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1 Einleitung

1.1 Die Haut — ein komplexes Organ

Die Haut erfullt als grof3tes Organ essenzielle Aufgaben fur den menschlichen Koérper.
Hierzu z&hlen die Barrierefunktion gegentber Umwelteinflissen, Regulation des Tem-
peratur- und Wasserhaushaltes, Wahrnehmung von Temperatur, Druck und Schmerz
sowie die immunologisch gesteuerte Abwehr pathogener Erreger. Voraussetzung fur
diese Funktionen ist das komplexe Zusammenspiel einer Vielzahl verschiedener Zell-
typen mit unterschiedlichen Aufgaben. Eine Unterteilung der Haut erfolgt morpholo-
gisch - von auf3en nach innen - in drei Kompartimente: Epidermis (Oberhaut), Dermis
(Lederhaut) und Subkutis (Unterhaut) (siehe Abb. 1).
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Abbildung 1: Aufbau der menschlichen Haut.
Modifiziertes Modell aus Anatomy and Physiology (J. Gordon Betts 2013). Dargestellt ist die Dreischichtung der
Haut in Epidermis, Dermis und Subkutis.

Die Epidermis bildet als mehrschichtiges, verhornendes Plattenepithel die oberste
Hautschicht und dbernimmt sowohl eine erste physikalische als auch immunologische
Schutzfunktion (Moll et al. 2016). Sie ist Uber die Basalmembran mit der Dermis ver-
bunden und wird zusammengefasst mit dieser auch als Kutis (Haut) bezeichnet. Die

darunterliegende Subkutis fungiert als Bindeglied zwischen Haut und tiefer liegenden



Strukturen wie Muskeln und Knochen. Den wesentlichen Anteil der Epidermis stellen
mit tber 90 % die Keratinozyten. In deutlich geringerer Zahl sind zudem Melanozyten,
Lymphozyten, Langerhans-Zellen und Merkel-Zellen vorhanden (Cerroni et al. 2016).
Von den zu Beginn erwdhnten vielfaltigen Schutzfunktionen der Haut gegeniber den
Umwelteinflissen wird im Folgenden aufgrund der Thematik dieser Dissertation nur

auf die immunologischen eingegangen.

Keratinozyten besitzen eine Vielzahl von Immunrezeptoren, Uber die pathogene Mi-
kroorganismen detektiert werden konnen. Uber Ausschittung von Entziindungsme-
diatoren, wie Interleukinen und Chemokinen, die der Rekrutierung und Aktivierung wei-
terer Immunzellen dienen, tragen Keratinozyten zur Initiierung von Immunantworten
bei (Foerster et al. 2008). So wurde beispielsweise festgestellt, dass Keratinozyten
durch Kontakt mit dem proinflammatorisch wirkendenden Zytokin Interferon-y (IFN-y)
vor allem Interleukin-1 (IL-1) freisetzen und so Uber Aktivierung von neutrophilen Gra-
nulozyten, B- und T-Lymphozyten an Entzindungsprozessen teilhaben (Sauder
1990). Daruber hinaus sorgen Keratinozyten tber Bildung und Ausschittung antimi-
krobieller Peptide fir eine ausgewogene Besiedlung der Haut mit Mikroorganismen
(Harder und Schroder 2005).

Die in deutlich geringerer Dichte vorliegenden Langerhans-Zellen sind in die Haut ein-
gewanderte Knochenmarkszellen, die der myeloischen Zellreihe entstammen. Sie
spielen Uber Antigenprasentation bei der Aktivierung von T-Helferzellen ebenfalls eine

bedeutende Rolle in der Initiierung von Immunreaktionen (Moll et al. 2016).

Unter der Epidermis liegt die Dermis, eine an Zellen und Bindegewebsfasern reiche
Schicht. Hauptzellpopulation sind die Fibroblasten, die neben der Synthese extrazel-
lularer Matrix auch zur Produktion und Ausschittung immunregulierender Zytokine fa-
hig sind (Lynch und Watt 2018). Melanozyten, Langerhans-Zellen und Lymphozyten
sind auch hier vorhanden, jedoch in geringerer Zahl als in der Epidermis. Die zuneh-
mende Erkenntnis, dass die Haut neben der offensichtlichen Barrierefunktion als kom-
plexes Konstrukt aus Epithelzellen und Immunzellen viel weitreichendere Funktionen

besitzt, macht man sich in der heutigen Dermatotherapie zu Nutze (Plewig et al. 2018).
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1.2 Das menschliche Inmunsystem — ein Uberblick

Um den Organismus vor Erkrankungen durch pathogene Mikroorganismen zu schiit-
zen, steht er unter standiger Kontrolle durch ein komplexes System aus Immunzellen,
lymphatischen Organen und humoralen (I6slichen) Faktoren. So kann eine Infektion
des Korpers durch Bakterien, Viren, Parasiten oder Pilze frihzeitig erkannt und be-
kampft werden. Dariber hinaus erkennt und eliminiert das Immunsystem auch entar-
tete korpereigene Zellen und reguliert sich selbst zum Schutz vor Autoimmunitat
(Neumann 2008). Das Immunsystem teilt sich auf in die evolutionar altere Immunab-
wehr mit angeborenen Féahigkeiten zur Eliminierung von Erregern sowie in die spezifi-
sche, erworbene Immunabwehr, die sich durch spezialisierte Zellen und Lernfahigkeit
auszeichnet. Im menschlichen Immunsystem sind viele verschiedene Signalwege be-
kannt, die zur Ausbildung einer Immunreaktion fiihren. Eine Schliisselrolle in der Uber-
tragung proinflammatorischer Signale und Auslésung von Immunreaktionen Uber-
nimmt die Interleukin-1-Rezeptor-assoziierte Kinase 4 (IRAK-4), auf die im Verlauf der

vorliegenden Arbeit ausfihrlich eingegangen wird.

1.2.1 Das angeborene Immunsystem

Das angeborene Immunsystem wird unterteilt in eine zellulare Komponente, beste-
hend aus Granulozyten, Makrophagen, dendritischen Zellen, Mastzellen und natrli-
chen Killerzellen sowie eine nicht-zellulare (humorale) Komponente, zu der das Kom-
plementsystem, antimikrobielle Enzymsysteme und Interferone zéhlen. Eingedrun-
gene Pathogene werden, soweit moglich, durch das angeborene Immunsystem detek-
tiert und eliminiert (Moll et al. 2016).

Die Differenzierung zwischen kérpereigenen Molekilen und kdrperfremden Pathoge-
nen erfolgt Gber spezielle Rezeptoren. Diese sind spezifisch fir bestimmte molekulare
Komponenten der Pathogene, die sogenannten Pathogen-assoziierten molekularen
Muster (pathogen associated molecular pattern, PAMP). PAMPs sind Strukturen mit
essenziellen Aufgaben in der mikrobiellen Zellfunktion, die auf menschlichen Zellen
nicht existieren. Zu ihnen zahlen beispielsweise Lipopolysaccharide gram-negativer
Bakterien und Zellwandbestandteile gram-positiver Bakterien, wie Lipoteichonsauren

und Peptidoglykane. Diese mikrobiellen Bestandteile wurden im Laufe der Evolution
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konserviert und stellen aufgrund ihrer Unveranderlichkeit optimale Erkennungssignale
dar. Die Rezeptormolekiile, an die PAMPs binden, kdnnen frei im Blutplasma zirkulie-
ren, auf Zelloberflachen exprimiert sein oder intrazellular vorliegen. Man bezeichnet
sie als ,Pattern recognition receptors“ (PRR) - wichtigste Vertreter sind die zellgebun-
denen Toll-like-Rezeptoren (TLR) (Murphy et al. 2014). Diese werden unterteilt in Sub-
typen, von denen jeder eine fir ihn spezifische Bandbreite an Liganden erkennt. Ne-
ben den TLRs existieren weitere membranstandige Rezeptoren des angeborenen Im-
munsystems, wie z.B. die Interleukin-Rezeptoren (IL-R). Die Aktivierung der Rezep-
tormolekule durch Bindung von PAMPs aktiviert die Expression unterschiedlicher Ziel-
gene, z.B. entzindungsmodulierender Zytokine, antimikrobieller Peptide oder Chemo-
kine. Die Weiterleitung der Signale von Zellmembran zum Zellkern erfolgt tber eine
Reihe von Enzymkomplexen. Hierzu zahlt z.B. das Myeloid differentiation primary
response gene 88 (MyD88), das als eines von insgesamt finf Adaptermolekilen in die
Signalkaskaden von TLR, IL-1R, IL-18R und IL-33R involviert ist. Die bereits erwahnte
Proteinkinase IRAK-4 spielt in der Signalweiterleitung von aktiviertem MyD88 eine es-

senzielle Rolle (Cushing et al. 2017).

Die zeitversetzte Aktivierung des erworbenen Immunsystems erfolgt Uber bestimmte
Antigen-prasentierende dendritische Zellen, wie z.B. die Langerhans-Zellen. Nachdem
diese eingedrungene Pathogene phagozytiert und Antigenfragmente auf ihrer Zell-
oberflache prasentiert haben, migrieren sie in den n&chsten Lymphknoten und treten
dort mit T-Lymphozyten in Kontakt. Auf diese Weise wird die spezifische Immunant-

wort auf das entsprechende Antigen induziert (Banchereau und Steinman 1998).

1.2.2 Das erworbene Immunsystem

Das erworbene Immunsystem liefert die spezifische, verzdgert ablaufende Immunant-
wort und ist dem angeborenen Immunsystem nachgeschaltet. Es wird auch hier unter-
schieden zwischen einem humoralen (I6slichen) und einem zellularen Teil. Zellulare
Bestandteile der erworbenen Immunabwehr sind die B- und T-Lymphozyten, Antikor-

per verschiedener Klassen reprasentieren den humoralen Teil.

Zur Erkennung von Pathogenen tragen B- und T-Lymphozyten jeweils verschiedene

Antigenrezeptoren auf ihrer Oberflache: den B-Zell-Rezeptor (BCR) und den T-Zell-
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Rezeptor (TCR). Wahrend der Lymphozytenreifung werden diejenigen genetischen In-
formationen, die die Spezifitat der Antigen-erkennenden Rezeptoren festlegen, durch
Rekombination zu immer neuen Mutationen zusammengeflgt. Hieraus resultiert die
im Vergleich zur angeborenen Immunitét deutlich gréRere Rezeptorvielfalt des spezi-
fischen Immunsystems (Koecke et al. 2000). Kommt es zur Ausreifung von Rezepto-
ren, die gegen korpereigene Molekiile gerichtet sind, werden die betroffenen Lympho-
zyten im Zuge eines Selektionsprozesses herausgefiltert und eliminiert. Fehler in die-
sem Selektionsprozess kdnnen zur Auspragung von Autoimmunerkrankungen fiihren
(Theofilopoulos et al. 2017).

Die Aktivierung der B-Lymphozyten erfolgt durch Bindung des spezifischen Antigens
an den BCR. Auf den Aktivierungsreiz hin entwickelt sich die B-Zelle weiter zu einer
Plasmazelle, die ihrerseits Antikorper verschiedener Klassen produziert und sezerniert
(humorale Komponente).

1.2.2.1 T-Lymphozyten

T-Lymphozyten exprimieren auf ihrer Oberflache den antigenspezifischen TCR, der
die Spezifitat der einzelnen Zelle festlegt und an die Antigene bindet. Die Zellen sind
allerdings nicht in der Lage, ungebundene (freie) Antigene zu erkennen. Vorausset-
zung fur die Bindung ist, dass ihnen das entsprechende Antigen Gber den Haupthisto-
kompatibilitatskomplex (MHC: major histocompatibility complex), der sich auf der
Oberflache von Kérperzellen befindet, prasentiert wird (Schutt und Broker 2009). Die-
ser kann in mehrere Gruppen von Peptidrezeptoren unterteilt werden, deren wichtigste
Vertreter die MHC-Klassen | und Il sind. Bei Prasentation eines Antigens tber den
MHC erfolgt die Aktivierung der beiden unterschiedlichen Subtypen von T-Zellen, ndm-
lich den CD4* (cluster of differentiation 4) T-Helferzellen (Tu-Zellen) und CD8™ zytoto-
xischen T-Zellen. MHC-I-Klasse-Molekiile interagieren mit CD8, MHC-II-Klasse-Mole-
kule mit CDA4.

CD8* T-Lymphozyten sind dazu in der Lage, Zellen mithilfe von zytotoxischen Protei-
nen direkt zu lysieren. Sie sind von zentraler Bedeutung flr die Abwehr von virusinfi-
zierten Zellen und Tumorzellen. Den CD4* T-Helferzellen kommt hingegen eine indi-

rekte, steuernde Funktion in der Immunabwehr durch Sekretion von Zytokinen und
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nachfolgende Aktivierung und Rekrutierung angeborener und spezifischer Immunzel-
len zu. Wahrend der Immunantwort differenzieren naive T-Zellen u.a. zu den Subtypen
Thl, Tu2, TH9, TH17, TH22 sowie den regulatorischen Th-Zellen (Treg) Mit unterschied-

lichen Zytokin-Sezernierungsmustern aus (s. Abb. 2) (Hirahara und Nakayama 2016).

,

— \\

L4 + TGF-B
Tl IL-2 IL-23 T.9

Abwehr extrazellularer Parasiten Abwehr extrazellularer Erreger
2.B. Wurminfektionen z2.B. Staphylokokken, Candida
Akutes Ekzemmuster Psoriasiformes Muster

Abbildung 2: Vereinfachte Darstellung der CD4+ TH-Zell-Subpopulationen.

Unter Einfluss von umgebenden Zytokinen reifen die naiven CD4+ T-Zellen zu Effektorzellen der Typen TH1, Th2,
TH9, Thl7, TH22 und Treg aus. Die Produktion der je nach Zelltyp unterschiedlichen Zytokine fiihrt zu den verschie-
denen Funktionen im Rahmen der Immunantwort. Eine detaillierte Darstellung erfolgte in dieser Arbeit nur fir die
Th2- und TrH17-Zellen, die fur die untersuchten chronisch entziindlichen Hauterkrankungen Psoriasis und Atopi-
sches Ekzem eine entscheidende Rolle spielen. Tu2-Zellen sind Uber die Sekretion der Interleukine 4, 5 und 13
sowie TNF-a unter anderem fiir die Stimulation von B-Lymphozyten zur Synthese von Antikdrpern verantwortlich.
Tul7-Zellen nehmen durch Produktion proinflammatorischer Zytokine eine Schlusselrolle bei der Initierung und
Aufrechterhaltung der Immunreaktion bei der Psoriasis ein.

1.2.2.2 Tu-Zell-Subtypen

Tnl-Zellen differenzieren durch Einwirkung der Zytokine IFN-y und IL-12 aus, die von
antigenprasentierenden Zellen nach Detektion eines Pathogens Uber ihre TLR sezer-
niert werden. Die Tul-Zellen sind ihrerseits tber die Ausschittung von IFN-y, IL-2 und
Tumornekrosefaktor (TNF)-a und der damit verbundenen Aktivierung von Makropha-
gen und nattrlichen Killerzellen an der Regulation entziindlicher Prozesse sowie der

Entstehung von Typ-IV-Allergien beteiligt (Romagnani 1999).

Im Vergleich dazu differenzieren Tu2-Zellen insbesondere nach Kontakt mit IL-4 aus.
Durch Ausschuittung der typischen Effektorzytokine IL-4, IL-5, IL-13 und TNF-a sind
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diese Zellen vor allem an der humoralen Immunantwort beteiligt, da die Ausschittung
von IL-4 zur Aktivierung Antikérper produzierender B-Lymphozyten fuhrt. Die Th2-Ant-
wort ist dominierend bei Typ-I-Allergien, Asthma, parasitaren Infektionen sowie Atopi-
schem Ekzem (O'Garra et al. 2011; Romagnani 1996).

Tul7-Zellen produzieren die Zytokine IL-17A, IL-21, IL-22 sowie TNF-a und vermitteln
die Immunantwort auf extrazellulare Bakterien und Pilze Uber Aktivierung von neutro-
philen Granulozyten. IL-17A férdert Gber Hochregulierung des granulocyte-colony sti-
mulating factor (G-CSF) die Ausreifung neutrophiler Granulozyten und wirkt chemotak-
tisch durch Produktion von C-X-C Motif Chemokine Ligand (CXCL) 1, 2 und 5. AulRer-
dem induziert IL-17A die verstarkte Expression von antimikrobiellen Peptiden, die zu
einer direkten Zerstorung pathogener Keime fuhren (Onishi und Gaffen 2010; Weaver
et al. 2006). Neben ihrer physiologischen Abwehrfunktion unterhalten Tnl17-Zellen die
chronische Entziindungsreaktion bei einigen Autoimmunerkrankungen wie z.B. Pso-
riasis und rheumatoider Arthritis (Alunno et al. 2012; Martin et al. 2013; Nalbandian et
al. 2009).

CDA4*-T-Zellen, die zwar IL-22, aber keine weiteren Tul7-spezifischen Zytokine aus-
schitten, werden Tu22-Zellen genannt (Duhen et al. 2009). Sie sind bei Patienten mit
atopischem Ekzem und Psoriasis in Hautbiopsien vermehrt nachzuweisen (Nograles
et al. 2009).

TH9-Zellen haben eine enge Verwandtschaft zu den Tn2-Zellen und erhielten ihren
Namen aufgrund des Hauptzytokins IL-9. Dieses wirkt auf unterschiedliche Zelltypen
wie eosinophile Granulozyten, Epithelzellen, Mastzellen und andere T-Zellen und
spielt bei der Immunantwort auf Infektionen mit Helminthen sowie bei allergischen Er-

krankungen eine Rolle (Soussi-Gounni et al. 2001).

Eine weitere wichtige Untergruppe bilden die regulatorischen T-Zellen (Treg), die in der
Aufrechterhaltung der immunologischen Toleranz eine entscheidende Rolle spielen
(Curotto de Lafaille und Lafaille 2002). Sie wirken der Entstehung von Autoimmuner-
krankungen Uber Suppression der T-Zell vermittelten Immunantwort entgegen

(Sakaguchi et al. 2008). Bei Patienten mit Erkrankungen aus dem atopischen Formen-
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kreis ist beispielsweise die Aktivitat der Treg-Zellen besonders wahrend der Pollenflug-
saison reduziert, sodass von einer Beteiligung an Entstehung und Verlauf atopischer

Erkrankungen ausgegangen werden kann (Grindebacke et al. 2004; Robinson 2009).

1.3 Chronisch entzindliche Dermatosen

Chronisch entziindliche Hauterkrankungen stellen einen grof3en Anteil an dermatolo-
gischen Krankheitsbildern. Sie werden ausgeldst und aufrechterhalten durch Uber-
schief3ende Immunantworten, die durch T-Zellen, unspezifische Immunzellen und Ke-
ratinozyten vermittelt werden. Die Entwicklung neuartiger Therapeutika hat in den letz-
ten Jahren zu einer deutlichen Verbesserung der Behandlungsergebnisse gefuhrt
(Fernandez et al. 2017).

1.3.1 Atopisches Ekzem (AE)

Beim atopischen Ekzem (AE) handelt es sich um eine familiar gehauft auftretende ent-
zundliche Hauterkrankung, die klinisch durch starken Juckreiz in Verbindung mit chro-
nisch-ekzematdsen Hautveranderungen variabler Morphe in Erscheinung tritt. Das AE
kann allein auftreten oder in Verbindung mit weiteren Erkrankungen des atopischen
Formenkreises, wie allergischem Asthma bronchiale oder allergischer Rhinokonjunk-
tivitis (Dharmage et al. 2014). Weltweit wird die Pravalenz bei Kindern mit bis zu 20 %,

bei Erwachsenen zwischen 1 und 3 % angegeben, Tendenz steigend (Nutten 2015).

Die Pathogenese des AE basiert auf einem komplexen Zusammenspiel aus geneti-
scher Pradisposition und Umweltfaktoren, welches in einem Barrieredefekt der Epider-
mis, mikrobieller Fehlbesiedlung der Haut und Entzindungsprozessen, vor allem
durch Tn2-Zellen, aber in gewissem Mal3e auch durch Tul-, Tv22- und Tul7-Zellen,
resultiert (Boguniewicz und Leung 2011). Aufgrund der geschadigten Hautbarriere
kénnen z.B. Allergene die Haut penetrieren, wo sie nach Aufnahme in antigenprasen-
tierende Zellen den T-Lymphozyten préasentiert werden. Daraufhin kommt es einerseits
zur Ausschuittung verschiedener proinflammatorischer Zytokine, wohingegen antimi-
krobielle Peptide, wie Defensin und Cathelicidin, vermindert produziert werden. Dies
hat bei Patienten mit AE eine haufige bakterielle Besiedlung der Ekzemherde zur Folge

(Ong et al. 2002).
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Tn2-Zellen sind Gber Ausschittung von IL-4, IL-5, IL-13, IL-31 und CCL18 zusammen
mit TH22-Zellen und deren Zytokin IL-22 sowie S100A-Proteinen fur das akute Ek-
zemstadium bei Patienten mit AE verantwortlich (Czarnowicki et al. 2014). Die ausge-
schitteten Zytokine haben Einfluss auf die Keratinozytendifferenzierung sowie die
Ausbildung von Tight Junctions und sind urséachlich fir den Barrieredefekt (Danso et
al. 2014). Interessanterweise lasst sich auch in nicht lasionaler Haut von Patienten mit
AE eine subklinische Inflammation in Form eingewanderter Tu2-, Th22- und Tul7-Zel-
len finden (Suarez-Farinas et al. 2011). Neben der T-Zell-Infiltration in die Haut tragen
auch andere Immunzellen wie Eosinophile, dendritische Zellen, Mastzellen und Ma-
krophagen zur Inflammation bei (llkovitch 2011; Peng und Novak 2015).

Das dominierende Zytokinmuster ist je nach Phase des Ekzems variabel. Wahrend im
akuten Stadium eine Trn2-gepragte Immunantwort mit vermehrter Produktion von IL-4,
IL-5 und IL-13 Uberwiegt, dominieren im chronischen Stadium die Zytokine von Th1-
Zellen mit Produktion von IFN-y, CXCL9, CXCL10 und Th22-Zellen (Gittler et al. 2012).
So erklart sich auch das je nach Stadium unterschiedliche histologische Bild der Er-
krankung. Die akut entziindliche Phase ist gepragt von leichter Spongiose, Parakera-
tose und in die Epidermis eingewanderten Lymphozyten. In chronischen Lasionen sind
hingegen Hyperkeratose, Hypergranulose und perivaskulares Lymphozyteninfiltrat als
Ausdruck der Lichenifikation dominierend (Bieber 2010).

Die Therapie des atopischen Ekzems gestaltet sich aufgrund der multifaktoriellen Pa-
thogenese sehr schwierig. Es existiert eine Stufentherapie, die neben Reduktion von
Triggerfaktoren sowie konsequenter Anwendung rtickfettender Hautpflege eine ganze
Reihe topischer und systemischer Medikamente unterschiedlicher Wirkstarken enthalt.
Ciclosporin und systemische Glucocorticoide werden beispielsweise bei schwerem AE
eingesetzt, eignen sich allerdings aufgrund der Nebenwirkungen nicht zur Langzeit-
therapie. (Simon und Bieber 2014). Verstarkte Forschungsbemihungen der letzten
Jahre haben auf der Suche nach einer Kombination aus maximalem Therapieerfolg
und gleichzeitig minimalem Nebenwirkungsprofil weitere pharmakologische Angriffs-
punkte identifiziert. Das medikamentdse Behandlungsspektrum des AE wurde seither
um zielgerichtete Therapieformen mit gutem Nutzen-Risiko-Profil erweitert.

Hierzu gehoren Biologika, bei denen es sich um Antikérper, Zytokine und Fusionspro-
teine aus Oberflachenmolekulen handelt, die zu einer Korrektur des fehlgeleiteten Im-
munsystems fuhren (Mrowietz und Reich 2009). Seit 2017 besteht eine Zulassung fur
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den monoklonalen Antikorper Dupilumab, der die Wirkung der proinflammatorischen
Tn2-Effektorzytokine IL-4 und IL-13 hemmt (Thaci et al. 2016). Hierunter konnten weit-
reichende Verbesserungen der Hautbefunde erzielt werden, wenngleich sich unter
Monotherapie nur bei ca. 40 % der Patienten vollkommene oder anndhernde
Symptomfreiheit einstellt (Langan et al. 2020; Simpson et al. 2016). Seit 2021 besitzt
zusatzlich der IL-13-Antikorper Tralokinumab die Zulassung zur Behandlung des mit-
telschweren bis schweren AE (Stolzl und Weidinger 2021). Zahlreiche weitere Biolo-
gika, wie z.B. Antikorper gegen IL-17 und IL-22 befinden sich aktuell in der klinischen
Prufung und kdnnten das Therapiespektrum zukinftig erweitern (Worm et al. 2020).
Neben Biologika haben eine ganze Reihe verschiedener niedermolekularer Verbin-
dungen (small molecules) Einzug in die Therapie des AE gehalten oder werden aktuell
in klinischen Studien getestet, die Uber die therapeutische Komponente hinaus auch
weiteren Aufschluss Uber die Pathogenese des AE liefern (Brunner et al. 2017).

1.3.2 Psoriasis

Psoriasis vulgaris ist ahnlich dem atopischen Ekzem eine chronisch verlaufende ent-
zundliche Hauterkrankung mit intrinsischen und extrinsischen Triggerfaktoren, bei der
ebenfalls eine familidre Haufung beobachtet werden kann (Weigle und McBane 2013).
Das Hautbild wird charakteristischerweise gepragt von scharf begrenzten, schuppen-
den erythematdsen Plaques. Eine Beteiligung von Bindegewebe und Stitzapparat
fuhrt bei ca. 20 % der Patienten zur sog. Psoriasis-Arthritis mit typischem Befall der
distalen Interphalangealgelenke. Das Risiko fiir Adipositas, Diabetes und kardiovas-
kulare Erkrankungen ist je nach Auspragungsgrad sowie Dauer der Erkrankung erhéht
und fuhrt bei schwer betroffenen Patienten zu einer um ca. funf Jahre reduzierten Le-
benserwartung (Oliveira Mde et al. 2015). Die Pravalenz liegt weltweit bei tber 100
Mio. Menschen und macht damit rund 2 % der Weltbevdlkerung aus (Schafer et al.
2011).

Die Pathogenese der Psoriasis ist bis heute nicht vollstandig verstanden. Am wahr-
scheinlichsten ist ein multifaktorieller Entstehungsmechanismus mit Beteiligung von
Umwelteinflissen, genetischer Prédisposition sowie Fehlregulation des Immunsy-
stems (Chandra et al. 2015). Die makroskopisch sichtbaren Hautveranderungen resul-

tieren aus einem proinflammatorisch und hyperkeratotisch wirkenden Zusammenspiel

18



von Keratinozyten und anderen Immunzellen (Bos et al. 2005). Inzwischen wird IL-
17A, welches lUberwiegend von Tnl7-Zellen sezerniert wird, als ausschlaggebendes
Zytokin der Psoriasis angesehen (Martin et al. 2013). IL-17A hat Effekte auf die Diffe-
renzierung, Rekrutierung und Aktivierung von Immunzellen wie Neutrophile aber auch
Keratinozyten sowie auf die Bildung antimikrobiell wirkender S100-Proteine (Monin
und Gaffen 2018; Onishi und Gaffen 2010). In der Epidermis fuhrt IL-17A zu Hyper-
proliferation und Ausschittung weiterer proinflammatorischer Zytokine durch Keratino-
zyten, sodass Neutrophile und Makrophagen in die psoriatischen Plaques einwandern.
Neutrophile unterhalten ihre eigene Aktivierung tber Produktion von IL-17 und verstar-
ken die durch Keratinozyten ausgelosten entziindlichen Prozesse (Zeichner und
Armstrong 2016). Die Ausdifferenzierung und Aktivierung der Tul7-Zellen erfolgt unter
anderem durch den Einfluss von IL-23 (Hawkes et al. 2018), welches von kutanen
dendritischen Zellen nach Kontakt mit IFN-a im Rahmen einer Entziindungsreaktion
auf exogene Triggerfaktoren ausgeschuttet wird (Hawkes et al. 2017; Zeichner und
Armstrong 2016). Das von Tul7- und Tu22-Zellen ausgeschittete Zytokin 1L-22 tragt
Uber Hemmung der Keratinozytendifferenzierung zuséatzlich zur Verhornungsstdrung
bei (Wolk et al. 2009). Folglich ist das typische histologische Erscheinungsbild der
Psoriasis gepragt von Akanthose mit elongierten Reteleisten bis ins Stratum papillare.
AuBBerdem kommt es zur Parakeratose mit zellhaltigen Keratinozyten in oberflachli-
chen Schichten der Epidermis als Ausdruck einer verkirzten Reifungsdauer (Perera
et al. 2012). Typischerweise werden in die Epidermis eingewanderte T-Zellen (TH1,
Tnul7) sowie neutrophile Granulozyten beobachtet (Lowes et al. 2008; Zaba et al.
2009).

Die therapeutischen Optionen sind sehr vielféltig und im letzten Jahrzehnt um zahlrei-
che Wirkstoffe erweitert worden, eine vollstandige Heilung ist jedoch bis dato nicht
maoglich. Zur Anwendung kommen topische und systemische Therapeutika sowie pho-
totherapeutische Malinahmen - je nach Schwere der Erkrankung als Mono- oder Kom-
binationstherapie. Analog zum AE wachst, neben konventionellen Systemtherapeutika
wie z.B. Methotrexat oder Dimethylfumarat zur Therapie der mittelschweren bis schwe-
ren Psoriasis, der Markt an Biologika und small molecules stetig. Zu den eingesetzten
Wirkstoffklassen zahlen neben dem oralen Phosphodiesterase-(PDE-)4-Inhibitor Ap-
remilast zielgerichtete Biologika zur Inhibition von TNF-a (z.B. Adalimumab), IL-17

(Ixekizumab, Secukinumab) und IL-23 (Guselkumab, Rlsankizumab, Tildrakizumab)
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(Muller et al. 2020). Da die Hautbefunde von Psoriasispatienten unter moderner Bio-
logika-Therapie in vielen Fallen nahezu blande sind, hat sich der Fokus zunehmend
auf die Behandlung von Begleitmanifestationen wie Psoriasisarthritis (PsA) und Na-

gelpsoriasis verlagert (Gladman et al. 2017).

1.4 Rolle von IRAK-4 im Immunsystem

IRAK-4 ist eine Proteinkinase mit Aufgaben in der Signalweiterleitung von TL-, IL-1-,
IL-18- und IL-33-Rezeptoren. Diese Rezeptoren werden nicht nur von Zellen des an-
geborenen Immunsystems - wie dendritischen Zellen und Makrophagen - exprimiert,
sondern auch von Fibroblasten, B- und T-Lymphozyten sowie Epithelzellen (Kawasaki
und Kawai 2014). Es werden vier Mitglieder der IRAK-Familie unterschieden, die alle
Bestandteile von Signalwegen der 0.g. Rezeptoren sind: IRAK-1, IRAK-2, IRAK-M und
IRAK-4. Von diesen ist ausschliel3lich IRAK-4 mit ihrer Kinaseaktivitat Voraussetzung
fur die Signalweiterleitung und die Aktivierung von MAPK (mitogen-activated proteine
kinase) sowie dem Transkriptionsfaktor NFkxB (nuclear factor ‘kappa-light-chain-en-
hancer* of activated B-cells) (Li et al. 2002; Lye et al. 2004). Da der Funktionsverlust
von IRAK-4 zu einem vollstandigen Signalabbruch fiihren kann, was bereits im Maus-
modell und fur IRAK-4-defiziente Patienten beschrieben wurde, bietet die Kinase ein
interessantes Ziel fir mogliche therapeutische Interventionen bei entziindlichen Hau-
terkrankungen (Picard et al. 2003; Suzuki et al. 2002). Mutationen in dem fir IRAK-4
codierenden Gen fiihren beispielsweise zu wiederkehrenden invasiven Pneumokok-
keninfektionen (Turvey und Speert 2007).

Die Aktivierung des Signalweges von TL-, IL-1, IL-18- und IL-33-Rezeptoren erfolgt
Uber eine Komplexbildung aus Ligand und Rezeptor. Beim Menschen sind zehn expri-
mierte TLR-Gene bekannt, wobei jeder Rezeptor bestimmte molekulare Muster er-
kennt (Murphy et al. 2014). Eine Ubersicht der verschiedenen TLR-Liganden bietet
Tabelle 1.
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Tabelle 1: Angeborene Immunerkennung durch Toll-like-Rezeptoren.

Aufgefiihrt sind die bekannten TLR des Menschen mit ihren jeweiligen mikrobiellen Erkennungsmustern sowie ihrer
Lokalisation. Die TLR-1 und -2 sowie TLR-2 und -6 bilden Heterodimere. LPS = Lipopolysaccharide. (Murphy et
al. 2014)

Toll-like Rezeptor Lokalisation
Lipomannane (Mykobakterien)
TLR-1:TLR-2-Dimer Lipoteichonséuren (grampositive Bakterien)

Lipoproteine

; : : Zelloberflache
3-Glucane der Zellwénde (Bakterien und Pilze)

TLR-2:TLR-6-Dimer Zymosan (Pilze)

TLR-3 Doppelstréangige RNA (Viren) Endosom

TLR-4 LPS (gramnegative Bakterien) . Zelloberflache
Lipoteichonsauren (grampositive Bakterien)

TLR-5 Flagellin (Bakterien) Zelloberflache

TLR-7 Einzelstréngige RNA (Viren), Imiquimod Endosom

TLR-8 Einzelstrangige RNA (Viren) Endosom

DNA mit nicht methyliertem CpG (Bakterien und
TLR-9 .

Herpesviren)
TLR-10 Unbekannt Unbekannt

Endosom

TLR-1, TLR-2 und TLR-6 sind an der Zellmembran lokalisiert und kénnen von ver-
schiedenen Liganden aktiviert werden. Hierzu zéhlen Diacyl- und Triacyllipoproteine
von gramnegativen Bakterien sowie Lipoteichonsauren grampositiver Bakterien. Die
Bindung eines Liganden fuhrt zur Ausbildung von Heterodimeren aus TLR-1 und TLR-
2 oder TLR-2 und TLR-6. Die zytoplasmatisch gelegenen Toll-IL-1-Rezeptor-(TIR-)Do-
manen lagern sich als Folge der Dimerisierung zusammen und l6sen so die Signal-
weiterleitung aus (Gay und Gangloff 2007).

TLR-4 erkennt die Lipopolysaccharide (LPS) gramnegativer Bakterien, einen integra-
len Bestandteil der &uf3eren Membran. TLR-5 bindet eine Untereinheit der Bakterien-
geil3el, das sog. Flagellin.

Die TLR-3, -7, -8 und -9 liegen intrazellular in den Endosomen und wirken Uber Erken-
nen von Nukleinsduren, die z.B. durch Phagozytose in die Zelle aufgenommen wur-
den, an der Abwehr von Viren mit (Murphy et al. 2014).

Die Stimulation der IL-Rezeptoren erfolgt Gber die Zytokine IL-1a, IL-13, IL-18, IL-33,
IL-36q, IL-363 und IL-36y (Garlanda et al. 2013).
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Abbildung 3: Vereinfachte Darstellung der Signalkaskade von TL- und IL-Rezeptoren.

Wenn ein extrazellularer Ligand (z.B. LPS, FLG, IL-1p, IL-33, IL-18, IMQ) auf den passenden TL- oder IL-Rezeptor
an der Zelloberflache trifft, wird das entsprechende Signal ins Zellinnere weitergeleitet. Dabei verandert sich die
intrazellular gelegene Rezeptordoméane und aktiviert den sog. Myddosomenkomplex, bestehend aus MyD88 sowie
IRAK-4, IRAK-1, IRAK-2 und TRAF6. Dieser wiederum aktiviert die Proteine TRAF6 und TAK1, woraufhin sich die
Signalweiterleitung Uber MAPK und AP-1 sowie den IKK-Komplex und NF«B weiter fortsetzt. Ein Endpunkt der
Aktivierung kann z.B. die Aktivierung oder auch Deaktivierung von inflammatorischen sowie zellzyklus-spezifischen
Genen sein.

TLRs sind transmembrandse Glykoproteine, die aus 16-18 extrazellular gelegenen
Leucin-reichen Sequenzen bestehen, die fur die Erkennung von PAMPs zustandig
sind. Eine zytoplasmatisch gelegene TIR-Doméne rekrutiert nach einem Konformati-
onswechsel das Adaptermolekil MyD88, dessen Todesdomane wiederum zur Aktivie-
rung der IRAK-Familie fuhrt. Hierbei wird der sog. Myddosomenkomplex gebildet,
wobei zunachst IRAK-4 als am weitesten proximal gelegene Kinase, gefolgt von IRAK-
1 und IRAK-2, rekrutiert wird (Ferrao et al. 2014). IRAK-4 besitzt die Fahigkeit zur Si-
gnalweiterleitung Uber Autophosphorylierung sowie Phosphorylierung von IRAK-1 und
IRAK-2 (Li et al. 2002). Uber weitere Molekiile, wie den TNF Rezeptor-assoziierten
Faktor 6 (TRAF6) und die TGF-B aktivierte Kinase 1 (TAK1) kommt es zur Phospho-

rylierung des IKK- (Inhibitor of NFxB-Kinase) Komplexes und anschlieRend u.a. zur
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Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF«xB. Dieser wandert in den Zellkern und indu-
ziert die Expression proinflammatorischer Gene, wie z.B. TNF und IL1b, die zur Bil-
dung des entzindungsférdernden Prostaglandins E2 fihren (Deng et al. 2000). Die
durch TAK1 aktivierte MAPK fihrt Gber den Transkriptionsfaktor AP-1 (Aktivator-Pro-
tein 1) zur Expression von Genen, die fur Zelldifferenzierung, Zellteilung und Zelltod
verantwortlich sind (s. Abb. 3) (Ameyar et al. 2003).

Die Expression vieler inflammatorischer Markergene von Psoriasis (z.B. TNF, IL6,
IL17, 1L12, IL23) und atopischem Ekzem (z.B. IL22, IL33, TSLP) wird tber die be-
schriebene Signalkaskade respektive die Transkriptionsfaktoren NFkB und AP-1 re-
guliert (Goldminz et al. 2013). Somit wird die pathogenetische Relevanz des IRAK-4
Signalweges fir beide Erkrankungen deutlich.

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit ist die Beobachtung, dass IRAK-4 Inhibitoren
im Mausmodell entzindungsmodulierende Eigenschaften besitzen. Nach Induktion
von entzindlichen Hautreaktionen konnten die pathophysiologisch relevanten Zyto-
kine und Zelltypen tuber IRAK-4 gehemmt werden. Resultierend kam es zu einer labor-
chemisch messbaren Entziindungshemmung sowie Verbesserung des klinischen Bil-
des. Auf Grundlage dieser Ergebnisse lautet die Fragestellung dieser Arbeit, inwieweit
die beobachteten Effekte der Inhibitoren auf menschliche Immun- und Epithelzellen
Ubertragbar sind. Die Laborarbeit erfolgt in Kooperation mit dem belgischen
Pharmaunternehmen Galapagos, das auf die Erforschung und Entwicklung von thera-
peutisch wirksamen small molecules spezialisiert ist. Zur Anwendung kamen neben
zwei Inhibitoren aus deren Herstellung auch ein Compound einer anderen Pharma-
firma.

Sollten ahnliche Ergebnisse wie im Mausmodell erzielt werden, ware damit ein poten-
ziell zentraler Angriffspunkt in der Therapie der chronisch entziindlichen Hauterkran-

kungen Psoriasis und Atopische Dermatitis gefunden.

23



2 Materialien

2.1 Gerate

Tabelle 2: Geréte

Durchflusszytometer

BD LSRFortessa

Beckton Dickinson, Franklin
Lakes, USA

Eisschrank (-80 °C)

Hera freeze

Thermo Fisher Scientific, Wal-
tham, USA

Inkubator Hera Cell Heraeus, Hanau, Deutschland
Mikroskop Axiovert 25 é(;lss, Oberkochen, Deutsch-
Pipet Boy Strippetor Ultra Corning, Corning, USA

Real-time PCR Maschine

ViiA7

Applied Biosystems, Foster
City, USA

Sicherheitswerkbank Cell Safe Heraeus, Hanau, Deutschland
TissuelLyser Qiagen Hilden, Deutschland
. . Bender + Hobein AG, Bruchsal,
Vortexmischer Genie2
Deutschland
ELISA Reader Epoch BioTek Instruments, Winooski,
USA
2.2 Chemikalien
Tabelle 3: Chemikalien
Chloroform 366919 Slgma-AIdrlch, St. Louis, Mis-
souri, USA
Dithiothreitol (DTT) A1101 (PRSI, DRSS,
Deutschland
Ethanol (C2H50H) 1085430250 Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, Mis-
CaCl; C-7902 cou, WS,
Vitamin C A5960-25G Slgma-AIdrlch, St. Louis, Mis-
souri, USA
Kollagen Typ | C3867-1VL Sigma-Aldrich, St. Louis, Mis-

souri, USA
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2.3 Reagenzien

Tabelle 4: Reagenzien

Progen Biotechnik, Heidelberg,

LymphoPrep 1114547 Deutschland

2 % Dextran Losung D8802 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
QIAzol Lysis Reagent 79306 Qiagen, Hilden, Deutschland
RNase Zap R2020 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
RNAlater Solution 1018087 Qiagen, Hilden, Deutschland
DAPI 62248 Thermo Fisher Scientific, Wal-

tham, USA

TMB-Substratlésung

5500 pl Citratpuffer +
2,55 H202 + 55 ul TMB

2.4 Zytokine und Stimulanzien

Tabelle 5: Zytokine und Stimulanzien

Lipopolysaccharide (LPS) tirl-smlps InvivoGen, San Diego, USA
Flagellin (FIg) tirl-stfla InvivoGen, San Diego, USA
Imiquimod (IMQ) TIrl-imgs InvivoGen, San Diego, USA
Interleukin 18 (IL-1B) C-61120 Promokine
Miltenyi Biotec, Bergisch
GiRes OO IR Gladbach, Deutschland
2.5 Kits
Tabelle 6: Kits
Fast Start Universal SYBR | 44913914001 Roche, Basel, Schweiz
Green Master (Rox)
High capacity cDNA Reverse 4368814 Thermo Fisher Scientific, Wal-
Transcription Kit tham, USA
In_\/lfl're_\pSpm Universal RNA 1060100300 Stratec Biomedical, Birkenfeld,
Mini Kit Deutschland
miRNase Mini Kit 217004 Qiagen, Hilden, Deutschland
. . . Miltenyi Biotec, Bergisch
CD4+ T cell isolation Kit 130-096-533 Gladbach, Deutschland
CD45RO Microbeads 130-046-001 ST EeRt, EEryIEan

Gladbach, Deutschland
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2.6 Medien und Puffer

Tabelle 7: Medien und Puffer

Fibroblastenmedium

DMEM, 1 % P/S, L-Glutamin, 20 % FCS

Keratinozytenmedium

Dermalife Basal Medium + Supplemente + HC
+ P/S

T-Zell-Medium 1 %, 5 %

RPMI, Glutamin, P/S, Na-Pyruvat, NEAA, Hu-
manserum (1 %, 5 %)

RBC Lysis Puffer

NH4Cl, KHCOs, EDTA, H20

FACS-Puffer

PBS + Ca?*/Mg?*, 5 % FCS, 0,02 % Natrium-
azid-Lsg.

2.7 Medium-Supplemente

Tabelle 8: Medium-Supplemente

Gibco Life Technologies,

DMEM 41699-029 Carlsbad, USA
Invitrogen Life Technologies,
0,
0,5 % EDTA pH 8,0 11568896 Grand Island, USA
. Gibco Life Technologies
o _ 1
0,05 % Trypsin 25300-054 Carlsbad, USA
Gibco Life Technologies,
RPMI1640 25030-024 Carlsbad, USA
Dermalife K LifeFactors Kit LS-1030 L|f_eI|ne Cell Technology, Fred-
erick, USA
PBS AR Gibco Life Technologies,

Carlsbad, USA

Humanes Serum

H4522-100ML

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Gibco Life Technologies,

MEM-NEAA 11140-035 Carlsbad, USA |
L-Glutamine 25030-024 ggfsb;g‘jgzhno'og'es’
Sodium Pyruvate 11360-039 ggfsb;gﬂgzhno'ogies’
Penicillin/Streptomycin 15140-122 ggfé’b;g?ngh”O'ogies’
FCS SV30160.02 GE Healthcare, Chicago, USA
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2.8 Verbrauchsmaterial

Tabelle 9: Verbrauchsmaterial

Falcon (BD), Franklin Lakes,

Chemotaxis System

6-well TC Platte 353046 USA

48- und 96-well Platte 351177 S R EEES
384-well Platte Microplate : . .

Frame Star (fir qRT-PCR) 41i-0254 4titude, Dorking, UK
ChemoTx® Disposable 101-5 Neuro Probe, Gaithersburg,

USA

CELLSTAR Polypropylen
Rohrchen (15 ml, 50 ml)

188261, 227261

Greiner Bio-one, Frickenhau-
sen, Deutschland

MicroTubes SafeSeal (1,5 ml,
2 ml)

72.706, 72.695.500

Sarstedt, Nimbrecht, Deutsch-
land

PCR 8-tube Streifen und Kap-
pen

10217161

Greiner Bio-one, Frickenhau-
sen, Deutschland

Pipettenspitzen epT.l.P.S
Standard (20 pl, 200 pl, 1000

pl)

0030000-854,-889,-927

Eppendorf, Hamburg, Deutsch-
land

Pipettenspitzen SurPhob
Safe Seal (10 pl, 200 pl, 1250

pl)

VTO01-18,-48,-78

Biozym Scientific, Hessisch
Oldendorf, Deutschland

Polycarbonat-Insert PIHP01250 Merck Millipore, Billerica, USA
2.9 IRAK-4 Inhibitoren
Tabelle 10: IRAK-4 Inhibitoren
IRAK-4 Inhibitor 1 (11) Galapagos
IRAK-4 Inhibitor 2 (12) Pfizer
IRAK-4 Inhibitor 3 (13) Galapagos
2.10Primer
Tabelle 11: Primer
CCL5 fw GGTACCATGAAGGTCTCCGC Metabion, Martins-
rev GGTGTCCGAGGAATATGGGG ried, Deutschland
fw ACTTCAAGGGAGCCATTCCC Metabion. Martins-
CCL17 GCACAGTTACAAAAACGAT- . !
rev GGC ried, Deutschland
CXCL5 fw CAGACCACGCAAGGAGTTCA Metabion, Martins-
rev TCTTCAGGGAGGCTACCACT ried, Deutschland
CXCLS fw ACCGGAAGGAACCATCTCAC Metabion, Martins-
rev GGCAAAACTGCACCTTCACAC | ried, Deutschland
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AAGGTGGAAGGCTTGATGTCC

Metabion, Martins-

DR rev TACCACCAAAAACACCTGGAA | ried, Deutschland
fw ACCAAGCAAGATGGGGAGTG Metabion. Martins-

FLez rev GUCTEERT ried, Deutschland

CATCTGGGTTCTTCA '

IL1b fw AAGCCCTTGCTGTAGTGGTG I\_/Ietabion, Martins-
rev GAAGCTGATGGCCCTAAACA ried, Deutschland
fw TTCGGTCCAGTTGCCTTCTC Metabion. Martins-

IL6 rev TACATGTCTCCTTTCT- ried Deufschlan d

CAGGGC '

IL19 fw ATCATCAGGAGCCAAACCCC Metabion, Martins-
rev TCTGTTCCTGACATTGCCGC ried, Deutschland

IL22 fw ACAGCAAATCCAGTTCTCCAA Metabion, Martins-
rev TCCAGAGGAATGTGCAAAAG ried, Deutschland

IL23A fw CTCAGGGACAACAGTCAGTTC Metabion, Martins-
rev ACAGGGCTATCAGGGAGCA ried, Deutschland
fw AGCTGGGAAAATCCCAACAGA Metabion. Martins-

e rev PEICRHGNTAE TETES ried Deufschland

TAATAGGTGAA '

IL37 fw CAAGCCTCCCCACCATGAAT Metabion, Martins-
rev GCAAAGAAGATCTCTGGGCG ried, Deutschland

IRE7 fw GCCACTGTTTAGGTTTCGCTTT Metabion, Martins-
rev AGGTGTTGAACCAGTGTCCAG | ried, Deutschland

LCE3A fw GAGTCACCACAGATGCC Metabion, Martins-
rev CTTGCTGACCACTTCCC ried, Deutschland

TCCCAAAGAAG- : :

MCP1 ?Q’V CTGTGATCTTCA ?i/'eec}aggﬂt’s'\(fﬁg'n”;'

TTTGCTTGTCCAGGTGGTCC '

PRTN3 fw GGCATCTGCTTCGGAGACT Metabion, Martins-
rev CCAGTCCACGTAGAGGGCTA ried, Deutschland

S100A7 fw TCCAAACACACACATCTCACT Metabion, Martins-
rev TCTTGTCATCACGTCTGGTGT ried, Deutschland

TTTCAGGTGGGGCAAGTCC . :

",

CACCCTTTTTCCTGATA '

S100A9 fw GGCTTTGACAGAGTGCAAGAC Metabion, Martins-
rev GCCCCAGCTTCACAGAGTAT ried, Deutschland

TNE fw TGTTGTAGCAAACCCTCAAGC l\_/letabion, Martins-
rev ATGAGGTACAGGCCCTCTGA ried, Deutschland
fw CTCTCGACTTGTGTTCCCCG Metabion. Martins-

TSLP TGCCTGAGTAGCATTTATCT- . !
rev GAGT ried, Deutschland

185 fw GTAACCCGTTGAACCCCATT Metabion, Martins-
rev CCATCCAATCGGTAGTAGCG ried, Deutschland
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3 Methoden

3.1 Zellkultur

Die nachfolgend beschriebenen Schritte zur Kultivierung verschiedener Zelllinien er-
folgten in einem Zellkulturlabor der Sicherheitsstufe eins unter einer sterilen Werkbank
mit Abzug. Alle verwendeten Materialien und Medien waren steril. Die Zellen wurden
in einem Inkubator, sofern nicht anders beschrieben, bei 37 °C, 5 % CO2 und 100 %
Luftfeuchtigkeit kultiviert. Menschliche Hautproben (Stanzbiopsien) und aus Blut iso-
lierte Zellen wurden von der Biobank Biederstein bezogen. Die Laborarbeit wurde von
der Ethikkommission der Technischen Universitat Minchen (Nummer 44/16S) geneh-
migt und nach den ethischen Grundséatzen der Deklaration von Helsinki durchgefihrt.
Alle Probanden (Hautproben, Blutproben) gaben ihre schriftliche Einwilligung nach er-

folgter Aufklarung.

3.1.1 Auftauen von Primérzellen

Primare Keratinozyten, Fibroblasten und lasionale T-Zellen wurden aus Hautbiopsien
isoliert, expandiert und bis zur weiteren Nutzung im Rahmen der Biobank Biederstein
in einem Stickstofftank bei -196 °C gelagert.

Die Zellen wurden in einem warmen Wasserbad zigig aufgetaut, anschlie3end in ein
Mikroreaktionsgefaf transferiert und mit kalter Phosphat-gepufferter Salzlésung (PBS)

gewaschen und zentrifugiert (1200 U/min, 10 min, 4 °C).

3.1.2 Ernte adharenter Zellen

Die Einleitung der Zellernte erfolgte nach einem Waschvorgang mit 2 ml PBS durch
Zugabe von 500 pl Trypsin-EDTA-L6sung pro 6-Well und Inkubation im Brutschrank
fir 8 min bei 37 °C. AnschlieRend wurde die Enzymwirkung mit 1 ml Fibroblastenme-
dium (20 % FCS) pro 6-Well gestoppt. Nach einem erneuten Waschvorgang mit PBS
wurde die Zellsuspension zentrifugiert (1200 U/min, 10 min, 4 °C). Die entstandenen
Zellpellets wurden nach Verwerfen des Uberstandes bis zur RNA-Praparation bei -

20 °C gelagert.
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3.1.3 Zellzahlbestimmung

Nach dem Auftauen der Keratinozyten erfolgte die Bestimmung der Zellzahlen in einer
Zahlkammer nach Neubauer. Hierfir wurden die Zellen in 1 ml Keratinozytenmedium
plus Supplementen und Hydrocortison (Kera-Medium + Suppl + HC) resuspendiert.
Zur Differenzierung zwischen vitalen und abgestorbenen Keratinozyten wurde die Sus-
pension im Verhéaltnis 1:10 mit Trypanblau gefarbt. Der Farbstoff dringt nur in abge-
storbene, perforierte Zellen und erlaubt so eine mikroskopische Unterscheidung. Nach
Uberfiihrung in die Zahlkammer wurden die lebenden Zellen aus vier groen Quadra-
ten mithilfe eines Lichtmikroskops gezahlt und daraus der Mittelwert (MW) gebildet.

Die Gesamtzellzahl wurde mit folgender Formel errechnet:

Zellzahl = MW x 10*x Verdinnung x V (ml)

3.1.4 Kultivierung und Stimulation von Keratinozyten

Die verwendeten Keratinozyten stammen aus der Biobank Biederstein und wurden im
Vorfeld der Versuche projektunabhangig mit Hilfe der Suction-Blister-Technik (,Saug-
blasentechnik®) aus der Haut von Patienten durch Jana Sé&nger gewonnen. Durch
zwei- bis dreistindige Anlage eines Sauggerates mit einem Unterdruck von ca.
200 - 300 mmHg erfolgte die Trennung von keratinozytenhaltiger Epidermis und Der-
mis im Bereich der Lamina lucida. AnschlieRend wurden die Keratinozyten auf Feeder-
Zellen expandiert und bis zur weiteren Verarbeitung in DMEM-Einfriermedium in einem

Flussigstickstofftank bei -196 °C gelagert.

Die Kultivierung der Keratinozyten erfolgte in  6-Well-Platten, wobei
0,15 - 0,25 x 108 Zellen in 2 ml Kera-Medium + Suppl + HC pro Well ausgesat und in-
kubiert wurden. Ein Mediumwechsel zur Extraktion toter Zellen fand nach Tag eins
statt. Ein Anwachsen der Keratinozyten wurde lichtmikroskopisch regelmalig tber-
prift. Nach Erreichen einer Zellkonfluenz von 70-80 %, abhangig vom Spender zwi-
schen Tag drei und funf, erfolgte die Zellstimulation. Hierzu wurden die Zellen zunachst
fur funf Stunden in 2 ml Kera-Medium - Suppl - HC gestarvt. Die anschlieRende Sti-
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mulation der Zellen erfolgte in 1 ml Kera-Medium + Suppl - HC. Hierflr wurden die Zel-
len zunéchst mit den entsprechenden Inhibitoren in drei verschiedenen Konzentratio-
nen fur 1 h vorinkubiert (s. Tab. 12).

Tabelle 12: Konzentrationen der eingesetzten IRAK-4 Inhibitoren

IRAK-4 Inhibitor Konzentration (UM)
Inhibitor 1 0,1;1; 10
Inhibitor 2 0,1;1;10
Inhibitor 3 0,1;1;10

Im Anschluss erfolgte in Anwesenheit der jeweiligen Inhibitoren die Stimulation mit
Flagellin (100 ng/ml), lasionalem T-Zell-Uberstand (TCS, 1:10 verdiinnt), LPS
(100 ng/ml), Imiquimod (IMQ) (25 ng/ml) oder IL-1B (50 ng/ml) Uber Nacht (12-
16 Stunden) zur Gewinnung von RNA bzw. fur drei Tage zur Gewinnung von Keratino-
zyten-Uberstand fiir den nachfolgenden Migrationsassay. Die Zellernte erfolgte am

nachsten Morgen wie in Kap. 3.1.2 beschrieben.

3.1.5 Kultivierung und Stimulation eines 3D-Keratinozyten-Modells

Das humane 3D-Hautmodell ndhert sich durch Bertcksichtigung der dritten Dimension
und der verschiedenen Differenzierungsstadien der Keratinozyten dem physiologi-
schen System an. Im Unterschied zur Kultivierung einschichtiger Keratinozyten wur-
den die Zellen des 3D-Modells auf Polycarbonat-Zellkultur-Inserts ausgesat und dem
Kera-Medium CaClz zur Induktion der Differenzierung und Vitamin C (VitC) als Antioxi-
dans zugesetzt. Um ein mehrschichtiges Modell zu erhalten, wurden die Keratinozyten
neun Tage im Air-Liquid Model kultiviert, alle 2-3 Tage wurde das Medium gewechselt.
Im Folgenden wird der von Manja Jargosch durchgefuihrte Versuch detailliert beschrie-

ben.

Jeweils 3 x 10° Keratinozyten wurden nach dem Auftauen und einem Waschvorgang
mit PBS in 12 ml Kera-Medium + Suppl + HC resuspendiert, anschlie3end in T75-Zell-
kulturflaschen ausgesat und inkubiert. Einen Tag spater erfolgte ein Mediumwechsel.
Nach Erreichen einer Zellkonfluenz von 80-95 % erfolgte die Zellernte an Tag vier. Im

Unterschied zum Erntevorgang aus Kapitel 3.1.2 war darauf zu achten, dass die
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Trypsinierung nach maximal 5 min abgestoppt wurde, um die Oberflachenproteine und
Tight Junctions der Keratinozyten zu erhalten. AnschlieBend wurden die Zellen wie in
Kapitel 3.1.2 gezahlt und resuspendiert. Neben Supplementen und Hydrocortison
wurde dem Medium 1,5 mM CaClz hinzugegeben, welches fir die Differenzierung der
Keratinozyten essenziell ist.

Im néachsten Schritt wurden jeweils 0,3 x 10° Keratinozyten in 500 pl Kera-Me-
dium + Suppl + HC + CaClz in Polycarbonat-Zellkultur-Inserts (12 mm Durchmesser,
0,4 um PorengroRe, Millipore), welche in 6-Well-Platten gesetzt wurden, ausgesét.
Das umgebende 6-Well wurde mit 2,5 ml Kera-Medium + Suppl + HC + CaCl: befillt.
Zwei Tage spater, nach Anwachsen der Hautzellen an die Inserts, wurde ein sog. Airlift
durchgefiihrt. Durch Absaugen des Mediums aus dem Insert wurden die Keratinozyten
fortan — wie in der menschlichen Haut physiologisch — an ihrer Oberseite der Umge-
bungsluft ausgesetzt.

Insert mit Polycarbonatmembran

/ 6-Well
/

Keratinozyten

Kera-Medium

Abbildung 4: Menschliches 3D-Hautmodell nach durchgefihrtem Airlift.
Nach Aussaat auf einer Polycarbonatmembran erfolgte die Ernahrung der Keratinozyten in der weiteren Wach-
stums- und Differenzierungsphase ausschlief3lich durch das darunter liegende Kera-Medium im Air-Liquid Model.

Das verbleibende Medium wurde in diesem Schritt von 2,5 auf 2 ml reduziert. Die wei-
tere Kultivierung erfolgte fur acht Tage, wobei dem Medium zusétzlich 50 pg/ml VitC
als antioxidative Komponente zugegeben wurde. Alle 2 bis 3 Tage fand ein Medium-
wechsel statt. 24 Stunden vor der Zellernte erfolgte die einstiindige Pra-Inkubation mit
den jeweiligen IRAK-4 Inhibitoren in einer Konzentration von 10 uM in 2 ml Kera-Me-
dium - HC + CaCl2 + VitC sowie anschlieBende Stimulation mit T-Zell-Uberstand (1:10
verdinnt) von AE-Patienten (Gewinnung s. Kap. 3.1.12) in 2ml Kera-Me-
dium + Suppl - HC + CaClz + VitC in Anwesenheit der IRAK-4 Inhibitoren. Im Rahmen
der Zellernte wurde das Insert entnommen, die Membran mit einem Skalpell ausge-

schnitten und in Lysispuffer (Stratec Kit) plus DTT (Dithiothreitol) Gberfuhrt. Bis zur

32



RNA-Praparation erfolgte die Lagerung bei -20 °C. Das histologische Ergebnis des

3D-Modells im Vergleich zur menschlichen Haut ist in Abb. 5 dargestellt.

e g —— Stratum comeum

=gl > 4__,«1; - Stratum granulosum

—— Stratum spinosum

— Stratumb

. — Basalmembran

» - . “ \
3D-Modell Menschliche Ha‘ﬁ,t; e ih 8

Abbildung 5: Vergleich des histologischen Aufbaus von 3D-Keratinozyten-Modell und menschlicher Haut.
Alle vier Schichten der Epidermis sowie die darunterliegende Basalmembran sind klar abgrenzbar.

3.1.6 Kultivierung und Stimulation von Fibroblasten

Die verwendeten Fibroblasten stammten aus der Biobank Biederstein und wurden im
Vorfeld der Versuche projektunabhangig aus Vollhautbiopsien von Patienten durch
Jana Sanger gewonnen. Hierzu wurde die Biopsie zunachst in der Ecke einer 10 ml
Zellkulturflasche platziert und 500 pl Fibroblastenmedium hinzugegeben. Uber 2 bis 4
Wochen erfolgte die Auswanderung der Fibroblasten aus der Biopsie. Anschliel3end
wurden die Zellen nach Trypsinierung geerntet und bis zur weiteren Verarbeitung in

Flussigstickstoff gelagert.

Nach Auftauen der Fibroblasten und Resuspension in Fibroblastenmedium erfolgte die
Kultivierung in einer 250 ml Zellkulturflasche bei 37 °C, 6,5 % CO2 und 100 % Luft-
feuchtigkeit. Das Medium wurde an Tag drei gewechselt. Finf Tage nach Aussaat
wurden die Zellen bei einer Konfluenz zwischen 70 und 80 % geerntet und aufgeteilt.
Hierzu erfolgte zunéchst die Zugabe von 3 ml Trypsin, dann ein Abstoppen der en-
zymatischen Reaktion mit 10 ml Fibroblastenmedium. AnschlieRend wurden die Fibro-
blasten auf acht 6 cm? groRe Zellkulturschalen in jeweils 4 ml Medium verteilt und wei-
tere drei Tage inkubiert. Vor der Stimulation wurden die Zellen funf Stunden lang in
reinem DMEM Medium gestarvt. Danach wurden die Zellen fur eine Stunde mit den
entsprechenden Konzentrationen an IRAK-4-Inhibitoren (0,1 uM, 1,0 pM, 10 pM) in
2 ml DMEM inkubiert und im Anschluss mit 50 ng/ml IL-13 ebenfalls in Anwesenheit
des IRAK-4 Inhibitors in 2 ml DMEM Uuber Nacht (12-16 h) stimuliert. Nach durchge-

fuhrter Zellernte wurden die Zellpellets bis zur RNA-Praparation bei -20 °C gelagert.
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3.1.7 Isolation von PBMCs aus Vollblut

PBMCs wurden aus venésem EDTA-Vollblut gesunder Spender isoliert. Hierzu wurde
die Ficoll-Hypaqgue-Methode angewandt, bei der man sich die unterschiedlichen Dich-
tegrade der einzelnen Zelltypen zunutze macht, um die Zellen zu trennen. Mithilfe die-
ser Methode kdnnen mononukleare Zellen des peripheren Blutes, wie Monozyten, T-
und B-Zellen sowie natirliche Killerzellen, von anderen Blutzellen wie Erythrozyten
oder neutrophilen Granulozyten getrennt werden. Die Arbeitsschritte werden im Fol-

genden detailliert beschrieben.

Das abgenommene Blut (15 ml, 2 groRe EDTA-ROhrchen) wurde zunachst im Verhalt-
nis 1:2 mit PBS gemischt. In einem 50 ml Falcon Réhrchen wurden 25 ml dieses Ge-
mischs vorsichtig auf 15 ml LymphoPrep geschichtet und anschlie3end zentrifugiert
(2200 U/min, 15 min, RT, ohne Bremse). Aufgrund der unterschiedlichen Dichte der
Blutbestandteile hat sich wahrend der Zentrifugation zwischen Serum und Erythrozy-
ten eine PBMC-Bande gebildet, die mit einer 5 ml Pipette abgenommen wurde. Jeweils
zwei Banden wurden nach Uberfiihrung in ein neues 50 ml Falcon Roéhrchen mit
PBS + 5 mM EDTA aufgefullt und zentrifugiert (1600 U/min, 10 min, RT). Nach Absau-
gen des Uberstandes und Resuspension des Zellpellets in 1 ml PBS wurde das Falcon
erneut mit PBS + 5 mM EDTA aufgefiillt und zentrifugiert (1200 U/min, 10 min). Zur
Eliminierung noch vorhandener Erythrozyten wurde das Zellpellet in 1 ml RBC Lysis
Puffer resuspendiert und inkubiert (4 min, RT). Danach wurde das Falcon auf 25 ml
mit PBS aufgefullt und anschlieBend erneut zentrifugiert (1200 U/min, 10 min, RT).
Anschliel3end erfolgte die Bestimmung der Zellzahl mithilfe einer Neubauer-Zahlkam-

mer.

3.1.8 Isolation von CD4* T-Helferzellen

Bei der Isolation von CD4* T-Helferzellen aus PBMCs kamen das CD4* T Cell Isolation
Kit und der AutoMACS Pro Separator zur Anwendung. Die Trennung von CD4* Zellen
und nicht-CD4* Zellen erfolgte nach dem Prinzip der magnetischen Zellseparation
(MACS), die sich Unterschiede in Oberflachenstrukturen der verschiedenen PBMCs
zunutze macht. Monoklonale Antikérper, gekoppelt an magnetische Mikropartikel, sog.

MicroBeads, binden hierbei an alle Zelltypen aul3er die CD4* T-Lymphozyten im Sinne
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einer Negativselektion. Die Anlage eines Magnetfeldes fuhrt zur Eliminierung der nicht-
CD4* Zellen aus der Probe.

Die PBMCs wurden in MACS-Puffer, bestehend aus PBS, BSA und EDTA, aufgenom-
men, wobei pro 107 Zellen 40 pl MACS-Puffer und 10 pl CD4+ T Cell Biotin-Antibody
Cocktail gegeben wurden. Nach 5-minttiger Inkubation bei 2-8 °C wurden den Zellen
weitere 30 pl MACS-Puffer sowie 20 ul CD4+ T Cell MicroBead Cocktail hinzugege-
ben. Im Anschluss einer weiteren Inkubationszeit von 10 min bei 2-8 °C wurden die
CD4" T-Zellen am AutoMACS Pro Separator der Fa. Miltenyi Biotec mit dem Pro-

gramm depletes magnetisch separiert.

Fur das detaillierte Procedere zur Gewinnung der CD4+ T-Helferzellen wird auf die
Herstellerangaben des CD4+ T Cell Isolation Kit von Miltenyi Biotec verwiesen.

3.1.9 Stimulation von T-Zellen

Die Gewinnung der T-Lymphozyten erfolgte, wie in Kapitel 3.1.8 beschrieben, aus
PBMCs. Anschliel3end wurden ca. 150.000 Lymphozyten/Well fur 2 bis 3 Tage im 96-
Well stimuliert sowie mit IRAK-4 Inhibitoren in den drei Konzentrationen 10, 1 und
0,1 uM behandelt. Die Stimulation erfolgte zum einen mit a-CD3 in einer Konzentration
von 0,75 pug/ml, mit dem eine Stunde vor Zugabe der Lymphozyten die 96-Well Platte
,gecoated” wurde und zum anderen mit a-CD28 (0,75 pg/ml) und IL-1( (0,05 pg/ml),
die in die einzelnen Wells zu den T-Zellen pipettiert wurden.

Vor Beginn der Zellernte wurde zunachst der T-Zell-Uberstand abgenommen und fir
folgende ELISA Analysen weggefroren. Anschlie3end wurde den Zellen 200 ul FACS-
Puffer zugegeben. Nach Zentrifugation (2000 U/min, 1 min) wurde der Uberstand ver-
worfen, die Zellen in 200 pl FACS-Puffer aufgenommen und zur zytotoxischen Analyse

der IRAK-4 Inhibitoren verwendet.

3.1.10Isolation und Stimulation von neutrophilen Granulozyten aus Vollblut

Zur Isolation neutrophiler Granulozyten wurden zunachst 9 ml EDTA-Blut gesunder
Probanden zentrifugiert (2000 U/min, 10 min, RT) und das Plasma verworfen. Dem
verbliebenen Blut wurde 4 ml PBS zugegeben. Anschlie3end wurde das verdinnte
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Blut vorsichtig auf 3 ml LymphoPrep in einem 15 ml fassenden Falcon Réhrchen ge-
schichtet, ohne die beiden Flussigkeiten zu vermischen. Durch Zentrifugation bei
2000 U/min und RT far 20 min ohne Bremse erfolgte die Separation von PBMCs (pe-
ripheral blood mononuclear cell) (obere Bande) und den Erythrozyten und Granulozy-
ten (untere Bande). Nach Verwerfen der PBMC-Schicht wurden die restlichen Zellen
mit 8 ml PBS verdinnt. Die Trennung von Erythrozyten und neutrophilen Granulozyten
wurde Uber die Zugabe von 1,5 ml 20 %iger Dextran Losung initiiert. Nach einer Inku-
bation von 25 bis 30 min wurde der rétliche Neutrophilen-haltige Uberstand abgenom-
men, in ein neues 15 ml Falcon Réhrchen tberfuhrt, mit 14 ml PBS aufgefillt und zen-
trifugiert (2000 U/min, 10 min, RT). Die Eliminierung verbliebener Erythrozyten erfolgte
Uber die Behandlung des neutrophilen Zellpellets mit 5 ml RBC (red blood cell) Lysis
Puffer fir 2 min. Nach Abstoppen der Lyse mit 14 ml PBS und erneuter Zentrifugation
(2000 U/min, 10 min, RT) wurden die neutrophilen Zellen in 5 ml T-Zell-Medium resus-

pendiert und wie in Kapitel 3.1.3 gezabhilt.

Vor Stimulation erfolgte die Prainkubation mit 100 ng/ml GM-CSF fur 1 h. Anschlie-
Rend wurden die Zellen, gelost in T-Zell-Medium, auf 24-Well-Platten (ca. 4 x 10° Zel-
len/Well) ausgesat. Die Inkubation erfolgte fir 24 h nach Zugabe von 500 pl T-Zell-
Medium mit jeweils 10 uM des entsprechenden IRAK-4 Inhibitors + 100 ng/ml Stimu-
lanz (LPS, IL17c) + 5 % HS (Humanserum) mit 50 ng/ml GM-CSF. Vor Initilerung der
Zellernte am nachsten Tag wurden 700 pl Uberstand fiir die Durchfiihrung zukiinftiger
ELISA-Analysen geerntet und bei -80 °C gelagert. Die jeweils restlichen 300 pl wurden
im Verhaltnis 1:1 mit kaltem PBS gemischt, die Zellen durch Auf- und Abpipettieren
resuspendiert und die Zellsuspensionen in Mikroreaktionsgefal3e Uberfihrt. Nach Zen-
trifugation (1200 U/min, 4 °C, 10 min) wurden die Zellpellets bis zur RNA-Pré&paration
bei -80 °C gelagert.

3.1.11 Migrationsassay von neutrophilen Granulozyten mit KeratinozytenUber-

standen

Zur Untersuchung des chemotaktischen Potentials von Keratinozyten auf neutrophile
Granulozyten nach IRAK-4 Inhibierung wurde ein Migrationsassay durchgefihrt. Beim

Migrationsassay wird eine zu testende Flussigkeit in die untere Kammer einer Trans-
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wellplatte vorgelegt und von neutrophilen Granulozyten durch eine Membran mit defi-
nierter PorengroRe getrennt. Die Porengréf3e wird so gering gewahlt, dass die Neutro-
philen nur durch aktive Migration hindurchpassen. Die Durchfiihrung der Migrations-

experimente erfolgte durch Manja Jargosch.

In der vorliegenden Arbeit handelte es sich bei dem Testserum um einen Zellkultu-
riberstand von Keratinozyten nach IRAK-4 Inhibierung und Flg-Stimulation, dessen
Gewinnung in Kapitel 3.1.4 beschrieben wurde. IL-8 anstelle des Keratinozytenuber-
stands diente als Positivkontrolle. Je 32 pl des Uberstandes wurden pro Vertiefung in
ein aus 96 Wells bestehendes ChemoTx® Disposable Chemotaxis System pipettiert.
Nach Aufsetzen der Filtermembran mit einem Porendurchmesser von 5 um wurden
pro Well 20 ul neutrophile Granulozyten (entspricht ca. 30.000 Zellen), gel6st in 1 %
T-Zell-Medium, aufgebracht und der Testansatz fir zwei Stunden im Brutschrank in-
kubiert (37 °C, 5 % CO2). AnschlieBend wurden die transmigrierten Zellen durch Zen-
trifugation (500 g, 1 min, RT) in der unteren Kammer gesammelt, zu je 20 pl in FACS-
Tubes Uberfuhrt und in 150 pl FACS-Puffer geldst.

Die Analyse der migrierten Zellen erfolgte mittels eines LSRFortessa Durchflusszyto-
meters (BD Biosciences). Dabei wurden alle Zellen Gber einen Zeitraum von 45 Se-
kunden im Modus ,high“ aufgenommen, um vergleichbare Daten zu generieren. Uber
ein FSC- und SSC-Dot-Plot wurde ein Gate auf die Neutrophilen-Population gesetzt.
Die Anzahl der migrierten neutrophilen Zellen innerhalb dieses Gates wurden in Rela-
tion zur unbehandelten stimulierten Probe gesetzt. Insgesamt wurden die Keratinozy-
tentberstande von vier Spendern analysiert. Fir jede Probe erfolgte eine Dreifachbe-

stimmung.

3.1.12 Gewinnung von lasionalem T-Zell-Uberstand aus Hautbiopsien

Lasionale T-Zellen produzieren einen Mix aus inflammatorischen Zytokinen, die ein
spezifisches dermatologisches Krankheitsbild induzieren. Im Verlauf der Laborphase
wurde lasionaler T-Zell-Uberstand zur Stimulation von Keratinozyten verwendet, um

krankheitsspezifische Veranderungen im 3D-Modell zu induzieren. Grundlage fir die
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Gewinnung des T-Zell-Uberstandes waren Vollhautbiopsien funf verschiedener Pati-
enten mit atopischem Ekzem aus der Biobank Biederstein. Folgende Arbeitsschritte

wurden, vereinfacht dargestellt, von Jana Sanger durchgefihrt:

Die Biopsie wurde auf eine 24-Well-Platte in T-Zell-Medium Uberfuhrt. Durch Zugabe
von IL-2 (60 U/ml) wurden die T-Zellen zur Auswanderung aus der Biopsie in das um-
liegende Medium angeregt. Nach 1-2 Wochen wurden die ausgewanderten lasionalen
T-Zellen bei einer Konfluenz von 30 bis 50 % in ein neues Well Uberfihrt, fur weitere
zwei Wochen Uber Stimulation mit a-CD3 und a-CD28 expandiert und anschlieRend in

Flussigstickstoff weggefroren.

Zur Gewinnung von lasionalem T-Zell-Uberstand wurden die Zellen aufgetaut, erneut
mit a-CD3 und a-CD28 fur zwei Tage im 24-Well stimuliert und im Anschluss fur zwei
Wochen in Anwesenheit von 60 U/ml IL-2 expandiert. In dieser Zeit wurde die Zellpo-
pulation von einem Well auf ca. 16 bis 32 Wells vergroRert. Anschliel3end erfolgte die
Zellernte, erneute Aussaat und Stimulation mit a-CD3 und a-CD28 fir weitere drei
Tage. Der entstandene Uberstand wurde geerntet und bis zur weiteren Verwendung
weggefroren. Die Konzentration von IL-4, IL-13, IL-22, IL-6, TNF-a und IFN-y wurde
mittels ELISA bestimmt. Die Zusammensetzung des lasionalen T-Zell-Uberstand-Mix
funf verschiedener Biopsien von Patienten mit atopischem Ekzem ist Abbildung 6 zu
entnehmen.

Zusammensetzung des T-Zell-
Uberstand-Mix in %

IL-13
25,41 %

Abbildung 6: Relative Zusammensetzung des |a-
sionalen T-Zell-Uberstand-Mix von 5 Patienten
= mit atopischem Ekzem
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3.1.13 Inkubation lasionaler Hautbiopsien mit IRAK-4 Inhibitoren

Biopsien mit einem Durchmesser von 6 mm wurden aus lasionalen Hautarealen von
Patienten mit atopischem Ekzem oder Psoriasis entnommen und anschlie3end in-vitro
stimuliert. Gemessen wurde der Einfluss der IRAK-4 Inhibitoren auf die Genexpression
verschiedener Zielgene.

Dafur wurde die Biopsie geviertelt und in T-Zell-Medium + 1 % HS fir 4 h mit 200 uM
des jeweiligen IRAK-4 Inhibitors stimuliert. Im Anschluss der Stimulation wurden die

zerteilten Biopsien in RNAlater Gberfuhrt und bis zur RNA-Isolation bei -80 °C gelagert.

3.2 RNA-Isolation

Fur die Durchfihrung von Genexpressionsanalysen wurde aus den kultivierten Zellen
und Hautbiopsien Gesamt-RNA isoliert. Der Arbeitsplatz wurde im Vorfeld mit RNAse-
Zap® gereinigt, einer Loésung zur Oberflachendekontamination, die RNasen bei Kon-
takt zerstort. Die Isolation erfolgte mit Hilfe verschiedener Kits gemal Herstelleranga-
ben.

Die Quantitat und Qualitat der gewonnenen RNA wurde im Anschluss mit einem Pho-

tospektrometer (NanoDrop) bestimmt.

3.2.1 RNA-Isolation aus kultivierten Zellen

Zur Extraktion von RNA aus kultivierten Zellen wurde das InviTrap Spin Universal RNA
Mini Kit (Stratec Biotechnology) genutzt und der Bedienungsanleitung entsprechend
gearbeitet.

Zunachst wurden die Zellen durch Zugabe einer Lésung aus DTT und Lysis Solution
TR lysiert. Um die DNA zu eliminieren, wurde die gesamte Lésung auf einen DNA-
bindenden Filter aufgetragen und anschliel3end zentrifugiert (1 min, 11.000 U/min).
Nach Zugabe von 70 %-igem Ethanol wurde die Probe auf einen RNA-RTA Spin Filter
aufgetragen und erneut zentrifugiert (2 min, 11.000 U/min), wobei die RNA an dieser
Stelle auf dem Filter haften blieb. Um jegliche Rickstande — bis auf die RNA — aus
dem Filter zu entfernen, folgten ein Waschschritt mit Waschpuffer R1 sowie zwei

Waschschritte mit Waschpuffer R2, jeweils mit anschlie3ender Zentrifugation (1 min,
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11.000 U/min). Zur Eliminierung tbrig gebliebener Reste von Ethanol wurde ein wei-
teres Mal zentrifugiert (4 min, max. U/min). Zum Schluss wurde die RNA mit 40 pl Elu-
tionspuffer R durch Zentrifugation (1 min, 11.000 U/min) eluiert. Die RNA wurde sofort
auf Eis gelagert und ihre Konzentration am NanoDrop gemessen. Die RNA wurde bis
zur nachfolgenden cDNA-Synthese auf Eis gelagert und im Anschluss bei -80 °C ein-

gefroren.

3.2.2 RNA-Isolation aus Hautbiopsien

Fur die RNA-Isolation aus den Hautproben wurde das miRNeasy Mini Kit verwendet.
Gemal Herstellerangaben wurden folgende Arbeitsschritte durchgefuhrt:

Zunachst wurde die Biopsie in ein Mikroreaktionsgefafld (2 ml) mit 700 pl QlAzol Lysis
Reagenz uberfuhrt. Mithilfe einer Schere wurde die Biopsie manuell in kleine Stiicke
zerteilt, bevor anschliel3end der TissueLyser (Qiagen) zur endgultigen Homogenisie-
rung der Probe eingesetzt wurde (2 x 5 min, 23/s). Nach 5-minttiger Inkubation bei RT
wurde der Probe 140 ul Chloroform zugesetzt, die Suspension fir 15 Sekunden gut
gemischt und fur weitere 2 bis 3 Minuten bei RT inkubiert. Anschliel3end erfolgte ein
Zentrifugationsschritt (15 min, 12.000x g, 4 °C), bei der sich die Probe in drei Phasen
separierte: eine obere wassrige RNA-haltige Phase, eine wei3e Phase in der Mitte
sowie eine untere, rote organische Phase.

Die obere RNA-haltige Phase wurde in ein neues Mikroreaktionsgefafd tberfihrt und
mit 525 ul Ethanol (100 %) gefallt. 700 ul der Probe wurden auf eine RNeasy Mini spin
column pipettiert und zentrifugiert (15 s, 10.000 U/min, RT). Zur Eliminierung verblie-
bener DNA wurden zunachst 350 ul RWT-Puffer auf die RNeasy Mini spin column pi-
pettiert und zentrifugiert (15 s, 10.000 U/min, RT). Der DNA-Verdau erfolgte durch Zu-
gabe von 10 yl DNAse + 70 ul RDD-Puffer bei einer Inkubationszeit von 15 min bei
RT. Nach Zugabe von 350 ul RWT-Puffer wurde erneut zentrifugiert (15 s,
10.000 U/min, RT) und der Durchfluss verworfen. AnschlielRend wurden zur Reinigung
der Filtermembran 500 ul RPE Puffer auf die RNeasy Mini spin column pipettiert und
zentrifugiert (15 s, 10.000 U/min, RT). Dieser Schritt wurde zur vollstdndigen Trock-
nung der Filtermembran mit einer Zentrifugationszeit von 2 min wiederholt. Eluiert
wurde die RNA in 28 pl RNase freien Wassers, fur 5 min inkubiert und anschlie3end
zentrifugiert (1 min, 10.000 U/min, RT). Die RNA wurde bis zur nachfolgenden cDNA-

Synthese auf Eis gelagert und im Anschluss bei -80 °C eingefroren.
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3.3 cDNA-Synthese

Die cDNA-Synthese erfolgte unter Verwendung des High capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems). 500 ng RNA wurden mit RNase freiem Wasser
auf 14,2 ul aufgefillt und mit 5,8 pl Reaktionsmischung gemischt. Die einzelnen Re-

aktionsschritte sowie -bestandteile sind den Tabellen 14 und 15 zu entnehmen.

Tabelle 13: Reaktionsschritte der cDNA-Synthese

Reaktionsschritt Temperatur Dauer
1 25°C 10 min
2 37°C 120 min
3 85°C 5 min
4 4°C oo

Tabelle 14: Reaktionsbestandteile der cDNA-Synthese

Substanz V [ul]
10x RT Buffer 2,0
10x RT Random Primers 2,0
25x dNTP Mix [100 mM] 0,8
Reverse Transkriptase [50 U/ul] 1,0
RNA 500 ng
RNase-freies Wasser ad 20,0

3.4 Bioanalytische Nachweisverfahren

3.4.1 Quantitative real-time PCR (QRT-PCR)

Die Genexpression der verschiedenen Zielgene wurde mit Hilfe von gRT-PCR-Mes-
sungen analysiert. Im Unterschied zur herkdmmlichen PCR bietet sich hier die Mog-
lichkeit, die amplifizierten DNA-Abschnitte in Echtzeit zu quantifizieren. Uber die De-
tektion emittierter Fluoreszenz — hier der Farbstoff SYBR-Green, welcher in doppel-
strangige DNA interkaliert — kann auf die Menge der PCR-Produkte geschlossen wer-

den.

Die qRT-PCR wurde mit einem Volumen von 10 pl pro 384-Well durchgefiihrt, wobei
jeweils 3,4 ul 1:10 verdinnte cDNA (entspricht 8,5 ng/Rkt.) und 6,6 ul FastStart Uni-

versal SYBR-Green Master mit einem Mix aus zielgenspezifischen Vorwarts- und

41




Ruckwartsprimern vermischt wurden (s. Tab. 16.). Das Thermoprofil der PCR ist in
Tabelle 17 dargestellt.

Substanz Arbeitskonzentration V [ul]
2x FastStart Universal 1x 50
SYBR-Green Master (Rox) '
for Primer [4 uM] 0,32 uM 0.8
rev Primer [4 uM] 0,32 uM 0,8
1:10 cDNA 8,5 ng/384-Well 3,4

Tabelle 15: Arbeitskonzentrationen und eingesetzte Volumina der PCR-Substanzen

Temperatur Dauer
- 50 °C 2 min
Initiierung .

95 °C 10 min

o 95 °C 15 sek
Amplifikation . 40x

60 °C 1 min

95 °C 15 sek

Schmelzkurve 60 °C 1 min

95 °C 15 sek

Tabelle 16: Protokoll real-time PCR

Die relativen Expressionswerte wurden mithilfe der 2-22¢-Methode zur unbehandelten
stimulierten Probe als Referenz bestimmt. Hierbei werden zunéchst die Ct-Werte von
Zielgen und Housekeeper-Gen 18S voneinander abgezogen (ACt = Ctzielgen — CTHous-
ekeeper), UM dann die Differenz zwischen zwei Ct-Werten innerhalb eines Zielgens zu
bilden (AACt = ACtprobe - ACtreferenz). Dieser Wert kann in folgende Gleichung einge-

setzt werden: n-fache Expression = 2-24Ct,

3.4.2 Durchflusszytometrie (FACS)

Die Durchflusszytometrie ermdglicht den Nachweis von extra- und intrazellularen Pro-
teinen. Eine genaue Bestimmung des Zelltyps ist durch Markierung von Oberflachen-
rezeptoren mit Fluoreszenzfarbstoffen mdglich. In der vorliegenden Arbeit erfolgte
hierlber neben der Bestimmung migrierter neutrophiler Granulozyten im Transwel-
lassay die Differenzierung von vitalen und toten T-Lymphozyten nach Behandlung mit
IRAK-4 Inhibitoren durch Zugabe von DAPI. DAPI ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der nur
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durch die Membran von toten Zellen penetriert und diese durch Interkalation in dop-

pelstangige DNA anfarbt. Dabei wurde wie folgt vorgegangen:

Die durchflusszytometrische Messung erfolgte am FACS-Geréat BD LSRFortessa der
Firma BD Biosciences. Vor der Messung wurde den Proben jeweils 1 pl DAPI hinzu-
gegeben, um tote Zellen tber Interkalation mit der DNA anzuféarben.

Uber den FSC (,Forward scatter) und SSC (,Side scatter”) wurde auf die Lymphozy-
ten ,gegated”. Danach wurden die Dubletten mithilfe des FSC-H und FSC-W ausge-
schlossen und zum Schluss die Frequenz der toten Zellen anhand der DAPI-Fluores-

zenz bestimmt.

3.4.3 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Der Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) wird genutzt, um in Zellkulturtiber-
standen befindliche Zytokine quantitativ nachzuweisen. Das jeweils zu messende Zy-
tokin reagiert zunachst mit dem sog. Primarantikdrper (capture antibody), der tber sei-
nen Fc-Teil am Boden einer 96-Well-Mikrotiterplatte anheftet. Ein weiterer, enzymge-
koppelter Antikorper, der sog. detection antibody bindet ebenfalls an das gesuchte Zy-
tokin und fungiert als Katalysator fur eine Farbreaktion. Die Quantitat des Farbstoffes
wird photometrisch gemessen und ist proportional der Konzentration des gesuchten
Zytokins. Die absolute Konzentration kann mithilfe einer Standardkurve mit rekombi-
nanten Zytokinen bestimmt werden.

Gemal Anweisungen des Herstellers wurde folgendes Arbeitsprotokoll, verkirzt dar-

gestellt und je nach Zytokin in leicht abgewandelter Form, angewandt:

In jede Vertiefung einer 96-Well-Platte wurden 50 pl des capture antibody pipettiert
und Uber Nacht je nach Zytokin entweder bei Raumtemperatur oder bei 4 °C inkubiert.
Am né&chsten Morgen erfolgte ein Waschvorgang mit 400 ul PBS-Waschpuffer (PBS +
0,05 % Tween) im TECAN HydroSpeed Washer. Danach wurde auf die Wells jeweils
300 ul Blockierlosung (Assay Diluent) zur Sattigung unspezifischer Bindungen pipet-
tiert und fur 1 h inkubiert. Nach dem erneuten Durchlauf des o0.g. Waschprogramms
wurden 50 pl der Standard-, Proben- und Kontrolllésungen auf die Platte aufgetragen
und fur 2 h bei RT inkubiert. Dabei wurden die Probenlésungen je nach gemessenem

Zytokin unterschiedlich stark verdinnt (s. Tab. 16).
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Tabelle 17: Verdiinnungen der analysierten T-Zell-Uberstande im ELISA in Abhéngigkeit des zu messenden Zyto-

kins

Gemessenes Zytokin

Verdiinnung des T-Zell-US

IL-4 1:2
IL-17A 1:2,5
IL-22 1:2
IFN-y 1:100
TNF-a 1:100

Nach wiederholtem Waschgang folgte der Detection Antibody, der nur spezifische An-
tigene des gesuchten Zytokins erkennt. Dieser Antikbrper wurde zusammen mit Strep-
tavidin-HRP (horseradish peroxidase) fur 1 h bei RT auf der Mikrotiterplatte belassen
(50 pl/Well). AnschlieRend wurde erneut gewaschen und danach jeweils 50 pl TMB-
Substratldsung in jedes Well gegeben. Die TMB-Substratlésung setzte sich zusam-

men aus:

Tabelle 18: Zusammensetzung und Mengenangaben der TMB-Substratlésung zur Inkubation einer 96-Well-Platte

Substrat Menge (ul)
Citrat-Puffer 5500
Wasserstoffperoxid (H202) 2,55
Tetramethylbenzidin (TMB) 55

Bei ausreichend starker Blaufarbung der Proben wurde die Farbreaktion mit 50 pl
Schwefelsaure abgestoppt und die Mikrotiterplatte bei einer bestimmten Wellenlange
am ELISA-Reader ausgewertet.

3.5 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe der integrierten Analysefunktion des Pro-
gramms Prism 9 (GraphPad Software). Es wurden flr die unstimulierte Probe und sti-
mulierte Probe allein sowie in Verbindung mit den verschiedenen Inhibitorkonzentra-
tionen Streuungs- und Balkendiagramme mit Fehlerbalken erstellt. Verbildlicht wurden
dabei Mittelwert +/- Standardabweichung. Zum Nachweis der statistischen Signifikanz
der Inhibitorwirkung wurden die Einzelergebnisse der verschiedenen Inhibitorkonzen-
trationen im ungepaarten t-Test mit Welch-Korrektur gegentber den je nach Versuchs-

aufbau unstimulierten oder stimulierten Kontrollproben tberpruft.
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P-Werte < 0,05 wurden als statistisch signifikant betrachtet, wobei die zugrunde ge-
legten Signifikanzniveaus im Ergebnispart unter den jeweiligen Abbildungen aufge-

fuhrt werden.
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4 Ergebnisse

Untersucht wurde der konzentrationsabhéngige Einfluss dreier IRAK-4 Inhibitoren (11,
12 und 13) auf verschiedene Zelltypen, die an der Pathogenese bzw. Aufrechterhaltung
von entzindlichen Hauterkrankungen beteiligt sind. Der Fokus lag dabei auf primaren
humanen Keratinozyten, dermalen Fibroblasten, neutrophilen Granulozyten und T-Zel-

len.

4.1 IRAK-4 Initiation in priméren Keratinozyten

Als Produzenten einer Vielzahl von Zytokinen und Wachstumsfaktoren kommt den Ke-
ratinozyten neben ihrer mechanischen Barrierefunktion auch eine wichtige Rolle in der
Steuerung von Immunprozessen zu. Uber die Detektion von PAMPs und anschlie-
Rende Einleitung proinflammatorischer Signalkaskaden stellen sie neben den klassi-

schen Immunzellen einen integralen Bestandteil der dermalen Immunantwort dar.

4.1.1 Flagellin induziert Gber Aktivierung des IRAK-4-Signalweges die Expres-

sion proinflammatorischer Gene in Keratinozyten

Um regulative Effekte der untersuchten IRAK-4 Inhibitoren nachweisen zu kénnen,
musste zunachst die Signalkaskade, an deren Ablauf IRAK-4 mit ihrer Kinaseaktivitat
beteiligt ist, aktiviert werden. So erfolgte zu Beginn der experimentellen Laborphase
die Suche nach einem geeigneten IRAK-4 Trigger mit entziindungsférdernden Eigen-
schaften. Ausgewahlt wurden IL-18 sowie LPS, FLG und IMQ als TLR-Liganden, vier

Triggersubstanzen proinflammatorischer Prozesse des angeborenen Immunsystems.

Nach Stimulation der einschichtigen Keratinozyten mit jeweils einem der vier Trigger
wurde das Aktivitatslevel bestimmter Zielgene mittels gPCR evaluiert. Als Zielgene
wurden solche gewabhlt, die fur chemotaktische Faktoren (CXCL5), antimikrobielle De-
fensine (DEFB4), Zytokine (IL19) sowie Strukturproteine (LCE3A) codieren und eine
relevante Funktion in der Pathogenese entziindlicher Prozesse tibernehmen.

Das bakterielle Protein Flagellin (FLG) induzierte bei drei der vier gemessenen Gene
die starksten Expressionsanstiege (vgl. Abb. 7).
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Abbildung 7: Bakterielles Flagellin (FLG) induziert einen starken Expressionsanstieg proinflammatorischer
Gene in Keratinozyten

Abgebildet sind die relativen  Genexpressionswerte in  Bezug zur unstimulierten  Probe.
N=2. Abk: IL-1B: Interleukin-1B, LPS: Lipopolysaccharide, FLG: Flagellin, IMQ: Imiquimod

Die starksten Effekte wurden fir die Gene DEFB4A und IL19 beobachtet, mit einer
Steigerung der Expressionswerte um das 300- (DEFB4A) bzw. 100-fache (IL19) im
Vergleich zur unstimulierten Probe. Ebenfalls starke Effekte zeigten sich fur die Ex-
pressionswerte von LCE3A und CXCL5, bei denen der Anstieg im Bereich des 30 bis
40-fachen lag. IL-1B induzierte vergleichbar starke Effekte wie FLG fiur die Gene
DEFB4A und IL19 sowie moderate Anstiege der Expressionslevel von CXCL5 und
LCE3A. Im Vergleich dazu waren nach Zugabe von LPS und IMQ deutlich geringere
bis gar keine Effekte messbar. Hier lagen die beobachteten Genexpressionswerte im
Bereich der unstimulierten Probe. In den folgenden Experimenten zur Evaluierung der
Wirkung der getesteten IRAK-4 Inhibitoren wurde diesen Ergebnissen entsprechend

FLG als Stimulans eingesetzt.

4.1.2 Signifikante Reduktion von proinflammatorischen Zytokinen, Chemo-

kinen und Defensinen durch IRAK-4 Inhibition in Keratinozyten

Ein erster Nachweis regulativer Eigenschaften der getesteten niedermolekularen Inhi-
bitoren erfolgte ebenfalls an einschichtigen Keratinozyten im Rahmen von Genexpres-
sionsanalysen.

Es wurden die Aktivitatslevel sechs verschiedener Markergene von atopischem Ekzem
und Psoriasis in Keratinozyten nach Inhibierung von IRAK-4 und Stimulation mit FLG
ausgewertet. Die Genexpression wurde jeweils in Relation zu der mit FLG stimulierten
Probe betrachtet, um den regulativen Effekt der IRAK-4 Inhibitoren bewerten zu

kénnen. Die Ergebnisse der PCR zeigen, dass der stimulierende Effekt von FLG auf
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die einzelnen Gene durch die IRAK-4 Inhibitoren gehemmt wurde. Die Expressions-
werte wurden zum Teil signifikant gesenkt, wobei trotz dreier Verdinnungsstufen
[0,1 uM; 1,0 uM; 10 uM] keine eindeutige Konzentrationsabhéngigkeit beobachtet wer-
den konnte (s. Abb. 8). Mit Ausnahme von LCE3A konnte fur alle Zielgene eine Ex-
pressionsminderung auf unterschiedlichen Signifikanzniveaus im Vergleich zur stimu-
lierten Probe erzielt werden. Inhibitor 1 (I11) zeigte signifikante Wirkungen in den Kon-
zentrationen 1 und 10 uM mit einer Verringerung der Genexpressionslevel von
CXCL5, CXCL8, DEFB4A und S100A7 um 50 bis 75 % im Vergleich zu FLG, wahrend
fur die geringste Konzentration (0,1 puM) keine eindeutigen Effekte nachweisbar waren.
Inhibitor 2 (12) entfaltete maximale Wirkung in der héchsten Konzentration (10 uM) und
senkte die Expressionslevel der Gene CXCL5, CXCL8, DEFB4A, S100A7 und IL19
um 60 bis 85 %, verglichen mit FLG. Inhibitor 3 (13) zeigte vergleichbare Effekte wie
die Inhibitoren 1 und 2, wobei hier die Konzentrationen 0,1 uM und 10 uM der mittleren

Konzentration Uberlegen waren.
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Abbildung 8: Inhibition von IRAK-4 in humanen Keratinozyten reduziert Genexpression von Zytokinen,
chemotaktischen Faktoren und antimikrobiellen Peptiden.

Die Keratinozyten wurden fur 1 h mit den IRAK-4 Inhibitoren in den entsprechenden Konzentrationen inkubiert und
anschlieBend mit 100 ng/ml FLG in Anwesenheit des entsprechenden IRAK-4 Inhibitors U.N. stimuliert. Signif-
ikanzniveaus: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. N=3. Abk: FLG: Flagellin, 11: Inhibitor 1, 12: Inhibitor 2, I3: Inhib-
itor 3
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4.1.3 IRAK-4 Inhibition im 3D-Keratinozyten-Modell neutralisiert
proinflammatorische Effekte nach Stimulation mit lasionalem T-Zell-

Uberstand von Patienten mit atopischem Ekzem

Stellvertretend fur die menschliche Epidermis und damit als Ann&herung an
physiologische in-vivo Rahmenbedingungen wurde ein 3D-Keratinozyten-Modell unter
Ausbildung verschiedener Zellschichten in unterschiedlichen Differenzierungsstadien
(s. Abb. 4 im Methodenpart) kultiviert, anhand dessen die Wirksamkeit der IRAK-4
Inhibitoren weiter evaluiert wurde. Um dem pathophysiologischen Krankheitsmodell
gerechter zu werden, erfolgte die Stimulation des 3D-Modells im Unterschied zur
einschichtigen Zellkultur mit Zellkulturiberstand, der aus lasionalen T-Zellen von
Hautbiopsien unterschiedlicher Patienten mit atopischem Ekzem (AE) gewonnen
wurde. Die IRAK-4 Inhibitoren kamen in einer Konzentration von 10 uM zur
Anwendung. Die Stimulation mit T-Zell-Uberstand (TCS) induzierte die Genexpression
von DEFB4A, IL19, LCE3A, S100A7, CXCL8 und IL23, wahrend fur die Gene IL33 und
TSLP eine Reduktion und fir CXCL5 sowie TNF kein Anstieg im Vergleich zur
unstimulierten Probe beobachtet wurde (s. Abb. 9). Die Zugabe der IRAK-4 Inhibitoren
1 bis 3 fuhrte teilweise zur signifikanten Neutralisierung der Expressionwerte zuriick

auf das Niveau der unstimulierten Probe.
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Abbildung 9: IRAK-4 Inhibitoren neutralisieren die Expression proinflammatorischer Gene im 3D-Modell
nach Stimulation mit T-Zell-Uberstand (TCS) von Patienten mit atopischem Ekzem.

Die Keratinozyten wurden fir 1 h mit den IRAK-4 Inhibitoren in den entsprechenden Konzentrationen inkubiert und
anschlieRend mit 100 pl/ml AE-TCS-Mix in Anwesenheit des entsprechenden IRAK-4 Inhibitors fiir 24 h stimuliert.
Signifikanzniveaus: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001. N=3. Abk: TCS: T-Zell-Uberstand

So hemmte 11 signifikant die Expression von DEFB4A und IL19 um mindestens 50 %
sowie moderat, aber nicht signifikant von LCE3A, S100A7 und CXCL8 um 30-50 %. 12
regulierte 1L23 mit >60 % signifikant herunter und zeigte moderaten Einfluss auf die
Expressionswerte von DEFB4A und CXCLS8. Die Behandlung mit 13 hatte eine signifi-
kante Reduktion von DEFB4A, LCE3A und S100A7 zur Folge (>75 %), wahrend
CXCL8 moderat, aber nicht signifikant gehemmt wurde. Alle drei Inhibitoren neutrali-
sierten zudem nicht signifikant den herabregulierenden Effekt des TCS auf die Genex-

pressionswerte von I1L33 und TSLP.

4.2 IRAK-4 Inhibition in primaren neutrophilen Granulozyten

Neben der Aktivierung von Keratinozyten erfolgt im Rahmen entzindlicher Prozesse
der Haut, insbesondere bei der Psoriasis, bereits in sehr friihen Stadien die Rekrutie-
rung neutrophiler Granulozyten. Als Mediatoren weiterer proinflammatorischer Vor-

gange stellen sie eine interessante Zielstruktur fur die IRAK-4 Inhibitoren dar. Deren

50



hemmender Einfluss wurde auf chemotaktisches Potenzial, Zytokinproduktion und

Genexpression getestet.

4.2.1 IRAK-4 Inhibition in Keratinozyten reduziert das chemotaktische Potential

auf neutrophile Granulozyten

Um einen indirekten, chemotaktischen Einfluss der IRAK-4 Inhibitoren auf neutrophile
Granulozyten beurteilen zu kénnen, wurde deren Migrationsverhalten in Anwesenheit
von Zellkulturiberstanden humaner Keratinozyten, behandelt mit den IRAK-4 Inhibito-
ren und stimuliert mit FLG, getestet. Verglichen wurde das Migrationsverhalten auf den
Keratinozytentberstand, der ausschlie@lich mit FLG stimuliert wurde. Als
Positivkontrolle diente Interleukin-8 (IL-8) in Konzentrationen von 5 ng und 50 ng,
dessen chemotaktische Wirkung auf neutrophile Granulozyten bekannt ist (Baggiolini
und Clark-Lewis 1992). Als Kontrollprobe wurde PBS ohne chemotaktischen Stimulus
eingesetzt, um die Anzahl spontan migrierender Zellen zu ermitteln. Die quantitative

Bestimmung transmigrierter Granulozyten erfolgte am FACS-Geraét.

Der unter Stimulation mit FLG produzierte Keratinozytenuberstand hatte verglichen mit
der unstimulierten Probe eine Verdopplung der Neutrophilenmigration zur Folge. Unter
Einfluss der IRAK-4 Inhibitoren 1 bis 3 (10 uM) sank das chemotaktische Potenzial des
Uberstandes deutlich, was sich in einer signifikanten Reduktion migrierter Granulozy-
ten zeigte (s. Abb. 10). 12 und 13 erwiesen sich dabei als potenteste Hemmstoffe, die
mit einer Reduktion um ca. 50 % im Bereich der unstimulierten Probe lagen. 11 flhrte

zu einer nicht signifikanten Reduktion um etwa 20 %.
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Abbildung 10: IRAK-4 Inhibition in humanen Keratinozyten reduziert chemotaktische Rekrutierung neutro-
philer Granulozyten

Pro Well wurden 30.000 neutrophile Granulozyten fir zwei Stunden mit 32 pl Keratinozyteniiberstand inkubiert.
Nach Ldsung der transmigrierten Zellen in FACS-Puffer wurde deren Anzahl durch FACS-Analyse ermittelt. Signif-
ikanzniveaus: * p < 0,05; ** p < 0,01. N=4 (11, 12), N=3 (I13). Abk: PBS: Phosphatgepufferte Salzlésung, US: Unsti-
muliert, FLG: Flagellin, IL-8: Interleukin 8

4.2.2 IRAK-4 Inhibition verringert Proteinausschittung und Genexpression

neutrophiler Granulozyten

Um den direkten Effekt einer IRAK-4 Inhibition auf neutrophile Granulozyten zu testen,
wurden periphere neutrophile Zellen mit 100 ng LPS (Aktivator von TLR-4) + 10 pM
IRAK-4 Inhibitor flr 24 h inkubiert. Die Stimulation wurde von Manja Jargosch durch-
gefuhrt.

Der Zellkulturiberstand wurde mittels ELISA von Jana Sanger auf das Vorhandensein
verschiedener Zytokine analysiert. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Inhibition
von IRAK-4 in neutrophilen Granulozyten eine Aktivitatsabnahme zur Folge hat, die
sich durch verminderte Ausschittung der proinflammatorischen Proteine IL-13, Mye-
loperoxidase (MPO) und IL-6 auszeichnet. Inhibitor 1 fihrte bei allen drei quantifizier-
ten Proteinen zu einer signifikanten Verminderung ihrer Ausschuttung um 30 bis 50 %.

Inhibitor 2 zeigte lediglich auf die Ausschittung von IL-6 hemmende Eigenschaften,
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wohingegen IL-13 und MPO unbeeinflusst blieben. Inhibitor 3 reduzierte die Konzen-
tration von IL-18 um mehr als 60 % im Vergleich zur LPS-stimulierten Probe und
hemmte die Ausschittung von IL-6 sowie MPO ebenfalls signifikant um 30 bis 50 %

(vgl. Abb. 11).
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Abbildung 11: IRAK-4 Inhibitoren hemmen Ausschittung von Zytokinen und MPO in neutrophilen Granulo-

zyten
Signifikanzniveaus: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; *** p < 0,0001; N =5 (I1 and 12); N = 6 (I13). Abk.: US,

Unstimuliert; LPS, Lipopolysaccharide

Eine Genexpressionsanalyse der behandelten und stimulierten neutrophilen Granulo-
zyten wurde mittels PCR durchgefuihrt. Die Ergebnisse in Abb. 12 zeigen, dass die
Behandlung mit Inhibitor 1 und 3 zu einer signifikant verringerten Genexpression von
IL1b und IL6 fuhrten, wohingegen Inhibitor 2 keinen hemmenden Effekt zeigte. Auf die
Expression von PRTN3 (Proteinase 3) zeigte nur Inhibitor 1 einen signifikant induzie-
renden Einfluss. Die Messungen folgender weiterer Gene haben fur alle drei Inhibito-
ren aufgrund hoher Standardabweichungen keine aussagekraftigen Resultate erge-
ben, sodass sie in der Abbildung nicht berlcksichtigt wurden: TNF, MPO, S100A8,
S100A9 und IL17C.
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Abbildung 12: Effekte von LPS allein und in Kombination mit den IRAK-4 Inhibitoren 1 bis 3 auf die Expres-
sion proinflammatorischer Gene in neutrophilen Granulozyten
Signifikanzniveaus: * p < 0,05; ** p < 0,01. N=3 (11 + 12) N=4 (I13). Abk: US: Unstimuliert, LPS: Lipopolysaccharide

4.3 IRAK-4 Inhibition in primaren dermalen Fibroblasten

Als wesentlicher Bestandteil der dermalen Strukturen sind Fibroblasten hinsichtlich ih-
rer Einflussnahme auf entzindliche Prozesse von grof3em Interesse, weshalb die Wir-

kung der IRAK-4 Inhibitoren auf diesen Zelltyp ebenfalls evaluiert wurde.

4.3.1 IL-1B induziert Genexpression verschiedener Zytokine in Fibroblasten

Bevor der Einfluss von IRAK-4 Inhibitoren an Fibroblasten getestet wurde, erfolgte
analog zum Versuchsaufbau bei den Keratinozyten zunachst die Stimulation und an-
schlieBende Messung der Genexpressionslevel bekannter proinflammatorischer Ziel-
gene. Als Stimulus wurde 50 ng/ml IL-1B eingesetzt. Wie Abbildung 13 zu enthnehmen
ist, sind die relativen Genexpressionen der einzelnen Zytokine im Vergleich zur unsti-
mulierten Probe alle signifikant gestiegen, wenn auch unterschiedlich stark. Wahrend
die Aktivitatslevel von IL6, CXCL5 und CXCL8 um das 1.000- bis 10.000-fache gestie-
gen sind, bewegten sich TNF, IL19 und TSLP im Bereich zwischen 10- und 100-facher
Aktivitat.
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Abbildung 13: Induktion der Genexpression verschiedener Zytokine in dermalen Fibroblasten durch IL-1.
Die Fibroblasten wurden 0.N. mit 50 ng/ml IL-1B stimuliert. Mittels gPCR erfolgte die Analyse relevanter Marker-

gene. (N=3). Abk: US: Unstimuliert

4.3.2 IRAK-4 Inhibition hat keinen Einfluss auf Expression proinflammatori-

scher Gene in Fibroblasten

Die Behandlung der Fibroblasten mit den IRAK-4 Inhibitoren zeigte nach Stimulation
mit IL-1( keine eindeutigen Effekte fir die Gene IL-6, TNF, IL-19, CXCL5, CXCL8 und
TSLP. Die Ergebnisse der PCR-Analysen sind in Abb. 14 dargestellt. Alle drei Inhibi-

toren fuhrten unabh&ngig von ihrer Konzentration zu keiner signifikanten Veranderung

der Genexpression in Fibroblasten.
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Abbildung 14: IRAK-4 Inhibition in dermalen Fibroblasten fuhrt nicht zur Hemmung der IL-1 B-assoziierten

Geninduktion.

Die Zellen wurden fir eine Stunde mit den entsprechenden Konzentrationen an IRAK-4-Inhibitoren (0,1 pM, 1,0 pM,
10 pM) in 2 ml DMEM inkubiert und im Anschluss U.N. mit 50 ng/ml IL-13 stimuliert. Die Genexpressionsanalyse
erfolgte mittels gPCR. (N=3). Abk: US: Unstimuliert
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4.4 IRAK-4 Inhibition in primaren peripheren T-Zellen

T-Zellen kommt im Rahmen der erworbenen Immunabwehr eine entscheidende Rolle
in der Pathogenese entziindlicher Hauterkrankungen zu. Hier sind besonders die TH2-
Zellen (AE) und Tul7-Zellen (Psoriasis) zu erwahnen. Daher wurde der Einfluss einer
IRAK-4 Inhibition auf ihre Aktivierung untersucht.

4.4.1 IRAK-4 Inhibitoren reduzieren Zytokinausschuttung von T-Lymphozyten

Aus humanen PBMCs isolierte CD4* T-Zellen wurden mit 0,75 pg/ml aCD3/aCD28
und 50 ng/ml IL-1 sowie den jeweiligen IRAK-4 Inhibitoren in einer Konzentration von
10 uM inkubiert. Nach drei Tagen wurde der produzierte Uberstand im ELISA auf das
Vorhandensein spezifischer fir AE und Psoriasis pathogenetisch relevanter Zytokine

analysiert.

Inhibitor 1 zeigte die starksten Effekte mit einer signifikanten Verringerung der Aus-
schittung von IFN-y, IL-4, IL-17A, I1L-22 und TNF-a um 70 bis 90 % (s. Abb. 15). Inhi-
bitor 3 fuhrte in etwas geringerem Ausmal3 ebenfalls zu einer reduzierten Produktion
aller gemessenen Zytokine (60-80 %). Inhibitor 2 dagegen wies lediglich fur IL-22 ei-

nen signifikant hemmenden Einfluss auf.
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Abbildung 15: IRAK-4 Inhibition verringert signifikant die Zytokinausschuttung in T-Zellen als Reaktion auf

die Co-Stimulation mit IL-1.
Die Proteinmenge der Zytokine IFN-y, TNF-a, IL-4, IL-17A und IL-22 im T-Zelluberstand wurde mittels ELISA be-
stimmt. Signifikanzniveaus: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. N=4. Abk: US: Unstimuliert

4.4.2 Dosisabhangige Toxizitat von IRAK-4 Inhibitoren auf T-Lymphozyten

Zur Objektivierung der Ergebnisse aus 4.4.1 wurde mittels einer DAPI-Farbung und
anschlieBenden FACS-Analyse die dosisabhangige Toxizitat von IRAK-4 Inhibitoren
auf CD4* T-Lymphozyten ermittelt. Eine hohe Toxizitat wirde ebenfalls zu einer Re-
duktion der Zytokinproduktion von T-Lymphozyten fihren. Dies hatte falschlicherweise
die Annahme einer guten Wirksamkeit der Inhibitoren zur Folge.

Die IRAK-4 Inhibitoren wurden in drei unterschiedlichen Konzentrationen [10 pM;
1,0 uM; 0,1 uM] getestet. Wie Abb. 16 zeigt, lasst sich der Zelltod durch die IRAK-4
Inhibitoren zwar induzieren, jedoch liegt der prozentuale Anteil toter T-Zellen selbst bei
der hochsten Konzentration von 10 uM lediglich bei 7 bis 10 %. Die Konzentrationen
1,0 uM und 0,1 pM liegen im Bereich der mit IL-13 stimulierten Proben und zeigen

daher keinen toxischen Effekt auf die T-Lymphozyten.

57



25 - IRAK-4 Inhibitor 1

<

£ 20 _I IRAK-4 Inhibitor 2

5 ¢ IRAK-4 Inhibitor 3

3 15

N

-

§ 10 I T .

[]

= B ..t TT 1113

£ 11 11

< 0 | — T 1 T 1 T 1
B SR R T R T TR WP
NV NN AN NN AN NN AN

%@o N4 '\Q \9 Qt\ '\Q \9 QZ\ '\Q \9 QZ\
5

Abbildung 16: Dosisabhéngige Toxizitat von IRAK-4 Inhibitoren auf CD4+ T-Lymphozyten.
Gezeigt ist der prozentuale Anteil toter T-Lymphozyten an der Gesamtpopulation in Abh&ngigkeit von verschiede-
nen Konzentrationen der IRAK-4 Inhibitoren. N=3

4.5 IRAK-4 Inhibition beeinflusst Genexpression in lasionalen Haut-

biopsien

Als gro3te Annaherung an das pathophysiologische Krankheitsmodell, sowohl was
Zellkomplexitat als auch proinflammatorische Stimuli angeht, wurden die IRAK-4 Inhi-
bitoren an Biopsien lasionaler Haut von Patienten mit atopischem Ekzem und Psoria-
sis getestet. Die ex-vivo Inkubation der Vollhautbiopsien mit den IRAK-4 Inhibitoren
erfolgte in einer Konzentration von 100 uM fir 4 h und wurde von Manja Jargosch
durchgefihrt. AnschlieRend wurden mittels PCR die Aktivitatslevel pathogenetisch re-
levanter Zielgene im Vergleich zur unbehandelten Kontrollprobe analysiert.

4.5.1 IRAK-4 Inhibition in AE-Biopsien verringert Expression der basophil-
chemotaktischen Chemokine MCP1 und CXCL8 sowie der krankheitsspe-
zifischen Zytokine IL22 und TNF

Abbildung 17 zeigt die z.T. signifikant regulierten Genexpressionswerte im Vergleich

zur unbehandelten Kontrolle.
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Abbildung 17: IRAK-4 Inhibition in lasionalen AE-Biopsien unterdriickt die Expression pathogenetisch re-
levanter Zielgene.
Signifikanzniveaus: * p < 0,05; ** p < 0,01; ** p < 0,001; N=3

IRAK-4 Inhibitor 1 fuhrte zu einer signifikanten Abnahme der Genexpression der fur
Chemokine codierenden Gene CXCL5, CXCL8 und MCP1 um 70 bis 85 % sowie des
Zytokines TNF um 70 %. Zusatzlichen konnten moderate, nicht signifikante Abnahmen
der Expressionen von IL33 und LCE3A beobachtet werden. Bei Behandlung mit IRAK-
4 Inhibitor 2 konnten signifikante Verringerungen der Expressionswerte zwischen 40
und 90 % fir die Gene CXCL5, CXCLS8, LCE3A, MCP1 und IL22 verzeichnet werden.
IRAK-4 Inhibitor 3 zeigte signifikante regulative Eigenschaften zwischen 40 und 60 %
fur die Gene DEFB4A, LCE3A, IL22, TNF und MCP1.

Auf die Genexpression von CCL5, CCL17, FLG2 und TSLP konnte kein regulierender

Effekt der getesteten IRAK-4 Inhibitoren nachgewiesen werden.
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4.5.2 IRAK-4 Inhibition in Psoriasis-Biopsien verringert Expression der neutro-
phil-chemotaktischen Chemokine CXCL8 und CXCL5 sowie der krank-
heitsspezifischen Zytokine IL23 und TNF

Die Inhibition von IRAK-4 in Biopsien von Psoriasispatienten scheint geringere Aus-
wirkungen auf die Genexpression pathogenetisch relevanter Marker als beim atopi-
schen Ekzem zu haben (s. Abb. 18).
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Abbildung 18: IRAK-4 Inhibition in lasionalen Psoriasis-Biopsien unterdriickt die Expression pathogene-

tisch relevanter Zielgene.
Signifikanzniveaus: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; N=4

IRAK-4 Inhibitor 1 fihrte zu einer signifikanten Hemmung der Expression von I1L23
(>60 %) sowie zu einem Anstieg des antiinflammatorisch wirksamen IL37 (>50 %).
Weitere Expressionsverringerungen waren, wenn auch statistisch nicht signifikant, fur
die Gene DEFB4A, CXCL5, IL19 und IL22 zu beobachten. Eine statistisch signifikante
Verringerung der Expressionslevel konnte fur IRAK-4 Inhibitor 2 bei den Genen CXCL5
(>80 %), CXCL8 (>50 %), LCE3A (40 %) und S100A8 (>30 %) beobachtet werden,
wahrend DEFB4A, IL23, S100A7, S100A9 und TNF moderat, aber nicht signifikant
gehemmt wurden. IRAK-4 Inhibitor 3 verringerte die Expression von CXCL5, CXCLS,
IL23, TNF, S100A7, S100A8 und S100A9 jeweils ohne Signifikanz.
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4.6 Zusammenfassung der Effizienz der IRAK-4 Inhibitoren in hu-

manen Zellen

Tabelle 19 fasst die Einflisse der drei IRAK-4 Inhibitoren auf die getesteten Marker-

gene fir den jeweiligen Zelltypus zusammen.

Tabelle 19: Wirkungsprofile der getesteten IRAK-4 Inhibitoren in den unterschiedlichen Zelltypen und -ver-

banden.

Signifikanzniveaus: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; *** p < 0,0001. Plus (+) = regulierender Effekt ohne

Signifikanz. 4 Zytokinaktivitat durch Inhibitor reduziert; T Zytokinaktivitat durch Inhibitor erhéht; - keine Effekte
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5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde, soweit bekannt, erstmalig der Einfluss selektiver
IRAK-4 Inhibitoren auf Genexpressionsmuster, Zytokinproduktion, chemotaktische Po-
tentiale und Vitalitat verschiedener humaner Zelltypen und -verbande untersucht, die
an der Entstehung und Aufrechterhaltung von chronisch-entziindlichen Hauterkran-
kungen beteiligt sind. Ausgangspunkt der Versuche waren Laborexperimente des bel-
gisch-niederlandischen Pharmaunternehmens Galapagos, in denen am Mausmodell
bereits in-vivo entzindungsmodulierende Eigenschaften der IRAK-4 Inhibitoren nach-
gewiesen wurden. Im Rahmen experimenteller Untersuchungen wurde jedoch berich-
tet, dass IRAK-4, abhangig von Spezies und Signalweg, unterschiedliche katalytische
Aktivitat aufweist (Chiang et al. 2011; Cushing et al. 2014). Somit war zu klaren, inwie-
fern sich die Ergebnisse auf menschliche Zellverbande Ubertragen lassen. Zu diesem
Zweck wurden zwei IRAK-4 Inhibitoren (11, 13) von Galapgos sowie ein weiterer IRAK-
4 Inhibitor der Firma Pfizer (I12) getestet. Die Auswertung unserer Versuchsansatze
lieferte fur alle drei Inhibitoren signifikante Effekte auf pathogenetisch relevante Ziel-
strukturen von atopischem Ekzem und Psoriasis. Diese Ergebnisse untermauern die
Hypothese, dass IRAK-4 in Anbetracht seiner zentralen Rolle zwischen angeborener
und erworbener Immunabwehr an der Pathogenese von entziindlichen Hauterkran-

kungen beteiligt ist.

5.1 Etablierung von small molecules in der Behandlung von Psoria-

sis und atopischem Ekzem

Neben den extrazellular wirksamen Biologika basiert die Weiterentwicklung der The-
rapie chronisch-entztindlicher Hauterkrankungen auf einer weiteren Substanzgruppe,
den sog. small molecules, zu deren Klasse auch die in dieser Arbeit untersuchten
IRAK-4 Inhibitoren gezéahlt werden. Diese intrazellular wirksamen niedermolekularen
Hemmestoffe interferieren vorwiegend mit Rezeptoren bzw. Bestandteilen der Signal-
transduktion und wirken auf diese Weise der proinflammatorischen Immunantwort ent-

gegen.

63



Stellvertretend fur die Weiterentwicklung von small molecules in der Dermatologie ste-
hen bisher Hemmestoffe der Januskinasen (JAK), die als selektive Tyrosinkinaseinhibi-
toren die Signalweiterleitung von Zytokinrezeptoren ins Zellinnere stoppen und bereits
in der Behandlung maligner Systemerkrankungen Anwendung finden (Ghoreschi et al.
2009). Im Unterschied zum Wirkmechanismus der Biologika blockieren die oral einzu-
nehmenden JAK-Inhibitoren nicht nur eine Zielstruktur, sondern indirekt eine ganze
Reihe verschiedener Zytokinrezeptoren, wodurch sich ein wesentlich breiteres Wirk-
potential ergibt. Ein grof3er Vorteil von JAK-Inhibitoren bzw. small molecules allgemein
ist ihr schneller Wirkungseintritt, der sich bei Biologika mit mehreren Wochen nach
Injektion vergleichsweise spat einstellt.

JAK-Inhibitoren haben sich Uber die Phase der klinischen Studien hinaus mittlerweile
als hoch effektive Wirkstoffe auf dem pharmazeutischen Markt etabliert und bereits
Einzug in die Therapie von chronisch entziindlichen Hauterkrankungen gehalten. Ba-
ricitinib, ein JAK-Inhibitor, der seit 2017 zur Behandlung der rheumatoiden Arthritis
eingesetzt wird, findet mittlerweile auch bei topisch therapieresistenten Formen des
atopischen Ekzems Anwendung, nachdem er in zwei randomisierten Phase-3-Studien
zu deutlichen Verbesserungen des Hautbefundes gegeniber Placebo-behandelten
Patienten fiihrte (Simpson et al. 2020). Im Jahr 2021 hat mit Upadacitinib ein weiterer
JAK-Inhibitor die Zulassung erhalten und darf kiinftig in der Therapie von mittelschwe-
ren bis schweren Formen des AE sowie Psoriasisarthritis eingesetzt werden
(Kathmann 2021).

5.2 IRAK-4 als attraktives Target in der Behandlung von inflammato-
rischen und hamatologischen Erkrankungen

Erste Erkenntnisse zum potenziellen Wirkungs- und Nebenwirkungsspektrum einer
medikamentdsen IRAK-4 Hemmung lieferten Untersuchungen an Patienten mit erblich
bedingt inaktiven Formen von IRAK-4. Dabei fiel auf, dass ihre an der Immunabwehr
beteiligten Blutzellen als Reaktion auf TLR-Liganden, anders als bei gesunden Pro-
banden, nicht mit vermehrter Zytokinbildung reagierten (Picard et al. 2003).

Angesichts dieser scheinbar essenziellen Rolle in Signalkaskaden von TLR und IL-1R
war davon auszugehen, dass eine Hemmung von IRAK-4 die Aktivitat verschiedener
Zelltypen direkt beeinflusst und deren Zytokinproduktion reduziert. Mit Effekten sowohl

auf das angeborene wie auch das adaptive Immunsystem reprasentiert IRAK-4 somit
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einen alternativen Angriffspunkt zu den aktuell verfiigbaren therapeutischen Optionen
bei atopischem Ekzem und der Psoriasis.

Aul3erhalb der Dermatologie besteht auch in anderen Fachbereichen Interesse an der
Entwicklung von IRAK-4 Hemmstoffen. So konnten in Tiermodellen fiir einige Erkran-
kungen bereits vielversprechende Ergebnisse erzielt werden. Mittlerweile befinden
sich vier verschiedene IRAK-4 Inhibitoren der Firmen Bayer (BAY1834845,
BAY1830839), Pfizer (PF-06650833) und Curis® (CA-4948) zur Therapie der rheuma-
toiden Arthritis in der klinischen Erprobung (Wiese et al. 2020). In Mausmodellen zu
Typ-2 Diabetes konnte Uber Inhibition von IRAK-4 die Progression von diabetischer
Nephropathie gestoppt werden (Kondo et al. 2020). Neben der antiinflammatorischen
Wirksamkeit wurde darlber hinaus in der Behandlung von hdmatologischen Erkran-
kungen wie Non-Hodgkin Lymphom und AML durch IRAK-4 Inhibition eine signifikante
Reduktion des Tumorwachstums verzeichnet (Gummadi et al. 2020).

5.3 Krankheitsrelevante Effekte der IRAK-4 Inhibitoren auf atopi-
sches Ekzem und Psoriasis

Die Ergebnisse dieser Arbeit untermauern die These, dass IRAK-4 einen vielverspre-
chenden Angriffspunkt zur Behandlung entzindlicher Hauterkrankungen darstellt. Alle
drei untersuchten IRAK-4 Inhibitoren zeigten deutliche Effekte auf zentrale, pathoge-
netisch relevante Mediatoren von atopischem Ekzem und Psoriasis. Diese Beobach-
tung galt fur alle untersuchten Zelltypen (Keratinozyten, neutrophile Granulozyten, T-
Zellen) und -verbande (Hautbiopsien), mit Ausnahme der Fibroblasten. Wie bereits in
einer Publikation von 2014 beschrieben wurde, scheint die durch IL-1 in Fibroblasten
ausgeloste Immunantwort unabhangig von der katalytischen Aktivitat von IRAK-4 ab-

zulaufen (Cushing et al. 2014).

5.3.1 Atopisches Ekzem

Bei Auswertung der Versuchsergebnisse ist in Hinblick auf pathogenetisch relevante
Faktoren des AE besonders die signifikante Reduktion von Defensinen (LCE3A,
DEFB4A), Chemokinen (CXCL5, CXCL8, MCP1) und AE-spezifischen Zytokinen
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(IL33, IL22, TNF) in Ekzembiopsien sowie im 2D/3D-Keratinozyten-Modell hervorzu-
heben, da diese einen direkten Einfluss der Inhibitoren (v.a. I13) auf Keratinozyten be-
legt. Dies hat insofern grof3e Relevanz, als IRAK-4 Inhibitoren auf diese Weise einen
pathogenetisch wichtigen Zelltypus der angeborenen Immunabwehr hemmt, der von
anderen aktuell verfigbaren Medikamenten, wie Biologika und JAK-Inhibitoren, nicht

direkt beeinflusst wird.

Das Chemokin MCP-1 tragt beim AE durch Ausbildung eines chemotaktischen Gradi-
enten zur Einwanderung von Monozyten und basophilen Granuloyzten in die Dermis
bei und begunstigt dadurch die typischen perivaskularen Ekzeminfiltrate (Trautmann
et al. 2003). Die suffiziente Reduktion von MCP-1, wie sie in den AE-Biopsien durch
alle drei Inhibitoren beobachtet wurde, wirde demnach in-vivo die Rekrutierung wei-
terer proinflammatorischer Zelltypen zum Ekzemherd vermindern und der Entziindung
entgegenwirken.

Interleukin 33 gehdrt einer Gruppe von Zytokinen an, die die Ausreifung von naiven T-
Zellen in Richtung eines Tu2-Phéanotyps begiinstigen und so vor allem die Ausbildung
akuter Ekzemlasionen férdern. (Homey B. 2018). Dartber hinaus sind erhdhte Spiegel
von IL-33 mit einer verminderten Expression des Strukturproteins Filaggrin (FLG2) in
Keratinozyten assoziiert und schadigen so zusatzlich die Hautbarriere (Seltmann et al.
2015). Die in AE-Biopsien beobachtete Expressionshemmung hatte demzufolge in-
vivo positiven Einfluss auf zwei wesentliche pathogenetische Faktoren des AE.
IRAK-4 Inhibitor 1 hemmt, wenn auch aufgrund hoher Standardabweichungen nicht
signifikant, die Expression von TSLP in AE-Biopsien. Dieser endogene Mediator I6st
in l&sionaler Haut Uber verschiedene Mechanismen Juckreiz aus und stellt damit einen
wichtigen Faktor zur Einschrankung der Lebensqualitat dar (Mollanazar et al. 2016).
Studien untersuchen TSLP bereits als medikamentbsen  Angriffspunkt
(NCT02525094).

Einen weiteren durch IRAK-4 Inhibition direkt beeinflussten Zelltypus stellt die CD4-
positive T-Helferzelle dar. Die Inhibitoren 1 und 3 reduzierten die Produktion von IL-4,
IL-22 und TNF-a. Die verminderte Prasenz des Schlisselzytokins IL-4 in Ekzemherden
konnte ahnlich wie die Reduktion von IL-33 einer Expressionsminderung von Filaggrin
(FLG2) entgegenwirken und somit die fortschreitende Schadigung der Hautbarriere

unterbrechen (Wollenberg et al. 2011). Die Hemmung der Zytokinproduktion von T-
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Helferzellen nimmt indirekt auch Einfluss auf Keratinozyten, da deren Produktion anti-
mikrobieller Peptide durch IL-4 gehemmt wird. So ware Uber die wirksame IL-4 Reduk-
tion in-vivo eine geringere Anfalligkeit fiir Infektionen mit Bakterien und Viren zu erwar-
ten, die charakteristisch fir das AE ist (Eyerich et al. 2009).

Dariiber hinaus interessant ist die signifikante Hemmung von IL-22, einem von Tn22-
Zellen ausgeschutteten Zytokin, das im chronischen Ekzem mit Akanthose und Li-
chenifikation assoziiert ist (Eyerich und Novak 2013). Daraus ergibt sich fur die Inhibi-
toren theoretisch eine Wirksamkeit sowohl im akuten als auch chronischen Stadium
der Erkrankung.

Die beobachtete Wirksamkeit der Inhibitoren wird durch die von Galapagos erzielten
in-vivo Ergebnisse im Mausmodell unterstrichen. Eine mit MC903 (Calcipotriol) bzw.
IL-33 ausgeloste Ekzemreaktion konnte mit dem IRAK-4 Inhibitor 1 wirksam einge-
dammt werden. Die entziindungsbedingte kutane Schwellung ging signifikant zurtick
und bei histologischer Auswertung war ein deutlicher Riickgang der Eosinophilen- und
T-Zellinfiltration zu verzeichnen. Zudem wurde in der Haut eine signifikante Expressi-
onsminderung der AE-Zytokine IL4, IL5, IL6 und IL13 auf Genebene beobachtet (un-

publizierte Daten).

5.3.2 Psoriasis

Fur die Psoriasis konnte demonstriert werden, dass eine IRAK-4 Inhibition die Produk-
tion von IL-17A, IL-22 und TNF-a in CD4-positiven T-Helferzellen wirksam vermindert
und damit Einfluss auf pathogenetisch zentrale Zytokine nimmt. Dieses Ergebnis deckt
sich mit der Beobachtung, dass defiziente Th17-Zellen mit katalytisch inaktiven For-
men von IRAK-4 eine verminderte Expression des IL-23 Rezeptors und daran geknuipft
eine ausbleibende Immunantwort auf IL-23 aufweisen (Staschke et al. 2009).

Neben dieser direkten Produktionshemmung von IL-17A in T-Zellen bestehen weitere
indirekte Mechanismen, tUber den IRAK-4 Inhibitoren eine Reduktion der IL-17A Spie-
gel induzieren. Hierzu zahlt die verminderte chemotaktische Rekrutierung neutrophiler
Granulozyten - einem weiteren Produzenten von IL-17A - durch Produktionshemmung
der Chemokine CXCL5 und CXCLS8 in Keratinozyten. Die verminderte Prasenz von IL-

17A in psoriatischer Haut hemmt auf diesem Wege zusatzlich die Produktion des
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proinflammatorischen S100A7 (Psoriasin) in Keratinozyten und wirkt der Entzin-
dungsreaktion entgegen (Hegyi et al. 2012). Zudem konnte die Produktion von IL-22
in T-Zellen gehemmt werden, wodurch in-vivo die Ausbildung der fiir die Psoriasis ty-

pischen Akanthose effizient zu verhindern ware (Boniface et al. 2005).

In Keratinozyten fihrte die IRAK-4 Inhibition zu einer Produktionshemmung der
Chemokine CXCL5 und CXCL8, woraus eine verminderte chemotaktische Rekrutie-
rung neutrophiler Granulozyten resultiert. Neben dem Migrationsverhalten konnte
auch das Aktivitatslevel neutrophiler Granulozyten direkt inhibiert werden. So wurden
Expression und Produktion der proinflammatorischen Zytokine IL-1p und IL-6 sowie
MPO gehemmt.

Keratinozyten, die als Vertreter der angeborenen Immunitat in psoriatischen Plagues
massiv hyperproliferiert sind, produzieren charakteristischerweise vermehrt antimikro-
bielle Peptide, wie B-Defensin 2 (DEFB4A) oder S100-Proteine (Batycka-Baran et al.
2014). In Keratinozytenmonolayern, dem 3D-Keratinozyten-Modell sowie in Hautbiop-
sien konnte die Expression von DEFB4A und S100A7 signifikant gehemmt werden, in
den Biopsien zusatzlich noch die der Calgranuline S100A8 und S100A9. Da B-De-
fensin 2 Gber Aktivierung von TLR-9 dendritische Zellen stimulieren kann, die ihrerseits
pathogenetisch wichtige T-Zellen aktivieren, stellt seine Hemmung einen wichtigen
therapeutischen Ansatzpunkt dar (Lowes et al. 2014; Tewary et al. 2013). Fir die
Uberexprimierten S100-Proteine A8 und A9 konnte in einem Psoriasis-Mausmodell be-
legt werden, dass sie eine T-Zell abhangige Autoimmunantwort induzieren, sodass
ihre Hemmung durch IRAK-4 Inhibitoren den Krankheitsverlauf an dieser Stelle beein-
flussen konnte (Loser et al. 2010).

Auch die Expression von IL23, einem der wichtigsten Botenstoffe in der Immunpatho-
genese der Erkrankung mit maf3geblicher Beteiligung an terminaler Differenzierung
und Erhaltung von Tul7-Zellen, wurde sowohl im 3D-Keratinozyten-Modell als auch in
Biopsien durch IRAK-4 Inhibition signifikant gehemmt (McGeachy et al. 2009). Dieser
Effekt ist im 3D-Modell vor allem auf eine direkte Beeinflussung der Keratinozyten zu-
ruckzufihren. In den Biopsien kommt die Modulation der dendritischen Zellen hinzu,
denen als Hauptproduzenten von IL-23 eine entscheidende regulatorische Funktion in

der Krankheitsentstehung zukommt (Wang und Bai 2020).
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Die Expression des antiinflammatorisch wirkenden Zytokins IL-37 wurde durch IRAK-
4 Inhibitor 1 in Biopsien von Psoriasispatienten signifikant erhdht. Eine Vermehrung
dieses antientziindlichen Zytokins kénnte ebenfalls zu einer deutlichen Reduktion des
Entztindungsgeschehens beitragen (Teng et al. 2014).

Dieser Zusammenhang wird durch das in-vivo Mausmodell von Galapagos zur Psoria-
sis unterstrichen. So zeigte sich die entziindungsbedingte Schwellung des Ohres als
Reaktion auf Injektion von IL-23 bzw. durch Behandlung mit Imiquimod (IMQ) nach
Zugabe der Inhibitoren rucklaufig. Auf histologischer Ebene konnten sowohl Akant-
hose als auch die 6dematdse Schwellung der Dermis verhindert werden. Auf Gen-
ebene wurden u.a. die Expression der Pso-Marker IL17A, IL22, S100A8 und S100A9

signifikant in der Haut reduziert (unpublizierte Daten).

5.4 Mdogliches Nebenwirkungsprofil

Die getesteten IRAK-4 Inhibitoren haben die Expressionsmuster vieler pathogenetisch
relevanter Markergene und -proteine beeinflusst. Fur einige krankheitsrelevante Zyto-
kine konnten jedoch keine Effekte beobachtet werden, sodass von einer Spezifitat der
Inhibitoren ausgegangen werden kann. |hr potenzielles Wirkungs- und Nebenwir-
kungsspektrum lage damit zwischen den sehr spezifisch wirkenden und meist nur ein
Zytokin hemmenden Biologika und den breit antiinflammatorisch wirkenden Medika-
menten, wie z.B. Azathioprin oder Glukokortikoiden. Da IRAK-4 Inhibitoren indirekt
mehrere Zytokine parallel hemmen, sind potenziell &hnliche Nebenwirkungen wie bei
JAK-Inhibitoren zu erwarten.

Studien zu IRAK-4 defizienten Patienten zeigten eine erhohte Anfalligkeit fir bakteri-
elle Systeminfektionen mit Pneumokokken, Staphylokokken und Pseudomonaden
ohne Anhaltspunkte fur vermehrte Infektionen mit Viren, Parasiten und Pilzen. Bei Kin-
dern bis zu einem Alter von acht Jahren wurden tddliche Pneumokokkeninfektionen
beschrieben, bei erwachsenen Patienten hingegen konnten insgesamt weniger und
harmlosere Infektionen ohne Todesfolge beobachtet werden, was am Ehesten auf die
Ausreifung von humoraler Immunitat und immunologischem Gedachtnis im Laufe der
Entwicklung zuriickzufthren ist (Picard et al. 2010).

Eine Kklinische Phase-II-Studie zur Wirksamkeit von IRAK-4 Inhibitoren bei rheumatoi-
der Arthritis registrierte nach 12-wdchiger oraler Gabe bei ca. 20 % der Behandelten

als Hauptnebenwirkung bakterielle Infektionen bzw. Parasitenbefall; Gber die Schwere
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wurden jedoch keine Angaben gemacht (Wiese et al. 2020). In einer Studie zu JAK-
Inhibitoren wird das vermehrte Auftreten von Virusinfektionen unter Therapie
(Winthrop 2017) berichtet, das wahrscheinlich im Zusammenhang mit der fir JAK-In-
hibitoren charakteristischen Hemmung des Interferonsystems zu sehen ist - hieraus
ergibt sich ein wesentlicher Unterschied zum Nebenwirkungsspektrum der IRAK-4 In-
hibitoren (Raftery und Stevenson 2017).

5.5 Ausblick

Aus den vorliegenden Ergebnissen ergibt sich die Hoffnung, IRAK-4 Inhibitoren zu-
kiunftig in-vivo substituieren und zu einer effektiven Therapieoption bei atopischem Ek-
zem und Psoriasis weiterentwickeln zu kénnen. Die erhobenen Daten legen nahe,
dass die Wirksamkeit der IRAK-4 Inhibitoren auf direkte Beeinflussung zentraler Me-
diatoren von Psoriasis (TNF-q, IL-23, IL-17A) und AE (IL-4, IL-13, IL-33) zurlckzufih-
ren ist und unterstiitzen damit die weitere Erforschung dieser Klasse von Kinaseinhi-
bitoren.

Von groliem Interesse ware zusatzlich eine histologische Analyse der Proteinexpres-
sion von den aktiven phosphorylierten IRAK-4-Moleklen in verschiedenen entzindli-
chen Hauterkrankungen. So ergaben sich moaglicherweise auch weitere Anwendungs-
gebiete der Inhibitoren. Aufgrund des Fehlens eines geeigneten p-IRAK-4 Antikodrpers
war dies bisher leider nicht mdglich.

Sollte sich in klinischen Folgestudien Sicherheit und Wirksamkeit der IRAK-4 Inhibito-
ren bestéatigen, ware in einem néchsten Schritt die Frage der Applikationsform zu stel-
len. Die systemische Vertraglichkeit eines oralen IRAK-4 Inhibitors der Firma Bayer
wird in einer aktuellen Studie zur Therapie von rheumatoider Arthritis und anderen
Autoimmunerkrankungen an gesunden Probanden und Psoriasispatienten durchge-
fuhrt (NCT03493269). Laut Studiendesign endet die klinische Beobachtung Anfang
2021, sodass mit baldigen Ergebnissen zu rechnen ist. Sollte sich dabei herausstellen,
dass die orale Einnahme mit dem Auftreten unerwiinschter Nebenwirkungen assoziiert
ist, die eine Langzeitanwendung ausschlief3en, ware kinftig der Einsatz in kurzfristigen
Intervalltherapien denkbar. Alternativ kame die klassischerweise mit weniger Neben-
wirkungen assoziierte topische Applikation in Frage, entweder als Monotherapie oder

in Kombination mit anderen Medikamenten, wie beispielsweise Biologika.
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6 Zusammenfassung

Mittlerweile herrscht Konsens dartber, dass die angeborene Immunabwehr eine we-
sentliche Rolle in der Entwicklung chronischer Entziindungsprozesse spielt. Daraus
wird abgeleitet, dass Modulatoren dieser frihen Form der Immunantwort ein grol3es
therapeutisches Potenzial bei immunvermittelten Erkrankungen besitzen.

Die Proteinkinase IRAK-4 ist an der Weiterleitung von proinflammatorischen Signalen
der Toll Like (TL)-, Interleukin 1 (IL-1)- und Interleukin 18 (IL-18)-Rezeptoren beteiligt
und stellt somit als Schnittstelle zwischen angeborener und erworbener Immunantwort
einen geeigneten therapeutischen Ansatzpunkt dar. Verschiedene experimentelle Un-
tersuchungen haben bereits eine essenzielle Rolle von IRAK-4 in Immunantworten auf
entzindliche Signalstoffe demonstriert. Diese Arbeit untersuchte erstmalig die antiin-
flammatorische Wirkung dreier IRAK-4 Inhibitoren im Kontext entztindlicher Hauter-
krankungen. Der Fokus lag dabei auf den beiden chronisch verlaufenden Erkrankun-
gen Psoriasis und atopisches Ekzem, an deren Entstehung eine Reihe proinflammato-
rischer Zytokine, wie IL-4, IL-17A, IL-22 und IL-23, mitwirken.

Um zelltypspezifische Unterschiede der IRAK-4 Inhibition zu identifizieren, wurden die
Inhibierungsexperimente in verschiedenen priméren humanen Zelltypen sowie in in-
vitro und ex-vivo Hautmodellen untersucht. In-vitro kam es zu einer signifikanten Hem-
mung der TLR- und ILR-Antworten in Keratinozyten (Reduktion der Chemokine CXCL5
und CXCL8 sowie der Defensine DEFB4A und S100A7) neutrophilen Granulozyten
(verringertes Migrationsverhalten, verringerte Produktion von IL-1f und IL-6) und T-
Zellen (verringerte Produktion von IL-4, IL-17A, IL22, TNF-a und IFN-y), wahrend der-
male Fibroblasten kaum beeinflusst wurden. In menschlichen Hautbiopsien von Pati-
enten mit atopischem Ekzem oder Psoriasis konnten die Inhibitoren die Expression
pathogenetisch relevanter Markergene beeinflussen (Reduktion der Chemokine
MCP1, CXCL5 und CXCLS8; sowie der Zytokine 1L22, IL23, IL33 und TNF). In nahezu
allen durchgefiuihrten Experimenten wirkte sich somit die IRAK-4 Hemmung auf zen-
trale Mediatoren der Psoriasis (TNF-a, IL-17A, IL-23, IL-22) und des atopischen Ek-
zems (IL-4, IL-22, IL-33) aus.

Zusammenfassend unterstreichen unsere Ergebnisse die zentrale Rolle von IRAK-4
in der Entstehung dermaler Inflammationsreaktionen sowie das Potenzial der geteste-
ten Inhibitoren als Behandlungsoptionen bei chronisch entziindlichen Hauterkrankun-

gen.
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