohren werden als Mediane mit Inter-
quartilbereichen der durchschnittlichen Signalintensitat (p/s/cm?/sr) angezeigt. Whisker zeigen die Min-
und Max-Werte an. * p > 0,05, unabhangiger zweiseitiger Student’s t-Test.
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Abbildung 34: Ex vivo FACS-Analyse der dLK und der Milz von NRF2” und WT M&usen mit

chronischer Kontaktallergie (24 h nach der 5. TNCB-Challenge).

(A) Population von B- und T-Zellen. (B) Subpopulationen von T-Zellen. (C) Expression des T-Zell-
Aktivierungsmarkers CD69 und des Immuncheckpoints PD-1 auf CD4* und CD8* T-Zellen. (D)
Zusammensetzung der Leukozytenpopulation. Die Daten werden als Mediane mit Inter-quartilbereichen
dargestellt. Whisker zeigen die Min- und Max-Werte an; * p <0,05, ns = nicht signifikant; * p > 0,05,

unabhangiger zweiseitiger Student’s t-Test). WT (n = 5), NRF27 (n = 5).
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3.2 Oxazolon-induzierte Kontaktallergie

3.2.1 Ohrschwellungsverlauf in ROS/RNS-defizienten M&ausen

Zur Validierung der vorherigen Ergebnisse der TNCB-induzierten Kontaktallergie
wurde zusatzlich die Wildtyp- und ROS/RNS-defizienten Mausen wahrend der Oxazo-
lon-induzierten Kontaktallergie untersucht. Im Gegensatz zu TNCB, welches eine Thl-
dominierende T-Zellantwort ausldst, 16st Oxazolon eine gemischte T-Zellantwort be-
stehend aus Thl- und Th2-Zelen aus [228].

Wahrend der akuten und frihen chronischen Phase wurde die maximale Ohrschwel-
lung in Wildtyp-M&ausen bereits 12 Stunden nach der ersten bzw. dritten Oxazolon-
Challenge erreicht (1. Ch: 33,9 um + 6,2 SEM; 3. Ch: 174,4 um % 14,5 SEM) (Abbil-
dung 35 A), war jedoch deutlich geringer als in Wildtyp-M&ausen mit TNCB-induzier-
ten Kontaktallergie (1% TNCB). In der chronischen Phase wurde die maximale Ohr-
schwellung ebenfalls 12 Stunden nach der fiinften Oxazolon-Challenge erreicht (393
pum = 40,4 SEM) und lag auf einem ahnlichen Niveau wie bei den Wildtyp-Mausen
mit TNCB-induzierter Kontaktallergie (Abbildung 35 A). Dagegen wurde die maxi-
male Ohrschwellung in den ROS/RNS-defizienten Mause wahrend der akuten O-
xazolon-induzierten Kontaktallergie erst nach 24 Stunden erreicht, war allerdings im
Vergleich zu Wildtyp-Mausen (33,3 um + 4,8 SEM) nur in den iNOS”- Mausen signifi-
kant erhéht (82,5 um £ 17,3 SEM) (Abbildung 35 A). Wéahrend der frithen chroni-
schen und chronischen Kontaktallergie war die Ohrschwellungsreaktion in den iINOS-
I~ Mausen tendenziell erhéht, wahrend die MPO-- Mause in der chronischen Phase
eine tendenziell niedrigere Ohrschwellungsreaktion aufwiesen (Abbildung 35 A).
Insgesamt waren die Ohrschwellungsreaktionen wahrend der akuten und frihen
chronischen Oxazolon-induzierten Kontaktallergie deutlich schwacher ausgeprégt als
bei der TNCB-induzierten Kontaktallergie.

3.2.2 In vivo ROS/RNS-Produktion

Die in vivo Ol-Messungen zeigten einen leichten Anstieg in der ROS/RNS-Produktion
in den Ohren von Wildtyp-Méausen 12 Stunden nach der ersten Challenge (2270

(1490 - 2465) p/s/cm?/sr), welche aber 24 Stunden nach der ersten Oxazolon-Chal-
lenge wieder abnahm (710 (583,5 - 977,5) p/s/cm?/sr) und sogar unter dem Ausgangs-
wert (1260 (1175 — 1385) p/s/cm?/sr; Oh = unmittelbar vor dem ersten Oxazolon-Chal-
lenge) lag (Abbildung 35 B). Wahrend der frihen chronischen und chronischen

102



Ergebnisse

Kontaktallergie erreichte die ROS/RNS-Produktion in den entztindlichen Ohren von
Wildtyp-Mausen bereits nach 4 Stunden das Maximum (3. Ch: 11300 (7200 — 19500)
p/s/icm?/sr; 5. Ch: 28000 (9620 — 85050) p/s/cm?/sr) und verblieb auf einem &hnlich
hohen Niveau bis 12 Stunden nach der dritten (10600 (8880 — 17500) p/s/cm?/sr) und
funften Challenge (27500 (23350 — 80650) p/s/cm?/sr). Im Gegensatz hierzu, hat sich
die ROS/RNS-Produktion in den entziindlichen Ohren von gp91Pho¢- Mausen wie be-
reits in der TNCB-induzierten Kontaktallergie (Abbildung 15) im Vergleich zum Basis-
wert kaum verandert (1170 (1125 — 1210) p/s/cm?/sr), mit der Ausnahme von 24 Stun-
den nach der ersten Challenge (1810 (996 — 2660) p/s/cm?/sr) wo diese leicht erhoht
war (Abbildung 35 B). Die entztindeten Ohren von iNOS” Mause zeigten hingegen
24 Stunden nach der ersten Oxazolon-Challenge eine signifikant erhohte ROS/RNS-
Produktion (3690 (2245 — 8690) p/s/cm?/sr) im Vergleich zu Wildtyp-Mausen (710
(583,5 - 977,5) p/s/cm?/sr). Auch wahrend der friihen chronischen Oxazolon-induzier-
ten Kontaktallergie war die ROS/RNS-Produktion tendenziell erhdht, erreichte jedoch
ihren Peak erst 12 Stunden nach der dritten Challenge (27000 (11200 — 45750)
p/sicm?/sr). Wahrend der chronischen Kontaktallergie zeigten die entztindeten Ohren
von iINOS” Mausen die starkste ROS/RNS-Produktion vier Stunden nach der Oxazo-
lon-Challenge (iNOS”: 53900 (49025 — 121475) vs WT: 28000 (11910 — 85050)
p/s/cm?/sr). Obwohl die ROS/RNS-Produktion in entziindeten Ohren von iNOS”- Mau-
sen im Vergleich zu den Wildtyp-Méausen doppelt so hoch ausfiel, war der Unterschied
aufgrund der grof3en Varianz innerhalb der Versuchsgruppen statistisch nicht signifi-
kant. Beim Vergleich zu entziindlichen Ohren von MPO” mit den Wildtyp-Mausen
wurde eine signifikant erhohte ROS/RNS-Produktion 24 Stunden nach der ersten O-
xazolon-Challenge beobachtet (MPO”-: 2890 (2700 — 6800) vs. WT: 710 (583,5 -
977,5) p/s/lcm?/sr). Dagegen war die maximale ROS/RNS-Produktion wahrend der fri-
hen chronischen (12 h; MPO”": 6360 (4055 — 14420) vs. WT: 10600 (8880 — 17500)
p/s/icm?/sr) und chronischen Kontaktallergie (4 h; MPO--: 19600 (14300 — 25850) vs.
WT: 28000 (9620 — 85050) p/s/cm?/sr) ca. um ein Drittel reduziert (Abbildung 35 B).
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Abbildung 35: Ohrschwellungsverlauf und in vivo ROS/RNS-Produktion wahrend der Oxazolon-
induzierten Kontaktallergie.

(A) Ohrschwellungsverlauf aller Versuchsgruppen wahrend der akuten, frilhen chronischen und chroni-
schen Oxazolon-spezifischen Kontaktallergie. Ohrschwellungsverlauf bei Wildtyp-Méausen unter Ver-
wendung einer 1%igen TNCB-Challenge-Lésung (grau-gestrichelt). Die Daten werden als Mittelwert +
SEM angezeigt. Die statistische Auswertung ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen WT-Mau-
sen und gp91rhox’- - MPO”- oder iINOS”- Mausen; Kruskal-Wallis-Test mit Post-hoc-Dunn-Test. WT, i-
NOS*, MPO"- and gp91rhox/- (n = 5 je Versuchsgruppe). (B) In vivo Ol der ROS/RNS-Produktion in den
entztndlichen Ohren der Versuchsmause. L-012 wurde 5 Minuten vor der Ol-Messung in WT, iNOS,
MPO" und gp91rhox/- (n = 5 je Versuchsgruppe) Mause injiziert. ROS/RNS-Werte werden als Mediane
mit Interquartilbereichen der durchschnittlichen Signalintensitat (p/s/cm?/sr) angezeigt; Whiskers geben
die Min- und Max-Werte an. * p <0,05, ns = nicht signifikant; Kruskal-Wallis-Test mit Post-hoc-Dunn-
Test; p-Werte angepasst fur Mehrfachvergleiche. Rechts unten: représentative Optical Imaging Aufnah-
men der L-012 Sl in den entziindeten Ohren der verschiedenen Versuchsgruppen wahrend der chroni-
schen Oxazolon-induzierten Kontaktallergie.

3.2.3 Histopathologische Untersuchung der chronischen Kontaktallergie

Die Wildtyp-Mé&use zeigten eine unregelmé&Rige Epidermis, mit nur wenigen aber gro-

Ren Krusten und intraepidermalen Neutrophilen-Abszessen. In der Dermis zeigten sich
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ein mildes Odem und dilatierte BlutgefaRe. Das entziindliche Immunzellinfiltrat in der
Dermis bestand hauptsachlich aus mononukleéren Zellen und nur 20 - 30% entspra-
chen morphologisch den Neutrophilen (Abbildung 36 A, B). Die entziindeten Ohren
von gp91rhox’- Mause zeigten die stéarkste chronische Entziindungsreaktion mit einer
inhomogenen Epidermis, ausgepragten Hyperkeratose, sehr grof3en intraepithelialen
Neutrophilen-Abszessen mit mittleren bis grof3en Krusten und Ulzerationen (Abbil-
dung 36 A, B). Die Dermis zeigte auch hier fokal eine leichte Odembildung und erwei-
terte Blutkapillare. Des Weiteren wurden viele pigmentierte Makrophagen detektiert.
Das entzilindliche Infiltrat in den entziindeten Ohren von gp91Phox/- Mause beinhaltete
primar mononukleédre Zellen, jedoch auch reichlich Neutrophile (Abbildung 36 A, B).
Dagegen war die chronische Entztindung in den entziindeten Ohren von MPO”- Mau-
sen am schwéchsten ausgepragt (Abbildung 36 A, B). Es zeigte sich eine homogene
Epidermis mit mehreren klein bis mittelgro3e Krusten. Es wurden keine Ulzerationen
und nur wenige Neutrophilen-Abszesse beobachtet. Die Dermis der entziindeten Oh-
ren von MPO”- Mausen wies nur ein schwaches chronisches Immunzellinfiltrat (mono-
nukleare Zellen) mit leichter Odembildung und erweiterten Kapillaren auf (Abbildung
36 A, B). Die entziindeten Ohren von iNOS” Mausen mit chronischer Kontaktallergie-
reaktion zeigten ebenfalls eine homogene Epidermis mit mehreren kleinen bis mittel-
grofl3e Krusten (Abbildung 36 A, B). Es wurden keine Ulzerationen und nur wenige
kleine Neutrophilen-Abszesse detektiert. Die Dermis zeigte ein leichtes Odem sowie
ein primar chronisch entzindliches Immunzellinfiltrat (Abbildung 36 A, B). Insgesamt

zeigte sich eine relativ starke Variabilitat innerhalb der einzelnen Versuchsgruppen.
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Abbildung 36: Histopathologische Analyse von chronischen Oxazolon-induzierten Kontaktaller-
gie.

(A) Reprasentative H&E Aufnahmen der entziindlichen Ohren mit chronischer Kontaktallergie von WT-
, gp91rhox- - MPO”- und iINOS-- Mausen (24 h nach dem 5. Challenge). (B) Histopathologischer Score
der chronischen Kontaktallergie. Dieser wurde anhand der Anzahl der epidermalen Abszesse und Krus-
ten pro Ohrgewebeschnitt ermittelt (O = keine Krusten oder Abszesse; 1 = Abszesse, keine Krusten; 2
= zwischen 1 und 5 Krusten, 3 = zwischen 6 und 10 Krusten, 4 = mehr als 11 Krusten). Die horizontalen
Linien zeigen die Mediane an, die Punkte die einzelnen Versuchstiere (n = 3 je Versuchsgruppe).
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3.3 Einfluss des klassischen und alternativen NF-kB-Signalwegs
auf die akute und chronische TNCB-spezifischen

Kontaktallergiereaktion

3.3.1 Ohrschwellungsverlauf in NF-kB-Knockout- M&ausen

Um den Einfluss des NF-kB-Signalwegs auf die akute und chronische TNCB-spezifi-
sche Kontaktallergie zu bestimmen, wurden Mause mit einem Knockout des klassi-
schen (NF-kB17) und des alternativen (NF-kB27-) NF-kB-Signalweg untersucht.

Die NF-kB17- Mausen zeigten 24 Stunden nach der ersten Challenge eine signifikant
reduzierte Ohrschwellung im Vergleich zu Wildtyp-Mausen (NF-kB17: 193,5 um + 55,7
SEM vs. WT: 264 um + 73,8 SEM) (Abbildung 37). Wahrend der friihen chronischen
Kontaktallergie war die Ohrschwellung in den NF-kB1”/- Mausen bereits ab 4 Stunden
nach der dritten Challenge signifikant reduziert. Dabei wurde die maximale Ohrschwel-
lung (351,5 um + 72,9 SEM) nach 12 Stunden erreicht, wahrend sie in der chronischen
Phase erst nach 24 Stunden erreicht wurde (458,5 um + 135,4 SEM) und war zu den
Zeitpunkten 0, 4 und 24 Stunden nach dem flinften Challenge signifikant niedriger als
in den Wildtyp-Méausen (Abbildung 37).

Die NF-kB27- Mausen zeigten bereits 4 Stunden nach der ersten Challenge eine sig-
nifikant erhthte Ohrschwellung im Vergleich zu Wildtyp-Mausen (NF-kB27-: 100,6 um
+ 18,9 SEM vs. WT: 57 um * 30,8 SEM). Insgesamt waren die Unterschiede wéahrend
der akuten Phase jedoch relativ gering. Dagegen war die Ohrschwellung in den NF-
kB2 Mausen wahrend der frithen chronischen Kontaktallergie zu allen untersuchten
Zeitpunkten signifikant niedriger und waren im Vergleich zu den Wildtyp-Mausen in
etwa um die Halfte reduziert (12 h 3. Ch; NF-kB27-: 226,9 um + 53,3 SEM vs. WT: 488
um + 455 SEM). Im Verlauf der chronischen Kontaktallergie zeigten die NF-kB2”-
Mé&use keine weitere Zunahme der Ohrschwellung; diese war tendenziell sogar riick-
laufig. Wahrend der chronischen Kontaktallergie betrug die maximale Ohrschwellung
NF-kB27 Mause weniger als ein Drittel der maximalen Ohrschwellung der Wildtyp-
Méause (4 h 5. Ch; NF-kB27: 164,4 pm + 42,5 SEM vs. WT: 665 um + 85,2 SEM).
Wahrend der chronischen Kontaktallergie entwickeln die Wildtyp-Mause die maximale
Ohrschwellung bereits nach 4 Stunden. Dies wurde auch im Rahmen der Studien zur
Untersuchung der Rolle von reaktiver Sauerstoffspezies beobachtet (Abbildung 14).
Im Gegensatz hierzu zeigte sich weder bei den NF-kB1”- noch bei den NF-kB27- Mau-
sen ein vergleichbarer Peak der Ohrschwellungsreaktion.
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Abbildung 37: Verlauf der Ohrschwellungen wahrend der verschiedenen Stadien der TNCB-in-
duzierten Kontaktallergie.

Ohrschwellungsverlauf der verschiedenen Versuchsgruppen unter Verwendung einer 1%igen TNCB-
Challenge-Losung. Die Daten werden als Mittelwert + SEM angezeigt, Kruskal-Wallis-Test mit Post-
hoc-Dunn-Test. WT (n = 10), NF-kB1* (n = 10), NF-kB2* (n = 8).

3.3.2 In vivo ROS/RNS-Produktion

Die in vivo Ol-Messungen zeigten eine signifikant reduzierte ROS/RNS-Produktion in
den entzundlichen Ohren von NF-kB17-Mausen 4 und 12 Stunden nach der ersten
Challenge im Vergleich zu den Wildtyp-Mausen (4 h, NF-kB17: 1215 (1014,75 — 1505)
p/sicm?/sr vs. WT: 1720 (1227,5 — 2897,5) p/s/cm?/sr; 12 h, NF-kB1”-: 22550 (4740 —
33900) p/s/cm?/sr vs. WT: 40250 (27050 — 71450) p/s/cm?/sr) (Abbildung 38, oben
links). Trotz der reduzierten Ohrschwellungsreaktion der NF-kB1”-M&use wurden
keine signifikanten Unterschiede in der ROS/RNS-Produktion wahrend der frihen
chronischen und chronischen Kontaktallergie beobachtet (Abbildung 38, oben rechts;
unten links).

Wahrend der akuten Kontaktallergie zeigten die NF-kB27-M&use eine &ahnliche
ROS/RNS-Produktion in den entziindlichen Ohren wie die Wildtyp-Mause (Abbildung
38, oben links). Im Gegensatz dazu, war die ROS/RNS-Produktion in den entzindli-
chen Ohren 4 Stunden nach der dritten Challenge ca. um das 7-fache geringer als in
den Wildtyp-Mausen (NF-kB27: 7465 (7165 — 9962,5) p/s/cm?/sr vs. WT: 52500
(41900 — 99475) p/s/cm?/sr) (Abbildung 38, oben rechts). Des Weiteren wurde die
maximale ROS/RNS-Produktion wahrend der friihen chronischen Kontaktallergie erst
nach 12 Stunden erreicht (NF-kB27: 25150 (13875 — 30250) p/s/cm?/sr). Wahrend der
chronischen Kontaktallergie war die ROS/RNS-Produktion in den entziindlichen Ohren
der NF-kB27/--Mausen bereits vor der flinften Challenge (48 Stunden nach der vierten

Challenge) ca. um das 4-fache geringer als in Wildtyp-Mausen (0 h, NF-kB27-: 2470
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(1685 — 4030) p/s/cm?/sr vs. WT: 10125 (8407,5 — 13300) p/s/cm?/sr) (Abbildung 38,
unten links). Der grofdte Unterschied in der ROS/RNS-Produktion wurde 4 Stunden
nach der finften Challenge verzeichnet; zu diesem Zeitpunkt war die ROS/RNS-Pro-
duktion in den entztindlichen Ohren von NF-kB27-M&usen ca. 20-fach niedriger als in
den Ohren von Wildtyp-Mausen (NF-kB27: 11500 (6415 — 19350) p/s/cm?/sr vs. WT:
228500 (167750 — 359250) p/s/cm?/sr). Ahnlich wie die Ohrschwellungsreaktion, war
auch die ROS/RNS-Produktion in den entziindlichen Ohren von NF-kB27--Mausen mit
chronischen Kontaktallergie geringer aus als wahrend der friihen chronischen Kontakt-
allergie (Abbildung 38, oben rechts; unten links).
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Abbildung 38: In vivo Ol der ROS/RNS-Produktion in den entziindeten Ohren von Wildtyp, NF-
kB17 und NF-kB2’-Mausen.

L-012 wurde 5 Minuten vor der Ol-Messung in WT (n = 10), NF-kB1” (n = 10) und NF-kB2* (n = 8)
Mause injiziert. Die ROS/RNS-Werte werden als Mediane mit Interquartilbereichen der durchschnittli-
chen Sl (p/s/cm?/sr) angezeigt, Whiskers geben die Min- und Max-Werte an. * p <0,05, ns = nicht signi-
fikant; Kruskal-Wallis-Test mit Post-hoc-Dunn-Test; p-Werte angepasst fur Mehrfachvergleiche. Unten
rechts: reprasentative Aufnahmen der L-012 Sl in entziindeten Ohren der verschiedenen Versuchsgrup-
pen wahrend der chronischen Kontaktallergie.
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3.3.3 Histopathologische Untersuchung der akuten und chronischen
Kontaktallergie in NF-kB17-, NF-kB27- und Wildtyp-Mausen

Die histopathologische Untersuchung der entziindeten Ohren wahrend der akuten
Kontaktallergie ergab nur geringe Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen (Ab-
bildung 39 A und B; akute Kontaktallergie).

Dabei fanden sich in den entziindlichen Ohren von NF-kB1”- Mausen schwerwiegen-
dere pathologische Veranderungen der Epidermis mit mehreren Lasionen, Krusten
und eine leicht erhdhte T-Zell-Infiltration in der Dermis im Vergleich zu Wildtyp-M&au-
sen.

Dagegen war die Epidermisschicht in den entziindeten Ohren von NF-kB2”/- Mausen
meist homogen und es wurden nur wenige kleine Mikroabszesse und Krusten beo-
bachtet. Das T-Zell-Infiltrat (CD3) in der Epidermis und der Dermis war ebenfalls ge-
ringer als in den entziindeten Ohren von Wildtyp-Mausen. In Bezug auf das entzind-
liche Infiltrat zeigten alle drei experimentellen Gruppen ein &hnliches akutes Immun-
zellinfiltrat, das hauptsachlich aus Neutrophilen (MPO) bestand.

Wahrend der chronischen Kontaktallergie wiesen die Wildtyp-Mausen eine stark aus-
gepragte Krustenbildung mit vielen Neutrophilen-Abszessen auf (Abbildung 39 A und
B; chronische Kontaktallergie). Das Epithel zeigte eine ausgepragte Hyperplasie des
Stratum granulosum und Parakeratose. In der Dermis fanden sich zahlreiche Melano-
phagen, was auf eine Schadigung der Epidermis hinweist. Passend zur chronischen
Entziindungsreaktion fand sich eine vermehrte Ansammlung von Lymphozyten und
Histiozyten (Ibal). Das Immuninfiltrat bestand allerdings gro3tenteils aus Neutrophilen
was eher auf eine akute Entziindungsreaktion hindeutet (Abbildung 39 C). Die Infilt-
ration von Neutrophilen ist vermutlich auf die initiale akute Entziindungsreaktion im
Rahmen des wiederholten Auftragens der TNCB-Challenge-L6sung zurtckzufihren.
Im Rahmen der chronischen Entziindungsreaktion zeigte sich im Vergleich zur akuten
Kontaktallergie eine deutlich verringerte Odembildung jedoch auch stark dilatierte
Lymph- und BlutgefaRe (CD31). Die entziindlichen Ohren von NF-kB1”- Mausen zeig-
ten einen ahnlichen Phanotyp wie die Wildtyp-Mause mit einer ahnlich stark ausge-
préagten chronischen Entziindung und T-Zellinfiltration, allerdings mit einer etwas ge-
ringfliigigen Auspragung des akuten Immunzell-Infiltrats, bestehend aus Neutrophilen.
Im Gegensatz hierzu fanden sich keinerlei Zeichen einer chronischen Entziindungsre-
aktion in den entzlindlichen Ohren von NF-kB27- Mausen. Es wurde keine Krustenbil-
dung beobachtet und das Entziindungsinfiltrat wies nur wenige Neutrophile, T-Zellen
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und Histiozyten in der Dermis auf (Abbildung 39 C). Zudem wurden keine Odeme
oder Melanophagen angetroffen. Die Epidermis war marginal verdickt und zeigte eine
leichte Hyperkeratose. Des Weiteren zeigte sich eine deutlich verringerte Anzahl an
BlutgefaRen (CD31) im Vergleich zu entztindlichen Ohren von NF-kB1”- und Wildtyp-
Méausen (Abbildung 39 D), was auf eine Hemmung der Angiogenese hindeutet.
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Abbildung 39: Histopathologische und immunhistochemische Analyse der akuten und chroni-
schen Kontaktallergie in NF-kB1”", NF-kB2"- und Wildtyp-Mausen.

(A) Repréasentative Aufnahmen von entziindetem Ohrgewebe der verschiedenen Versuchsgruppen mit
akuter (24 h nach der 1. Challenge) und chronischer Kontaktallergie (24 h nach der 5. Challenge). Im-
munhistochemische Farbung fir MPO, CD3, Ibal und CD31 zur Darstellung von Neutrophilen, T-Zellen,
Histiozyten (Makrophagen) und der Blutgefal3e im entziindeten Ohrgewebe. (B) Der histopathologische
Score wurde anhand der Anzahl der epidermalen Abszesse und Krusten pro Ohrgewebeschnitt bewer-
tet (0 = keine Krusten oder Abszesse; 1 = Abszesse, keine Krusten; 2 = zwischen 1 und 5 Krusten, 3 =
zwischen 6 und 10 Krusten, 4 = mehr als 11 Krusten) (n = 4). (C, D) Immunhistochemische Farbung
des Ohrgewebes mit chronischer Kontaktallergie. Die Haufigkeit von Neutrophilen (MPO), T-Zellen
(CD3), Makrophagen (Ibal) und BlutgefaRen (CD31) in den Ohrgewebeschnitten wurde semiquantita-
tive bestimmt (0 = kein entzindliches Infiltrat; 1 = mildes entztndliches Infiltrat; 2 = méRiges entzundli-
ches Infiltrat; und 3 = schwer entzlindliches Infiltrat). Die Daten werden als Mittelwert mit Standardab-
weichung dargestellt (n = 3 je Versuchsgruppe).

3.3.4 Exvivo FACS-Analyse

Da der NF-kB-Signalweg von grol3er Bedeutung fur die Entwicklung des Immunsys-
tems und der lymphatischen Organe sowie die Proliferation von Immunzellen ist, wur-
den mittels FACS-Analyse die unterschiedlichen Immunzellpopulationen in den sekun-
daren lymphatischen Organen von NF-kB17, NF-kB2” und Wildtyp-Mausen unter-
sucht und vergleichen. Hierzu wurden die dLK und Milzen von naiven Mausen sowie
von Mausen mit chronischer Kontaktallergie analysiert. Details beziglich der FACS-
Gating-Strategie siehe bitte (Abbildung 12).

3.3.4.1 Leukozyten-Populationen

Die FACS-Analyse der Leukozyten der dLK und den Milzen von Wildtyp-Mausen

zeigte eine starke Zunahme der Monozyten wahrend der chronischen Kontaktallergie

(dLK, naive: 0,1% vs. chronisch: 0,47%; Milz, naive: 0,43% vs. chronisch: 0,81%) (Ab-

bildung 40). Des Weiteren wurde in den Milzen eine prozentuale Zunahme von

Neutrophilen (naive: 0,05% vs. chronisch: 0,22%) und eine nahezu unveranderte NK-

Zell-Population (naive: 3,51% vs. chronisch: 4,01%) beobachtet. In den dLK zeigte sich
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eine unverdnderte Neutrophilen-, NK- und DC-Zellpopulation (Neutrophile, naive:
0,03% vs. chronisch: 0,03%; NK-Zellen, naive: 0,66% vs. chronisch: 0,64%; DCs: naiv:
0,32% vs. chronisch: 0,4%) wahrend sich in der Milz eine leichte Abnahme der DCs
zeigte (naiv: 1,9% vs. chronisch: 1,38%).

Im Vergleich zu den Wildtyp-Mausen wiesen Milzen von naiven NF-kB1”/- Mausen ei-
nen signifikant erhdhten prozentuellen Anteil an Monozyten (NF-kB17-: 1,14% vs. WT:
0,43%) auf wahrend die NK-Zell-Population nur ca. ein Drittel (NF-kB17: 1,4% vs. WT:
3,51%) betrug (Abbildung 40). Im Verlauf der chronischen Kontaktallergie wurde
ebenso wie in den Milzen auch in den dLK signifikant weniger NK-Zellen detektiert
(NF-kB17, dLK: 0,18%, Milz: 1,2% vs. WT, dLK: 0,66%, Milz: 4,01%). Des Weiteren
wurden wahrend der chronischen Kontaktallergie in den Milzen von NF-kB17- Mausen
weniger DCs (NF-kB17: 0,71% vs. WT: 1,38%) und in den dLK signifikant weniger
Monozyten (NF-kB17: 0,22% vs. WT: 0,47%) beobachtet.

Die Untersuchung der DC-Population in den Milzen von naiven NF-kB27- Mausen
zeigte bereits einen 3-fach erhohten Basiswert (NF-kB27: 5,39% vs. WT: 1,9%) (Ab-
bildung 40). DC-Population in den Milzen nahm zwar wahrend der chronischen Kon-
taktallergie stark ab, war jedoch immer noch signifikant hoher als in den Wildtyp-Mau-
sen (NF-kB27: 1,96% vs. WT: 1,38%). Des Weiteren war die Neutrophilen- und NK-
Zell-Population in den dLK wéahrend der chronischen Kontaktallergie im Vergleich zu
den Wildtyp-Mausen signifikant erhoht (Neutrophile, NF-kB27: 0,4% vs. WT: 0,03%;
NK-Zellen, NF-kB27: 1% vs. WT: 0,64%). Dagegen zeigte sich wahrend der chroni-
schen Kontaktallergie eine signifikant verringerte NK-Zell-Population in den Milzen von
NF-kB27 Mausen im Vergleich zu den Wildtyp-Mausen (NF-kB27: 2,2% vs. WT:
0,64%).

113



Ergebnisse

Monozyten Neutrophile dendritische Zellen NK-Zellen
ns ns ns * % ns ns ns * % %
— | | — i — — — —
ns * ns ns ns ns ns * % ok ok
e 207 rm — e 157 m /M —c 107/ — s 51 /M
¥ =2 == £3 —8
5N 15 s §N 8 =N 4
-l &5 £ 5 1.0 25 5
T &t Q2 28 6 312 3
x3 10 >2 =2 z3
@ o} ] 4 o @
- Zc 05 ] 2= 4 gc 2
03 0.5 (O] =] ™ @
37T . @ 7T . =70 24 Qg% 4
> e > = c O c -
g -il @ -8 8 g . L L ] S =Ii'l -
D.o'_l—l_ D.O' °'=ﬁ_l_ 0'_I—_I-_
naive chronisch naive chronisch naive chronisch naive chronisch
ns ns ns ns * * * * ns * kX ¥
— — — — — — — —
* % ns ns ns ns * % * % * Kk ok
e 209 M (] e 159 m (| —_e 109 ™ (] c 51 (]
] — & =0 @
=2 == =22 -2
N =5 15 =N &N 8 EN 4 g
- o C " S c T c + £
S o o 1.04 = o © @
= 2% ‘9% 98 6 12 3 Q
>3 1.0 Ce ] X g
T8 1. >8 =3 Z o
B ) 52 4 2@ 2 =
= g s ¢ 0.59 £ 5,5 EI
33v 054 R 23 2 - QT 4
X 25 Bl 535 = = og
> > . o> s >
0.0 +r—mrmr—————eme D.O-L-— 0 0
naive chronisch naive chronisch naive chronisch naive chronisch

WT NF-«B17" NF-«B2”"

Abbildung 40: Leukozyten-Populationen in den dLK und Milzen von WT, NF-kB1” und NF-kB2"
Mausen.

FACS-Analyse der verschiedenen Leukozyten-Populationen in den dLK und Milzen von unbehandelten
(naive, n = 4 je Versuchsgruppe) NF-kB1--, NF-kB2* und Wildtyp-Mausen sowie Versuchstieren mit
chronischer Kontaktallergie (4 h nach der 5. TNCB-Challenge, n = 5 je Versuchsgruppe). Die Daten
werden als Mediane mit Interquartilbereichen dargestellt. Whisker zeigen die Min- und Max-Werte an; *
p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001, **** p <0,0001, ns = nicht signifikant (one-way ANOVA mit Post-hoc-
Dunn-Tests, p-Werte angepasst fir Mehrfachvergleiche).

3.3.4.2 Lymphozyten-Populationen

Als nachstes wurden die prozentuellen Anteile der B-Zell- und CD4*/CD8* T-Zell-Po-
pulationen verglichen. Wahrend der chronischen Kontaktallergie zeigte sich in den dLK
von Wildtyp-Mausen eine ca. 2-fache Zunahme der B-Zellen (naive: 28,1% vs. chroni-
sche: 50,9%), wahrend die prozentuellen Anteil der B Zellen in den Milzen nahezu
unverandert blieb (naive: 60,2% vs. chronische: 57,6%) (Abbildung 41). Des Weiteren
zeigte sich in den dLK eine starke Reduktion der CD4* und CD8* T-Zellen (CD4*, naiv:
34,7% vs. chronisch: 25,9%; CD8", naiv: 28,3% vs. chronisch: 16,1%), wahrend diese
in den Milzen unveradndert waren (CD4*, naive: 16,25% vs. chronisch: 14,7%; CD8",
naive: 6,87% vs. chronisch: 6,75%).

Im Vergleich zu den Wildtyp-M&usen, war die CD8* T-Zell-Population in den dLK von
naiven NF-kB1”- Mausen signifikant niedriger (NF-kB1”-: 16,1% vs. WT: 28,3%). Wah-
rend der chronischen Kontaktallergie nahm der prozentuelle Anteil an B-Zellen in den
dLK von NF-kB17- Mausen im Vergleich zu naiven Mausen zu (NF-kB1”, naiv: 38,1%
vs. chronisch: 46,1%), wahrend die B-Zell-Population in den Milzen tendenziell ab-
nahm (NF-kB17, naiv: 55,8% vs. chronisch: 46,7%). Im Vergleich zu den Wildtyp-
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Mausen war der prozentuelle Anteil der B-Zellen in den Milzen von NF-kB1”- Mausen
wahrend der chronischen Kontaktallergie signifikant niedriger (NF-kB17-: 46,7% vs.
WT: 50,9%). Dagegen war die Population der CD4* T-Zellen in den dLK von NF-kB1
I~ Mausen wahrend der chronischen Kontaktallergie signifikant hther im Vergleich zu
Wildtyp-Mausen (NF-kB17: 32,8% vs. WT: 25,9%).

Die Untersuchung der dLK und Milzen von naiven NF-kB2”- Mause zeigte im Vergleich
zu Wildtyp-Mausen eine stark reduzierte B-Zell-Population (NF-kB27-, dLK: 4,59%;
Milz: 24,9% vs. WT, dLK: 28,1%; Milz: 60,2%) (Abbildung 41). Dagegen war der pro-
zentuelle Anteil an CD8* T-Zellen in dLK (NF-kB27: 42,5% vs. WT: 28,3%) sowie CD4*
und CD8* T-Zellen in der Milz von naiven NF-kB2”- Mausen signifikant erhéht (NF-kB2-
I CD4*: 34%; CD8": 23,4% vs. WT: CD4": 16,25%; CD8": 6,87%). Auch wahrend der
chronischen Kontaktallergie war der Anteil an CD4* und CD8* T-Zellen in den dLK
(NF-kB27, CD4*: 47,7%; CD8": 36,3% vs. WT, CD4*: 25,9%; CD8*:16,1%) und Milzen
(NF-kB27, CD4*: 33,5%; CD8*: 15,9% vs. WT, CD4*: 14,7%; CD8": 6,75%) von NF-
kB2~ Mausen signifikant hoher als in den Wildtyp-Mausen. Wahrend der prozentuelle
Anteil an B-Zellen in den Milzen von Wildtyp- und NF-kB1”- Mausen wahrend der chro-
nischen Kontaktallergie leicht abnahm, nahm die B-Zell-Population in den Milzen von
NF-kB27- Mausen zu 31,7%). Dennoch war der prozentuelle Anteil der B-Zellen in den
Milzen von NF-kB27 Mausen signifikant geringer als in Wildtyp-Mausen (NF-kB27:
31,7% vs. WT: 50,9%).
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Abbildung 41: Lymphozyten-Populationen in den dLK und Milzen von WT, NF-kB1” und NF-kB2
- Méausen.
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FACS-Analyse der B-Zell- und T-Zell-Populationen in den dLK und Milzen von unbehandelten (naive, n
= 4 je Versuchsgruppe) NF-kB1-, NF-kB27- und Wildtyp-Mausen und Versuchstieren mit chronischer
Kontaktallergie (4 h nach der 5. TNCB-Challenge, n = 5 je Versuchsgruppe). Die Daten werden als
Mediane mit Interquartilbereichen dargestellt. Whisker zeigen die Min- und Max-Werte an; * p <0,05, **
p <0,01, *** p <0,001, **** p <0,0001, ns = nicht signifikant (one-way ANOVA mit Post-hoc-Dunn-Tests,
p-Werte angepasst fir Mehrfachvergleiche).

3.3.4.3 Differenzierung der T-Zellen

Als nachstes wurden die Auswirkungen des klassischen und alternativen NF-kB-Sig-
nalwegs auf die Differenzierung der T-Zellen untersucht.

Wahrend der chronischen Kontaktallergie zeigten die dLK und Milzen von Wildtyp-
Mausen eine tendenzielle Abnahme der Population der naiven CD4* T-Zellen (dLK,
naiv: 84,4% vs. chronisch: 70,6%; Milz, naive: 56,2% vs. chronisch: 42,2%) und naiven
CD8* T-Zellen (dLK, naive: 87,8% vs. chronisch: 80,3%; Milz, naive: 52,5% vs. chro-
nisch: 42%) (Abbildung 42). Dagegen nahm CD4* Effektor/Memory-T-Zell-Population
in den dLK von Wildtyp-Méausen um das 2-fache zu (dLK, naive: 7,14% vs. chronisch:
15,1%) und war in den Milzen ebenfalls stark erhdht (naive: 20% vs. chronisch: 28,8%).
Die CD8* Effektor/Memory-T-Zell-Population nahm ebenfalls leicht zu (dLK, naiv:
0,84% vs. chronisch: 2,23%; Milz, naive: 6,82% vs. chronisch: 8,7%). Des Weiteren
zeigte sich in den dLK und Milzen von Wildtyp-M&ausen eine starke Zunahme der CD4*
zentralen Memory-T-Zell-Population (dLK, naiv: 4,69% vs. chronisch: 10,7%; Milz,
naiv: 6,09% vs. chronisch: 10,2%). Zudem wurde eine Verdopplung der CD8"* zentra-
len Memory-T-Zellen in den dLK (naiv: 8,63% vs. chronisch: 15,3%) und eine deutliche
Zunahme in den Milzen (naive: 20,7 %; chronisch: 24 %) verzeichnet. Dagegen nahm
die regulatorische T-Zell-Population in den dLK wéahrend der chronischen Phase der
Kontaktallergiereaktion leicht ab (naiv: 8,83% vs. chronisch: 6,91%), wéhrend diese in
den Milzen tendenziell zunahm (naiv: 3,51% vs. chronisch: 5,2%) (Abbildung 42).

Im Vergleich zu den Wildtyp-Mausen zeigten die naiven NF-kB17- Mause eine signifi-
kant niedrigere Population an naiven CD8* T-Zellen in den dLK (NF-kB1”: 63,7% vs.
WT: 87,8%) und Milzen (NF-kB17: 28,4% vs. WT: 52,5%), sowie eine deutlich verrin-
gerte Population von naiven CD4* T-Zellen in den Milzen (NF-kB17: 36,9% vs. WT:
56,2%) (Abbildung 42). Dagegen war der Anteil an CD8* zentralen Memory-T-Zellen
in den dLK (NF-kB1”: 30,1% vs. WT: 8,63%) von naiven NF-kB1’- Mausen im Ver-
gleich zu Wildtyp-M&ausen um fast das Vierfache erhéht und in den Milzen nahezu ver-
doppelt (NF-kB17: 36,2% vs. WT: 20,7%). Auch im Verlauf der chronischen Kontakt-
allergie war die CD8* zentrale Memory-T-Zell-Population in den NF-kB17-Mausen
(dLK: 33,5%; Milz: 48,7%) im Vergleich zu Wildtyp-Mausen verdoppelt (dLK: 15,3%;
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Milz: 24%), wahrend die naive CD8* T-Zell-Population in den dLK (NF-kB1”: 60,3%
vs. WT: 80,3%) und Milzen (NF-kB17: 28,5% vs. WT: 42%) signifikant reduziert war
(Abbildung 42).

Die Analyse der naiven NF-kB27- Mause ergab einen signifikant niedrigeren Anteil von
naiven CD4* T-Zellen in den dLK (NF-kB27: 65,5% vs. WT: 84,4%), wahrend die CD4*
Effektor/Memory-T-Zellen (NF-kB27: 24,2% vs. WT: 7,14%) und die regulatorische T-
Zellen (NF-kB27: 17,5% vs. WT: 8,83%) im Vergleich zu naiven Wildtyp-Mausen sig-
nifikant erhéht waren. Dagegen waren die naiven CD8* T-Zellen in den Milzen von
naiven NF-kB2’- Mausen stark erhoht (NF-kB27-: 65,2% vs. WT: 52,5%). Wahrend der
chronischen Kontaktallergie zeigten die Milzen von NF-kB27- Mause im Vergleich zu
Wildtyp-Mausen eine signifikant erhohte naive CD4* T-Zell-Population (NF-kB27:
57,7% vs. WT: 42,2%) und erhéhte naive CD8* T-Zell-Population (NF-kB27: 50,5%
vs. WT: 42%). Dagegen waren die Populationen von CD4* und CD8* Effektor/Memory-
T-Zellen (NF-kB27-, CD4*: 18%; CD8*: 4,55% vs. WT, CD4*: 28,8%; CD8*: 8,7%) so-
wie die Population von CD4* zentralen Memory-T-Zellen (NF-kB2”7: 7,8% vs. WT:
10,2%) in den Milzen von NF-kB2”- Mausen signifikant reduziert (Abbildung 42).
Obwohl der Anteil an regulatorischen T-Zellen in den dLK wahrend der chronischen
Kontaktallergie abnahm (NF-kB27, naiv: 17,5% vs. chronisch: 11,7%), war er weiterhin
signifikant hoher als in den Wildtyp-Mausen (WT, naiv: 8,83% vs. chronisch: 6,91%).
Dagegen zeigten die Milzen von NF-kB27- Mausen einen deutlich niedrigeren Anteil an
regulatorischen T-Zellen verglichen mit den Wildtyp-Mausen (NF-kB27: 3,4% vs. WT:
5,2%).
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Abbildung 42: Differenzierung von CD4* und CD8*T-Zell-Populationen in WT, NF-kB1” und NF-

kB2 Mausen.

FACS-Analyse der unterschiedlichen CD4* und CD8* T-Zellsub-Population in den dLK und Milzen von
unbehandelten (naive, n = 4 je Versuchsgruppe) NF-kB1--, NF-kB2* und Wildtyp-Mausen und Ver-
suchstieren mit chronischer Kontaktallergie (4 h nach der 5. TNCB-Challenge, n =5 je Versuchsgruppe).
Charakterisierung der verschiedenen T-Zellpopulation: CD62Lsh CD44'ow = naive T-Zellen; CD62L'*w
CD44high = Effektor/Memory-T-Zellen; CD127'ov CD25Meh = regulatorische T-Zellen; CD62L"ig" CD44high
= Zentrale Memory-T-Zellen. Die Daten werden als Mediane mit Interquartilbereichen dargestellt. Whis-
ker zeigen die Min- und Max-Werte an; * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001, **** p <0,0001, ns = nicht
signifikant (one-way ANOVA mit Post-hoc-Dunn-Tests, p-Werte angepasst fur Mehrfachvergleiche).
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3.3.4.4 Aktivierung der T-Zellen

Als nachstes wurde die Expression des Aktivierungsmarkers CD69 und des Immun-
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Die Untersuchung der Wildtyp-M&ause zeigten eine ca. 2-fach erhdhte Expression von
CD69 auf den CD4* T-Zellen in den dLK (naiv: 9,9% vs. chronisch: 23,1%) und den
Milzen (naiv: 12,5% vs. chronisch: 21,3%) wahrend der chronischen Kontaktallergie
im Vergleich zu den naiven Méausen (Abbildung 43). Wéahrend die Expression von
CD69 auf CD8* T-Zellen in den dLK ebenfalls um mehr als das doppelte zunahm (naiv:
3,73% vs. chronisch: 8,93%), war die Expression in den Milzen deutlich schwacher
ausgepragt (naiv: 2,66% vs. chronisch: 4,22%). Zudem zeigte sich in den dLK wahrend
der chronischen Kontaktallergei eine beinah dreifach erh6hte Expression von PD-1 auf
CD4* T-Zellen (7,07% vs. chronisch: 20%) sowie eine deutliche Zunahme in den Mil-
zen (naiv: 12,9% vs. chronisch: 16,4%). Die CD8* T-Zellen zeigten ebenfalls eine in
etwa dreifach erhéhte Expression von CD69 in den Milzen (naiv: 1,59% vs. chronisch:
5,06%) und den dLK (naiv: 1,04% vs. chronisch: 3,43%) wahrend der chronischen
Kontaktallergie.

Die naiven NF-kB17- Mause zeigten dagegen bereits in der Ausgangsbasis eine signi-
fikant erhohte Expression von CD69 auf den CD8* T-Zellen in den dLK (NF-kB1:
6,95% vs. WT: 3,73%) und Milzen (NF-kB17: 6,1% vs. WT: 2,66%), wahrend die Ex-
pression von CD69 auf den CD4* T-Zellen nur in den Milzen signifikant erhdht war
(NF-kB17: 20,4% vs. WT: 12,5%) (Abbildung 43). Auffallig zeigte sich auch die stark
erhohte Expression von PD-1 auf den CD4* T-Zellen in den Milzen von NF-kB1”/- M&u-
sen (NF-kB17: 30,9% vs. WT: 12,9%) verglichen zu naiven Wildtyp-Mausen. Wahrend
der chronischen Kontaktallergie verdoppelte sich die Expression von CD69 auf CD8*
T-Zellen in den dLK von NF-kB1”- Mausen und war verglichen zu Wildtyp-Mausen wei-
terhin signifikant erhoht (NF-kB17: 14,8% vs. WT: 8,93%). Dagegen nahm die Expres-
sion von CD69 auf CD8* T-Zellen in den Milzen ab und war signifikant niedriger als in
den Milzen von Wildtyp-Mausen (NF-kB17: 3,13% vs. WT: 4,22%). Zudem war die PD-
1 Expression auf CD4* und CD8* T-Zellen wahrend der chronischen Kontaktallergie
nur in den Milzen von NF-kB17- Mausen signifikant erhoht (NF-kB17-, CD4*: 21,4%;
CD8+: 8,53% vs. WT: CD4*: 16,4%; CD8*: 5,06%).

Naive NF-kB27- Mause zeigten in den dLK basal eine signifikant erh6hte Expression
von CD69 auf CD4* und CD8* T-Zellen (NF-kB27-, CD4*: 20,7%; CD8*: 5,93% vs. WT:
CD4*: 9,9%; CD8*: 3,73%). Ahnlich hierzu war die Expression von PD-1 auf den CD4*
T-Zellen in den dLK von NF-kB2”- Mausen im Vergleich zu den Wildtyp-Mausen bei-
nahe um das Vierfache erhoht (NF-kB27:27,6% vs. WT: 7,07%) (Abbildung 43). Pas-
send zu der deutlich schwacheren chronischen Entziindung in Ohren von NF-kB27
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Mausen, stieg die CD69-Expression auf CD4* und CD8* T-Zellen in den dLK wéhrend
der chronischen Kontaktallergie im Vergleich zu Wildtyp-Mausen weniger stark an und
war dadurch auf einem &ahnlich hohem Niveau wie in den Wildtyp-Mausen (NF-kB27,
CD4*: 27%; CD8*: 10,1% vs. WT: CD4*: 23,1%; CD8*: 8,93%). Allerdings zeigten die
NF-kB2/- Mause eine signifikant verringerte Aktivierung der CD8* T-Zellen in den Mil-
zen (NF-kB27: 2,59% vs. WT: 4,22%). Wahrend keine signifikanten Unterschiede in
der Expression von PD-1 auf CD4* und CD8* T-Zellen in den dLK detektiert werden
konnten, zeigten die Milzen von NF-kB2”- Mausen eine signifikant niedrigere Expres-
sion von PD-1 auf CD4* T-Zellen (NF-kB27: 11,8% vs. WT: 21,3%).
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Abbildung 43: Aktivierung der T-Zellen in WT, NF-kB17- und NF-kB27 Mausen.

FACS-Analyse des Immuncheckpoints PD-1 und des Aktivierungsmarkers CD69 auf CD4* und CD8*
T-Zellen in den dLK und Milzen von unbehandelten (naive, n = 4 je Versuchsgruppe) NF-kB1-, NF-
kB2 und Wildtyp-Mé&usen und Versuchstieren mit chronischer Kontaktallergie (4 h nach der 5. TNCB-
Challenge, n =5 je Versuchsgruppe). Die Daten werden als Mediane mit Interquatrtilbereichen darge-
stellt. Whisker zeigen die Min- und Max-Werte an; * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001, **** p <0,0001,
ns = nicht signifikant (one-way ANOVA mit Post-hoc-Dunn-Tests, p-Werte angepasst fir Mehrfachver-
gleiche).

3.3.5 Untersuchung der NF-kB-abhangigen proinflammatorischen Mediatoren

wahrend der chronischen Kontaktallergie

Als nachstes wurden die genomische Expression der NF-kB-abhangigen proinflamm-
atorischen Zytokine 111-8, 116 und Tnf sowie des Chemokins Ccl2 wahrend der chroni-
schen Kontaktallergie (4 h nach der 5. Challenge, dem Gipfel der Entziindungsreak-

tion) in den entzindeten Ohren von NF-kB1”, NF-kB27 und Wildtyp-Mausen
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untersucht. Die mRNA-Expression der einzelnen Gene wurde auf das Housekeeping-
Gen B-Aktin normiert und als relative Expression in Verhaltnis zur Expression in unbe-
handelten Ohren von naiven Mausen dargestellt.

Die entztindeten Ohren von Wildtyp-Mausen mit chronischer Kontaktallergie zeigten
eine stark erhohte mRNA-Expression aller vier getesteten proinflammatorischen Me-
diatoren im Vergleich zu unbehandelten naiven Ohren. Hierbei war der entziindungs-
bedingte Anstieg der Tnf mRNA-Expression (7,5 fach (3,9 — 15,1)) am schwachsten
ausgepragt, wahrend der Anstieg der mRNA-Expression von Il11-8 (369,5 fach (228,6
—628,8)), 11-6 (199 fach (124,6 — 338,1)) und Ccl2 (83,5 fach (48,4 — 124,3)) deutlich
starker ausgepragt war (Abbildung 44).

Im Vergleich zu den Wildtyp-Mausen zeigten die entzindlichen Ohren von NF-kB17
Mausen eine ca. 7-fach reduzierte Tnf mMRNA-Expression (1,1 fach (0,9 — 4,8)), wah-
rend die mRNA-Expression von I11-8 (195,8 fach (74,4 — 414,9)) und II-6 (343,6 fach
(173,8 — 568,6)) keine signifikanten Unterschiede aufwiesen (Abbildung 44). Die ent-
ziindeten Ohren von NF-kB17- Mausen zeigten eine sogar ca. 4-fach hohere Ccl2
MRNA-Expression (352,1 fach (187,1 — 551,6)) im Vergleich zu den Wildtyp-M&ausen.
Dagegen war die genomische Expression der vier proinflammatorischen Mediatoren
in den entzundlichen Ohren von NF-kB2”7- Mausen signifikant reduziert. Die relative
MRNA-Expression von 111-8 (10,3 fach (4,9 — 27,2)), 1-6 (8,7 fach (1 — 14)) und Ccl2
(7 fach (5,6 — 9,8)) war um vielfaches niedriger als in den entziindlichen Ohren von
Wildtyp-Mausen, wahrend die Tnf mRNA-Expression (0,5 fach (0,2 — 0,6)) sogar unter
der basalen Expression (< 1) der unbehandelten Ohren von naiven Wildtyp-Mausen
lag (Abbildung 44).
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Abbildung 44: Genomische Expression von proinflammatorischen Mediatoren in entzindlichen
Ohren von Wildtyp, NF-kB1” und NF-kB2’- Mausen wahrend einer chronischen Kontaktallergie.

RT-PCR Analysen des entzindlichen Ohrgewebes 4 h nach der 5. Challenge. Als Kontrolle wurde das
Ohrgewebe von naiven Wildtyp-Mausen verwendet. Die Tnf, lI1-8, 1I-6 und Ccl2 mRNA-Expression in
den entziindlichen Ohren wurde auf das Housekeeping-Gen (-Aktin normalisiert und als relative Ex-
pression zu den Ohren von naiven Wildtyp-Kontrollen dargestellt. Die Daten werden als Mediane mit
Interquartilbereichen dargestellt. Whisker zeigen die Min- und Max-Werte an (n = 4). * p <0,05, ** p
<0,01, ns = nicht signifikant (One-way ANOVA mit Post-hoc-Dunn-Tests; p-Werte angepasst fuir Mehr-
fachvergleiche).

3.3.6 Expression von Adhasionsmolektlen

Aufgrund des schwéacher ausgepragten Immunzellinfiltrats in den entziindlichen Ohren
von NF-kB17- und NF-kB27 Mausen, wurden die entziindeten Ohren mit akuter und
chronischer Kontaktallergie auf Expression von endothelialen Adhasionsmolekilen
mittels Immunfluoreszenzmikroskopie untersucht. Endotheliale Adhasionsmolekile
sind essentiell fir das Rollen und die feste Adhasion von Immunzellen sowie deren
Transmigration in das entziindete Gewebe.

Wahrend der akuten Kontaktallergie war die endotheliale Expression von P-Selektin
und ICAM-1 in den Blutgefal3en von Wildtyp-Mausen am starksten ausgepragt, dage-
gen war die Expression von VCAM-1 nicht detektierbar (Abbildung 45 A und B). Im
Gegensatz zeigten die entziindeten Ohren von NF-kB17- Mausen die starkste endothe-
liale Expression von E-Selektin, wahrend die Expression von VCAM-1 in den entzin-
deten Ohren von NF-kB27- Mausen am starksten ausgepragt war.

122



Ergebnisse

Wahrend der chronischen Kontaktallergie zeigten sowohl NF-kB27 als auch Wildtyp-
Mause eine deutliche Zunahme in der Expression aller vier endothelialen Adhasions-
molekile. Im Einklang hierzu war auch in entziindlichen Ohren von NF-kB17- Mausen
ein ebenfalls ein deutlicher Anstieg der Expression von P-Selektin, ICAM-1 und VCAM-
1 zu verzeichnen, wahrend der Anstieg von E-Selektin ausblieb (Abbildung 45 A und
B).

In den entziindeten Ohren von Wildtyp-Mausen waren in beinahe allen Gefal3en E-
Selektin und ICAM-1 nachweisbar. Die Expression dieser beiden Adhasionsmolektle
war in den auf den Endothelien von Wildtyp-M&ausen deutlich starker exprimiert als in
den entziindeten Ohren von NF-kB1”- und NF-kB27- Mausen. Dagegen fiel die en-
dotheliale Expression von VCAM-1 in den entziindeten Ohren von Wildtyp-Mausen im
Vergleich zu NF-kB1”7- und NF-kB27- Mausen wahrend der chronischen Kontaktallergie
deutlich schwacher aus (Abbildung 45 A und B). Hingegen zeigten die entziindlichen
Ohren von NF-kB27- Mause im Vergleich zu den NF-kB1” und Wildtyp-Mausen die

geringste endotheliale P-Selektin Expression.
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Abbildung 45: Expressionsmuster von endothelialen Adhédsionsmolekilen in entziindlichen Oh-
ren von Wildtyp, NF-kB17 und NF-kB27 Mausen mit akuter und chronischer Kontaktallergie.

(A) Reprasentative Darstellung der Expressionsmuster der endothelialen Adhasionsmolekile E-Selek-
tin, P-Selektin, VCAM-1 und ICAM-1 in entziindlichen Ohren von NF-kB1*, NF-kB2" und Wildtyp-Mau-
sen mit akuter (4 h nach der 1. Ch.) und chronischer (4 h nach der 5. Ch.) Kontaktallergie. Adhé&sions-
molekile = Rot, Zellkerne = Grin, Typ IV-Kollagen = Blau. (B) Expressionsstarke von endothelialen
Adhéasionsmolekilen. Der Expressions-Score wurde semiquantitativ anhand der Anzahl der positiven
Gefalie (Typ-1V Kollagen) fur Adhésionsmolekile pro Ohrgewebeschnitt erstellt (& = keine positiven
GefalRe; 1 = einzelne positive GefalRe; 2 = 50% der Gefal3e sind positiv; 3 = Giber 50% der Gefalie sind
positiv; 4 = alle GefélRe sind positiv), n = 3 fiir jede Versuchsgruppe.
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3.3.7 Proteomanalyse der entziindeten Ohren von WT und NF-kB2”/- Mausen

wahrend der akuten und chronischen Kontaktallergie

Die zuvor aufgefuhrten Untersuchungen zeigten im entziindeten Ohrgewebe von NF-
kB2~ Mausen wahrend der chronischen Kontaktallergie eine deutlich reduzierte Im-
munzellinfiltration, verringerte Anzahl von BlutgefaRen und verminderte Expression
von endothelialen Adhasionsmolekilen. Dies deutet auf eine Stérung der Immunzell-
rekrutierung und Angiogenese hin.

Um die Auswirkungen der Unterbrechung des alternativen NF-kB-Signalwegs auf das
Expressions-Muster von verschiedenen proentzindlichen Zytokinen, Chemokinen,
Proteasen und Wachstumsfaktoren zu untersuchen, wurde in Kooperation mit der AG
Kramer (Mainz) eine Proteom-Analyse des Ohrgewebes von NF-kB2” und Wildtyp-
Mé&ausen mit akuter und chronischer Kontaktallergie durchgefuhrt.

Wahrend der akuten Kontaktallergie zeigten die entziindeten Ohren von NF-kB27
Mausen ein sehr dhnliches Zytokin-Expressionsmuster wie die entziindeten Ohren von
Wildtyp-Mausen (Abbildung 46 A). Von den 111 getesteten Proteinen, waren in den
entzindeten Ohren von NF-kB27 Mausen mit akuter Kontaktallergie verglichen zu
Wildtyp-Mausen lediglich die Chemokine CXCL5, CCL11, CCL12, CCL17 sowie
Wachstumsfaktoren Amphiregulin, FGF1 und IGFBF3 verstarkt exprimiert (Abbildung
46 B und C). Alle anderen Mediatoren waren wahrend der akuten Kontaktallergie in
den entzuindlichen Ohren von NF-kB2/- Mausen im Vergleich zu Wildtypmausen nicht
beeintrachtigt.

Dagegen war die Expression von Chemokinen (CXCL5, CCL11, CCL12, CCL17) und
Wachstumsfaktoren (Amphiregulin, FGF1 und IGFBF3) die in entziindlichen Ohren
von NF-kB27- Mausen wahrend der akuten Kontaktallergie verstarkt exprimiert waren
wahrend der chronischen Kontaktallergie verringert (Abbildung 46 B und C).

Zudem zeigte sich in entztindlichen Ohren von NF-kB2”- Mausen im Vergleich zu Wild-
typ-Mausen eine deutlich verringerte Expression der Chemokine (CXCL2, CX3CL1,
CXCL9, CXCL10) und der Angiogenese-fordernden Mediatoren (HGF, Serpin E1,
WISP1, MMP9, E-Selektin) (Abbildung 46 B und C).

Die entzlindlichen Ohren von NF-kB 27~ Mausen zeigten jedoch keinen Unterschied in
der Expression des Chemokins CCL21, welches durch den alternativen NF-kB-Signal-
weg reguliert wird, wahrend der akuten und chronischen Kontaktallergie im Vergleich
zu Wildtyp-Mausen (Abbildung 46 B).
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Abbildung 46: Proteomanalyse der entziindlichen Ohren von NF-kB2”- und Wildtyp-Mausen wah-
rend der akuten und chronischen Kontaktallergie.

(A) Proteomanalyse des entziindlichen Ohrgewebes von NF-kB27- und WT Mausen mit akuter (24h
nach der 1. Ch) und chronischer (24h nach der 5. Ch) TNCB-induzierter Kontaktallergie. (B) Quantitative
Darstellung der Expression von Chemokinen und (C) Angiogenese-fordernden Mediatoren. Pro Ver-
suchsgruppe wurden (n = 4) Versuchstiere gepoolt und in Duplikaten analysiert. Die Daten werden als
Mittelwerte dargestellt. Die Punkte stellen die einzelnen Werte der Duplikate dar.
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4 Diskussion

4.1 Einfluss unterschiedlicher ROS/RNS-Quellen auf die akute und

chronische Kontaktallergie
Die folgende Diskussion (4.1) entstamm der Diskussion aus der Studie von Mehling R.
et al. 2021 [206]. Direkte sowie sinnesgemafe Ubersetzungen sind mit ,Anfiihrungs-

strichen® kenntlich gemacht und mit einer Fu3note vermerkt.

Die in vivo Ol-Ergebnisse zeigten, dass die maximale ROS/RNS-Produktion wahrend
der frihen chronischen und chronischen Kontaktallergie deutlich friher erreicht wird
als in der akuten Phase der Kontaktallergei. Dies hangt primar mit der Infiltration und
Aktivierung von Neutrophilen zusammen. ,Wahrend der akuten Kontaktallergie besteht
das leukozytare Infiltrat zu ca. 95% aus Neutrophilen, wahrend bei der chronischen
Kontaktallergie der prozentuale Anteil an Neutrophilen ab und der prozentuale Anteil
an Makrophagen, T- und B-Zellen sowie anderen Immunzellen zunimmt [229, 230]“
[206]. Wahrend der akuten Kontaktallergie infiltrieren die ersten Neutrophilen beriets
nach ca. 4 Stunden das entziindete Ohrgewebe und erreichen die maximale Anzahl
etwa nach 24 Stunden nach dem Challenge, was die zunehmende ROS/RNS-Produk-
tion erklart (Abbildung 15). In der chronischen Phase sind Neutrophile und Makropha-
gen bereits vor der funften Challenge im Gewebe anzutreffen. Durch die erneute Ap-
plikation von TNCB werden die Neutrophilen direkt aktiviert weshalb es deutlich friiher
zum oxidativen Burst kommt als wahrend der akuten Kontaktallergie [206, 231]. Des
Weiteren korreliert die ROS/RNS-Produktion exakt mit der Ohrschwellungsreaktion,
womit die ROS/RNS Produktion einen idealen Syrogatmarker fur die Entzindungsre-
aktion wahrend von Neutrophilen-dominierten Erkrankungen wie der Psoriasis vulga-
ris, der Colitis ulcerosa und der rheumatoiden Arthritis darstellt.

Die Untersuchung der differentiell ROS/RNS-defizienten M&ause, zeigte dass die L-
012- Signalintensitat in den entziindeten Ohren von MPO”- Mausen um bis zu 90 %
reduziert war (Abbildung 15 und Abbildung 16). Somit ist die Hypochlorsaure, ein
Priméarprodukt der MPO [55], die dominante reaktive Sauerstoffspezies wahrend der

Kontaktallergie. ,Die Bildung von Hypochlorsaure durch die MPO beruht auf die

1 Ubersetzt und sinngemal adaptiert von Mehling R. et al (2021). Die Diskussion in der aufgefiihrten
Studie Mehling R. et al. (2021), Referenz [206] wurde von mir eigenstandig verfasst.
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katalytische Umsetzung von Wasserstoffperoxid und Chloridanionen. Wasserstoffper-
oxid entsteht wiederum durch die von Superoxid-Dismutase katalysierte Reaktion von
Superoxid-Anion mit Wasserstoffprotonen. NOX2 ist die Primarquelle von Superoxid-
Anionen in Neutrophilen und Makrophagen [232]. Aktuelle Studien haben jedoch auch
die Bedeutung von NOX2 fur die Funktion von B- und T-Zellen demonstriert [233-235]“
[206]. Dies konnte die vollstandige Depletion der L-012-Signalintensitat und die nied-
rige DHR-Fluoreszenzintensitat in den Ohren von gp91Phox- Mausen erklaren (Abbil-
dung 15 und Abbildung 16). ,L-012 eignet sich ideal zur Darstellung von ROS und
RNS in Neutrophilen, da es eine sehr hohe Sensitivitat gegentber Hypochlorsaure,
Hydroxylradikalen und Peroxynitrit aufweist, welche in sehr hohen Konzentrationen
wahrend des oxidativen Bursts entstehen und die chemilumineszierende Probe direkt
oxidieren kdnnen [197, 236-238]. Obwohl bisher angenommen wurde, dass L-012
hochsensitiv gegentber Superoxid ist [200], reagiert es nicht direkt mit Superoxid, da
es zuerst von Wasserstoffperoxid in Gegenwart von Peroxidasen oder anderen
ROS/RNS-Intermediaten oxidiert werden muss [200]. Des Weiteren ist L-012 kein sehr
effizientes Substrat fur die direkte Reaktion mit den Peroxidasen, da hierzu sehr hohen
Konzentration von L-012 bendtigt werden [200]. Dagegen reagiert DHR, zusétzlich zu
den oben genannten ROS/RNS-Intermediaten, sehr gut mit Wasserstoffperoxid [207,
239, 240]. Die ineffiziente Reaktion von L-012 mit Wasserstoffperoxid kdnnte der
Grund fur die Unterschiede in der ROS/RNS-Produktion zwischen der in vivo Ol-Mes-
sung und der ex vivo DHR-Messung in den entziindlichen Ohren von MPO”- Mausen
sein. Des Weiteren, zeigte Schirmann N. et al. das MPO-defiziente Neutrophile eine
erhdohte Akkumulation von Wasserstoffperoxid aufweisen [241]. Somit kdnnten die L-
012 Ol-Messungen, die eventuell erhdhte Produktion an Wasserstoffperoxid oder Su-
peroxid in den Ohren von MPO”- M&usen nicht vollstandig erfassen, und somit nicht
die tatsachliche ROS/RNS Produktion wiederspiegeln. Der Vergleich von in vivo Mes-
sungen mit ex vivo Messungen ist jedoch immer schwierig, da aus den entziindeten
Ohren stammende Leukozyten durch die Homogenisierung des Ohrgewebes erheb-
lich beeintrachtigt werden, was bei in vivo Messungen nicht der Fall ist“ [206].

1 Ubersetzt und sinngemal adaptiert von Mehling R. et al (2021). Die Diskussion in der aufgefihrten
Studie Mehling R. et al. (2021), Referenz [206] wurde von mir eigenstandig verfasst.
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4.1.1 iNOS-Defizienz

,Die Ergebnisse in dieser Arbeit legen nahe, dass iINOS eher eine untergeordnete
Rolle bei der ROS/RNS-Produktion wahrend der akuten und chronischen Kontaktal-
lergie spielt. Eine Studie von Abu-Soud et al. zeigte, dass Stickoxid die katalytische
Peroxidaseaktivitat von MPO durch zwei Mechanismen modulieren kann: 1) niedrige
Stickoxidkonzentrationen verstarken die Peroxidaseaktivitat indem sie die Akkumula-
tion von Komplex Il minimieren; 2) hohe Stickoxidkonzentrationen férdern die Bildung
des Nitrosylkomplexes MPO-Fe(lll)-NO, wodurch die katalytische Aktivitat von MPO
verringert wird [242]. DarUber hinaus kann Stickstoffmonoxid die Superoxidproduktion
verringern indem es die Aktivitdt von NOX2 herunterreguliert [243-245]. Daher kénnte
die INOS Defizienz die Bioverfligbarkeit von Superoxid fur die Bildung von anderen
ROS-Intermediaten erhdhen, wodurch die niedrigere RNS-Konzentration kompensiert
werden konnte. Stickstoffmonoxid spielt eine wichtige Rolle bei entziindlichen Prozes-
sen. Es wirkt vasorelaxierend auf die Blutgeféal3e [246] und hat eine hemmende Wir-
kung auf die Adhasion von Blutplattchen und Neutrophilen, indem es die Adhasions-
molekile wie ICAM-1, P-Selektin und asfi-Integrin (VLA-4) herunterreguliert [245,
247-250]. Mausen die mit dem spezifischen iINOS-Inhibitor L-Né-Iminoethyllysin thera-
piert worden sind, entwickelten eine starkere FITC- und DNFB-induzierte Kontaktaller-
gie aufgrund der verbesserten Migration und des verlangerten Uberlebens von dend-
ritischen Zellen in der Haut [251]. Nichtsdestotrotz zeigte Ross et al. in einer Studie,
dass die akute Kontaktallergie durch die Verabreichung von Aminoguanidin, welches
das INOS-Isozym bevorzugt hemmt, signifikant reduziert werden kann [252]. Diese
Daten sind im Einklang mit den histopathologischen Befunden der entziindeten Ohren
von iINOS” Mausen in dieser Arbeit, die ebenfalls eine etwas geringere akute Kontakt-
allergie aufwiesen. Jedoch hatte die iINOS-Defizienz keinen Einfluss auf den Verlauf
der Ohrschwellungsreaktion sowie die Rekrutierung von Neutrophilen in das entzin-
dete Ohrgewebe“t [206] (Abbildung 14 und Abbildung 18). ,Ahnliche Ergebnisse
wurden bereits von anderen Gruppen beschrieben. Die therapeutische Reduktion von
Stickstoffmonoxid durch Aminoguanidin wahrend der experimentellen Sepsis erhéhte
die Neutrophilen-Migration, wahrend iNOS”- Mause im Vergleich zu den Wildtyp-M&au-

sen keine Unterschiede in der Neutrophilen-Migration aufwiesen [253, 254]" [206].

1 Ubersetzt und sinngemal adaptiert von Mehling R. et al (2021). Die Diskussion in der aufgefiihrten
Studie Mehling R. et al. (2021), Referenz [206] wurde von mir eigensténdig verfasst.
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4.1.2 MPO-Defizienz

,Untersuchungen von MPO-- Mausen zeigten, dass die MPO Defizienz und die damit
einhergehende Beeintrachtigung der ROS-Produktion mit einer erhéhten chronischen
Entziindung assoziiert ist, was auf eine entziindungshemmende Rolle von MPO wah-
rend der chronischen Kontaktallergie hindeutet. MPO-abhangige ROS sind Hauptme-
diatoren fir Gewebeschaden und Organentziindungen in einer Vielzahl von chroni-
schen Erkrankungen [255-257]. Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass MPO-Defizi-
enz die Atherosklerose und Autoimmunerkrankungen wie die rheumatoide Arthritis und
Multiple Sklerose verstarken, indem sie die adaptive Immunantwort forcieren [56, 258].
Odobasic et al. zeigte, dass Mause mit einer MPO-Defizienz eine starkere Ovalbumin-
induzierte Kontaktallergie und Antigen-induzierte Arthritis entwickeln. MPO-Defizienz
fuhrte zu einer gesteigerten DC-Aktivierung, Antigenprozessierung und Migration zu
den Lymphknoten was mit einer erhohten T-Zell-Aktivierung und Proliferation einher-
ging [259]. Ahnliche Ergebnisse wurden in einem experimentellen Modell der Lupus-
Nephritis beobachtet. MPO-Defizienz fuhrte zu einer verstarkten Nierenschadigung,
die ebenfalls mit einer gesteigerten DC-Aktivierung und Migration in die sekundar lym-
phatischen Organen sowie einer erhohten Akkumulation von Neutrophilen, CD4* T-
Zellen und Makrophagen in die Glomeruli einherging [260]. Der genaue Mechanismus,
wie MPO die dendritischen Zellen moduliert, ist allerdings noch unklar und bedarf wei-
terer Forschung. Jedoch suggerieren unterschiedliche Studien, dass von MPO gebil-
dete Hypochlorsaure zur Konformationsanderungen ,Macrophage-1 antigen“ Mac-1
(CD11b/CD18) fuhrt, einem inhibitorischen Rezeptor von DCs, welche die Funktion
von DCs hemmt und dadurch die nachfolgende adaptive Immunantwort beeintrachtigt
[56] . Obwohl die entziindeten Ohren von MPO”- Mausen eine erhéhte Neutrophilen-
und T-Zell-Akkumulation aufwiesen (Abbildung 18), zeigten die Studien der hier vor-
gelegten Arbeit keine Unterschiede in der Aktivierung und der relativen Anzahl von T-
Zellen sowie in der Akkumulation von DCs in die dLKs und Milzen im Vergleich zum
Wildtyp-Mausen (Abbildung 17). Diese Ergebnisse suggerieren, dass die pro-in-
flammatorische Wirkung der MPO-Defizienz wahrend der chronischen Kontaktallergie
hauptsachlich auf die ver&nderte Funktion der Neutrophilen zurtickzufihren ist [258].
Mehrere in vitro und in vivo Studien haben gezeigt, dass MPO-defiziente Neutrophile
welche mit Zymosan, einem Antagonisten fir TLR-2 &hnlich wie das TNCB, stimuliert
wurden eine erhdhte Expression von pro-inflammatorischen Zytokinen und Chemoki-

nen aufwiesen [261-263]. Tateno et al. zeigte, dass die exogene Applikation von H20:2
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zusatzlich zu Zymosan die Phosphorylierung von ERK1/2 verstarkt. Im Gegensatz
dazu fuhrt eine exogene Applikation von HOCI zu einer Hemmung der NF-kB-Aktivitat.
Somit konnte der Mangel an HOCI als auch die verstarkte Akkumulation von H20:2
aufgrund einer MPO-Defizienz zur gesteigerten Expression von pro-inflammatorischen
Zytokinen in den Neutrophilen fuhren [263]. Des Weiteren kann HOCI die Expression
von endothelialen Adhasionsmolekilen hemmen als auch die adhasiven Eigenschaf-
ten der subendothelialen Matrix stéren [264-266]. Dies konnte auch der Grund fur die
verstarkte Infiltration von Neutrophilen in die entziindeten Ohren von MPO” M&ausen
sein (Abbildung 18 D)“ [206].

Die Analyse des oxidativen Stresses in den entziindeten Ohren von MPO” Mausen
ergab eine leicht erhéhte Lipidperoxidation (MDA) und eine ahnliche DNA-Oxidation
(8-OHdG) im Vergleich zu den Wildtyp-Mausen (Abbildung 22). ,Brovkovych et al.
zeigte, das MPO-Defizienz zu einer erhohten Konzentration an Stickstoffmonoxid und
anderen RNS-Intermediaten fihrt, indem es die Expression und die Aktivitat von iNOS
erhoht [267]™ [206]. Somit kdnnte die fehlende Produktion von Hypochlorsaure und
anderer MPO-abhéangiger ROS durch die erhéhte Produktion von RNS kompensiert
werden und so zu einem &ahnlich hohen oxidativen Stress in den entziindeten Ohren
von MPO” Mausen fiihren [206]. Allerdings konnten im Rahmen dieser Promotionsar-
beit keine Hochregulation der mRNA-Expression von INOS mittels RT-PCR-Analyse
festgestellt werden (negativer Nachweis: Signaldetektion Uber 32 Zyklen). ,Des Wei-
teren zeigten MPO” Mause mit einer akuten Lipopolysaccharid-induzierten Lungen-
entziindung eine ahnliche Expression von HO-1, einem Indikator fur oxidativen Stress,
wie die Wildtyp-Mause [268]" [206]. Zusammengefasst deuten die aufgeflhrten Stu-
dien als auch die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit darauf hin, dass Mause mit
MPO-Defizienz in der Lage sind einen &hnlich hohen oxidativen Stress zu entwickeln
wie die Wildtyp-Mause.

In der Tat zeigten MPO-defiziente Mause, welche mit Salmonellen infiziert wurden,
erhohte das H202-Level im Gewebe sowie eine erhohte Lipidperoxidation und ver-
starkte oxidative DNA-Schaden (8-OHdG) im Vergleich zu den Wildtyp-Mausen [241].
Wahrend des oxidativen Bursts produzieren die Neutrophilen tlber NOX2 grof3e Men-
gen an Superoxid, das zu H202 dismutiert. H20:2 ist sehr stabil und kann leicht in das

umgebende Wirtsgewebe diffundieren und somit das Risiko fur durch oxidativen Stress

1 Ubersetzt und sinngemal adaptiert von Mehling R. et al (2021). Die Diskussion in der aufgefiihrten
Studie Mehling R. et al. (2021), Referenz [206] wurde von mir eigenstandig verfasst.
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indizierte Kollateralschaden erheblich erh6hen. MPO wandelt das stabile diffusionsfa-
hige H202 in HOCI, welches sehr schnell innerhalb weniger Nanometer mit den umge-
benen Biomolekllen reagiert. Des Weiteren kann MPO direkt an die Oberflachen von
verschiedenen Mikroorganismen binden und somit gezielt Krankheitserreger durch
Oxidation, bei geringem Risiko von oxidativen Stress induzierten Kollateralschaden,
bekampfen [241]. ,Nichtsdestotrotz scheint ein MPO-Mangel bei verschiedenen ent-
zundlichen Erkrankungen wie Herz-Kreislauf-Erkrankungen, neuronalen Erkrankun-
gen, Lungen- und Nierenentziindungen von Vorteil zu sein [258]. Dies lasst vermuten,
dass die Balance der MPO-induzierter lokaler Gewebeschadigung und der MPO-as-
soziierter Inhibition der adaptiven Immunantwort bei verschiedenen Erkrankungen un-
terschiedlich ausfallt und somit den Krankheitsverlauf begiinstigen oder verschlimmern
kann [56]™ [206]. Die im Rahmen dieser Arbeit prasentierten histopathologischen Un-
tersuchungen ergaben widerspriichliche Ergebnisse bezlglich des Einflusses von
ROS/RNS auf die chronische Kontaktallergie. Obwohl die entziindlichen Ohren von
MPO” wie auch gp91Phox- Mause eine starke Reduktion der ROS/RNS Produktion
aufwiesen, entwickelten die MPO” Mausen eine eher starkere chronische Entzin-
dung. Im Gegensatz hierzu entwickelten gp91P"o- Mause eine mildere chronische
Kontaktallergie (Abbildung 18 D). Dies betont erneut den spezifischen und selektiven
Einfluss der einzelnen ROS- und RNS-Intermediate auf die Entziindungsprozesse als

auch deren Kompensationsmechanismen.

4.1.3 NOX-Defizienz

Obwonhl die Tnf mRNA-Expression in den entziindeten Ohren von gp91Phox- Mausen
mit chronischer Kontaktallergie signifikant erhéht war, zeigten diese Mause einen mo-
deraten entzundlichen Phénotyp (Abbildung 18 und Abbildung 19). ,Zahlreiche Stu-
dien haben gezeigt, dass ROS die TNF-induzierte Apoptose als auch die Transkription
von NF-kB regulieren kann [269-271]. Somit kann ROS, durch die anhaltende Aktivie-
rung von JNK als auch durch die Inhibition des NF-kB-Signalwegs, die TNF-induzierte
Apoptose vermitteln, wodurch inflammatorische Prozesse und die daraus resultieren-
den Gewebsschadigungen verstarkt werden [272-275]. Daher kdnnte eine beeintrach-
tigte ROS/RNS-Produktion in den Ohren von gp91P"- Mausen die Wirkung von TNF

abmildern und zu einer verringerten Entziindung beitragen. Des Weiteren zeigten die

1 Ubersetzt und sinngemal adaptiert von Mehling R. et al (2021). Die Diskussion in der aufgefiihrten
Studie Mehling R. et al. (2021), Referenz [206] wurde von mir eigenstandig verfasst.
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Untersuchungen dieser Dissertationsschrift, dass ein Knockout in NOX2 die Tiere wéah-
rend der chronischen Kontaktallergie nicht vor oxidativen Stress schitzt (Abbildung
22). Eine Studie von Sundqvist et al. zeigte, dass Patienten mit chronischer Granulo-
matose die kein funktionelles NOX2 besitzen, eine erhdhte mitochondriale ROS-Pro-
duktion und oxidativen Stress aufwiesen [276]. Eine zusatzliche Inhibition von mito-
chondrialen ROS mittels MitoTEMPO bei gp91Phox- Mausen hatte jedoch keinen Ein-
fluss auf den Verlauf der akuten und chronischen Kontaktallergie (Abbildung 28). Dies
deutet darauf hin, dass vermutlich andere ROS/RNS-Quellen fiir den oxidativen Stress
verantwortlich waren. In der Tat zeigten alle im Rahmen dieser Arbeit untersuchten
differentiell ROS defizienten Mause wahrend der akuten und chronischen Kontaktal-
lergie eine erhdhte Xanthinoxidase mRNA-Expression (Abbildung 20). In einem expe-
rimentellen Modell der Lipopolysaccharid-induzierten Dermatitis, welches unabhangig
von einer adaptiven Immunantwort ist, konnte Nakai et al. zeigen, dass nicht NOX2,
sondern Xanthinoxidase und iINOS die Hauptquellen fir ROS/RNS darstellen [277].
Andere NOX-Isoformen kdnnten ebenfalls zu oxidativem Stress beitragen. In vitro Stu-
dien haben gezeigt, dass NOX4 die Hauptquelle fir ROS in humanen Fibroblasten aus
lasionaler Haut von Psoriasis vulgaris Patienten essenziell fir die Redox-vermittelte
Modulation des Metabolismus in Keratinozyten ist [278]. Des Weiteren fuhrt eine Inhi-
bition von NOX1 in Keratinozyten aus lasionaler Haut von Patienten mit atopischer
Dermatitis zu einer signifikant reduzierten ROS Produktion [279]. Dartber hinaus wird
NOX4 sehr stark von Endothelzellen exprimiert und spielt eine wichtige Rolle bei vielen
entzindlichen Prozessen und Erkrankungen wie zum Beispiel bei entztindlichen Ver-
anderungen im Rahmen der Arthrose, der Nephritis sowie der durch Ischamie ausge-
I6sten Hypoxie und Angiogenese [73, 280, 281]. Daher kénnten residente Zellen wie
Keratinozyten, Fibroblasten und Endothelzellen auch durch andere NOX-Isoformen
zur lokalen ROS/RNS-Produktion und zu oxidativem Stress in den entziindeten Ohren
von gp91rhox- Mausen beitragen. Ob die in vitro Befunde auch auf lebende Organis-
men Ubertragbar sind, bedarf weiterer Forschung. Denn die Wechselwirkung zwischen
verschiedenen residenten und infiltrierenden Immunzellen kann deren Metabolismus
und Funktion erheblich beeinflussen“t [206]. So konnten im Rahmen dieser Arbeit
durchgeftihrten in vivo Studie keine Unterschiede in der ROS-Produktion in den ent-

zundlichen Ohren von NOX4”/ Mausen aufzeigen. Allerdings zeigten die NOX4-

1 Ubersetzt und sinngemal adaptiert von Mehling R. et al (2021). Die Diskussion in der aufgefiihrten
Studie Mehling R. et al. (2021), Referenz [206] wurde von mir eigenstandig verfasst.
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Mause eine etwas starkere Ohrschwellung wahrend der chronischen Kontaktallergie
(Abbildung 31), was im Widerspruch zu der reduzierten T-Zellaktivierung in den dLK
steht (Abbildung 32). Die Expression von CDG69 reflektiert die Aktivierung und Prolife-
ration von T-Zellen, B-Zellen und Makrophagen [282, 283]. Im Rahmen dieser Arbeit
lag der Fokus jedoch auf der CD69 Expression von T-Zellen. Dem CD69 scheint aller-
dings auch eine immunsuppressive Rolle zugeschrieben, indem es die Produktion von
IL-10 in regulatorischen T-Zellen vorantreibt [284]. Des Weiteren reguliert CD69 die
Retention von T-Zellen im Gewebe sowie deren Produktion der Chemokine CCL-1,
CXCL-10 und CCL-19 [285]. Dies konnte die Chemotaxis und Migration von T-Zellen
aus den dLK in die entziindeten Ohren von NOX4- Mause beglinstigen und so die
chronische Entziindung vorantreiben. Um dies zu Uberprifen bedarf es jedoch detail-
lierter immunhistochemischer Analysen der dLK und des entziindlichen Ohrgewebes.
Aufgrund der marginalen Unterschiede in der klinischen Ausprégung der Entziin-
dungsreaktion (Ohrschwellung) zwischen den NOX4”- und Wildtyp-Mausen wurde auf
weiterfihrende histopathologische Analysen verzichtet.

,Die aktuelle Studienlage zeigt, dass NOX2-Defizienz bei Menschen und Nagetieren
oft mit Autoimmunitat und immunvermittelten inflammatorischen Erkrankungen asso-
Ziiert ist [286-288]. Beispielsweise entwickeln Mause mit einem Defekt in Ncfl, einer
zytosolischen Untereinheit von NOX2, aufgrund einer verstarkten Aktivierung von au-
toreaktiven T-Zellen eine schwere kollageninduzierte Arthritis und EAE [289]. Ein mdg-
licher Mechanismus, wie NOX2 die Immunantwort regulieren kann, ist die Redox-ab-
hangige Modifikation der Oberflachenmolekile von T-Zellen [290]. ROS kann die T-
Zellen direkt regulieren, indem es die (-Kette des T-Zell-Rezeptor oder Cofilin, welches
die Depolymerisierung des Aktins im Zytoskelett reguliert, oxidiert, was zu einer Hy-
poreaktivitat von T-Zellen fuhrt [291, 292]. Im Gegensatz dazu kdnnen von NOX2 ab-
stammende ROS-Intermediate durch eine verstéarkte Lipidperoxidation und Zellmemb-
ranzerstorung ein Antigenleck im Endosomen hervorrufen, wodurch die Kreuzprasen-
tation von Antigenen durch MHC-Klasse-1 an CD8* T-Zellen verstarkt wird [293]. Ob-
wohl die Lipidperoxidation in den entziindeten Ohren von gp91P">- Mausen im Ver-
gleich zu den Wildtyp-Mausen leicht verringert war (p = 0,065; nicht signifikant), wurde
im Rahmen dieser Promotionsarbeit keine Unterschiede in der T-Zell-Aktivierung und-

Differenzierung (Abbildung 17) beobachtet, was darauf hindeutet, dass diese durch
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die reduzierte ROS/RNS-Produktion in ihrer Funktion nicht beeintrachtigt waren“
[206].

Beim Vergleich der beiden Kontaktallergiemodelle, zeigten die gp91P"x- Mause wah-
rend der Oxazolon-induzierten Kontaktallergie eine deutlich starkere chronische Ent-
ztndung mit starkerem Immuninfiltrat als die Wildtyp-Mause (Abbildung 36). Dagegen
waren die Entziindungsreaktion und das Immunzellinfiltrat deutlich schwacher ausge-
pragt als bei der chronischen TNCB-induzierten Kontaktallergie. Eine mdgliche Erkla-
rung konnte die unterschiedliche Thl- und Th2- Balance der T-Zellabh&ngigen Immun-
antwort sein. Generell zahlen TNCB und Oxazolon zu den Haptenen die tendenziell
eher eine Th1l-dominante Immunantwort auslésen. Jedoch zeigen einige Studien, dass
das Oxazolon tendenziell eine etwas starker Th2-polarisierte Immunantwort auslost,
mit erhohter 1L-4 und IL-10 Produktion [30, 294]. Des Weiteren fuhren wiederholte
Kontakte mit den entsprechenden Haptenen zu einer Verschiebung der Th1-Th2-Ba-
lance in Richtung einer Th2-Polarisierung [36, 37]. Studien in NOX2-defizienten Mau-
sen und in CGD-Patienten die keine funktionelle NOX2 besitzen, haben gezeigt, dass
NOX2-Defizienz mit einer starkeren Th2-Immunantwort einhergeht [295, 296]. Somit
kénnte die Th2-Immunantwort in den gp91°P"*- Mausen durch das Oxazolon starker

ausfallen wodurch sich auch die chronische Entziindungsreaktion verstarken wirde.

4.1.4 Metabolomanalysen

Die metabolische Analyse von entziindeten Ohren mit chronischer TNCB-spezifischer
Kontaktallergie ergab ahnlich stark erhdhte GSSH-Spiegel in allen Versuchsgruppen
mit differentiell beeintrachtigten ROS/RNS im Vergleich zu gesunden naiven Mausen,
was auf einen ahnlich hohen oxidativen Stress in allen Versuchsgruppen hindeutet
(Abbildung 21 C). ,Unter physiologischen Bedingungen liegen 98% des GSH in redu-
zierter Form vor [297]. Wahrend des oxidativen Stresses oxidiert GSH zu GSSH, wel-
ches durch die Gluthation-Reduktase, unter Verbrauch von NADPH, wieder zu zwei
reduzierten GSH zuriickgewonnen wird [298]": [206]. Die Menge an NADP/NADPH ist
abhéangig von der Bioverfigbarkeit von NAD* und dessen Prakursor [299]. Die NAD*-
Glykohydrolase (CD38) ist neben Poly(ADP-Ribose)Polymerase-1 (PARP-1) eines der
wichtigsten NAD*-konsumierenden Enzyme. PARP-1 repariert die DNA-Doppelstrang-

briche, die z.B. durch oxidativen Stress entstehen und wird deshalb wahrend der

1 Ubersetzt und sinngemal adaptiert von Mehling R. et al (2021). Die Diskussion in der aufgefiihrten
Studie Mehling R. et al. (2021), Referenz [206] wurde von mir eigenstéandig verfasst.
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Entztindungsreaktion sehr stark in einer Vielzahl von Zellen exprimiert [300, 301].
,Dies konnte die verringerten NAD*-Konzentrationen in den entziindeten Ohren wéh-
rend der chronischen Kontaktallergie erklaren. Des Weiteren, konnten die niedrigen
NAD*-Konzentrationen zu erhéhten GSSH-Spiegeln beitragen und somit den oxidati-
ven Stress verstarken. Dartber hinaus deutet die Depletion von Arginin und Prolin
[302], die als Préakursor fir die Biosynthese von Stickstoffmonoxid dienen [303], auf
eine starke Aktivitat von NOS-Enzymen wahrend der chronischen Kontaktallergie hin“
[206]. Allerdings konnten im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit keine erhdhte iINOS
und eNOS Expression wahrend der akuten und chronischen Kontaktallergie festge-
stellt werden (negativer Nachweis: Signaldetektion Uber 32 Zyklen). Interessanter-
weise war die Taurinkonzentration ausschlieRlich in gp91°P"o- Mausen erhoht. Studien
haben gezeigt das Gewebe mit erh6htem oxidativem Stress mit einer hoheren Kon-
zentration von Taurin einhergehen. Taurin spielt neben zahlreichen physiologischen
Prozessen auch eine antioxidative Rolle, indem es z.B. die Hypochlorsaure neutrali-
siert und so die Zellen vor dem oxidativen Stress schitzt [304]. Im Rahmen dieser
Arbeit konnten wir zudem beobachten das die Konzentration an Taurin negativ mit der
ROS-Produktion korreliert (Abbildung 21 C). So kénnte die geringere ROS-Produk-
tion in den entziindlichen Ohren von gp91P"°x- Mausen zum verringerten Verbrauch
von Taurin fihren und somit zu einer erhéhten Konzentration von Taurin beitragen.
Des Weiteren zeigten entziindete Ohren von Mausen mit chronischer Kontaktallergie
im Vergleich zu gesunden Ohren von naiven Mausen stark erhhte Konzentration von
Ascorbat (das Salz der Ascorbinsaure besser bekannt als Vitamin C). Vitamin C ist ein
wichtiges Antioxidans und ein Radikalfanger. Harrison et al. konnte zeigen, dass
Méuse die kein Vitamin C synthetisieren kdnnen (dies gilt auch fur den Menschen)
einen erhdhten oxidativen Stress entwickeln [305]. Jedoch wird bei der Synthese von
Ascorbat vermehrt GSH konsumiert [306]. Dies konnte ebenfalls die erhéhte Konzent-
ration an GSSH erklaren. Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse zei-
gen eine Hochregulation der Ascorbat-Synthese im Zusammenhang mit der entzin-
dungsabhangigen Erhdhung des oxidativen Stresses. Der genaue Einfluss der Ent-
zundung auf die Ascorbat-Synthese bedarf jedoch weiterfihrender Untersuchungen.

1 Ubersetzt und sinngemal adaptiert von Mehling R. et al (2021). Die Diskussion in der aufgefiihrten
Studie Mehling R. et al. (2021), Referenz [206] wurde von mir eigenstandig verfasst.
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4.1.5 NET-Bildung wahrend der Kontaktallergie

Die NET-Bildung wurde als ein grundlegender Mechanismus der angeborenen Immun-
abwehr gegen verschiedene Krankheitserreger identifiziert. Dartiber hinaus zeigen im-
mer mehr Studien die Relevanz von NETSs in zahlreichen Autoimmunerkrankungen [3].
,Derzeit werden zwei Hauptmechanismen der NET-Bildung beschrieben: Die NADPH
Oxidase-abhangige und die NADPH Oxidase-unabhangige NET-Bildung [108]. Die
Fluoreszenzmikroskopie Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit zeigten eine dhnlich
stark ausgepragte NET-Bildung in den entziindeten Ohren von gp91Ph°*/- Mausen wie
in den Wildtyp-Mausen (Abbildung 23). Dies deutet auf eine NADPH Oxidase-unab-
hangige NETosis wahrend der akuten Kontaktallergie hin. Bestimmte Stimulanzen wie
Immunkomplexe, lonomycin und Nikotin kbnnen NETs unabhéangig von der NADPH
Oxidase bilden, diese sind jedoch auf die mitochondriale ROS-Produktion angewiesen
[112]. Interessanterweise, zeigten die entziindeten Ohren von gp91Pho*- Mausen mit
akuter Kontaktallergie ahnlich hohe 8-OHdG Levels wie die Wildtyp-Mause (Abbil-
dung 22). Ob die DNA Oxidation und die NET-Bildung auf die mitochondriale ROS-
Produktion oder andere ROS Quellen zurtickzuftihren ist, ist noch unklar und bedarf
weiterfihrende Untersuchungen. Allerdings scheint die DNA Oxidation eine essentielle
Rolle bei NET-Bildung zu spielen. ,Lood et al. berichtete, dass die mitochondriale und
chromosomale DNA in NETs hohe Mengen an 8-OHdG aufweist [107]. Oxidierte DNA
ist stabiler gegenuber Nukleasen wie DNase | und hat eine hohere Immunogenitat
[107, 128, 307]. Dies kénnte auch der Grund fir die ausgepragte Akkumulation von
OGGL1 in den NETs sein. Somit scheint OGGL1 ein exzellenter Marker zur Darstellung
von NETs in Geweben zu sein“t [206].

,=Daruber hinaus waren die NETs in den Wildtyp-Mausen stark positiv fur die H3-Citrul-
linierung, jedoch nicht die NETs in dem Ohrgewebe von gp91Phox/- Mausen (Abbil-
dung 24), was darauf hinweist, dass NADPH Oxidase ein vorangeschalteter Regulator
der H3-Citrullinierung ist*! [206]. Ahnliche Beobachtungen wurden bereits von anderen
Forschungsgruppen gemacht, die gezeigt haben, dass die Inhibition der NADPH-Oxi-
dase zu einer verringerten Citrullinierung fuhrt [3]. Des Weiteren, kann Wasserstoff-
peroxid sowie die Proteinkinase CC, welche beide am oxidativen Burst beteiligt sind,
PAD4 aktivieren. Dies lasst die Vermutung zu, dass PAD4 Downstream von ROS liegt

[3]. Zudem haben Studien gezeigt, dass eine PAD4-vermittelte Citrullinierung fur die

1 Ubersetzt und sinngemal adaptiert von Mehling R. et al (2021). Die Diskussion in der aufgefiihrten
Studie Mehling R. et al. (2021), Referenz [206] wurde von mir eigenstandig verfasst.
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NADPH Oxidase-unabhangige NET-Bildung erforderlich ist [108]. Es wird angenom-
men, dass der dabei entstehende Calciuminflux PAD4 aktiviert, welches wiederum die
Citrullinierung von Histonen mediiert und dadurch die Dekondensation von Chromatin
auslost [112]. Allerdings wird die Annahme, dass eine PAD4-vermittelte Histon-Citrul-
linierung fur die NET-Bildung erforderlich ist, kontrovers diskutiert und eine Vielzahl
von Studien konnte bereits eine PAD4-unabhéngige NET-Bildung nachweisen [113,
308]. ,Die Citrullinierung von Histon H3 kann auch durch PAD2 erfolgen, welche eben-
falls in Neutrophilen stark exprimiert wird [309, 310]“ [206]. So konnte Bawadekar M.
et al. zeigen, dass PAD2 und nicht PAD4 bei der TNF induzierten rheumatoiden Arth-
ritis far die Proteincitrullinierung hauptverantwortlich ist und PAD2 fiir die NET-Bildung
nicht erforderlich ist [311]. TNF ist eines der bedeutendsten Zytokine der Kontaktaller-
gie. Somit konnte TNF Uber PAD2 die H3-Citrullinierung in den PAD4”- Mausen indu-
zieren. ,Eine aktuelle Studie mit humanen Neutrophilen von Zhou et al. zeigte, dass
die PAD4-vermittelte Citrullinierung direkt mit dem oxidativen Burst zusammenhangt
[312]. PAD4 ist in seiner inaktiven Form physisch mit den zytosolischen Untereinheiten
p47Phox und p67Pox der NOX2 verbunden. Die Aktivierung von PAD4 bewirkt die Citrul-
linierung von p47°P"x und p67°P"°*, die sich darauf von PAD4 ablosen. Hierdurch wird
die Aktivierung und Assemblierung der NOX2 und folglich die ROS-Produktion inhibiert
[312]. Die in vivo Ol-Ergebnisse der hier vorgelegten Arbeit zeigten jedoch keinen Un-
terschied in der ROS/RNS-Produktion bei PAD4”- Mausen im Vergleich zu Wildtyp-
Mausen (Abbildung 26 A). Diese Diskrepanz kdnnte eventuell auf die speziesbeding-
ten Unterschiede zwischen den murinen und humanen Neutrophilen zurtickgefiihrt
werden [313, 314]. So ist die Bindung von Phosphatidylinositol-3-phosphat an p40prhox,
einem selektiven Regulator der NADPH Oxidase, fur die NADPH-Oxidase-Aktivierung
und den oxidativen Burst in humanen Neutrophilen jedoch nicht in murinen Neutrophi-
len erforderlich [315]“! [206]. Die hier vorgelegten Ergebnisse belegen erstmals, die
Bildung von NETs wahrend der TNCB-induzierten Kontaktallergie [206]. Denn bis dato
gab es keine murine oder humane Studien tber die Rolle von NETs in der allergischen
Kontaktdermatitis. Lediglich eine Studie von Simon D. et al. untersuchte die Bildung
von eosinophilen extrazellularen ,Traps®in Hautproben von Patienten mit atopischer
Dermatitis und allergischer Kontaktdermatitis [206, 316]. Eine neulich verdffentlichte

Studie von Hasegawa Y. et al. (2022) zeigte, dass Mause mit einem Knockout im

1 Ubersetzt und sinngemal adaptiert von Mehling R. et al (2021). Die Diskussion in der aufgefiihrten
Studie Mehling R. et al. (2021), Referenz [206] wurde von mir eigensténdig verfasst.
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Interleukin 36-Rezeptor-Antagonist (IL-36Ra”) eine starkere akute Kontaktallergie ent-
wickelten als die Wildtyp-Mause, aufgrund einer verstarkten NET-Bildung. Dabei fihrte
die Therapie mit dem PAD-Inhibitor CI-Amidin zu einer signifikant reduzierten Ohr-
schwellungsreaktion in IL-36Ra”’- und Wildtyp-Mausen, indem es die NET-Bildung in-
hibierte [317]. Dagegen zeigten die entziindlichen Ohren von PAD4” M&ausen im Rah-
men dieser Dissertationsarbeit keine signifikanten Unterschiede in der Ohrschwel-
lungsreaktion, trotz der reduzierten NET-Bildung (Abbildung 26). CI-Amidin inhibiert
nicht nur PAD4 sondern auch PAD1 und PAD3 [318]. PAD1 und PAD3 werden stark
in der Epidermis exprimiert und spielen eine wichtige Rolle bei der Regulation und
Differenzierung von Keratinozyten [319-321]. Somit kénnte die Therapie mit Cl-Amidin
in der Studie von Hasegawa Y. et al. [318] die PAD1- und PAD3-abhéangige Differen-
zierung von Keratinozyten beeinflussen was zu einem milderen Verlauf der Kontaktal-
lergie fuhrte.

Des Weiteren konnten im Rahmen dieser Promotionsarbeit in Mausen mit MPO-Defi-
zienz ebenfalls NETs nachgewiesen werden (Abbildung 25) [206]. MPO spielt eine
zentrale Rolle bei der NADPH Oxidase-abhangigen NET-Bildung indem es die NE ak-
tiviert worauf diese in den Nukleus transloziert und dort die Histone proteolytisch spal-
tet, was deren Dekondensation beglnstigt. Die anschlieRende Bindung der synergis-
tisch wirkenden NE und MPO an das Chromatin treiben die Dekondensation weiter
voran [111]. Die Rolle von MPO bei der NET-Bildung ist jedoch von der Art des Stimu-
lus abhéangig. So sind MPO-defizienten Neutrophile welche mit P. aeruginosa, S. au-
reus oder E. coli stimuliert wurden in der Lage NETSs freizusetzen. Die Stimulation von
MPO-defizienten Neutrophilen mit PMA ist hingegen nicht in der Lage NETs zu indu-
zieren [322]. Rocheal NC. et al. konnte experimentell zeigen, dass die Stimulation von
humanen Neutrophilen mit Leishmanien sowohl die klassischen NADPH Oxidase-ab-
hangige als auch eine frihe ROS- und MPO-unabhangige NET-Bildung auslésen kann
[323]. Somit ist es denkbar, dass wahrend der TNCB-induzierten Kontaktallergie die
NET-Bildung ebenfalls auf mehreren Wegen ausgeldst wird, womit die Defizienz in
NOX2, MPO oder PAD4 génzlich oder zum Teil kompensiert werden konnte.

4.1.6 Pharmazeutische Inhibition von ROS/RNS als ein therapeutischer

Ansatz

,Die Klarung ob oxidativer Stress einer der Hauptursachen fur Erkrankung oder nur ein

Nebenprodukt darstellt ist klinisch insbesondere zum besseren Verstandnis von
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Neutrophilen-reichen T-Zell-vermittelten fortschreitenden Autoimmunerkrankungen
von besonderer Bedeutung. Daher kdnnen antioxidative Therapien bei Erkrankungen,
bei denen oxidativer Stress nicht der maf3gebliche Faktor ist, sich als unwirksam er-
weisen [324]. Viele Studien konnten zeigen, dass oxidativem Stress eine zentrale Rolle
in der Pathogenese verschiedener Krankheiten spielt, insbesondere bei mit Neutrophi-
len-reichen Autoimmunerkrankungen wie der rheumatoider Arthritis, Psoriasis vulga-
ris, Colitis ulcerosa und Morbus Crohn [325-327]. Leider scheiterten im Rahmen von
klinischen Studien die meisten therapeutischen Ansatze mit Antioxidantien, da diese
keine oder eine nur stark begrenzte Therapieeffizienz zeigten [324, 328]. Dies l6ste
eine starke Skepsis gegeniber Antioxidantien-Therapien aus. Die Griinde fir das Ver-
sagen von Antioxidationsbehandlungen sind sehr vielfaltig. Hierfir verantwortlich
konnten eine zu geringe Bioverfligbarkeit oder Dosierung, ungeeignete Verabrei-
chungszeitpunkte und Frequenzen, die Therapiedauer, eine schlechte Spezifitat der
Wirkstoffe als auch deren Toxizitéat sein [324]. Darlber hinaus befinden sich einige der
antioxidativ wirksamen Verbindungen im erfolgreichen klinischen Einsatz. Es handelt
sich bei diesen Wirkstoffen jedoch nicht per se um Antioxidantien, da diese auch zahl-
reiche Auswirkungen auf3erhalb ihrer therapeutischen Zielstrukturen zeigen, soge-
nannte Off-Target-Effekte. Beispielsweise ist Dimethylfumarat (DMF) zur Behandlung
von Multipler Sklerose [329] und der Psoriasis vulgaris [330] zugelassen. Es wird an-
genommen, dass DMF den Nrf2-Weg aktiviert, der die Expression verschiedener anti-
oxidativer Proteine reguliert und so das Redoxgleichgewicht wiederherstellt [331, 332].
Allerdings zeigten Studien, dass DMF das angeborene und adaptive Immunsystem in
NRF2-defizienten Mausen moduliert [333] und die Expression von entzindlichen Zy-
tokinen und Adh&sionsmolekilen durch Hemmung der Translokation von NF-kB
hemmt [332, 334]. Aufgrund dieser vielfaltigen Beobachtungen ist es schwer zu be-
stimmen, ob der therapeutische Nutzen von DMF auf antioxidativen oder immunmo-
dulierenden Wirkungen beruht“t [206]. So zeigten die im Rahmen dieser Promotions-
arbeit durchgefuhrten Studien mit NRF2-defizienten Mausen nur einen geringen An-
stieg der Ohrschwellung wéhrend der akuten Kontaktallergie und eine nahezu unbe-
eintrachtigte chronische Kontaktallergie. Des Weiteren war die ROS-Produktion in ent-
ziindeten Ohren von NRF27- Mausen - bis auf zwei Messzeitpunkten mit marginal re-

duzierter ROS-Produktion - &hnlich hoch wie bei den Wildtyp-Mausen. Es ist in diesem

1 Ubersetzt und sinngemal adaptiert von Mehling R. et al (2021). Die Diskussion in der aufgefiihrten
Studie Mehling R. et al. (2021), Referenz [206] wurde von mir eigenstandig verfasst.
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Zusammenhang wichtig anzumerken, dass die in vivo Ol-Messungen exakt die zum
Messzeitpunkt vorliegende ROS/RNS-Produktion wiederspiegeln. Allerdings kann da-
raus keine genaue Aussage Uber den tatséachlichen oxidativen Stress im Ohrgewebe
gemacht werden. Aufgrund der marginalen klinischen Unterschiede in der Ohrschwel-
lungsreaktion zwischen den NRF2”- und Wildtyp-M&ausen wurde jedoch auf weiterfih-
rende detaillierte Analysen der Indikatoren fir die Anwesenheit von oxidativem Stress
verzichtet.

Insgesamt bestarkt dieser Versuch die vorherigen Ergebnisse mit den differentiell
ROS/RNS-defizienten Mausen die aufzeigten, dass ROS/RNS einen marginalen Ein-
fluss auf die akute und chronische Kontaktallergie haben. In Einklang hiermit, hatten
die Antioxidans-Therapien mit Trolox und mitoTEMPO keinen Einfluss auf die in vivo
ROS-Produktion und den Ohrschwellungsverlauf (Abbildung 30). Die Gruppe von SF.
Martin (Allergologie, Freiburg) zeigte, dass Lokaltherapie mit Trolox oder N-Acetylcys-
tein (NAC) vor einer Sensibilisierung schitzen kann was auf einen geringeren oxidati-
ven Stress und die damit einhergehende verringerte Degradation von Hyaluron zu-
rackzufuhren ist [335]. Somit scheint ROS eine wichtige Rolle bei der Sensibilisierung
zu spielen. In der hier vorliegenden Arbeit wurde im Gegensatz zur oben erwahnten
Arbeit auf die Effektorphase der akuten Kontaktallergie und nicht auf die Sensibilisie-
rungsphase fokussiert. Somit wurde Trolox systemisch verabreicht und die Applikation
erfolgte erst nach der Sensibilisierung. Das Weitern erfolgte die Sensibilisierung und
die Challenge in der oben aufgefuhrten Studie am selben Ohr [335], wéhrend im Rah-
men dieser Dissertation die Sensibilisierung am Abdomen und die Challenge am Ohr
durgefihrt wurde, weshalb die Ergebnisse nicht direkt verglichen werden kénnen.
Des Weiteren wurde in im Rahmen einer von unserem Labor publizierten Arbeit ge-
zeigt, dass eine systemische Therapie mit NAC zur verringerten Ohrschwellungsreak-
tion fuhrt, jedoch ohne Beeintrachtigung der in vivo RNS/ROS-Produktion [336]. Hier-
bei ist es wichtig zu erwahnen, dass NAC nicht nur als reiner Radikalfanger fungiert,
sondern auch ROS unabhéangige immunmodulierende Wirkungen hat, indem es den
NF-kB-Signalweg und p38 MAP inhibiert [336].

Unterschiedliche ROS/RNS haben unterschiedlichen Auswirkungen auf die Oxidation
von Proteinen und kdnnen sowohl aktivierend als auch hemmend auf das Immunsys-
tem wirken. Des Weiteren spielt der Entstehungs- und Wirkungsort von ROS/RNS so-
wie die Konzentration am Wirkungsort eine entscheidende Rolle. All dies ist fur eine
angemessene Therapie mit Antioxidantien oder ROS/RNS-Scavangern von
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entscheidender Bedeutung, weshalb eine willkirliche systemische Inhibition von
ROS/RNS zu unspezifisch und zudem zu unerwinschten Nebenwirkungen fiuhren
kann.

,Im Allgemeinen ist das Redoxsignaling ein sehr komplexes System, in dem zahlreiche
Signalwege und ROS/RNS-Quellen miteinander interagieren. Demzufolge kdnnte die
spezifische Depletion einer ROS/RNS-Quelle durch eine verstarkte Expression oder
Aktivitat einer anderer ROS/RNS-Quellen kompensiert werden [242, 267]" [206]. Folg-
lich mussten fur effiziente therapeutische Ansatze vermutlich mehrere ROS/RNS zeit-
gleich spezifisch inhibiert oder deletiert werden.

1 Ubersetzt und sinngemaR adaptiert von Mehling R. et al (2021). Die Diskussion in der aufgefiihrten
Studie Mehling R. et al. (2021), Referenz [206] wurde von mir eigenstandig verfasst.
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4.2 Einfluss des klassischen und alternativen NF-kB-Signalwegs

auf die akute und chronische Kontaktallergie

4.2.1 Klassischer NF-kB-Signalweg

Der klassische NF-kB-Signalweg spielt eine wesentliche Rolle bei zahlreichen physio-
logischen Prozessen und ist mafligebend an der Regulation und Initiation der angebo-
renen und adaptiven Immunantwort beteiligt. In dieser Arbeit durchgefihrten in vivo
Untersuchungen haben gezeigt, dass Mause mit einem Knockout in NF-kB1
(p50/p105) eine signifikant geringere Ohrschwellungsreaktion wahrend der akuten und
chronischen Kontaktallergie entwickelten im Vergleich zu den Wildtyp-M&usen (Abbil-
dung 37). Nichtdestotrotz zeigten histopathologische Untersuchungen der entziinde-
ten Ohren eine tendenziell starker ausgepragte akute Kontaktallergie, mit etwas stér-
ker ausgepragten Neutrophilen-Abszessen in der Epidermis (Abbildung 39 A und B).
Wahrend der chronischen Phase wurde dagegen eine ahnlich starke Entziindungsre-
aktion wie in den Wildtyp-Mausen beobachtet, jedoch mit einem stéarkeren chronischen
Immuninfiltrat bestehend aus T-Zellen und mononuklearen Zellen bei gleichzeitig ge-
ringerem Infiltrat von Neutrophilen (Abbildung 39 A, B und C).

Zahlreiche Studien mit M&usen sowie Untersuchungen von Patienten zeigten, dass
das Fehlen von NF-kB1 oder eine reduzierte Expression des NFKB1-Gens, beispiels-
weise verursacht durch Gen-Polymorphismen, mit zahlreichen chronisch-entztndli-
chen Erkrankung, Autoimmunerkrankungen, und Krebs assoziiert ist [337-342]. Die
Untereinheit p50/105 spielt eine zentrale Rolle bei der Initiation und Regulation der NF-
KB-abhéngigen Genexpression. Einerseits, kann p50 die Transkription positiv regulie-
ren indem es als Dimerpartner fir die TAD-enthaltenden Untereinheiten RelA, c-Rel
und RelB fungiert und die Bindung an die kB- Bindungsstellen der DNA erméglichen.
Anderseits kann p50 durch Bildung von p50-Homodimeren als Transkriptionsrepressor
wirken. Dabei kbnnen die p50-Homodimere andere Trankriptions-Corepressoren wie
Bcl-3, Histondeacetylase 1 (HDAC1) und N-methyl-transferase (EHMT) binden und die
Transkription negativ beeinflussen in dem sie die kB-Bindungsstellen an der DNA blo-
ckieren oder deren Zugang durch Kondensation des Chromatins und Methylierung ver-
hindern [340]. So ist die Bildung des Komplexes aus Bcl-3 und p50-Homodimeren
wichtig fur die Vermittlung der Selbsttoleranz der CD4* T-Zellen, indem sie die Tran-
skription von NF-kB-abhangigen Genen, unteranderem von IL-2, reduzieren [343],

wéahrend sie in LPS-stimulierten Makrophagen die Expression des anti-
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inflammatorischen Zytokins IL-10 induzieren [344]. Des Weiteren ist die Untereinheit
p50 fur die Rekrutierung und Bindung des transkriptionellen Repressors HDAC1 an
die kB-Bindungsstellen von zahlreichen pro-inflammatorischen Genen, unteranderem
Ccl2, Cxcl10, Gm-csf und Mmp-13-Promotor, erforderlich [345]. Die kdnnte die erhdhte
Expression von Ccl2 in den entzlindlichen Ohren von NF-kB1”- Mausen erklaren (Ab-
bildung 44). Zudem zeigten die Ohren von NF-kB17- Mausen im Vergleich zu Wildtyp-
Mausen eine tendenziell erhdhte 116 Expression wéhrend der chronischen Kontaktal-
lergie. IL-6 ist ein pro-inflammatorisches Zytokin, das vor allem in der akuten Phase
der Entzindungsreaktion vorherrschend ist. Allerdings zeigten Studien, dass IL-6 auch
maf3geblich an der adaptiven Immunantwort sowie der Pathogenese von zahlreichen
Autoimmun- und chronisch-entztndlichen Erkrankungen beteiligt ist [346, 347]. So
zeigte Valle et al., dass NF-kB17- Mausen mit zunehmenden Alter, aufgrund einer un-
kontrollierten Transkription von IL-6 durch RelA, multisystemische Entziindungen und
Autoimmunerkrankungen entwickeln [348]. Dagegen zeigte eine andere Studie, dass
die Untereinheit p50 fur die Rekrutierung von Neutrophilen wahrend der LPS-induzier-
ten Lungenentztiindung notwendig ist [349]. Hierbei beobachteten die Autoren, dass
die NF-kB1”- Mause in den entziindlichen Lungen trotz erhohter Expression von IL-6,
CXCL1 und CXCL2 weniger infiltrierende Neutrophile als Wildtyp-Mause aufwiesen.
Dies korreliert partiell mit den Ergebnissen der hier vorliegenden Arbeit, der verringer-
ten Neutrophilen-Akkumulation in den entziindlichen Ohren von NF-kB17- M&usen
wahrend der chronischen Kontaktallergie (Abbildung 39 C).

Neutrophile gehéren zu den ersten Immunzellen, die zum Entzindungsort migrieren
und dort pro-entziindliche Zytokine und Mediatoren ausschitten. Dies fuhrt zur Va-
sodilatation und Permeabilitatssteigerung von GefaRen und folglich zur Odembildung.
Die verringerte Einwanderung von Neutrophilen in die entztindlichen Ohren kénnte
folglich die verminderte Ohrschwellungsreaktion in den NF-kB1”- Mausen erklaren
(Abbildung 37).

Es ist unklar ob die starkere chronische Entziindung in den NF-kB1’- Mausen alleine
aus dem nicht vorhanden sein von p50 Untereinheiten resultiert, da das Vorlauferpro-
tein p105 ebenfalls eine regulatorische Rolle in der Signaltransduktion hat. Knockin-
Mause bei denen ein Stopcodon in das p105 Gen eingefligt wurde, wodurch nur p50
und keine p105 Untereinheit generiert wird, entwickelten eine spontane Entziindung
des Colons ahnlich der Colitis ulcerosa [350]. Fur diese Mause charakteristisch ist eine
Reduktion der Anzahl der naiven T-Zellen wahrend die Anzahl der Effektor- und
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Gedéachtnis-T-Zellen im Vergleich zu Wildtyp-M&ausen signifikant erhéht war, was zum
Teil die Ergebnisse in den NF-kB1”- Mausen in der hier vorgelegten Arbeit wiederspie-
gelt. Hierbei war vor allem die Population von CD8* zentralen Memory-T-Zellen in den
dLK und Milzen von NF-kB17- Mausen um das Zwei- bis Dreifache hoher als in den
Wildtyp-Mausen (Abbildung 42). Eine Studie von Gugasyan et al. zeigte ebenfalls
eine erhohte Population von CD8* Memory-T-Zellen in den sekundéaren lymphatischen
Organen von NF-kB1”- Mausen [351]. Dabei demonstrierten die Autoren, dass NF-kB1
eine wichtige Rolle bei der negativen Selektion von CD8* Memory-T-Zellen im Thymus
spielt. Zudem zeigten die Ergebnisse in der hier vorgelegten Arbeit eine erhhte Akti-
vierung (CD69 Expression) der CD8* T-Zellen in den dLK wahrend der chronischen
Kontaktallergie (Abbildung 43), was ebenfalls zu der starkeren chronischen Entzin-
dungsreaktion passt.

Die Ergebnisse in der hier vorgelegten Promotionsarbeit demonstrieren, dass die Un-
tereinheit p50/p105, trotz einer vermeintlich verringerten Ohrschwellung der NF-kB1-
Méause, eine eher antiinflammatorische Rolle bei der akuten und chronischen Kontakt-
allergie spielt. Dabei scheint NF-kB1 vor allem bei der Auflésung der Entzindungsre-
aktion eine wichtige Rolle zu spielen in dem es die Signaltransduktion inhibiert. W&h-
rend der initialen Entziindungsreaktion befinden sich tiberwiegend p50/RelA Heterodi-
mere im Nukleus. Dagegen befindet sich wahrend der Rickbildung der Entziindungs-
reaktion tberwiegend p50/50 Homodimere im Nukleus [338]. Die Aktivierung des klas-
sischen NF-kB-Signalwegs induziert die Expression von zahlreichen Mediatoren, wie
IL-18 und TNF, welche die Aktivierung des klassischen NF-kB-Signalwegs vorantrei-
ben. Zudem wird die Expression von IkBa und p50/p105 induziert, welche fir die Inhi-
bition der NF-kB-Signaltransduktion verantwortlich sind. Die Deletion von p50/p105
kénnte somit zum Verlust der Eigenregulation (Feedbackmechanismus) fuhren. Dies
resultiert in einer kontinuierlichen Aktivierung des klassischen NF-kB-Signalwegs, was

zum Teil die erhdhte Expression von RelA erklaren kann [352].

4.2.2 Alternativer NF-kB-Sighalweg

Im Vergleich zu dem klassischen NF-kB-Signalweg hat der alternative NF-kB-Signal-
weg eine spezifischere Funktion im Immunsystem. Dazu z&hlen primér die Entwick-
lung von sekundéren lymphatischen Organen sowie die Reifung, Differenzierung und

das Uberleben von B-Zellen. Eine Dysregulation des alternativen NF-kB-Signalwegs
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wird mit einer Reihe von Krankheiten in Verbindung gebracht, darunter Autoimmuner-
krankungen und Krebs (1.5.2).

Das Fehlen der p52/p100 Untereinheit in den NF-kB27- Mausen hatte keinen signifi-
kanten Einfluss auf die akute Kontaktallergie (Abbildung 37 und Abbildung 39 A und
B). Dies zeigt vor allem, dass die Sensibilisierungsphase in den NF-kB2”- Mausen nicht
beeintrachtigt ist wodurch eine adaquate Effektorphase ausgeltst werden konnte. Je-
doch waren die NF-kB27- Mause nicht in der Lage eine chronische Kontaktallergie zu
entwickeln. Das wiederholte Auftragen der TNCB-Challenge-Losung fihrte zu einer
stetigen Abnahme der Ohrschwellungsreaktion im Vergleich zu den Wildtyp-Mausen
(Abbildung 37). Des Weiteren zeigten die entziindeten Ohren von NF-kB27- Mausen
eine stark eingeschrankte Immunzellinfiltration, Expression von endothelialen Adhasi-
onsmolekilen und Chemokinen sowie eine reduzierte Expression von Blutgefal3en
und Angiogenese-fordernden Faktoren, was auf eine beeintréachtige Funktion der En-
dothelialen-Zellen hindeutet (Abbildung 39 C und D, Abbildung 45 B, Abbildung 46).
Wie bereits unter (1.5.2) beschrieben, ist die primare Funktion des alternativen NF-kB-
Signalwegs die Entwicklung und die Organisation von sekundar lymphatischen Orga-
nen (SLOs), wie Lymphkonten, Milz und die Peyer-Plaques [141]. SLOs bilden eine
dreidimensionale Matrix aus Retikulumzellen in denen Lymphozyten wie T- und B-Zel-
len und antigenprasentierende Zellen wie Makrophagen und DCs miteinander intera-
gieren kdnnen um eine angemessene adaptive Immunantwort auszulésen. Die Akti-
vierung des alternativen NF-kB-Signalweg Giber den Lymphotoxinrezeptor ist essentiell
fur die Reifung von Mesenchym-, Stroma- und Endothelzellen und die Expression von
Adhasionsmolektilen und Chemokinen die zur Bildung und Funktion der SLOs bendtigt
werden [137, 167]. Eine Studie von Camano et al. zeigte, dass die B-Zell-Population
in den Milzen und drainierenden Lymphknoten von NF-kB2-defizienten Mause deutlich
reduziert ist [169], was die Ergebnisse dieser Dissertationsschrift bestétigt (Abbildung
41). Es zeigte sich zudem, dass die Milzen und Lymphknoten der NF-kB27- Mause
eine veranderte Architektur haben [169]. Dies auf3erte sich vor allem durch diffuse,
unregelmaiige B-Zell-Zonen und das Fehlen von Marginal- und Mantelzonen sowie
einer Beeintrachtigung der sekundaren Keimzentren in den Milzen [169]. Keimzentren
reprasentieren den Ort der Selektion und der klonalen Expansion von aktivierten B-
Zellen [171]. Zudem reguliert der alternative NF-kB-Signalweg das Uberleben von B-
Zellen wahrend der Reifung indem er sie vor Apoptose schutzt [175]. Durch die redu-
zierte B-Zell-Population in den dLK und Milzen von NF-kB27- Mausen kam es im
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Rahmen der FACS-Analyse zu einem relativen Anstieg der Gbrigen Immunzellpopula-
tion wie z.B. T-Zellen, DCs, NK-Zellen und Neutrophilen (Abbildung 40 und Abbil-
dung 41), da alle Immunzellpopulationen in Relation zu den lebenden Zellen gesetzt
wurden. Somit kdnnen im Rahmen der in dieser Promotionsarbeit prasentierten Ergeb-
nisse keine quantitativen Angaben Uber die absoluten Zellzahlen gemacht werden.
Neben der Beteilung an der Formation von SLOs spielen Endothelzellen eine wesent-
liche Rolle bei der Initiation und Regulation von Entziindungsreaktionen in vielen chro-
nisch-entzindlichen Erkrankungen, wie der rheumatoiden Arthritis und der Colitis ulce-
rosa [353, 354]. Aktivierte Endothelzellen exprimieren zahlreiche Chemokine und en-
dotheliale Adhasionsmolekile, die zur Rekrutierung unterschiedlicher Immunzellen
des angeborenen und adaptiven Immunsystems an den Ort der Entziindungsreaktion
fuhren. Des Weiteren sind die Endothelzellen fur die Initierung der Angiogenese und
der TLOs verantwortlich, was eine anhaltende chronische Entziindungsreaktion fordert
[353, 355]. So zeigten in vitro und in vivo Versuche, dass eine Blockade des alternati-
ven NF-kB-Signalwegs zu einer reduzierten Angiogenese fuhrt [356, 357], was im Ein-
klang mit den Ergebnissen in dieser Promotionsarbeit steht (Abbildung 39 D).

Die Aktivierung von Endothelzellen und die daraus resultierende Expression von pro-
inflammatorischen Mediatoren erfolgt hauptsachlich tGber die Aktivierung des NF-kB-
Signalwegs. Dabei scheint vor allem die Aktivierung des alternativen NF-kB-Signal-
wegs Uber LTBR eine wesentliche Rolle zu spielen [358-360]. Lymphotoxin (LT) gehort
zu der Gruppe von TNF-Rezeptoren, welche eine wichtige Rolle bei der Lymphoidor-
ganogenese spielen [141, 142, 361]. LT hat zwei Untereinheiten (LTa und LTB) und
kommt in zwei verschiedenen Formen vor: das lésliche Homotrimer von LTa (LTa3),
welches an den TNFR1 bindet und das membrangebundene Heterotrimer (LTa1p2),
welches an das LTBR bindet. Im Gegensatz zu TNFRs, welche ausschliel3lich den
klassischen NF-kB-Signalweg aktivieren, aktiviert der LTBR auf Endothelzellen sowohl
den klassischen als auch den alternativen NF-kB-Signalweg Uber das NIK [362, 363].
NIK ist ein zentraler Regulator der Aktivierung des alternativen NF-kB-Signalwegs. Sti-
mulation von LTBR fuhrt zu einer Akkumulation von NIK welches die Prozessierung
und die proteosomalen Degradation von p100 zu p52 initiiert, vorauf RelB:p52 Hete-
rodimere in den Nukleus translozieren kdnnen und dort Gene des alternativen NF-kB-
Signalweg aktivieren. Dazu zahlt vor allem die homdostatische Chemokine CXCL12,
CCL19 und CCL21, welche unteranderem von Endothelzellen exprimiert werden und
eine essentielle Rolle bei der Organisation von SLOs und TLOs als auch bei der
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Rekrutierung von Immunzellen spielen [174, 363, 364]. Auf der anderen Seite aktiviert
NIK den IKK-Komplex des klassischen NF-kB-Signalwegs. Hierdurch kommt es zur
Phosphorylierung und Degradation von IkB und Bildung von RelA:p50 Heterodimeren,
welche die Gene des klassischen NF-kB-Signalwegs, wie beispielsweise von CCL2,
ICAM-1 und VCAM-1 aktivieren [137, 142, 358, 363].

T-Zell-mediierte Autoimmunerkrankungen wie die rheumatoide Arthrits und Colitis
ulcerosa sind mit einer erhéhten Aktivierung des alternativen NF-kB-Signalwegs und
der Akkumulation von NIK in Endothelzellen assoziiert [357, 365-368]. Unterschiedli-
che Studien haben demonstriert, dass in Endothelzellen die Aktivierung des klassi-
schen und alternativen NF-kB-Signalwegs Uber NIK eine Schlisselrolle in der experi-
mentellen Arthritis und Colitis spielt, indem es die Angiogenese, die Expression von
endothelialen Adhasionsmolekilen und Chemokinen mediiert und dadurch die Rekru-
tierung von Immunzellen an den Entziindungsort reguliert [356, 358, 359, 368, 369],
was die Ergebnisse in dieser Dissertation wiederspiegelt (Abbildung 39 C und D, Ab-
bildung 45 B, Abbildung 46). Im Rahmen der experimentellen Kontaktallergie zeigte
die Studie von Piao W. et al., dass die Inhibition der LTBR-NIK-Signalachse durch ein
LTBR-abgeleitetes Decoy-Peptid (nciLT), welches nur den alternativen NF-kB-Signal-
weg (p100 zu p52 Prozessierung) inhibiert, sowohl die Sensibilisierungs- als auch die
Effektorphase der akuten Kontaktallergie hemmt, indem es die Migration von T-Zellen
und DCs unterdrickt. Die Therapie mit ncLT fuhrte zu einer Hemmung in der Expres-
sion der Chemokine CCL21 und CXCL12 und zur Steigerung der Expression des vom
klassischen NF-kB-Signalweg-abhangigen Adhéasionsmolekils VCAM-1 und des In-
tegrins 4. Dies flhrte zu einer verstarkten Bindung der T-Zellen und DCs an das En-
dothel wodurch die transendotheliale Migration ins Gewebe gehindert wurde [360].
Dies konnte die erhdhte Expression von VCAM-1 in den entziindeten Ohren von NF-
kB27- Mausen wahrend der akuten und chronischen Kontaktallergie in der hier vorge-
legter Arbeit erklaren (Abbildung 45 B). Allerdings zeigten die Ergebnisse in dieser
Promotionsarbeit keine Unterschiede in der Expression von CCL21 zwischen den ent-
ziindeten Ohren von NF-kB27- und Wildtyp-Mausen, sowohl wahrend der akuten wie
auch chronischen Kontaktallergie (Abbildung 46).

Des Weiteren zeigten die NF-kB27- Mause keine Einschrankungen in der Effektor-
phase der akuten Kontaktallergie (Abbildung 37 und Abbildung 39 A und B). Die
Diskrepanz zwischen den Ergebnissen kdonnte eventuell auf die unterschiedliche Ma-

nipulation des alternativen NF-kB-Signalwegs zurlickgefuhrt werden. In der oben
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aufgefuhrten Studie von Piao W. et al., wurden Wildtyp-Méause verwendet bei denen
eine pharmakologische Blockade (Inhibition) des alternativen NF-kB-Signalwegs Up-
stream der LTBR-NIK-Signalachse erfolgte [360]. Im Gegensatz hierzu besitzen NF-
kB2 Mause keine p100 und p52 Untereinheit, wahrend die LTRBR-NIK-Signalachse
unbeeinflusst ist. In Anbetracht dessen, dass die Untereinheit RelB hauptverantwort-
lich fr die Transkription der Zielgene des alternativen NF-kB-Signalwegs ist, kbnnen
in den NF-kB27- Mausen weiterhin RelB:p50 Heterodimere gebildet werden, wodurch
es weiterhin zu einer Expression von Ccl21 kommt [142, 370]. Des Weiteren wirkt die
Untereinheit p100 als ein Repressor indem es das RelB bindet und die Translokation
in den Nukleus verhindert [370].

Durch die Inhibition der LTBR-NIK-Signalachse mittels nciLT findet keine Prozessie-
rung von p100 zu p52 statt [360], wodurch das RelB an das p100 im Zytoplasma ge-
bunden bleibt und die Transkription der Zielgene des alternativen NF-kB-Signalwegs
ausbleibt. Allerdings zeigten die entziindeten Ohren von NF-kB2”/- Mausen eine stark
beeintrachtigte Expression von durch den klassischen NF-kB-Signhalweg regulierten
proinflammatorischen Genen und Proteinen wie II-6, Tnf, II-18, Ccl2 (Abbildung 44),
E-Selektin, P-Selektin, ICAM-1 (Abbildung 45), CXCL2, CXCL5, CXCL9 und CXCL10
(Abbildung 46) was auf eine Inhibition des klassischen NF-kB-Signalwegs hindeutet.
Der klassische NF-kB-Signalweg wird hauptsachlich durch die Untereinheit RelA re-
guliert [358, 359, 371, 372]. Unter normalen physiologischen Bedingungen sorgen
IkBa und A20, als negative Regulatoren des klassischen NF-kB-Signalwegs, fur eine
kontrollierte RelA-Aktivitat in den Zellen. Dagegen zeigt sich im Rahmen von chronisch
entzundlichen Erkrankungen wie der rheumatoiden Arthritis oder der Colitis ulcerosa
eine Ubermafige RelA-Aktivitat [354, 373-376]. So korreliert der Schweregrad einer
chronischen Darmentzindung ,inflammatory bowl! disease (IBD)“ bei Patienten mit
dem Ausmal der RelA-Aktivierung [377].

Wie bereits beschrieben, sind die beiden NF-kB-Signalwege stark miteinander ver-
flochten. So hat die Manipulationen des alternativen NF-kB-Signalwegs direkte Aus-
wirkungen auf den klassischen NF-kB-Signalweg und vice versa [137, 354, 359, 360,
363, 364, 378, 379]. Die Interaktion der beiden Schenkel des NF-kB-Signalwegs erfolgt
sowohl auf der Aktivierungsebene durch die Rezeptoren sowie auf der Transkriptions-
ebene. So erfolgt die Aktivierung des alternativen NF-kB-Signalwegs selektiv durch
eine bestimmte Gruppe von TNF-Rezeptorsuperfamilie wie LTBR, BAFFR, CD40 und
RANK, welche jedoch alle in der Lage sind den klassischen NF-kB-Signalweg zu
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aktivieren, wenn auch im unterschiedlichen Ausmal3 [142, 380], wie zuvor am Beispiel
von LTBR aufgeflhrt.

Das Zusammenspiel der beiden NF-kB-Signalwege auf der Transkriptionsebene findet
vor allem durch die Interaktion der einzelnen Homodimere miteinander statt. So regu-
lieren diese die gegenseitige Expression und die Neusynthese der NF-kB-Untereinhei-
ten. So zeigte eine Studie von Yilmaz et al., dass fur die LTBR-induzierte Prozessie-
rung von p50 aus dem neu-synthetisierten Vorlauferprotein p105 die Prozessierung
von pl00 zu p52 erforderlich ist [381]. Des Weiteren ist die Transkription des Nfkb2-
Gens, welches fur das Protein p100 codiert, RelA abhéangig [363, 364, 382]. Zudem
bildet p100 in Verbindung mit p105 hochmolekulare Komplexe, sogenannte ,kappaB-
some’s”, die RelA im Zytoplasma sequestrieren. Im Gegensatz zu den klassischen NF-
kB-Komplexen, wo RelA als Homodimer von IkBs sequestriert wird, bildend die kapp-
aBsome hochmolekularen Komplexe aus RelA-Monomeren zusammen mit den ein-
zelnen NF-kB-Vorlauferproteinen p105 und p100 [370, 383, 384]. Schlief3lich kann p52
mit RelA interagieren und das RelA:p52-Heterodimer bilden. Ahnlich wie RelA:p50 wird
RelA:p52 von IkBs sequestriert. Die Aktivierung des klassischen NF-kB-Signalwegs
fuhrt zur Translokation von RelA:p52 in den Nukleus und zur Transkription von proin-
flammatorischen Genen des klassischen NF-kB-Signalwegs [378, 385]. Diese kom-
plexen Querverbindungen ermdglichen die Interaktion zwischen dem klassischen und
alternativen NF-kB-Signalwegen.

Im Rahmen einer experimentellen Colitis zeigte eine kurzlich veroffentlichte Studie von
Chawla et al., dass eine anhaltende Aktivierung des alternativen NF-kB-Signalwegs
die RelA-Aktivitdt und somit die Aktivierung des klassischen NF-kB-Signalwegs in
Epithelzellen verstarkt. So zeigten die im Rahmen der Studie verwendeten NF-kB2-
Mé&ausen eine geringere RelA-Aktivitat und verringerte Expression von proinflammato-
rischen Zytokinen und Chemokinen wie Tnf, lI18, Ccl2, Ccl5, Ccl20 und Cxcl2 in den
Endothelzellen. Dies fihrte zu einer reduzierten Infiltration von Immunzellen im ent-
zundlichen Colon und einer milderen Colitis als in Wildtyp-M&ausen [354]. Die Ergeb-
nisse der Studie von Chawla et al. [354] spiegeln exakt die Ergebnisse in der hier
vorgelegten Dissertation wieder. Somit konnte der fehlende synergistische Wirkung
des alternativen NF-kB-Signalwegs auf den klassischen NF-kB-Signalweg in den En-
dothelzellen von NF-kB27- Mausen zur kontinuierlichen Abnahme der Ohrschwellungs-
reaktion, zur stark reduzierten Immunzellinfiltration und zur fehlenden Auspragung

eine chronische Entziindungsreaktion in den Ohren fiihren. Die Blockade des
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alternativen NF-kB-Signalwegs hatte jedoch keine Auswirkungen auf die Effektor-
phase der akuten Kontaktallergie (Abbildung 37 und Abbildung 39 A und B). Dies
kénnte an der unterschiedlichen zeitlichen Dynamik der Aktivierung der beiden NF-kB-
Signalwege liegen. So erfolgt die Aktivierung des klassischen NF-kB-Signalwegs sehr
schnell innerhalb von wenigen Minuten, wahrend die Aktivierung des alternativen NF-
kB-Signalwegs erst nach mehreren Stunden stattfindet [354]. Die Proteomanalysen
von den entziindlichen Ohren von NF-kB27- Mausen zeigten im Vergleich zu Wildtyp-
Mausen sogar eine etwas starkere Expression von entziindungsférdernden Mediato-
ren des klassischen NF-kB-Signalwegs (Abbildung 46).

Da wie bereits erlautert die p100 Untereinheit als Repressor wirkt, welche RelA, RelB
und p105 Untereinheiten sequestrieren kann [370], kbénnte das Fehlen von p100 zu
einer erhdhten initialen Aktivierung des klassischen NF-kB-Signalwegs fiihren. Somit
scheint der alternative NF-kB-Signalweg vor allem in der chronischen Phase der Kon-
taktallergie eine entscheidende Rolle zu spielen indem er die Aktivitat des klassischen
NF-kB-Signalwegs verstarkt und aufrechterhélt. Des Weiteren Piao W. et al. zeigen,
dass eine verringerte Aktivitat des klassischen NF-kB-Signalwegs zu einer schnelleren
Auflésung der Entziindungsreaktion durch die verstarkte Auswanderung von Immun-
zellen aus dem entziindeten Gewebe fuhrt [360]. Dies ist ein weiterer Faktor, der die
verringerte Immunzellinfiltration in den entziindeten Ohren von NF-kB2”- Mausen mit
chronischer Kontaktallergie erklaren kénnte (Abbildung 39 C).

Passend zu der reduzierten chronischen Entziindung, zeigten die dLK von NF-kB2"-
Mausen im Vergleich zu Wildtyp-Mausen eine signifikant erhéhte Treg-Population (Ab-
bildung 42). Tregs spielen eine essenzielle Rolle bei der Regulation des Immunsys-
tems, indem sie die UbermalRig aktivierte Immunzellen supprimieren und so die Ent-
wicklung von Autoimmunerkrankungen verhindern [14, 386]. Tregs weisen eine Hete-
rogenitat auf und kénnen wie konventionelle T-Zellen in "naive" und "Effektor-Tregs"
unterteilt werden. Die meisten Tregs in sekundéaren lymphatischen Organen exprimie-
ren wie naive konventionelle T-Zellen vermehrt CD62L12 und CCR713 und werden
als zentrale Tregs (cTregs) klassifiziert. Die cTregs werden in der Peripherie aktiviert
und differenzieren zu Effektor-Tregs (eTregs) [387]. So zeigte eine Studie von Dhar et
al., dass die NF-kB27- Mause im Vergleich zu Wildtyp-Mausen eine erhthte Anzahl
von peripheren eTregs aufweisen [388]. Die NF-kB2”- Tregs hatten eine normale supp-
ressive Funktion, tberlebten langer, zeigten eine verstarkte Aktivierung und Prolifera-

tion und wanderten verstarkt in nicht-lymphatischen Gewebe ein. Zudem wurde im
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Rahmen der Publikation von Dhar et al. gezeigt, dass in Tregs ein Knockout von NF-
kB2 die Aktivierung des klassischen NF-kB-Signalwegs verstarkt, indem zusatzlich zu
RelA:p50 und cRel:p50 die Heterodimere RelB:p50 gebildet werden und dieser Effekt
Treg-intrinsisch ist [388]. In einer frlheren Studie zeigte die selbe Arbeitsgruppe, dass
das Fehlen von p100 zu Akkumulation vom RelB:p50 Heterodimeren im Nukleus fuhrt
und hierdurch die Transkription von klassischen NF-kB-abhangigen Genen reguliert
wird [389]. Die Autoren kamen zur Schlussfolgerung, dass die Funktionen von NF-kB2
in Tregs priméar durch die inhibierende Untereinheit p100 bestimmt werden, indem die
RelB:p50- und nicht RelB:52-vermittelte Treg-Aktivierung unterdrickt wird. Somit fuhrt
die Defizienz von p100 zur Bildung von RelB:p50 Heterodimeren was zu einer ver-
starkten Auspragung von aktivierten Tregs fluhrt [388].

Zusammenfassend fuhrt eine Blockade im alternativen NF-kB-Signalwegs durch die
Beeintrachtigung der Chemotaxis, die verringerte Expression endothelialer Adhasions-
molekile und die unterdriickte Angiogenese zur verringerten Rekrutierung von Immun-
zellen und folglich zur eindrucksvoll verringerten chronischen Kontaktallergie.

Die Ergebnisse der hier vorliegenden Promotionsarbeit zusammen mit den oben auf-
gefuhrten Studien anderer Arbeitsgruppen belegen die wichtige Rolle des alternativen
NF-kB-Signalwegs im Rahmen von T-Zell-mediierten DTHRs. Demzufolge stellt eine
pharmakologische Inhibition des alternativen NF-kB-Signalwegs eine vielverspre-
chende therapeutische Strategie zur Behandlung von T-Zell-mediierten Autoimmuner-
krankungen dar.
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5 Zusammenfassung

In der hier vorliegenden Promotionsarbeit wurde der Einfluss von verschiedenen
ROS/RNS-Quellen sowie die Rolle des klassischen und alternativen NF-kB-Signal-
wegs auf die akute und chronische Hapten-induzierte Kontaktallergie untersucht.

Die Optical Imaging und DHR-FACS Analysen zeigten, dass NOX2 und MPO die do-
minierenden ROS-Quellen wahrend der akuten und chronischen Kontaktallergie sind,
wahrend die INOS- und NOX4-abhangige ROS/RNS-Produktion eine eher vernach-
lassigbare Rolle spielen. Die Defizienz der einzelnen ROS/RNS Quellen hatte jedoch
keine richtungsweisende Klinische Relevanz auf den Verlauf der akuten und chroni-
schen Kontaktallergie. Sowohl die Ohrschwellungsreaktion, die histopathologischen
und immunhistochemischen Analysen des Immunzellinfiltrats als auch die genomische
Expression von pro-inflammatorischen Mediatoren zeigten nur sehr diskrete Unter-
schiede zwischen den gp91Phox- MPO”-, iINOS” und Wildtyp-Mausen auf. Ex-vivo
Analysen der entziindlichen Ohren von gp91rhox’- MPO”, iINOS” Wildtyp-Mausen
zeigten wahrend der chronischen Kontaktallergie einen ahnlichen oxidativen Stress
(Lipidperoxidation und DNA-Oxidation) sowie ein annédhernd identisches Metaboliten-
Profil was auf Kompensationsmechanismen schliel3en lasst. Weitere Untersuchungen
der NOX4”- und NRF2” Mause sowie antioxidative Therapieansatze mit Vitamin E und
mitoTEMPO hatten ebenfalls kaum Einfluss auf die akute und chronische Kontaktal-
lergie. Zusammenfassend demonstrieren die Ergebnisse in der hier vorliegenden Dis-
sertation, dass ROS/RNS eine eher untergeordnete Rolle im Verlauf der akuten und
chronischen Kotaktallergie spielen und die Depletion einer ROS/RNS-Quelle vermut-
lich durch die verstarkte Expression oder Aktivitat anderer ROS/RNS-Quellen kompen-
siert werden kdnnte. Dies wirde auch das Scheitern von Therapien mit Antioxidantien
in klinischen Studien erklaren. Demzufolge scheint fir effiziente ROS/RNS-basierte
Therapieansatze die simultane kombinierte Blockade mehrerer ROS/RNS-Quellen ein
vielversprechender innovativer therapeutischer Ansatz zu sein.

Daruber hinaus zeigten die Ergebnisse dieser Dissertationsschrift eine ausgepragte
NET-Bildung in den entziindlichen kontaktallergischen Ohren unabh&ngig von der An-
wesenheit von ROS/RNS. Weiterfihrende Untersuchungen von PAD4”- Mausen zeig-
ten eine reduzierte NET-Bildung im Vergleich zu den Wildtyp-Mausen, dies hatte je-
doch kaum Einfluss auf den Verlauf der akuten und chronischen Kontaktallergie.
Zudem wurde in der hier vorliegenden Promotionsarbeit der Einfluss des klassischen

und alternativen NF-kB-Signalwegs auf den Verlauf der akuten und chronischen
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TNCB-induzierten Kontaktallergie untersucht. In vivo und ex-vivo Untersuchungen der
NF-kB1”- und NF-kB2’- Mause zeigten, dass die Blockade des klassischen oder alter-
nativen NF-kB-Signalwegs nur einen geringen Einfluss auf den Verlauf der akuten
Kontaktallergie hat. Dagegen konnte im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit gezeigt
werden, dass der alternative NF-kB-Signalweg essentiell fur die Entwicklung einer
chronischen Kontaktallergie ist. Denn die entziindlichen Ohren von NF-kB27- Mausen
mit chronischer Kontaktallergie zeigten im Vergleich zu den Ohren von Wildtyp-Mau-
sen eine signifikant reduzierte Ohrschwellungsreaktion einhergehend mit einer verrin-
gerten Hyperkeratose und Akanthose, einem reduzierten Immunzellinfiltrat und einer
verringerten Expression von pro-inflammatorischen Mediatoren. Zudem zeigten die
Ohren von NF-kB2”7- Mausen mit chronischer Kontaktallergie eine signifikant verrin-
gerte Expression von Chemokinen, endothelialen Adhasionsmolekilen, pro-angioge-
nen Mediatoren und eine deutlich verringerte Anzahl an BlutgefaRen. Zusammenfas-
send fuhrt eine Inhibition des alternativen NF-kB-Signalwegs zu einer signifikant redu-
zierten Entzindungsreaktion, Chemotaxis Expression von endothelialer Adhasions-
molekule, Angiogenese und hieraus resultierend zu einer signifikant verringerten Ein-
wanderung von Leukozyten wie T Zellen, Neutrophilen und Makrophagen in die ent-
zundlichen Ohren mit chronischer Kontaktallergiereaktion. Folglich kdnnte die pharma-
kologische Inhibition des alternativen NF-kB-Signalwegs einen vielversprechenden
neuen Therapieansatz zur lokalen als auch systemischen Therapie von T-Zell-medi-
ierten Autoimmunerkrankungen, wie der Psoriasis vulgaris, der Colitis ulcerosa oder

der rheumatoiden Arthritis darstellen.
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Hilfsmittel benutzt und wortlich oder inhaltlich tGbernommene Stellen als solche ge-
kennzeichnet habe. Ich erklare, dass die Richtlinien zur Sicherung guter wissenschaft-
licher Praxis der Universitat Tubingen (Beschluss des Senats vom 25.5.2000) beachtet
wurden. Ich versichere an Eides statt, dass diese Angaben wahr sind und dass ich
nichts verschwiegen habe. Mir ist bekannt, dass die falsche Abgabe einer Versiche-
rung an Eides statt mit Freiheitsstrafe bis zu drei Jahren oder mit Geldstrafe bestraft

wird.
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6.1 Erklarung zum Eigenanteil
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lergie, Messung der Ohrschwellungsreaktion, Optical Imaging, Therapie mit Mito-
TEMPO und Vitamin E) sowie molekularbiologische Analysen (RNA Isolation, cDNA
Synthese, gRT-PCR Analyse, FACS-Analyse, Lipidperoxidation und DNA-Oxidation
Assays) wurden von mir durchgefuhrt. Des Weiteren wurde die Planung, die Analyse
und die Aufarbeitung der Daten von mir durchgefuhrt.

Folgende Arbeiten wurden mit freundlicher Unterstitzung durch Dritte durchgefihrt:
Das Design der in vivo und ex vivo Studien als auch deren Interpretation wurde in
enger Zusammenarbeit mit PD Dr. med. Manfred Kneilling durchgefihrt.

Alle Paraffinschnitte, H&E-Farbungen und immunhistochemischen Farbungen, die
Analysen am Mikroskop wurden von Dr. Irene Gonzalez Menendez unter Leitung von
Prof. Dr. Leticia Quintanilla de Fend am Institut fir Allgemeine Molekulare Pathologie
des Universitatsklinikums Tubingen druberfihrt.

Die Matablolomanalysen wurden von Laimdota Zizmare und Dr. Christoph Trautwein
unter der Leitung von Prof. Bernd Pichler am Werner Siemens Imaging Center Univer-
sitatsklinikums Tubingen durchgefuhrt. Die Analyse und Interpretation der Daten er-
folgten in der Zusammenarbeit mit der AG Trautwein.

Alle Kryoschnitte und Immunfluoreszenzfarbungen (NETs und endotheliale Adhé&si-

onsmolekile) sowie die Aufnahmen und Analysen am Mikroskop wurden von Birgit
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Fehrenbacher und Renate Nordin unter der Leitung von Prof. Dr. med. Martin R6cken
an der Universitats-Hautklinik Ttbingen durchgefihrt.

Ein Teil der gRT-PCR Analysen sowie die Proteom Analysen (Cytokine Array) wurden
von Berenice Fischer, Antonia Kolb und Dr. Daniela Kramer an der Universitats-Haut-
klinik Mainz durchgefiihrt. Die Analyse und Interpretation der Daten erfolgten in Zu-
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