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Zusammenfassung 

Asthma bronchiale ist eine chronisch entzündliche Autoimmunerkrankung, die noch nicht 

heilbar ist. Aus diesem Grund ist es von großem Interesse, neue Möglichkeiten zu finden 

diese Atemwegserkrankung zu therapieren. Interleukin-22 ist ein Effektorzytokin, das von 

Zellen des Immunsystems produziert wird und auf Epithelzellen wirkt. Es nimmt eine duale 

Rolle ein, indem es abhängig vom Gewebe und Zytokinmilieu entweder 

entzündungsfördernden oder entzündungshemmenden Einfluss ausübt. Über seine 

Wirkung beim Asthma bronchiale ist bislang noch wenig bekannt.  

In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle von Interleukin-22 bei der allergischen 

Atemwegsentzündung mit Hilfe eines Maus-Modells und einer murinen bronchialen 

Epithelzell-Linie untersucht.  

Es konnte gezeigt werden, dass IL-22-defiziente Mäuse eine verstärkte 

Atemwegshyperreaktion entwickelten. Die IL-22-Defizienz wirkte sich in diesem Modell 

entzündungsfördernd auf die induzierte Asthma-Reaktion aus. Die Aktivierung der 

Epithelzell-Linie C22 mit unterschiedlichen Stimuli induzierte eine erhöhte Produktion 

Asthma-relevanter Mediatoren, welche durch die Behandlung der Zellen mit 

rekombinantem IL-22 reduziert werden konnte. Der beobachtete inhibierende IL-22-Effekt 

ließ sich mit Hilfe seines natürlichen Antagonisten IL-22BP neutralisieren. Diese 

entzündungshemmende Wirkung des IL-22 konnte ebenfalls in Wildtyp-Mäusen, denen 

rekombinantes IL-22 intratracheal verabreicht worden war, bestätigt werden. Als 

Hauptproduzenten des IL-22 in diesem Asthma-Modell konnten lymphoide Zellen des 

angeborenen Immunsystems detektiert werden, die bislang noch nicht im Zusammenhang 

mit Asthma bronchiale beschrieben wurden. 

Die aus dieser Arbeit gewonnen Ergebnisse bestätigen die Befunde aktueller 

Forschungsstudien, wonach Interleukin-22 ein neuer Ansatzpunkt für zukünftige 

Therapiemöglichkeiten sein könnte. 
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1 Einleitung 

1.1 Asthma bronchiale 

Asthma bronchiale ist eine chronische entzündliche Atemwegserkrankung, bei der es, 

durch unterschiedliche Auslöser wie Atemwegsinfekte, Allergien oder Anstrengung, zur 

Verengung der Atemwege kommt. Akut führt dies zu Atemnot, Husten und je nach 

Schweregrad zu einer respiratorischen Insuffizienz. Längerfristig folgen strukturelle 

Umbauvorgänge in den Atemwegen, das so genannte Remodelling, das wesentlich zum 

Fortschreiten der Pathologie beiträgt. Weltweit leiden etwa 300 Millionen Menschen an 

Asthma bronchiale, wobei in Deutschland etwa fünf Prozent der Erwachsenen und bis zu 

zehn Prozent der Kinder betroffen sind [1]. Auch bei konsequent durchgeführter Therapie 

mit inhalativen Kortikosteroiden kommt es bei manchen Patienten immer wieder zu einer 

Verschlechterung des Krankheitsbildes [2]. Die dauerhafte Therapie mit Kortikosteroiden, 

die am häufigsten angewendet wird, ist nicht ohne Nebenwirkungen. So kann es 

beispielsweise im Kindesalter zu einer Wachstumsverzögerung kommen. Die Erkrankung 

bedeutet eine große Belastung für die betroffenen Familien, verursacht hohe Kosten im 

Gesundheitssystem und kann in schweren Fällen auch tödlich verlaufen. 

1.1.1 Pathomechanismen bei allergischem Asthma bronchiale 

Neben dem allergischen Asthma gibt es noch weitere Formen: z.B. die Asthma-Erkrankung 

mit Resistenz gegen Kortikosteroide [3] oder das nicht-allergische Asthma. Auslöser eines 

nicht-allergischen Asthmas sind häufig Umweltfaktoren (Luftverschmutzung, 

Zigarettenrauch [4], Ozon [5]), virale Infektionen oder Stress, welche unabhängig von 

Helfer-T-Zellen Typ 2 (Th2)1 eine Atemwegshyperreaktion (AHR) induzieren. Die Mehrzahl 

der asthmatischen Patienten leiden an der allergischen Krankheitsform des Asthma 

bronchiale [6]. Auslöser für allergisches Asthma ist die Sensibilisierung gegen Allergene 

(z.B. Pollen, Proteine von Hausstaubmilben oder mikrobielle Produkte), die über die 

Schleimhäute aufgenommen werden und die epitheliale Permeabilität beeinflussen können. 

                                                        
1 Th2-Zellen (T-Lymphozyten) gehören zu den Leukozyten des adaptiven Immunsystems und sind 
hauptsächlich bei der humoralen Immunabwehr, durch die Ausschüttung von Zytokinen, beteiligt. 
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Dies erklärt, dass Allergen-spezifische Th2-Zellen in der Lunge von Asthma-Patienten 

verstärkt vorliegen, besonders in Patienten mit allergischem Asthma [7]. Th2-Zellen 

produzieren unter anderem die Zytokine Interleukin-4 (IL-4), Interleukin-13 (IL-13), 

Interleukin-5 (IL-5) und Interleukin-9 (IL-9). IL-4 und IL-13 sind an der Regulation des 

Immunglobulin-Klassenwechsels zu Immunglobulin E (IgE) in aktivierten B-Zellen2 

beteiligt [8;9], sowie an der Induktion einer AHR [10]. Das sezernierte IgE bindet an 

hochaffine IgE-Rezeptoren gewebsständiger Mastzellen3 und eosinophiler Granulozyten4. 

Beim ersten Kontakt mit einem Allergen – der so genannten Sensibilisierungsphase - zeigen 

sich noch keine Symptome. Erst bei einem zweiten Kontakt mit dem Allergen kommt es zur 

Ausschüttung von entzündungsfördernd (proinflammatorisch) wirkenden Botenstoffen 

dieser aktivierten Zellen, wie Histamin, Serotonin, Prostaglandin und Leukotrienen [11;12]. 

Dies führt zu den akuten Reaktionen der Allergie: erhöhte Gefäßpermeabilität und damit 

Gewebsschwellung, Konstriktion von glatten Muskelzellen in den Bronchien, und 

vermehrte Schleimbildung [13;14]. Im Gegensatz zu IL-4 und IL-13, die eine allergische 

Sofortreaktion auslösen, tragen die Th2-Zytokine IL-5 und IL-9 zu der Entwicklung einer 

Spätreaktion bei, indem sie weitere Entzündungszellen des Immunsystems zur Reifung 

anregen und an den Ort des Geschehens locken [10;11;15].  

Bei der Initiierung von Immunantworten ist das Zytokin-Milieu entscheidend. Während 

eine Th2-Antwort (IL-4, IL-5, IL-9, IL-13) Allergien und Entzündungsreaktionen eher 

fördert, weist eine Th1-Antwort (IL-12, IFN- ) dagegen protektive Effekte auf [16;17]. 

Darüber hinaus spielen bei allergischen Erkrankungen auch immunregulative 

Mechanismen wie IL-10-produzierende regulatorische T-Zellen (Tregs) eine Rolle. Diese 

Zellen sind möglicherweise bei allergischem Asthma nicht vollständig entwickelt oder 

durch Vorherrschen von proinflammatorischen Mechanismen verdrängt worden [18;19].  

                                                        
2 B-Zellen (B-Lymphozyten) sind die Antikörper-produzierenden Leukozyten des adaptiven Immunsystems.  
3 Mastzellen gehören zu den Leukozyten des angeborenen Immunsystems und tragen nach Aktivierung durch 
Ausschütten ihrer Granula zur Immunabwehr bei. 
4 Eosinophile Granulozyten - kurz Eosinophile genannt – gehören zu den Leukozyten des angeborenen 
Immunsystems und sind an der zellulären Immunabwehr beteiligt. 



Einleitung 

3 

1.1.2 Bronchialepithel in pulmonaler Immunologie 

Wie bereits erwähnt, spielt die adaptive (erworbene) Immunität und im Besonderen die 

dabei involvierten Th2-Zellen beim allergischen Asthma eine entscheidende Rolle. Aber 

auch Mechanismen und Zellen des angeborenen Immunsystems oder Strukturzellen, wie 

Bronchialepithelzellen und glatte Muskelzellen, sind eng mit der allergischen Asthma-

Reaktion verknüpft. Unabhängig von Th2-Zellen gibt es weitere Mechanismen, die an der 

Induktion einer Atemwegshyperreaktion beteiligt sind. Dabei und bei der Entwicklung des 

allergischen Asthma bronchiale spielen die Bronchialepithelzellen eine wesentliche Rolle. 

Dies basiert auf ihrer Barriere- sowie Effektorfunktion, beispielsweise der Mukus-

Produktion. Außerdem können die Epithelzellen durch die Sekretion von Zytokinen und 

Chemokinen5 eine Entzündungsreaktion qualitativ, quantitativ und temporal beeinflussen.  

1.1.2.1 Clara-Zellen 

Das Bronchialepithel besteht im Wesentlichen aus respiratorischem Flimmerepithel und 

sekretorischen zilienfreien Zellen. Zu diesen sekretorischen Zellen zählen Becherzellen und 

Clara-Zellen. In der Abbildung 1-1 ist in einer schematischen Übersicht der Aufbau der 

Bronchiolen mit den zugehörigen Epithelzellen zu sehen. Bei Nagern stellen Clara-Zellen die 

hauptsekretorischen Zellen im gesamten Bronchialbaum dar [20;21]. Clara-Zellen wird eine 

wichtige Rolle bei allergischem Asthma zugeschrieben. Durch inflammatorische Stimuli 

(z.B. LPS, IL-13, TNFα) transformieren Clara-Zellen zu Clara-Becher-Zellen (kurz: 

Becherzellen) und sind die wesentlichen Produzenten des bei allergischem Asthma 

vermehrt sezernierten Mukus6. Darüber hinaus spielen Clara-Zellen eine Rolle bei der 

Erneuerung des Lungenepithels [22] und besitzen wichtige immunmodulatorische 

Funktionen. Sie können Immunantworten sowohl fördern, z.B. durch ihre Produktion von 

proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen [23], als auch hemmen, z.B. durch die 

Sekretion des Proteins CCSP (clara cell secretory protein, auch unter den Bezeichnungen 

CC10 und CC16 bekannt), welches Th2-Antworten inhibiert [24;25]. 

 
                                                        
5 Chemokine gehören zur Gruppe der chemotaktischen Zytokine. Sie lösen bei ihren Zielzellen eine 
Wanderungsbewegung (Chemotaxis) zum Entzündungsort aus. 
6 Mukus = Schleim 
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Abb. 1-1 Darstellung der Lunge und schematischer Aufbau einer Bronchiole  

Die Lunge besteht aus den Bronchien, welche sich zu Bronchiolen verzweigen. Eine Bronchiole verzweigt sich 
weiter zu den Lungenbläschen (Alveolen) und setzt sich hauptsächlich aus Flimmerepithel zusammen. In den 
Alveolen findet die Oxygenierung des Blutes statt. Unter den Epithelzellen befinden sich Zilien-tragende Zellen und 
Zilien-freie Clara-Zellen, welche die Basalmembran (BM) bilden. Alveolarepithelzellen (Pneumozyten Typ I/II) sitzen 
der BM auf. Unter der BM, im Zwischengewebe (Interstitium), befindet sich glatte Muskulatur. Weiterhin finden 
sich noch Alveolarmakrophagen, die aus dem Blut stammen und Fremdstoffe sowie Abbauprodukte phagozytieren.  
(Quelle: Dr. M. McKee: Lecture on Histology of Respiratory System 3.Respiratory Bronchiole) 

 

 

1.1.2.2 Epithelzell-induzierte Zytokine: TSLP, IL-25, IL-33, CCL-17, Eotaxin3 

Im Folgenden werden Zytokine beschrieben, welche eine entscheidende Funktion beim 

Asthma bronchiale besitzen. In der Abbildung 1-2 sind die Interaktionen einiger dieser 

Zytokine zwischen dem Lungenepithel und den Immunzellen schematisch dargestellt.  

Zu den Asthma-assoziierten Zytokinen gehört u.a. das „Thymic stromal lymphopoietin“ 

(TSLP), das von primären Epithelzellen exprimiert wird, sobald diese durch spezielle 

mikrobielle Produkte, entzündungsfördernde Zytokine (z.B. IL-1ß, TNFα) oder 

Verletzungen des Gewebes aktiviert werden [26]. So wurde eine erhöhte TSLP mRNA-

Expression in den Atemwegen von Asthma-Patienten gefunden und festgestellt, dass dies 

mit dem Schweregrad der Erkrankung korreliert [27]. Die lungenspezifische Expression 

von TSLP induziert eine Entzündungsreaktion und kann eine Atemwegshyperreaktion 
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induzieren, bei der NKT-Zellen7 mitbeteiligt sind [28]. TSLP ist also an der allergischen 

Atemwegsentzündung durch die Initiierung von Zellen des angeborenen und adaptiven 

Immunsystems beteiligt. Durch die vermehrte TSLP-Ausschüttung der Epithelzellen 

werden Dendritische Zellen (DCs)8 aktiviert, welche wiederum Th2-Zellen stimulieren [29].  

Ein weiteres Zytokin, das von aktivierten Lungenepithelzellen sezerniert wird, ist das IL-25 

(auch IL-17E genannt), das zur IL-17-Familie gehört. Es wird nach Zell-Stimulation mit 

einem Allergen oder einer Helminthen-Infektion exprimiert [30-32]. IL-25 wird neben 

Epithelzellen ebenfalls von aktivierten Eosinophilen, aus dem Knochenmark-stammenden 

Mastzellen und basophilen Granulozyten9 produziert [33]. Das Zytokin wurde in erhöhten 

Konzentrationen  in der bronchialen Submukosa von Asthma-Patienten gefunden [34]. In 

Maus-Modellen konnte auch gezeigt werden, dass IL-25 die Produktion von Th2-Zytokinen 

fördert und eine Eosinophilie10 in der Lunge auslöst [35]. Des Weiteren scheint sich IL-25 

positiv auf die IL-9 Produktion von T-Zellen auszuwirken [30]. 

Ein weiteres, ebenfalls von pulmonalen Epithelzellen exprimiertes und bei der Asthma-

Reaktion involviertes Zytokin ist das IL-33. Es wird von unterschiedlichen Zellen 

sezerniert, darunter hauptsächlich Endothelzellen, Epithelzellen und Fibroblasten. IL-33 

aktiviert wiederum Th2-Zellen, Mastzellen und Basophile und unterstützt das Überleben 

von Eosinophilen und deren Degranulation [36-38]. In Mäusen konnte gezeigt werden, dass 

eine virale Infektion oder eine Allergen-Sensibilisierung zur Verstärkung der IL-33-

Produktion führt [31;39]. Da in Asthma-Patienten eine erhöhte IL-33-Konzentration 

nachgewiesen werden konnte [40;41], scheint IL-33 eine wichtige Funktion bei der 

Entwicklung des Asthma bronchiale auszuüben. Die Mechanismen die durch IL-33 

                                                        
7 NKT-Zellen („Natürliche Killer T-Zellen“) zählen zu einer Reihe unterschiedlicher Subpopulationen von 
T-Zellen, die die Eigenschaften von T-Zellen und Natürlichen Killerzellen (NK Zellen) aufweisen. 
8 Dendritische Zellen zählen (wie Makrophagen und B-Zellen) zu den “professionellen“ 
antigenpräsentierenden Zellen und nehmen als „Vermittler-Zellen“ eine Extrarolle zwischen dem 
angeborenen und dem adaptiven Immunsystem ein. Ihre Hauptfunktionen sind die Antigenprozessierung und 
-präsentation. Nach ihrer Aktivierung interagieren sie hauptsächlich mit T-und B-Zellen und induzieren deren 
Stimulation.  
9 Basophile Granulozyten - kurz Basophile genannt - gehören zu den Leukozyten des angeborenen 
Immunsystems und sind an der zellulären Immunabwehr beteiligt. 
10 Eosinophilie = Erhöhung der Zahl eosinophiler Granulozyten im Blutbild 
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ausgelöst werden und zur Atemwegsentzündung führen, sind jedoch noch nicht vollständig 

verstanden. 

CCL17 (Chemokine (C-C motif) ligand 17, auch unter dem Namen „Thymus- and 

activation-regulated chemokine“ (TARC) bekannt) ist das erste Chemokin, bei dem gezeigt 

werden konnte, dass es für die gezielte Th2-Zell-Chemotaxis zuständig ist. CCL17 wird von 

vielen Immunzellen, wie beispielsweise mononukleären Zellen, Thymus-Zellen, DCs, 

Endothel- und bronchialen Zellen exprimiert. Dieses Chemokin ist ein spezifischer Ligand 

für CCR4-Rezeptoren, die bei den T-Zellen nur auf Th2- und nicht auf Th1-Zellen zu finden 

sind [42]. Bei Mäusen konnte in einem Asthma-Modell eine erhöhte CCL17-Genexpression 

detektiert werden. Zusätzlich zeigte sich, dass die Blockade mit neutralisierenden 

Antikörpern eine Milderung der Eosinophilie und der AHR in den Mäusen bewirkte [43]. 

Auch in Asthma-Patienten konnten nach der Provokation mit einem Allergen erhöhte 

CCL17-Konzentrationen in der bronchoalveolären Lavage (BAL)11 und dem Sputum12 

detektiert werden, was durch die verstärkte CCL17-Genexpression in bronchialen 

Epithelzellen untermauert werden konnte [44-47]. Die beiden Th2-spezifischen Zytokine 

IL-4 und IL-13 scheinen die Hauptzytokine zu sein, welche die Produktion von CCL17 

induzieren. Ist zusätzlich TNFα involviert, führt dies zur synergistischen Verstärkung der 

CCL17-Sezernierung durch bronchiale Epithelzellen und mukosale Zellen der Nase 

[42;44;46;48;49].  

Eotaxin3 (auch als CCL26 bezeichnet) ist neben CCL17 ein weiteres wesentliches 

Chemokin bei der Induktion der Asthma-Reaktion. Es wird von aktivierten 

Lungenepithelzellen exprimiert und hat Einfluss auf die Chemotaxis von Eosinophilen und 

Basophilen zum Entzündungsort.  

 

                                                        
11 Eine Variante der Bronchiallavage ist die bronchoalveoläre Lavage. Darunter versteht man die Spülung der 
Bronchien zu therapeutischen oder diagnostischen Zwecken. 
12 Sputum = ausgehustete Absonderung der Atemwegsschleimhaut mit beigemischten Zellen 
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Abb. 1-2 Interaktionen von Zytokinen mit Zellen des Immunsystems bei Asthma bronchiale   
(Abbildung aus Kim et al., 2010 [50] übernommen) 

 

1.1.2.3 Involvierte Gene/Proteine bei der Mukus-Induktion: Gob5 und MUC5A/C 

In der Zellkultur lassen sich viele der oben genannten Zytokine durch Stimulation mit dem 

Th2-Zytokin IL-13 und TNF  in bronchialen Epithelzellen induzieren. Ebenso lässt sich die 

Expression von Genen induzieren, die eine Rolle in der Mukus-Produktion spielen (z.B. 

Gob5 (CaCl3) und MUC5A/C) [51;52].  

Gob5 (auch ClCa3 genannt = „chloride channel calcium activated family member 3“) ist ein 

Gen aus der Kalziumchlorid-Kanal-Familie und das daraus resultierende Protein ist ein 

Schlüsselmolekül bei der Induktion von murinem Asthma [53]. Der Name „Gob5“ ist 

abgeleitet von der Funktion des Proteins, da es für die Ausbildung einer Becherzell („goblet 

cell“)-Hyperplasie zuständig ist. Seine Genexpression ist eng korreliert mit der Expression 

des MUC5A/C-Gens bzw. Proteins, welches für die Mukus-Produktion verantwortlich ist. 

Während beide Proteine von bronchialen Epithelzellen produziert werden, sind deren 

Genexpression bei Asthma-Patienten und Mäusen im Asthma-Modell hochreguliert [54].  
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1.1.3 Induktion einer Asthma-ähnlichen Reaktion in Mäusen 

Zur Erforschung des Asthma bronchiale gibt es verschiedene Tiermodelle, die sehr hilfreich 

bei der Aufdeckung der zum Teil recht komplexen Mechanismen dieser Erkrankung sind. 

Da in dieser Forschungsarbeit das allergische Asthma untersucht werden soll, wurde die 

enge Kooperation zur Arbeitsgruppe von PD Dr. med. C. Taube aus der Pneumologie 

(III. Medizinische Klinik, Unimedizin, Mainz) genutzt und mit dem dort seit Jahren 

etablierten Asthma-System mit dem Modellantigen Ovalbumin (OVA)13 gearbeitet. Der 

zeitliche Ablauf des in dieser Arbeit verwendeten Asthma-Modells ist in Abbildung 1-3 kurz 

dargestellt.  

 

                       

Abb. 1-3 Zeitplan des Asthma-Modells: Die Sensibilisierung und Provokation erfolgt an den angegebenen 
Tagen. Analysiert werden die Mäuse bezüglich ihres Atemwegswiderstands und der Zellpopulationen aus der 
BAL und der gesamten Lunge. 

 

Das murine OVA-Sensibilisierungs- und Provokations-Modell zur Induktion einer 

allergischen Atemwegshyperreaktion ist seit Jahren etabliert [55-58]. In diesem 

Modellsystem kann, ähnlich wie im Asthma bronchiale beim Menschen, beobachtet werden, 

dass eine hohe Anzahl an Eosinophilen in den Atemwegen akkumuliert vorliegt, die erhöhte 

Mengen an Th2-Zytokinen exprimieren. Die Detektion der Eosinophilen erfolgt in der BAL. 

Die Mäuse weisen zudem eine erhöhte Produktion der OVA-spezifischen Immunglobuline 

IgE und IgG1 auf, die von aktivierten B-Zellen sezerniert werden. Bei Mäusen, denen 

zunächst durch Sensibilisierung mit OVA und anschließender Provokation mit demselben 

Modellantigen eine Asthma-ähnliche Reaktion induziert wurde, ist – anders als bei nicht 

sensibilisierten Tieren – nach inhalativer Provokation mit dem Bronchokonstruktor 

Methacholin ein erhöhter Atemwegswiderstand messbar. Das Methacholin fungiert im 

Körper als Botenstoff, der bei Asthma-Patienten und bei Asthma-induzierten Mäusen zur 

                                                        
13 Ovalbumin = Hauptbestandteil des Eiklars in Vogeleiern 
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Verengung der Atemwege führt. Bei den Methacholin-provozierten Mäusen ist die AHR 

anhand der Messung des Atemwegswiderstands gut zu detektieren. Des Weiteren sind 

Umgestaltungen der Atemwege, erhöhte Kollagenablagerungen um die Atemwege, erhöhte 

Schleimproduktion und Verkrampfung der glatten Muskulatur zu beobachten. Dies zeigt, 

dass das murine Asthma-Modell viele der charakteristischen Merkmale der humanen 

Asthma-Erkrankung imitiert und aus diesen Gründen für die Erforschung des bronchialen 

Asthmas geeignet ist. Dass das Maus-Modell nur Richtwerte für mögliche Therapieansätze 

liefern kann, wurde in Studien deutlich, bei denen die AHR durch Inhibierung der Th2-

Antwort in Asthma-induzierten Mäusen aufgehoben werden konnte [56-61], während die 

Anwendung dieser Forschungsansätze im Menschen erfolglos blieb [62]. Dennoch sind 

Studien im Maus-Modell sinnvoll, um die Funktionsweise der beteiligten Zytokine 

aufzuklären. Die dadurch aufgestellten Hypothesen müssen anschließend in humanen 

Studien analysiert und bestätigt oder widerlegt werden. Diese Forschung offenbart ein 

großes Potential für neue Therapieansätze zur Bekämpfung des humanen allergischen 

Asthmas. 

1.1.4 IL-22 als Bindeglied zwischen Immunzellen und Epithel 

Das Zytokin IL-22 ist in letzter Zeit in den Fokus der Asthmaforschung gerückt, als ein 

Zytokin, welches möglicherweise neben den oben genannten Zytokinen eine zentrale Rolle 

in allergischem Asthma und anderen pulmonalen Erkrankungen spielt. Dadurch, dass es 

hauptsächlich von Immunzellen produziert wird und auf epitheliale Zellen wirkt, stellt es 

ein Bindeglied zwischen Zellen des Immunsystems und der Atemwegsepithelien dar. In 

Mäusen wurde IL-22 im Jahr 2000 entdeckt [63] und aufgrund seiner strukturellen 

Ähnlichkeit mit dem entzündungshemmend (antiinflammatorisch) und immunsuppressiv 

wirkenden Zytokin IL-10 zunächst IL-TIF (IL-10-related T cell derived inducible factor) 

genannt [64;65]. Fast zur selben Zeit wurde im Menschen ein neues Zytokin entdeckt, das 

den Namen IL-22 bekam [66]. Aufgrund der Ähnlichkeit in der Gen- und Protein-Struktur 

sowie der gemeinsam genutzten Rezeptorkette, gehört IL-22 zur IL-10-Familie (neben 

IL-19, IL-20, IL-24, IL-26, IL-28α/ß und IL-29) [66-71]. Die insgesamt neun IL-10 

Familienmitglieder teilen sich die vier Rezeptor 1-Ketten und zwei Rezeptor 2–Ketten 

(siehe Tabelle 1-1) [67;69-73]. 
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Tab. 1-1 Kombination der Rezeptorketten in den Rezeptorkomplexen der IL-10-Familienmitglieder 

 IL-10R1 IL-20R1 IL-22R IL-28R 

IL-10R2 IL-10 IL-26 IL-22 IL-28α,ß, IL-29 

IL-20R2 ? IL-19, IL-20, IL-24 IL-20, IL-24 ? 

 

In der Abbildung 1-4 sind die Rezeptorkomplexe einiger Mitglieder der IL-10-Familie, ihre 

Hauptproduzenten und Zielzellen schematisch dargestellt.  

 

                     
 
 
Abb. 1-5 Übersicht über Zytokin-produzierende Zellen und Zielzellen einiger IL-10 Familien-
Mitglieder (aus Sabat et al., 2010 [74] übernommen) 

 

IL-22 vermittelt seine zelluläre Funktion über einen transmembranen Rezeptorkomplex. 

Der IL-22-Rezeptor ist ein heteromerer Komplex, bestehend aus den Ketten IL-22R und 

IL-10R2. Während die IL-10R2-Kette ubiquitär vorhanden ist [75], wird die Spezifität der 
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Wirkung von IL-22 durch die IL-22R-Kette vermittelt, welche vor allem von epithelialen 

Zellen exprimiert wird.  

Trotz der strukturellen Ähnlichkeiten der IL-10-Familienmitglieder, üben alle Zytokine 

unterschiedliche biologische Funktionen aus [76;77]. 

 

1.1.4.1 Die duale Rolle des IL-22 

Das Zytokin IL-22 besitzt eine duale Schlüsselrolle bei der antimikrobiellen Abwehr, der 

Regeneration und Protektion gegen Gewebeschädigung und bei chronischen Erkrankungen, 

da es sowohl pro- als auch antiinflammatorische Effekte aufweist. IL-22 interagiert nicht 

mit Immunzellen, sondern übt seine Effektorfunktionen ausschließlich auf Epithelzellen 

aus. So ist gezeigt worden, dass IL-22 die Produktion von Zytokinen und Chemokinen in 

Keratinozyten der Haut [75;78;79] und Darmepithelien [80;81] induziert. Aufgrund der 

gefundenen Expression des IL-22-Rezeptorkomplexes, wird vermutet, dass die wichtigsten 

Zielzellen für IL-22, Zellen aus der Haut, dem Verdauungstrakt (eingeschlossen 

Bauchspeicheldrüse und Leber), der Lunge und der Niere sind [75].  

 

1.1.4.2 IL-22 Bindeprotein ist ein natürlicher Inhibitor für IL-22 

Um eine natürliche Balance bzw. Regulation des produzierten IL-22 im Körper 

aufrechtzuerhalten, existiert ein einzelkettiger Rezeptor, der als IL-22 Bindeprotein 

(IL-22BP) deklariert wurde und als natürlicher Inhibitor für IL-22 fungiert [63;82-86]. 

Beim Menschen liegt IL-22BP in drei Splicevarianten vor, wobei nur eine Variante das 

IL-22BP repräsentiert [82;83;86;87]. Bei Mäusen sind bisher keine Splicevarianten dieses 

Proteins beschrieben worden [84;85]. IL-22BP hat eine 20- bis 1000-fach höhere Affinität 

zu IL-22, als die membranständige IL-22 Rezeptor-Kette des IL-22-Rezeptorkomplexes [88-

90]. Die Bindung des IL-22BP an das IL-22 bewirkt die Bildung eines hoch stabilen 

Komplexes, der nur eine schwache Dissoziationsrate aufweist. Durch die hochaffine 

Bindung des IL-22BP wird das IL-22 neutralisiert und verliert seine Effektorfunktionen. In 

vielen unterschiedlichen Studien konnte gezeigt werden, dass IL-22BP eine inhibierende 
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Funktion auf die zellulären IL-22-Effekte ausübt [83;86;87;91-93]. Während IL-22 bei 

akuten Entzündungsreaktionen hochreguliert wird (beispielsweise in murinen 

Lymphknoten nach systemischer LPS-Gabe oder im Darm von Mäusen im Colitis-System), 

wird die IL-22BP-Expression herunterreguliert, so dass es zu einem erhöhten 

IL-22/IL-22BP Verhältnis kommt [85;90]. In einer Studie wurde jedoch gezeigt, dass die 

IL-22BP-Expression bei sehr späten Zeitpunkten der Entzündungsreaktion nicht herunter- 

reguliert wird. So wurden erhöhte IL-22BP-Konzentrationen in der Leber von Mäusen 

gefunden, die vier oder neun Wochen zuvor mit dem Darmparasiten Schistosoma mansoni 

oder dem Bakterium Mycobacterium avium und Parasiten Toxoplasma gondii infiziert 

worden waren [94]. Eine weitere Studie zeigte, dass eine Helminthen-Infektion in Mäusen 

protektiv gegen allergische und Autoimmunerkrankungen wirkt. Diese Wurm-Infektion 

führt normalerweise zu einer starken Th2-Antwort des Immunsystems, welche von den 

Parasiten jedoch unterdrückt werden kann, indem eine verstärkte Aktivierung von 

regulatorischen T-Zellen induziert wird. Eine starke Produktion des Suppressorzytokins 

IL-10 führt daraufhin zur Unterdrückung der Entzündung [95]. In klinischen Studien am 

Menschen konnten mit dieser Therapieform schon positive Resultate erzielt werden. 

Es scheint, dass IL-22 das einzige IL-10-Familienmitglied ist, das, sobald es produziert wird, 

durch seinen eigenen Inhibitor reguliert werden kann. Die Balance zwischen IL-22- 

Produktion und -Inhibition ist folglich ein „negatives Rückkopplungs-System“. 

1.1.5 IL-22-produzierende Zellen 

IL-22 wird im murinen System hauptsächlich von aktivierten Th17-Zellen exprimiert [96-

98]. Diese Zellen, die neben Th1- und Th2-Zellen eine dritte wesentliche Population von 

T-Helfer-Zellen darstellen, produzieren die Zytokine IL-17 (auch als IL-17A bezeichnet), 

IL-21, IL-22 und IL-25 (IL-17E) [99;100]. Sie exprimieren den IL-23R und die 

Chemokinrezeptoren CCR4 und CCR6 und sind charakterisiert durch die Expression der 

Transkriptionsfaktoren „retinoic acid-related orphan receptor“ (ROR) t, RORα und IRF 

(„interferon regulatory factor“)[101-108]. Verschiedene Zytokine, die in erhöhter Menge 

von myeloiden DCs produziert werden, wie beispielsweise IL-1ß, IL-6, IL-21, TGF-ß und 

IL-23, sind für die Differenzierung von Th17-Zellen bei Mensch und Maus zuständig [109]. 
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IL-23 spielt eine wichtigere Rolle für das Überleben, als für die Differenzierung der Zellen 

[101;105;107]. Im humanen System spielen Th22- und Th1-Zellen eine größere Rolle bei 

der Funktion als IL-22-Produzenten, als die Th17-Zellen [110;111]. Die erst kürzlich 

entdeckten Th22-Zellen entwickeln sich vorzugsweise durch Interaktionen mit 

plasmazytoiden DCs14 in Verbindung mit TNFα und IL-6 [112]. Diese Zellen produzieren 

neben IL-22 keine anderen typischen T-Helfer-Zell-Zytokine [113]. Weitere humane IL-22- 

produzierende Zellen sind CD4+- und CD8+-Gedächtniszellen [114-116], sowie Tc22-

Zellen [117].  Neben den αßT-Zellen wurde allerdings auch beschrieben, dass murine δT-

Zellen15 entdeckt wurden, die IL-22 produzieren. Sie exprimieren neben diesem Zytokin 

auch den Chemokinrezeptor CCR6, Transkriptionsfaktor ROR t, Aryl-Hydrocarbon-

Rezeptor (AHR), IL-23 Rezeptor und Rezeptoren für mikrobielle Produkte [118-120]. Noch 

gibt es keine Daten, die belegen, dass es IL-22-produzierende δT-Zellen auch beim 

Menschen gibt. 

Es wurden auch aus dem Blut stammende Natürliche Killerzellen (NK-Zellen)16 

identifiziert, die IL-22 produzieren [116]. Neben diesen zirkulierenden Zellen wurde erst 

kürzlich die Mukosa-assoziierte lymphoide gewebsständige NK-Zellpopulation beschrieben, 

die zwar IL-22 aber nicht IL-17 exprimiert. Diese Zellen werden NK22-Zellen genannt. Den 

Zellen fehlen die klassischen NK-Effektorzellfunktionen - sie sind anscheinend jedoch für 

den Schutz und die Regulation der mukosalen Homöostase zuständig [116;121;122]. 

Ähnliche intestinale NK-Zellsubpopulationen, die IL-22, aber nicht IL-17 produzieren, 

wurden auch in Mäusen entdeckt. Diese Zellen besitzen einen sehr heterogenen Phänotyp 

und tragen deshalb den Namen „ROR t NKp46+NK1.1-/+-Zellen“ [116;122-125]. Diese 

NK22-Zellen werden oft fälschlicherweise für DCs gehalten, weil sie ähnliche 

Oberflächenmarker wie diese aufweisen (CD11c+/CD49-). Sie exprimieren konstitutiv IL-22, 

                                                        
14 Plasmazytoide DCs stellen eine Subpopulation von humanen DCs im peripheren Blut dar. Die Zellen 
fungieren als Bindeglied zwischen der angeborenen und adaptiven Immunabwehr bei viralen Infektionen.  
15 δT-Zellen repräsentieren eine Untergruppe der T-Zellen. Sie unterscheiden sich von αßT-Zellen, durch den 
T-Zellrezeptor, bestehend aus einer - und einer δ–Kette. Diese T-Zellen kommen seltener vor als αßT-Zellen 
und werden vermehrt in der Darmmukosa gefunden. 
16 Natürliche Killerzellen gehören zu den Leukozyten des angeborenen Immunsystems und sind in der Lage 
Tumorzellen und virusinfizierte Zellen abzutöten. 
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woraus zu schließen ist, dass das Zytokin sehr wahrscheinlich für die Darm-Homöostase 

[121;122] und für den Schutz vor Infektionen [126] verantwortlich ist. 

Des Weiteren wurde die Expression von IL-22 für humane und murine „lymphoid tissue 

inducer (LTi) cells“, also lymphoide gewebsinduzierbare Zellen, die aus humanen 

entwickelten Lymphknoten und aus dem Darm von adulten Mäusen isoliert wurden, 

beschrieben. Diese Zellen spielen eine Rolle bei der Formation sekundärer lymphatischer 

Organe und sind charakterisiert durch die Expression von IL-17, Lymphotoxin α1ß2 und 

ROR t [127;128]. Sowohl für den Menschen als auch für Mäuse wurden ähnliche Zellen wie 

die gewebsinduzierenden IL-22-produzierenden Zellen entdeckt, die „LTi-like cells“, 

welche aus humanen Mandeln, der Milz und der Lamina propia des murinen Darms isoliert 

wurden. Neben IL-22 exprimieren diese Zellen u.a. das Zytokin IL-17 und die 

Transkriptionsfaktoren ROR t sowie AHR [129;130]. 

Als weitere IL-22-Quelle, wurden murine NKT-Zellen beschrieben [131;132]. Im Gegensatz 

zu Lymphozyten exprimieren nicht-hämatopoetische Gewebezellen kein IL-22 [75]. Alle 

IL-22-exprimierenden Zellen sind in Abbildung 1-5 für das murine System dargestellt. 

Es sind viele in vivo Situationen beschrieben worden, in denen erhöhte Mengen von IL-22 

gefunden wurden, eingeschlossen Entzündungs- und Infektionsreaktionen. Die zelluläre 

Quelle des IL-22 bei den unterschiedlichen Krankheitsbildern variierte jedoch, u.a. in 

Abhängigkeit vom Ort der Entzündung bzw. Infektion und vom Zeitpunkt der Analyse. 
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Abb. 1-5 Zusammenfassung der IL-22-produzierenden Zellen in der Maus 

Dargestellt sind die phänotypischen Merkmale der IL-22-produzierenden Zellen, eingeschlossen 
Oberflächenrezeptoren, Expression zelllinienspezifischer Transkriptionsfaktoren und Zytokine. Mögliche Signalwege 
sind gestrichelt dargestellt, die * Markierung der NK-Zellsubpopulation deutet an, dass diese Zellen sehr 
wahrscheinlich mit NK-22-Zellen des humanen Systems übereinstimmen.  
Abkürzungen: AHR (aryl hydrocarbon receptor); Id2 (inhibitor of DNA binding 2); IRF (interferon regulatory factor); 

LT (lymphotoxin); LTi (lymphoid tissue inducer cells); RORα (retinoic acid-related orphan receptor α); ROR t 

(retinoic acid-related orphan receptor t); STAT (signal transducer and activator of transcription); T-bet (T-box 
expressed in T cells). Die Abbildung wurde aus Witte et al., 2010 [133] übernommen. 
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1.1.6 Die unterschiedliche Rolle von IL-17A im Vergleich zu IL-22 bei 

allergischem Asthma 

Da das Auftreten von IL-22 meistens in direkte Verbindung mit der Anwesenheit von 

IL-17A gebracht wird und dieses bei allergischem Asthma ebenfalls eine wichtige Rolle 

einnimmt, werden beide Zytokine im folgenden Abschnitt kurz gegenübergestellt. 

IL-17A und IL-22 sind hauptsächlich von Lymphozyten stammende Zytokine, die beide 

einen starken Einfluss auf Epithelzellen verschiedener Gewebe ausüben. Es wird vermutet, 

dass IL-17A und IL-22 Schlüsselzytokine für die Regulation der Homöostase und der 

epithelialen Barrierefunktion sind. Beide haben die Fähigkeit entweder protektiv gegen 

Infektionen, aber auch pathologisch, beispielsweise bei Entzündungserkrankungen wie 

Psoriasis, chronisch entzündlichen Darmerkrankungen und Asthma, zu wirken. Allerdings 

ist auch gezeigt worden, dass ausschließlich IL-17A und nicht IL-22, bei der Pathogenese 

mehrerer Autoimmunerkrankungen involviert ist. Aufgrund von frühen Studien wurde 

angenommen, dass beide Zytokine ausschließlich von Th17-Zellen koexprimiert werden. 

Die stetig neu publizierten Forschungsergebnisse lassen jedoch darauf schließen, dass es 

mehrere neue Subpopulationen von IL-22-exprimierenden T-Zellen gibt, die kein IL-17A 

produzieren (siehe Abschnitt 1.1.5). Diese Feststellung weist darauf hin, dass beide 

Zytokine über unterschiedliche Prozesse reguliert werden müssen und unterschiedliche 

Funktionen ausüben. 

1.1.6.1 Intrazelluläre Signalwege von IL-17A und IL-22  

Obwohl beide Zytokine unterschiedliche Signaltransduktionswege nutzen, gibt es auch 

einige Überschneidungen. Nach der Bindung von IL-17A an den ubiquitär exprimierten 

IL-17A-Rezeptor, kommt es zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors „transcription factor 

nuclear factor“ (NF) κB [134;135] sowie der „mitogen activated protein“ (MAP)-Kinasen 

[136], die ebenfalls von IL-22 stimuliert werden. IL-22 hingegen induziert nach Bindung an 

den spezifischen Rezeptorkomplex die Phosphorylierung der Tyrosinkinasen Jak1 und 

Tyk2. Diese initialisieren eine Signalkaskade über die Aktivierung des 

Transkriptionsfaktors STAT3 (signal transducer and activator of transcription 3) [66;137], 

STAT1 und STAT5, abhängig vom Gewebe [98]. Zusätzlich aktiviert IL-22 die drei 
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Hauptsignalwege der MAP-Kinasen: den MEK-ERK-RSK-Weg, den JNK/SAPK-Weg und den 

p38-Weg [138]. Die intrazellulären Signalwege werden in Abbildung 1-6 gegenübergestellt. 

 

 

Abb. 1-6 Gegenüberstellung der intrazellulären Signalwege von IL-22 und IL-17A 

IL-22 bindet als Homodimer an den IL-22R-Komplex (IL-10R2/IL-22R). IL-22BP fungiert als natürlicher löslicher 
Antagonist. Der Rezeptorsignalweg induziert die Phosphorylierung der Tyrosinkinasen Jak1 und Tyk2, welche den 
Transkriptionsfaktor STAT1/3 oder 5 aktivieren (je nach Zelltyp). MAP-Kinasen werden ebenfalls, aber über einen 
anderen Signalweg aktiviert. IL-17A bindet als Homo- oder Heterodimer an den IL-17RA. Dadurch kommt es zur 
Aktivierung des Adapterproteins 1 (Act1), sowie TRAF6 und darüber zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors 
NF κB. IL-17A induziert gleichermaßen wie IL-22 auch die Aktivierung der MAP-Kinasen (ERK, p38 und JNK).  
Die Abbildung wurde übernommen aus Eyerich et al., 2010 [139] und modifiziert. 
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1.1.6.2 Unterschiedliche Effektorfunktionen beider Zytokine 

Beide Zytokine besitzen unterschiedliche Funktionen. Beispielsweise besitzt IL-22, im 

Gegensatz zu IL-17A, nicht die Fähigkeit eine Neutrophilie17 bei einer pulmonalen 

Entzündungsreaktion oder die Expression von Chemokinen, die der Anlockung von 

neutrophilen Granulozyten18 dienen, zu induzieren [140]. Folgerichtig konnte in einer 

Studie gezeigt werden, dass die Neutralisation von IL-22, nach adoptivem Transfer von 

Th17-Zellen und intranasaler Antigengabe, keine Auswirkungen auf die Anzahl der 

Neutrophilen in den Atemwegen von Mäusen hatte [140]. Die Rolle von IL-17A bei der 

allergischen Asthma-Reaktion ist jedoch noch nicht genau erforscht. Zum einen korrelierte 

die IL-17A-Konzentration im Speichel von Asthma-Patienten mit dem Schweregrad der 

Atemwegshyperreaktion als Reaktion auf Methacholin und der Präsenz von Neutrophilen 

[141;142]. Zum anderen konnten erhöhte Mengen an IL-17A und IL-17F detektiert werden, 

die positiv mit dem Schweregrad des Asthmas korreliert waren [143;144].  

Während die Produktion von IL-17A meistens durch die Th17-Zell-Aktivierung, ausgelöst 

von externen (bakteriellen [145] oder Pilz-Infektionen [146]) und internen Stimuli, 

induziert wird, ist die Regulation der IL-22-Sezernierung im Gewebe schwer zu erfassen. 

Die IL-22-Produktion ist weitgehend abhängig vom gewebespezifischen Mikromilieu. Die 

Sekretion von IL-22 zusammen mit proinflammatorisch wirkenden Zytokinen, wie z.B. 

TNFα, IFN-γ und/oder IL-17A, bewirkt eine dramatische Verstärkung der 

Entzündungsreaktion, wobei IL-22 alleine eher protektive und regenerative Effekte ausübt 

[135;147]. Ähnliche synergistisch auftretende Effekte sind auch für IL-17A beobachtet 

worden [148;149]; im Gegensatz zu IL-22 wirkt IL-17A alleine allerdings 

proinflammatorisch. 

Die zelluläre Quelle des IL-17A beim Asthma bronchiale ist noch unklar, obwohl eine neue 

Studie gezeigt hat, dass eine signifikante Anzahl von IL-17A-produzierenden Zellen 

(potenzielle Th17-Zellen) in asthmatischem Lungengewebe gefunden wurde [150]. Des 

                                                        
17 Neutrophilie = Anstieg der Zahl von neutrophilen Granulozyten im Blut 
18 Neutrophile Granulozyten - kurz Neutrophile genannt - gehören zu den Leukozyten des angeborenen 
Immunsystems und sind an der zellulären Immunabwehr beteiligt. 
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Weiteren wurden, im Vergleich zu gesunden Individuen, erhöhte Mengen an Th17-Zellen im 

peripheren Blut von Asthma-Patienten gefunden. Ebenso scheint es im Zusammenhang mit 

erhöhten IL-17A-Konzentrationen in den Lungen von Patienten mit starkem Asthma, dass 

sich die Anzahl von Th17-Zellen in der Lunge und die IL-17A- und IL-22-Konzentrationen 

im Plasma mit dem Schweregrad der Erkrankung erhöhen [2]. Interessanterweise ist die 

IL-17A-Expression durch T-Zellen jedoch auf allergisches Asthma beschränkt, im Gegensatz 

zu nicht-allergischem Asthma [151]. Ob Th17-Zellen für die Entwicklung und die Induktion 

des Asthmas notwendig sind, bleibt noch umstritten. Paradoxerweise ist in einigen Studien 

an Maus-Modellen beschrieben worden, dass IL-17A essentiell für die antigenspezifische 

Antwort in der Lunge für allergisches Asthma ist [152-155] und auch nur eine Studie 

beschrieb bisher, dass die Gabe von IL-17A in der chronischen Phase im Maus-Modell 

bewirkte, dass die Th2-Zytokinproduktion, die Eosinophilie und die bronchiale 

Hyperreaktion reduziert wurden. Diese Studie zeigte also dass IL-17A protektive Effekte bei 

der Asthma-Reaktion auslöste [156]. 
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2 Zielsetzung 

Das Zytokin Interleukin-22 ist von herausragendem Interesse für die Forschung an 

Atemwegserkrankungen, weil es ein Bindeglied zwischen Zellen des Immunsystems und 

epithelialen Zellen darstellt. Die Bedeutung von IL-22 für die Entwicklung von allergischem 

Asthma bronchiale und die darauf folgenden voranschreitenden Veränderungen des 

Gewebes wurden lange Zeit unterschätzt. Das Ziel dieser Arbeit ist es daher, den 

Zusammenhang zwischen IL-22 und Asthma bronchiale näher zu untersuchen. 

Dies sollte zum einen anhand von in vivo Experimenten in einem Mausmodell für 

allergisches Asthma und zum anderen in vitro mit einer neuen Bronchialzell-Linie 

durchgeführt werden. 

1. Untersuchung der Funktion von IL-22 in einem Ovalbumin-induzierten Mausmodell 

für allergisches Asthma durch Verwendung von IL-22-Defizienz und intranasaler 

Administration von rekombinantem IL-22. 

2. Untersuchung der Bedeutung von IL-22 auf die IL-13- und TNFα-induzierte 

Chemokin-, Zytokin- und Mukusproduktion einer neuen murinen Clara-Zell-Linie als 

in vitro Modellsystem. 
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3 Material/Methoden 

3.1 Zellbiologische Methoden  

3.1.1 Kultivierung und Stimulation von Zellen 

3.1.1.1  Murine Clara-Zell-Linie C22 

Die murine Clara-Zell-Linie C22, generiert aus H-2Kb-tsA58 transgenen Mäusen, stammt 

von J. Ryerse und D. Demello (St. Louis, USA). Die Mäuse und demnach die Zellen 

exprimieren das „large tumor antigen“ eines Temperatur-sensitiven Stammes (tsA58) des 

„simian virus 40“ (SV40) unter der Kontrolle des Interferon-γ (IFN-γ)-induzierbaren 

H-2Kb-Promotors [157]. Die Zellen wurden in Dulbecco´s modified Eagle´s medium DMEM 

(bestehend aus Natrium-Pyruvat [1 mM] (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland), ergänzt mit 

FCS [3%] (Vitromex, Vilshofen, Deutschland), L-Glutamin [2 mM] (Roth, Karlsruhe, 

Deutschland), Penicillin [250,000 U/ml], Penicillin/Streptomycin [250 mg/ml] (beide von 

Serva, Heidelberg, Deutschland), Amphothericin B [2,5 µg/ml], Endothelin-1 [0,25 µg/ml], 

T3 [20 ng/ml] und Insulin [10 µg/ml] (alle von Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), IFN-γ 

[0,01 µg/ml] (R&D Systems, Minneapolis, USA), Transferrin [5 µg/ml], Endothelium Cell 

Growth Supplement [7,5 µg/ml], Epidermal Cell Growth Factor [25 ng/ml] und 

Hydrocortison [0,36 µg/ml] (alles von BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland)) bei 33°C 

und 10% CO2 kultiviert. 

C22-Zellen wurden, zur anschließenden Reinigung von RNA und der Gesamtzellproteine, in 

6-Well Platten (Falcon) in einer Dichte von 0,75x106 Zellen/Well oder in 96-Well Platten 

(Falcon) in einer Dichte von 2,5x104 Zellen/Well, zur Analyse der Zellüberstände durch 

ELISA, ausgesät und über Nacht in Medium (ohne Zusatz von IFN-γ) bei 39°C inkubiert. Für 

Western Blot-Analysen wurden die Zellen mit rIL-2219 [1-100 ng/ml] bzw. rIL-10 

[10 ng/ml] (R&D Systems) für 0-30 min. bei 39°C stimuliert.  

                                                        

19 Rekombinantes murines IL-22 wurde in der Arbeitsgruppe von Prof. B. Becher (Institut für Experimentelle 
Immunologie, Zürich) kloniert und gereinigt.  
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Zur Analyse der RNA und der Gesamtproteine wurden die Zellen zunächst für 4 Stunden 

mit rIL-22 [10-100 ng/ml] vorinkubiert und im Anschluss zusätzlich mit rIL-13 [20-60 

ng/ml] und rTNFα [5 ng/ml] (beide Zytokine von R&D Systems) bzw. LPS [0,2-100 ng/ml] 

(aus Echerichia coli, Sigma-Aldrich) für die jeweils angegebene Zeitspanne bei 39°C 

stimuliert. Für IL-22-Neutralisationsexperimente wurde rIL-22 [10-100 ng/ml] mit 

rIL-22BP [0,1-4 µg/ml] (R&D Systems) bzw. mit einem monoklonalen anti-Maus IL-22 

Antikörper [25 µg/ml] oder einem IgG Isotyp-Kontrollantikörper [25 µg/ml] (beide von 

R&D Systems) für 1 Std. bzw. bei Western-Blot-Analysen für die angegebenen Zeiten bei 

39°C inkubiert. Anschließend wurden die Zellen mit den IL-22/IL-22BP- bzw. IL-22/Ak-

Komplexen für 4 Std. vorinkubiert und die darauffolgende Stimulation mit rIL-13, rTNFα 

oder LPS erfolgte wie oben beschrieben. 

 

3.1.1.2 Dendritische Zellen aus dem Knochenmark (BMDCs) 

Das Knochenmark von 6-8 Wochen alten C57BL/6-Wildtyp-Mäusen wurde aus der 

Knochenhöhle von Ober- und Unterschenkelknochen mit Hilfe einer 5 ml Spritze und 

entsprechender Kanüle (0,55 x 25 mm) mit 1xPBS in eine Zellkulturschale isoliert. Die 

Knochenmarkzellen wurden resuspendiert bis eine homogene Zellsuspension vorlag, diese 

wurde danach bei 1700 rpm, 3 min bei 4°C zentrifugiert und vorhandene Erythrozyten mit 

Lyse-Puffer (NH4Cl [150 mM], KHCO3 [1mM], EDTA [0,1 mM]) lysiert. Die Vorläuferzellen 

wurden anschließend in einer Dichte von 3x106 Zellen/Well in 6-Well Platten (Falcon) in 

DMEM (versetzt mit 5% FCS und 1% L-Glutamin, Natrium-Pyruvat, 

Penicillin/Streptomycin, GM-CSF (Sigma Aldrich)) ausgesät und bei 37°C und 5% CO2 

kultiviert. 

An Tag 2 und 4 wurde das Medium der Zellen gewechselt, um adhärente Zellen zu 

entfernen. An Tag 6 wurden 2-3x106 DCs für RNA-Isolierung mit LPS (100 ng/ml) für 5 

Stunden bzw. mit rIL-22 [10-100 ng/ml] und rIL-10 [10 ng/ml] für Western Blot-Analysen, 

den angegebenen Zeiten entsprechend, bei 37°C stimuliert.  
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Für die Experimente zur Analyse der Ovalbumin (OVA)-Aufnahme, wurden die BMDCs an 

Tag 6 in einer Dichte von 2,5x106 Zellen/Well in einer 96-Well Platte mit rIL-22 [20 ng/ml] 

und rIL-10 [20 ng/ml] bei 37°C für 3 Std. vorinkubiert und im Anschluss mit OVA-Alexa 647 

[10 ng/ml] (Invitrogen) für 30 min. stimuliert. Nach der Stimulation wurde das Medium 

verworfen und die Zellen in Medium ohne Stimuli für 1 bzw. 3 weitere Stunden bei 37°C 

inkubiert und danach durchflusszytometrisch die OVA-Aufnahme analysiert. Zur weiteren 

Analyse der Zell-Aktivierung wurden die BMDCs (2x105/Well) mit LPS [100 ng/ml] in An- 

und Abwesenheit von rIL-22 [20 ng/ml], rIL-10 [20 ng/ml] und rIL-22BP [1 µg/ml] bei 

37°C für 24 Std. stimuliert und danach durchflusszytometrisch analysiert.  

 

3.1.1.3 Isolation und Stimulation von Granulozyten, Th2- und Th17-Zellen, Mastzellen 

und glatten Muskelzellen 

Granulozyten 

Granulozyten wurden aus dem Knochenmark von C57BL/6-Wildtyp-Mäusen isoliert und 

mit Hilfe von anti-Ly-6G MicroBeads (Miltenyi Biotech) über MACS-Aufreinigung gemäß 

den Angaben des Herstellers gewonnen. Die Reinheit wurde durchflusszytometrisch 

überprüft und betrug 90-95%.  

Th2-Zellen 

Konventionelle CD4+CD25+ T-Zellen wurden aus der Milz von BAlb/c-Mäusen mittels 

positiver Selektion, über MACS-Aufreinigung (Miltenyi Biotec) gemäß den Angaben des 

Herstellers, isoliert. Für die Generierung der Th2-Zellen wurden die Zellen in vitro durch 

plattengebundene anti-CD3 (Klon: 145-2C11) [3 µg/ml] und anti-CD28 (Klon: 37.51) 

[10 µg/ml] Antikörper für 3 Tage in Zellkulturmedium RPMI in Anwesenheit von IL-4 

[1000 U/ml], IL-6 [100 U/ml] und anti-IFNγ (Klon: XMG1.2) [20 μg/ml] voraktiviert. An Tag 

3 wurden die Zellen in Stimulus-freie Wells transferiert, 1:2 verdünnt und für 2 weitere 

Tage in RPMI mit IL-4 [200 U/ml], IL-6 [100 U/ml] und Proleukin [100 U/ml] kultiviert. An 

Tag 5 wurden die ausdifferenzierten Th2-Zellen mit anti-CD3 [1µg/ml] Antikörpern für 
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24 Std. restimuliert. Die Reinheit wurde durchflusszytometrisch überprüft und betrug etwa 

100%.  

Mastzellen aus dem Knochenmark (BMMCs) 

BMMCs wurden aus dem Knochenmark von C57BL/6-Wildtyp-Mäusen isoliert und unter 

speziellen Bedingungen in vitro ausdifferenziert. Sie wurden für 5 Std. mit Ionomyzin 

[1 µM] (Sigma, Saint Louis, USA) stimuliert.  

Die oben genannten Zellen wurden im eigenen Institut für Immunologie generiert und nach 

RNA-Isolierung und reverser Transkription wurde die cDNA zur Analyse der Genexpression 

verwendet. 

Th17-Zellen 

Zellen aus den Lymphknoten einer IL-17-Reportermaus [158] wurden isoliert, unter 

speziellen Bedingungen in vitro zu Th17-Zellen ausdifferenziert und mittels FACS-Sorting 

aufgereinigt. Die Zellen wurden freundlicherweise von der Arbeitsgruppe von Prof. A. 

Waisman (Institut für Molekulare Medizin, Universitätsmedizin Mainz) zur Verfügung 

gestellt. Die RNA-Isolierung und die reverse Transkription wurden am eigenen Institut für 

Immunologie der Universitätsmedizin in Mainz durchgeführt. 

Glatte Muskelzellen 

Die extrahierte RNA aus glatten Muskelzellen wurde aus der murinen Aorta isoliert und von 

C. Kuhlmann aus der Arbeitsgruppe von Prof. Heiko J. Luhmann (Institut für Physiologie 

und Pathophysiologie der Johannis Gutenberg-Universität, Mainz) freundlicherweise zur 

Verfügung gestellt. Die Umschreibung in cDNA erfolgte am eigenen Institut für 

Immunologie. 

3.1.2 Bestimmung der Lebendzellzahl 

Um die Gesamtzellzahl zu ermitteln, wurden die Zellen in einem bestimmten Volumen 

Medium aufgenommen, ein Anteil entnommen, mit Trypanblau verdünnt und in einer 

Neubauer-Zählkammer vier Großquadrate ausgezählt. Anschließend wurde der Mittelwert 
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errechnet und dieser mit dem Kammerfaktor (104), dem Verdünnungsfaktor und dem 

Volumen, in dem die Zellen aufgenommen wurden, multipliziert. Das Ergebnis entspricht 

der Gesamtzellzahl, die sich in 1 ml Zellsuspension befindet.  

3.1.3 Zytotoxizitätstest 

Zum Messen der Überlebensrate und Proliferation wurden C22-Zellen (zum einen in einer 

Gesamtzellzahl/Well von 1x107 und zum anderen von 7x106) in einer 96-Well Platte 

ausgesät. Die Zellen wurden anschließend mit zwei unterschiedlichen 

IL-22-Konzentrationen [33 und 100 ng/ml] für 24 Std. bei 39°C inkubiert; als 

Kontrollgruppe dienten unbehandelte Zellen. Daraufhin wurden die Zellen mit einem „Cell 

Titer96 Aqueous None-Radioactive Cell proliferation Assay“ (Promega) gemäß den 

Angaben des Herstellers behandelt. Die Menge des von lebenden Zellen umgesetzten 

Produkts MTS20-Tetrazolium, welches bei 490 nm in einem SpectraFlourPlus Reader von 

Tecan (Creilsheim, Deutschland) gemessen wurde, ist direkt proportional zur 

Stoffwechselaktivität und damit der Vitalität der Zellen. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe 

des Microsoft® Programms Excel. Der Test ergab, dass weder die Überlebensrate noch die 

Proliferationsfähigkeit der C22-Zellen von IL-22 beeinflusst wurden. 

3.1.4 Intrazelluläre Färbung 

Zur Analyse der Lungenzellen wurden aus den Lungen von sensibilisierten und 

provozierten Wildtyp- bzw. IL-22-defizienten Mäusen und aus provozierten Kontrolltieren 

Einzelzellsuspensionen hergestellt und diese mit PMA21/Ionomyzin und Brefeldin A (alle 

von Sigma) in einer 96-Well Platte für 4-6 Std. bei 37°C inkubiert. Danach wurden die Zellen 

zweimal mit FACS-Puffer (1xPBS, BSA [1%], Na-Azid [0,02%], EDTA [1 mM]) gewaschen 

und im Anschluss mit Fc-Rezeptor Block-Antikörpern (anti-CD16/CD32 von BD) und 

spezifischen Antikörpern gegen die jeweiligen Oberflächenmoleküle für 15 min. bei 4°C 

gefärbt. Nach zwei weiteren Waschschritten wurden die Zellen mit Cytofix/Cytoperm (von 

BD, Pharmingen) für 20 min. bei 4°C fixiert. Für die folgenden Waschschritte wurde 

                                                        
20 MTS [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium 

21 PMA (Phorbol 12 Myristate 13 Acetate) 
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Saponin-Puffer (1xPBS, Saponin [0,1%], BSA [0,5%], Na-Azid [0,05%]) verwendet und die 

intrazelluläre Färbung wurde mit dem spezifischen Antikörper, in Saponinpuffer verdünnt, 

wie oben beschrieben durchgeführt. Nach zweimaligem Waschen wurden die Zellen am 

Durchflusszytometer analysiert. Die verwendeten Antikörper sind unter 3.1.5 aufgeführt. 

3.1.5 Durchflusszytometrie / FACS-Analyse  

Mit Hilfe der FACS-Analyse (Fluorescence Activated Cell Sorting) lassen sich Zellen anhand 

ihrer Größe, Granularität und Expression ihrer Oberflächenmoleküle analysieren. Nach der 

unter 3.1.4 beschriebenen Zellbehandlung wurden die Zellen mit den entsprechenden 

Fluorochrom-markierten Antikörpern für 15-30 min. bei 4°C in FACS-Puffer (1xPBS, 

BSA [1%], Na-Azid [0,02%], EDTA [1 mM]) gefärbt, anschließend zweimal mit FACS-Puffer 

gewaschen und analysiert. Die Messungen erfolgten am Durchflusszytometer LSR2; die 

Ergebnisse wurden mit dem zugehörigen Programm FACS-Diva Software (BD, Pharmingen) 

ausgewertet und mit der Software FlowJo bearbeitet. 

Verwendet wurden folgende Antikörper zur Analyse der zellulären Oberflächenmoleküle 

von BMDCs (in Klammern steht der zugehörige Klon): CD11c Pacific Blue (N418), CD86 APC 

(GL1) und CD80 PE (B7-1) (alle von eBioscience, San Diego, USA).  

Zur Detektion der Oberflächenmoleküle von Lungenzellen wurden nachfolgende Antikörper 

verwendet (in Klammern steht der zugehörige Klon): CD45 PerCP (30-F11), CD4 Pacific 

blue (RM4-5), CD3 PE-Cy7 (17A2), ScaI PerCP Cy5.5 (D7), GR-1 Pacific blue (RB6-8C5) (alle 

von Biolegend, San Diego, USA), CD3 Pacific blue (145-2C44), CD4 PE, FITC (GK1.5), TCRγδ 

FITC, PE (GL3), CD8 Pe-Cy7 (53-6.7), CD25 PE (PC61), CD44 FITC (IM7), CD11c PE (HL3), 

NK1.1 PE (PK136), Ly.6G PE (1A8) (alle von BD Biosciences). Die intrazelluläre Färbung 

erfolgte mit IL-22 Alexa-Fluor 647 (3F11) (bezogen von Genetech, San Francisco, USA), 

IFN-γ PE (XMG1.2) und IL-17A Alexa-Fluor 647 (TC11-18H10) (beide von BD, 

Pharmingen)22.  

                                                        
22 Diese Färbungen wurden in der Arbeitsgruppe von Prof. B. Becher durchgeführt. 
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3.2 Methoden zur Analyse von Proteinen 

3.2.1 Western Blot  

3.2.1.1 Lyse der Zellen 

Nach der Stimulation von C22-Zellen und BMDCs mit rIL-22 bzw. rIL-10 (siehe 3.1.1.1 und 

3.1.1.2) wurden die Zellen in 250 µl modifiziertem RIPA-Puffer* 15 min. auf Eis lysiert. Ein 

Aliquot wurde zur Proteinbestimmung verwendet und das Lysat anschließend mit 1xLDS 

Ladepuffer (Tris HCl [106 mM], Tris Base [141 mM], LDS [2%], Glycerol [10%], EDTA 

[0,51 mM], Bromphenolblau [0,22 mM], Phenolrot [0,175 mM]), versetzt mit DTT 

(Endkonzentration 0,1 M), für 5 min. bei 95°C aufgekocht.  

*modifizierter RIPA-Puffer:(Endkonzentration aller Reagenzien 1x) 

NaCl [150 mMl, Tris-HCl [50 mM], Na-Desoxycholat [0,25%], NP-40 [1%], PMSF [100 mM], 
versetzt mit Phosphatase-Inhibitoren: Na-fluorid [50 mM], Na-pyrophosphat-Decahydrat 
[10 mM], ß-Glycerophosphat-Pentahydrat [10 mM], Na-orthovanadat und Protease-
Inhibitoren: AEBSF [100 mM], Bestatin [5 mM], E-64 [1,5 mM], Leupeptin H [2 mM].  

 

3.2.1.2 Messung der Proteinkonzentration 

Um die Gesamtprotein-Konzentration zu bestimmen, wurden die Zell-Lysate entweder mit 

Hilfe des BCA-Kits (Novagen) oder des „660 nm Protein Assay“ Kits (Pierce, Thermo 

Scientific) nach Angaben des Herstellers behandelt, ein BSA-Standard mitgeführt und die 

Gesamtprotein-Menge, nach photometrischer Messung bei 660 nm am SpectraFlourPlus 

Reader von Tecan (Creilsheim, Deutschland), mit dem Programm Excel ausgewertet. 

3.2.1.3 Polyacrylamid Gelelektrophorese (PAGE), Wetblot und Detektion 

Zur Auftrennung der Proteine wurde ein 12% Acrylamidgel genutzt und 15-30 µg des 

Zelllysats pro Tasche aufgetragen. Die Proteine wurden anschließend auf eine Immobilon-P 

Membran (PVDF, Porengröße: 0,45 µm, Millipore, Bedford, USA) mit einem Genie Blotter 

(Idea Scientific Company, Minneapolis, USA) transferiert, mit 5% Milchpulver (Roth, 

Karlsruhe, Germany) in 0,1% TBS Tween 20 (TBST) für 30-60 min. geblockt und nach 3 

Waschschritten mit 0,1% TBST für 5 min. mit polyklonalem 1°Antikörper über Nacht bei 
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4°C inkubiert. Nach drei Waschschritten mit 0,1 % TBST für 5 min. wurde die Membran mit 

einem HRP-gekoppelten 2°Antikörper für 2 Std. bei RT inkubiert, 3 Mal gewaschen, im 

Anschluss mit dem SuperSignal West Dura Chemiluminescent Substrate Kit (Pierce, 

Rockford, USA) entwickelt und mit einem BioRad Molecular Imager ChemiDoc XRS System 

(BioRad, Hercules, USA) analysiert. 

Um die aufgetragene Proteinmenge der verschiedenen Zelllysate im Gel zu überprüfen, 

wurde die Membran für 30 min. bei 56°C in Strip-Puffer (TrisHCl [62,5 mM], SDS [2%] 

versetzt mit Mercaptoethanol [0,1M]) gestrippt, geblockt und mit einem polyklonalen 

1°Antikörper gegen das gesamte Protein bzw. ß-Aktin inkubiert. Die Inkubation mit dem 

2°Antikörper und die Detektion erfolgten wie oben beschrieben. 
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Folgende Antikörper wurden verwendet: 

Tab. 3-1 Verwendete Antikörper zur Detektion von Proteinen für Western Blot-Analysen 

1°Antikörper Quelle Verdünnung in 

Phospho-STAT3 (Ser727)  Kaninchen 1:500 5% BSA in 0,1% TBST  

STAT3 Kaninchen 1:1000 5% BSA in 0,1% TBST 

Phospho-SAPK/JNK 

(Thr183/Tyr185) 

Kaninchen 1:1000 1% BSA in 0,1% TBST 

SAPK/JNK (56G8) Kaninchen 1:1000 1% BSA in 0,1% TBST 

Phospho-ERK1/2 (p44/42) 

MAP Kinase (Thr201/Tyr204) 

Kaninchen 1:1000 1% BSA in 0,1% TBST 

ERK1/2 (p44/42) MAP Kinase Kaninchen 1:1000 1% BSA in 0,1% TBST 

Phospho-p38 MAP Kinase 

(Thr180/Tyr182) (3D7) 

Kaninchen 1:1000 1% BSA in 0,1% TBST 

p38 MAP Kinase Kaninchen 1:1000 1% BSA in 0,1% TBST 

ß-Aktin Maus 1:7000 5% Milchpulver in 0,1% 

TBST 

Anti-Kaninchen IgG, HRP-

gekoppelt  

Ziege  1:1000 5% Milchpulver in 0,1% 

TBST 

Anti-Maus IgG, HRP gekoppelt Ziege 1:3000 5% Milchpulver in 0,1% 

TBST 

pSTAT3 wurde von Upstate, (NY, USA), alle weiteren Antikörper von Cell Signaling (Boston, 

USA) bezogen.  
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3.2.1 Isolierung und Lyse von Proteinen aus Mausgeweben 

Die Organe (Lungen) wurden nach der Entnahme aus der Maus in einem 50 ml Gefäß 

(Falcon) in Lysepuffer (1 Tablette (Complete Mini Kit, Roche) gelöst in 10 ml 1xPBS, 

versetzt mit TritonX-100 [0,05%]) mit einem Polytron PT-2100 Homogenisierungsmixer 

(Kinematica AG) bei max. Geschwindigkeit zerkleinert. Zellreste wurden zentrifugiert und 

verworfen, die Überstände abgenommen und als Lungenlysate bei -80°C gelagert. Alle 

Reaktionsschritte wurden auf Eis durchgeführt. 

3.2.2 Enzyme-linked Immunoabsorbent Assay (ELISA) 

Analysiert wurden Zellüberstände von stimulierten C22-Zellen, Lungenzelllysate und die 

Bronchoalveoläre-Lavage (BAL) von Mäusen im Asthma-Modell bezüglich ihrer Zytokin- 

und Chemokinproduktion.  

Es wurden folgende DouSets verwendet: CCL17/TARC, TSLP, IL-33 (alle von R&D Systems) 

und IL-22 (Antigenix America Inc., USA). Die ELISAs wurden gemäß den 

Standardprotokollen des Herstellers durchgeführt. 

Zur Detektion wurde das Substrat 3, 3’, 5, 5’-Tetramethylbenzidin (Sigma) genutzt. Nach 

Zugabe von 2M H2SO4 wurde die optische Dichte bei 450 nm an einem SpectraFlourPlus 

Reader von Tecan gemessen. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe des Microsoft® Programms 

Excel. 
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3.3 Molekularbiologische Methoden 

3.3.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus Zellen und Lungenlysaten 

Zuerst wurden adhärente Zellen direkt im Well einer Zellkulturplatte und nicht-adhärente 

Zellen nach Zentrifugation in 1 ml Trizol (Invitrogen) lysiert. Die Lungen wurden mit einem 

Polytron PT-2100 Homogenisierungsmixer (Kinematica AG) bei max. Geschwindigkeit in 

einem 50 ml Gefäß (Falcon) in 1 ml Trizol zerkleinert und lysiert, Gewebereste zentrifugiert 

und die Überstände in 1,5 ml Eppendorfgefäße überführt. Die Zell- und Lungenlysate 

wurden im Anschluss bei -80°C gelagert. Nach dem Auftauen der Proben wurden 200 µl 

Chloroform (Roth) zugegeben, gevortext und 10 min. bei Raumtemperatur inkubiert. 

Danach wurden die Proben bei 11.500 rpm in einer Mikrozentrifuge bei 4°C zentrifugiert, 

im Anschluss die wässrige Phase in ein neues 1,5 ml Eppendorfgefäß überführt. Die RNA 

wurde mit 500 µl Isopropanol (Roth) gefällt, die Proben gevortext und nach 10-minütiger 

Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurde für 10 min. bei 11.500 rpm bei 4°C 

zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das RNA-Pellet wurde mit 1 ml 

eiskaltem 75% EtOH (Ethanol (Roth) verdünnt in DEPC-Wasser) gewaschen. Nach 

Zentrifugation bei  9.000 rpm bei 4°C wurde der Waschschritt wiederholt und die Proben 

im Anschluss bei -80°C weggefroren. Anschließend wurden die Proben einmal bei 9.000 

rpm bei 4°C zentrifugiert, die Überstände verworfen und das Pellet an der Luft getrocknet. 

Dann wurde das Pellet in RNase-freiem Wasser (Gibco) gelöst, bei 55°C für 10-15 min. im 

Heizblock inkubiert, gevortext und die RNA-Konzentration gemessen. 

Alle Arbeitsschritte wurden mit RNase-freien Materialien und DEPC-Wasser durchgeführt. 

3.3.2 Bestimmung der Konzentration und Reinheit der RNA 

Von den RNA-Proben wurden 3 µl in einem Biophotometer (Eppendorf) mit einer 

Mikroküvette (1 mm Deckel) hinsichtlich der Konzentration und Reinheit bei 260/280 und 

230/260 nm gemessen. Die RNA wurde anschließend auf 1 µg RNA eingestellt, die für die 

reverse Transkription bzw. den vorherigen DNase-Verdau eingesetzt wurde. 
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3.3.3 Reverse Transkription 

Zunächst wurde bei RNA aus Geweben ein DNase-Verdau (Deoxyribonuclease I-Kit, 

Invitrogen) durchgeführt. Es wurde folgender Ansatz gemäß des Herstellerprotokolls 

angewendet: 

Tab. 3-2 Reaktionsansatz für einen DNase-Verdau 

Reagenzien: Einfach-Ansatz: 

RNA (Probe) 1 µg  

10x DNase I Reaktionspuffer 1 µl 

DNase I 1 µl 

DEPC-H2O auffüllen auf 10 µl 

 

Nach 15-minütiger Inkubationszeit der DNase I bei Raumtemperatur wurde die Reaktion 

mit 1 µl EDTA [25 mM] pro Probe gestoppt. Die DNase-Inaktivierung fand bei 65°C im 

Heizblock für 10 min. statt. Anschließend wurde die, von genomischer DNA-Kontamination 

gereinigte, RNA für die reverse Transkription eingesetzt. Bei RNA, die aus Zellen der 

Zellkultur isoliert wurde, war ein vorheriger DNase-Verdau nicht nötig. 

Um die RNA in cDNA umzuschreiben, wurde ein Mastermix (siehe Tab. 3-3) allen Proben 

zugegeben und diese dann bei 42°C im Heizblock für 1 Std. inkubiert. 
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Mastermix: (alle Reagenzien von Fermentas) 

Tab. 3-3 Reaktionsansatz zur Umschreibung von RNA in cDNA (reverse Transkription) 

Reagenz Einfach-Ansatz 

d(NTPs) [10 mM] 2 µl 

Oligo d(T)n [100 µg/ml] 1 µl 

Poly (N)6 [20 ng/µl] 1 µl 

Reaktionspuffer [5x] 4 µl 

RNA [1 µg] 11 µl 

Reverd Aid M-MuLV Reverse Transkriptase [200U/µl] 1 µl 

Summe 20 µl 

 

Anschließend wurden die Proben 1:5 mit DNase-freiem Wasser verdünnt und bei -20°C 

aufbewahrt. 

3.3.4 Real-time Polymerase Kettenreaktion  

Die Expressionslevel verschiedener Zytokine und Chemokine wurden mittels quantitativer 

Real-time PCR (auch qRT-PCR genannt) ermittelt. Zur Amplifikation der cDNA des Ziel- und 

Referenzgens wurden zwei Detektionssysteme verwendet: zum einen ein nicht-spezifisches 

Detektionssystem mit dem Farbstoff SYBR Green und zum anderen ein spezifisches 

Detektionssystem mit Fluoreszenzfarbstoffen markierten Oligonukleotiden (Sonden). Es 

wurden folgende Reaktionsansätze verwendet: 
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SYBR Green Real-time PCR 

Tab. 3-4 Reaktionsansatz für SYBR Green Real-time PCR 

Einfach-Ansatz  Reagenz 

12,5 µl SYBR GreenER qPCR SuperMix Universal (Invitrogen) 

1 µl Primer (SP + ASP) [5 pMol/µl] 

2,5 µl cDNA (von 1 µg RNA) 

9 µl DNase-freies Wasser 

25 µl Summe 

 

Tab. 3-5 Programm für SYBR Green Real-time PCR 

 Temperatur Zeit Zyklenzahl 

Denaturierung 95°C 30 sec  

Primeranlagerung 57-60°C 30 sec 50 

Elongation 72°C 1 min  

 

Der Denaturierung geht ein Konfigurationsschritt voraus: 

- Hot Start Polymerase-Aktivierung für 15 min. bei 95°C 
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TaqMan-Sonden Real-time PCR 

 

Tab. 3-6 Reaktionsansatz für TaqMan-Sonden Real-time PCR 

Einfach-Ansatz  Reagenz 

12,5 µl TaqMan Universal PCR Master Mix (2x) 

1,25 µl TaqMan Gene Expression Assay Mix (20x) 

11,25 µl cDNA (von 100 ng/µl RNA) 

25 µl Summe 

Alle Reagenzien stammen von Applied Biosystems. 

 

Tab. 3-7 Programm für TaqMan-Sonden Real-time PCR 

 Temperatur Zeit Zyklenzahl 

Denaturierung 95°C 15 sec  

Primeranlagerung 60°C 1 min 50 

Elongation 72°C 1 min  

 

Der Denaturierung gehen zwei Konfigurationsschritte voraus: 

- UNG Aktivierung für 2 min. bei 50°C 

- Haltezeit der Reaktion für 10 min. bei 95°C   

 

Es wurden entweder Duplikate oder Triplikate jeder Probe analysiert. Die Reaktion fand in 

einer 96-Well Platte (Thermo Scientific) mit 25 µl Volumen/Well in einem iCycler (Biorad) 
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statt. Die relative mRNA-Expression wurde auf das Referenzgen normalisiert und mit Hilfe 

der Biorad Software iQ5 wurden die Expressionslevel mit der Δ/ΔCT -Methode ausgewertet. 

Die nachfolgenden Primer wurden verwendet: 

Tab. 3-8 Verwendete Primer für Real-time PCR 

Primer Sequenz Ta 

mCCL26/Eotaxin-3 SP GCTTCTATTCCTGCTGCTCACGG 59°C 

mCCL26/Eotaxin-3 ASP CACTTCTTCTTGGGGGTCAGCACAG  

mIL-33 SP CAAAGTTCAGCAGCACCGCA 58°C 

mIL-33 ASP CCCGTGGATAGGCAGAGAAGTT  

mIL-17A SP GCCCTCAGACTACCTCAACCGT 60°C 

mIL-17A ASP CCAGCTTTCCCTCCGCATT  

mIL-17E SP GCCCCAGCAAAGAGCAAGAA 57°C 

mIL-17E ASP ACACACACACAAGCCAAGGAGACT  

mCCL17/TARC SP AGA CAG GCA GAA GGA CCC ATG AAG 60°C 

mCCL17/TARC ASP TAA TCC AGG CAG CAC TCT CGG C  

HPRT SP GTT GGA TAC AGG CCA GAC TTT GTT G 57-60°C 

HPRT ASP GAG GGT AGG CTG GCC TAT AGG CT  

GAPDH SP CCA TCA CCA TCT TCC AGG AG 57-60°C 

GAPDH ASP TTT CTC GTG GTT CAC ACC C  

Angegeben sind die Primernamen (Sense- und Antisense-Primer), die Sequenzen von 5‘ nach 3‘-Richtung und die 
Anlagerungstemperatur (Ta). 
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Alle verwendeten synthetischen Primer wurden mit Hilfe des Vector NTI Programms 

erstellt und von der Firma Thermo Science bezogen. Sie wurden in 1xTE-Puffer (EDTA 

[0,5 M], Tris [1M], pH 8) zu einer Stocklösung von 100 pMol/µl gelöst und für den PCR-

Ansatz in DNase-freiem H2O verdünnt, so dass die Endkonzentration bei der qRT-PCR 

5 pMol/µl betrug. 

Die nachfolgenden TaqMan-Sonden wurden verwendet: 

Tab. 3-9 Verwendete TaqMan-Sonden für Real-time PCR 

Sonde Bezeichnung 

HPRT1 Mm00446968_m1 

mTSLP Mm00498739_m1 

mIL-22 Mm00444241_m1* 

mCLCA3 Mm00489959_m1* 

Angegeben sind die Bestellnummern der einzelnen Sonden bei Applied Biosystems. 

 
 
Alle Genexpressions-Assays haben einen FAMTM (6-Carboxy-Fluorescein)-Reporterfarbstoff 

am 5`-Ende der Sonde und einen nicht-fluoreszierenden Quencher am 3`-Ende.  

3.3.5 Konventionelle Polymerase Kettenreaktion (PCR) 

Die konventionelle PCR wurde an einem Cycler Peqstar 96 Universal (Peqlab) durchgeführt 

und es wurden entweder eine Platinum Polymerase (Invitrogen) oder eine Go Taq 

Polymerase (Promega) verwendet. Die jeweiligen Endkonzentrationen an PCR-Puffer, 

dNTPs [2,5 mM] und MgCl wurden nach Angaben des Herstellers zusammengestellt. Die 

Primer wurden zugegeben, so dass sie in einer Endkonzentration von 10 pMol/µl vorlagen.  

Die amplifizierte DNA wurde mittels Agarose Gelelektrophorese (mit Zusatz von 1-3 µl 

Ethidium-Bromid [10 mg/ml]) gemäß ihrer Größe aufgetrennt und mit einem BioRad 

Molecular Imager GelDoc XRS System detektiert. 

https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Mm00444241_m1&Fs=y&SearchRequest.Common.PageNumber=1&assayType=ge&chkBatchQueryText=false&srchType=keyword&searchValue=il22&searchBy=all&msgType=ABGEKeywordResults
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Folgende Primer wurden für die Expressions-Analysen verwendet:  

Tab. 3-10 Verwendete Primer für konventionelle PCR  

Primer Sequenz Ta 

mIL-22 SP CCA GCC TTG CAG ATA ACA AC 60°C 

mIL-22 ASP GGA AGG AGC AGT TCT TCG T  

mIL-22R SP ACA GCT GCC CTG CTT CTT AT 60°C 

mIL-22R ASP ATT TGG GAG TGG AGA GGA TG  

mIL-10R1 SP GTGGATAGCGTGACTCTGAAAGCA 57°C 

mIL-10R1 ASP TGAAATACTGCTCCGTCGTGATAAG  

mIL-10R2 SP CGT GGA AGA CAC CAT CAT TG 57°C 

mIL-10R2 ASP TGG TCG AGA AGA AAC CCT TG  

mrIL-22BP SP GCT GTA TTA CGG GAG GGT GA 57°C 

mrIL-22BP ASP CAA CTC TGG AGG ACG GAG AA  

GAPDH SP CCA TCA CCA TCT TCC AGG AG 57-60°C 

GAPDH ASP TTT CTC GTG GTT CAC ACC C  

Angegeben sind die Primernamen (Sense- und Antisense-Primer), die Sequenzen von 5‘ nach 3‘-Richtung und die 
Anlagerungstemperatur (Ta). 
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3.4 Methoden mit Tieren 

3.4.1 Verwendete Mäuse  

C57BL/6 Wildtyp-Mäuse wurden in der Zentralen Versuchstiereinrichtung der Johannes 

Gutenberg-Universitätsklinik Mainz gezüchtet.  

C57BL/6 IL-22-defiziente (IL22-/-) Mäuse wurden in eigener Zucht gemäß den offiziellen 

Richtlinien gehalten. Die IL-22-defizienten Zuchttiere wurden von der Arbeitsgruppe von 

Prof. Dr. med. von Stebut-Borschitz (Hautklinik, Universitätsmedizin Mainz) bezogen. 

Transgene RORγ-eYFP-Mäuse wurden freundlicherweise von A. Diefenbach zur Verfügung 

gestellt und an der Universität in Zürich gezüchtet. 

 
Für die Experimente wurden Mäuse im Alter von 8-12 Wochen verwendet. 

3.4.2 Sensibilisierung und Provokation mit Ovalbumin 

Wildtyp- und IL-22-defiziente Mäuse wurden sensibilisiert, indem ihnen an Tag 0 und 14 

jeweils 20 µg des Modellantigens OVA, eingestellt mit 2,25 mg Aluminiumhydroxid (Imject 

Alum, Pierce, USA) in 100 µl, intraperitoneal injiziert wurde. 14 Tage nach der letzten 

Sensibilisierung, wurden die Mäuse für je 20 min. an 3 aufeinanderfolgenden Tagen 

gegenüber vernebeltem OVA [1% in 1xPBS] unter Verwendung eines Ultraschallverneblers 

(NE-U17, Omron, Hoofdorp, Niederlande) exponiert. Kontrollmäuse wurden nicht 

sensibilisiert, sondern nur gegenüber dem Allergen exponiert. 24 bzw. 48 Std. nach der 

letzten OVA-Provokation wurde die Atemwegsüberempfindlichkeit gemessen. 

Anschließend wurde die Bronchoalveoläre Lavage durchgeführt und das Lungengewebe für 

die spätere histologische Aufarbeitung in Formalin fixiert bzw. wurden die Lungenflügel so 

aufgeteilt, dass entweder RNA und Proteine daraus isoliert werden oder die Lungenzellen 

für die durchflusszytometrische Messung analysiert werden konnten.  

In einigen Experimenten wurde den vorher mit Ketamin-ratiopharm®/Rompun [2%] 

narkotisierten Wildtyp-Mäusen eine Stunde vor der OVA-Provokation 0,1 µg, 1 µg oder 

10 µg rekombinantes IL-22 intranasal zugeführt. 
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3.4.3 Lungenfunktionsmessung 

Der Lungenwiderstand wurde mittels invasiver Messung an narkotisierten, tracheostomiert 

(mit einer 18G Kanüle) und mechanisch beatmeten Mäusen mit einem 

computergesteuerten Kleintierbeatmungsgerät (FlexiVent-System, Scireq, Montreal, 

Kanada) nach inhalativer Gabe von ansteigenden Mengen [6,25; 12,5; 25; 50 und 

100 mg/ml] Methacholin ermittelt. Als Basiswert diente die Lungenfunktionsgröße nach 

Verneblung mit 1xPBS. Nach jeder inhalativen Dosis wurde der Atemwegswiderstand alle 

10 Sekunden über einen Zeitraum von 3 min. erfasst. Der jeweils größte Wert des 

Lungenwiderstands, relativ zu den Basiswerten, wurde gewählt, um den Effekt zu 

quantifizieren. Dadurch ließ sich die Atemwegsreaktivität anhand einer Dosis-

Wirkungskurve bestimmen. Diese wurde mit Hilfe des Microsoft® Programms Excel 

erstellt23.  

3.4.4 Zytospinpräparate und Lungenhistologie 

Nach der Messung des Lungenwiderstands erfolgte eine Bronchoalveoläre Lavage. Dabei 

wurde 1 ml 1xPBS mit einer 1 ml Spritze durch eine Trachealkanüle in die Trachea 

hineingegeben und sofort wieder entnommen. Die Gesamtzellzahl, die sich in der 

entnommenen Lösung befand, wurde danach, wie unter 3.1.2 beschrieben, ermittelt. Zur 

Differenzierung der unterschiedlichen Zelltypen, wurden die Zellen auf Objektträger 

zentrifugiert, fixiert und mit einem Microscopy Hemacolor ®-Kit (Merck, Darmstadt, 

Deutschland) angefärbt. An einem „All-in-one Type“ Fluoreszenz Mikroskop (BZ-Analyzer, 

Keyence Corporation, Japan) wurden die Zytospinpräparate fotografiert und analysiert. Es 

wurden insgesamt 200 Zellen ausgezählt und die absolute Zellzusammensetzung der BAL 

anschließend mit dem Microsoft® Auswerteprogramm Excel erstellt.  

Nachdem die BAL entnommen war, wurde daraufhin die Lunge aus jeder Maus präpariert. 

Diese wurde dann in Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet. Aus den Präparaten 

wurden etwa 5 µm dicke Schnitte angefertigt und mit den Farbstoffen 

                                                        
23 Messung und Auswertung des Atemwegwiderstands wurden in der Arbeitsgruppe von PD Dr. med. C. Taube 
(Pneumologie der Universitätsmedizin in Mainz) durchgeführt. 
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Hämatoxylin/Eosin (HE) und Periodsäure-Leukofuchsin (PAS) angefärbt. Eosin ist ein 

Farbstoff, der alle azidophilen bzw. basischen (eosinophilen) Strukturen rot anfärbt, was 

vor allem die Zellplasmaproteine umfasst. Hämatoxylin färbt alle sauren bzw. basophilen 

Strukturen blau, insbesondere Zellkerne mit der darin enthaltenen DNA. Am Mikroskop 

wurden die Schnitte anschließend analysiert und fotografiert. 

Die peribronchiale24 Entzündung wurde anhand der Schnitte analysiert und mittels 

semiquantitativer Beurteilung ausgewertet. Die Beurteilung erfolgte hierbei von 0-4, wobei 

0 für keine sichtbare Entzündung steht und 1-4 gemäß des Schweregrads der Entzündung 

gewertet wurde. Es wurden stichprobenartig fünf unterschiedliche Bereiche der 

Gewebeschnitte ausgewählt und analysiert. 

Die Anzahl von Becherzellen wurde durch Auszählung der PAS-positiven Zellen unter dem 

Mikroskop festgelegt. 

3.4.5 Statistik 

Die Ergebnisse sind als Mittelwerte +/- Standardfehler einer Probe angegeben. Verwendet 

wurde der gepaarte T-Test bzw. der One-Way ANOVA-Test bei normal verteilten Daten. 

P-Werte < 0,05 wurden als signifikant gewertet. 

 

                                                        
24 peribronchial = Bereich um die Bronchien 

http://de.wikipedia.org/wiki/Zytosol
http://de.wikipedia.org/wiki/Basophil
http://de.wikipedia.org/wiki/Zellkern
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4 Ergebnisse 

Seit der Entdeckung des Zytokins IL-22 (im Jahr 2000 [63]), wurde immer mehr über seine 

Rolle bei Entzündungen und Infektionen bekannt. Es stellte sich heraus, dass IL-22 ein 

Schlüsselprotein bei der antimikrobiellen Abwehr, der Regeneration und der Protektion bei 

Gewebeschädigung ist. Aktuelle Publikationen zeigen, dass das Zytokin in Mäusen sowohl 

eine entzündungsfördernde (u.a. bei Hauterkrankungen, wie Psoriasis [98] oder bei 

Arthritis [159]) als auch entzündungshemmende (u.a. bei entzündlichen 

Darmerkrankungen, wie Colitis [80;160], entzündlichen Lebererkrankungen, wie Hepatitis 

[161] oder bakteriellen Infektionen [162;163]) Funktionen ausüben kann. Diese duale Rolle 

des IL-22 bewirkt also entweder protektive oder pathogene Effekte, abhängig vom 

Gewebemilieu [133]. 

In dieser Arbeit soll die Funktion und Wirkungsweise des IL-22 im Asthma bronchiale mit 

Hilfe eines Mausmodells und einer murinen bronchialen Epithelzell-Linie näher analysiert 

werden.  

Die in vivo Studien für allergische Atemwegshyperreaktivität (AHR) im Mausmodell wurden 

in Kooperationen mit der Arbeitsgruppe von PD Dr. med. C. Taube aus der Pneumologie der 

Universitätsmedizin in Mainz und mit der Arbeitsgruppe von Prof. B. Becher vom Institut 

für Experimentelle Immunologie in Zürich durchgeführt. 
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4.1 IL-22-Effekte bei Mäusen im Asthma-Modell 

Um den Einfluss von IL-22 im Mausmodell zu prüfen, wurden IL-22-defiziente Mäuse, 

denen das Gen für IL-22 fehlt, mit C57BL/6 Wildtyp-Mäusen verglichen. In weiteren 

Versuchen wurde die Wirkung der Gabe von exogenem rekombinanten IL-22 (rIL-22) auf 

Wildtyp-Mäuse untersucht. 

Das hierbei verwendete Asthma-Modell beinhaltet zwei Sensibilisierungsschritte, gefolgt 

von einer Provokationsphase (siehe Abb. 4-1). Bei der Sensibilisierung wird den Mäusen 

Ovalbumin als Modellantigen, gemischt mit dem Adjuvans Aluminiumhydroxid (Alum), zur 

Verstärkung des Effekts, in den Bauchraum (intraperitoneal) gespritzt. Die nachfolgende 

Provokation mit dem Modellantigen erfolgt über Verneblung, wodurch die Mäuse das OVA 

über die Atemwege aufnehmen. Auf diese Weise wird eine allergische 

Atemwegsüberempfindlichkeit in den Lungen der Mäuse induziert, die als Modell für 

allergisches Asthma bronchiale anerkannt ist. 

 

 

Abb. 4-1 Asthma-Modell mit Ovalbumin als Modellallergen 

Sensibilisierung: Im Abstand von 2 Wochen wurde den Mäusen 20 µg des Antigens Ovalbumin (OVA), gemischt mit 
2,25 mg des Adjuvans Aluminiumhydroxid (Alum), in 100 µl Gesamtvolumen intraperitoneal (i.p.) gespritzt. 2 
Wochen nach der 2. Sensibilisierung folgte eine 20-minütige Provokation mit vernebeltem OVA (1% in PBS) an 3 
aufeinander folgenden Tagen. 24 bzw. 48 Stunden danach erfolgte die Analyse der Mäuse.  
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4.1.1 Erhöhte IL-22-Expression nach induzierter Asthma-Reaktion  

Gemäß des unter 4.1 beschrieben Asthma-Modells, wurden zunächst Wildtyp (WT)-Mäuse 

sensibilisiert und provoziert (sens/prov). Als Kontrolle dienten Mäuse, die nicht 

sensibilisiert sondern nur inhalativ provoziert (prov) wurden. Die Lungengewebszellen 

wurden anschließend auf die Expression von IL-22 und des spezifischen IL-22-Rezeptors 

(IL-22R) analysiert. 

Verglichen mit den Kontrollmäusen war im gesamten Lungengewebe der sens/prov-Mäuse 

eine erhöhte IL-22 mRNA-Expression zu sehen (Abb. 4-2 A), was durch die Untersuchung 

der relativen IL-22-Expression mittels quantitativer (q)RT-PCR (Abb. 4-2 B) bestätigt 

wurde. Erhöhte IL-22-Konzentrationen konnten ebenfalls in der BAL der Mäuse festgestellt 

werden (Abb. 4-2 C). Die IL-22R mRNA-Expression dagegen war bei beiden Gruppen etwa 

gleich stark (Abb. 4-2 A, B), was darauf hindeutet, dass der IL-22-Rezeptor unabhängig vom 

Entzündungszustand des Lungenepithels exprimiert wird. 

 

                       

Abb. 4-2 IL-22-Expression nach induzierter Entzündungsreaktion in den Atemwegen von WT-Mäusen  

(A, B) IL-22- und IL-22R-Expression in Asthma-induzierten WT-Mäusen im Lungengewebe von provozierten (prov, 
n=6) und sensibilisierten und provozierten (sens/prov, n=6) Mäusen. 24 Std. nach der letzten Provokation mit OVA 
wurde die gesamte Lungen-RNA isoliert, in cDNA umgeschrieben und mit spezifischen Primern die Genexpression 
von IL-22 und IL-22R mittels (A) PCR und (B) real-time PCR analysiert. Als Ladekontrolle in (A) diente GAPDH und die 
relative Expression wurde auf die GAPDH-Expression der WT Kontrolltiere (prov) normalisiert (B). 
(C) IL-22-Konzentration in der BAL, 48 Std. nach letzter OVA-Provokation, von provozierten (prov, n=6) und 
sensibilisierten und provozierten (sens/prov, n=6) Mäusen. Angegeben sind Mittelwerte ± Standardfehler von 
jeweils 2 unabhängig durchgeführten Experimenten.  
*p<0,05 im Vergleich zu provozierten Kontrolltieren.  
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4.1.2 IL-22-defiziente Mäuse zeigen eine erhöhte Atemwegshyperreaktion und 

Entzündung der Atemwege 

Da Wildtyp-Mäuse als Folge der Sensibilisierung mit dem Modellantigen und 

anschließender OVA-Provokation eine erhöhte Menge an IL-22 produzierten (siehe Abb. 

4-2 A-C), sollte als nächstes die Rolle des IL-22 bei der Entwicklung der AHR und 

Entzündung der Atemwege untersucht werden. Dazu wurden IL-22-defiziente-Mäuse und 

Wildtyp-Mäuse entweder sensibilisiert und provoziert (sens/prov) oder nur inhalativ 

provoziert (prov) und anschließend einer Lungenfunktionsmessung unterzogen. Dabei 

wird der Lungenwiderstand abhängig von der inhalierten ansteigenden Methacholindosis 

(6 bis 100 mg/ml) 48 Std. nach der letzten OVA-Provokation gemessen. Die 

Methacholinprovokation bewirkt die Stimulation der glatten Muskulatur und induziert eine 

Obstruktion der Atemwege. Diese bronchiale Hyperreaktivität lässt sich durch einen 

Anstieg des Atemwegswiderstands nachweisen. 

Es ist deutlich zu erkennen, dass sensibilisierte und provozierte IL-22-defiziente Mäuse 

(IL-22-/- sens/prov) eine signifikant höhere Zunahme des Lungenwiderstands als Reaktion 

auf steigende Methacholinkonzentrationen aufwiesen, verglichen mit den sensibilisierten 

und provozierten Wildtyp-Mäusen (WT sens/prov) (Abb. 4-3 A). Bei den Kontrolltieren, die 

nur provoziert wurden (IL-22-/- und WT prov), waren die Unterschiede des 

Lungenwiderstands nicht nachweisbar. Dieses Gesamtergebnis weist darauf hin, dass IL-22 

bei der AHR eine entzündungshemmende Wirkung auf das Lungenepithel ausübte und dass 

der protektive Effekt während der Sensibilisierungsphase auftrat. 

Vergleicht man nun die Zellen aus der BAL der verschiedenen Gruppen unter dem 

Mikroskop, ist deutlich zu erkennen, dass die Gesamtzellzahl in den IL-22-/- (sens/prov) 

Mäusen signifikant höher war als in den WT (sens/prov) -Mäusen (siehe Abb. 4-3 E). Unter 

dem erhöhten Einstrom an Zellen zum Entzündungsort befanden sich vermehrt 

Neutrophile, T-Lymphozyten und Eosinophile (siehe Abb. 4-3 E). Die Anzahl dieser 

Zellpopulationen war in den IL-22-defizienten Mäusen ebenfalls signifikant erhöht, 

verglichen mit den Wildytp-Mäusen. In den gesunden Kontrolltieren (prov) konnten fast 

ausschließlich Alveolarmakrophagen als Hauptzellpopulation ausgemacht werden. Die 
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mikroskopischen Aufnahmen zeigen die BAL-Zellen (Abb. 4-3 F). In der Vergrößerung 

(rechte Bildreihe) lassen sich die Eosinophilen anhand ihrer Morphologie erkennen (mit 

Pfeilen markiert). 

Anschließend wurden die Lungen der Versuchstiere isoliert und histologisch untersucht. 

Dazu wurden Lungenschnitte angefertigt, die nach Hämatoxylin/Eosin (HE)- und 

Periodsäure-Leukofuchsin (PAS)-Färbung analysiert wurden. Die HE-Färbung dient dabei 

der Erkennung der Zellmorphologie, während die PAS-Färbung für das Erkennen von 

Substanzen aus dem Mukus angewendet wird (in diesem Fall aktive Clara-Zellen, die zu 

Mukus-produzierenden Becherzellen transformiert sind). Die Analyse der Lungenschnitte 

zeigte eine stärkere Färbung des Gewebes (insbesondere die Bronchiolen) der IL-22-/- 

sens/prov Mäuse, im Vergleich zu den Kontrolltieren (IL-22-/- prov) (siehe Abb. 4-3 B). 

Dies lässt auf eine vermehrte Anzahl an Becherzellen und demnach auf eine stärkere 

Entzündung der Atemwege schließen. Nun wurde eine semiquantitative Beurteilung der 

Gewebeschnitte durchgeführt, wodurch der Schweregrad der Entzündung festgestellt 

werden kann (beschrieben im Methodenteil unter 3.4.4). Dabei und bei der Auszählung der 

schleimproduzierenden Becherzellen (Abb. 4-3 C und D) bestätigten sich die zuvor in den 

histologischen Schnitten beobachteten Ergebnisse, dass die IL-22-defizienten Tiere eine 

stärkere Entzündung und eine erhöhte Anzahl an Becherzellen aufwiesen, verglichen mit 

den Wildtyp-Tieren. 
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Ergebnisse 

48 

 

Abb. 4-3 IL-22 -/- Mäuse entwickeln eine erhöhte AHR und Entzündung der Atemwege 

(A) Messung des Atemwegwiderstands von provozierten (prov, n=12) und sensibilisierten und provozierten 
(sens/prov, n=13) IL-22-/- und WT-Mäusen (sens/prov, n=12, prov, n=13). Angegeben sind Mittelwerte ± 
Standardfehler von jeweils 2 unabhängig durchgeführten Experimenten. #p<0,01 (IL-22-/- und WT sens/prov 
verglichen mit den Kontrolltieren IL-22-/- und WT prov), *p<0,05 (IL-22-/- sens/prov verglichen mit WT sens/prov). 
(B) Histologie des Lungengewebes 48 Std. nach der letzten OVA-Provokation von provozierten (prov) und 
sensibilisierten und provozierten (sens/prov) IL-22-/- und WT-Mäusen. Zur Analyse der Zellmorphologie wurden die 
Lungenschnitte mit Hämatoxylin und Eosin (HE) angefärbt. Eine weitere Periodsäure-Leukofuchsin-Färbung (PAS) 
diente der Färbung von schleimproduzierenden Becherzellen.  
(C, D) Histologie-Auswertung von provozierten (prov) und sensibilisierten und provozierten (sens/prov) IL-22-/- und 
WT-Mäusen. Jeweils 12 Tiere pro Gruppe wurden analysiert. In (C) ist das Lungengewebe anhand eines „Scoring“ 
zur Bestimmung des Schweregrads des entzündeten Lungengewebes dargestellt, wobei ein Ranking von 0-4 
durchgeführt wurde. 0 steht für gesundes Gewebe und 1-4 für mittlere bis schwere Schädigung des Gewebes. Es 
wurden 5 unterschiedliche Ausschnitte der Gewebeproben stichprobenartig ausgewertet. In (D) ist die Anzahl der 
Becherzellen (PAS positiv gefärbt) pro mm der Basalmembran (BM) angegeben. Diese wurden optisch unter dem 
Mikroskop ausgezählt. Angegeben sind Mittelwerte ± Standardfehler.*p<0,01 (verglichen mit den Kontrolltieren 
WT prov und IL-22-/- prov), #p<0,05 (verglichen mit allen anderen Gruppen).  
(E) Angabe der Gesamtzellzahl und Zellzahlen der einzelnen Zellpopulationen in der BAL. Angegeben sind 
Mittelwerte ± Standardfehler. #p<0,05 (verglichen mit WT und IL-22-/- prov), *p<0,05 (verglichen mit allen anderen 
Gruppen). (F) Mikroskopische Bildausschnitte von Zellen aus der BAL von provozierten (prov) und sensibilisierten 
und provozierten (sens/prov) IL-22-/- und WT-Mäusen (linke Bildreihe Übersicht, rechte Bildreihe vergrößerter 
Ausschnitt, Pfeile markieren Eosinophile). 
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4.1.3 IL-22-Defizienz führt zur erhöhten Expression Asthma-assoziierter 

Mediatoren  

Nach der Analyse der Atemwegsfunktionen, der Atemwegshistologie und der 

Zellpopulationen im Entzündungsbereich von sensibilisierten und provozierten 

IL-22-defizienten Mäusen, wurde im Folgenden die Expression und Sekretion Asthma-

relevanter Proteine mit Hilfe von qRT-PCR und ELISA untersucht.  

Verglichen mit den WT (sens/prov) –Mäusen, konnte in den IL-22-/- (sens/prov) Mäusen 

eine deutlich höhere Expression von CCL17, IL-13, Gob5 und Eotaxin3 festgestellt werden 

(Abb. 4-4 A). Eine erhöhte Expression lässt sich für CCL17 und IL-13 auch auf Proteinebene 

bestätigen (Abb. 4-4 B). Weiterhin zeigte sich, dass die IL-33-Produktion bei den 

sensibilisierten und provozierten Tieren beider Gruppen signifikant erhöht war, verglichen 

mit den Kontrollmäusen. Eine signifikant höhere TSLP-Produktion war nur bei 

sensibilisierten und provozierten Wildtyp-Mäusen (WT sens/prov), im Vergleich zu den 

provozierten Mäusen (prov), zu detektieren.  
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Abb. 4-4 Erhöhte Expression von Asthma-relevanten Proteinen in IL-22-defizienten Mäusen 

(A) Relative Expression (ermittelt durch qRT-PCR) bzw. (B) Produktion (ermittelt durch ELISA) von IL-13, CCL17, 
TSLP, Eotaxin3, Gob5 und IL-33 in Lungengewebe von sensibilisierten und provozierten IL-22-defizienten (IL-22-/- 
sens/prov, n=5) und WT-Mäusen (WT sens/prov, n=5) und nur provozierten Mäusen (IL-22-/- und WT prov, jeweils 
n=5). 24 Std. nach der letzten Provokation mit OVA wurde die gesamte Lungen-RNA isoliert, in cDNA 
umgeschrieben und mit spezifischen Primern die Genexpression der Zytokine und Chemokine analysiert. 
Die relative Expression wurde auf die GAPDH-Expression der WT Kontrolltiere (prov) normalisiert. 
Angegeben sind Mittelwerte ± Standardfehler. *p<0,05 (sens/prov verglichen mit den jeweiligen Kontrolltieren 
(prov) der Gruppe), **p<0,05 (IL-22 -/- sens/prov verglichen mit WT sens/prov).  
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Des Weiteren wurden die Lungenzellen der WT- und IL-22-/- Mäuse auf ihre Expression 

der Th2-Zytokine IL-5 und IL-4, sowie des Th17-Zytokins IL-17A, mit Hilfe der 

Durchflusszytometrie, analysiert und verglichen. 

Wie in Abbildung 4-5 zu sehen ist, konnte gezeigt werden, dass die Expression beider 

Zytokine in sensibilisierten und provozierten Tieren erhöht ist, verglichen mit den 

Kontrolltieren.  

 

 

 

Abb. 4-5 Intrazelluläre Färbung von isolierten Lungenzellen gegen IL-5 und IL-4 

Lungenzellen wurden aus provozierten (prov) und sensibilisierten und provozierten (sens/prov) WT-Mäusen bzw. 
IL-22-defizienten (IL-22-/-) Mäusen isoliert, mit Antikörpern gegen IFN-γ und IL-5 bzw. IL-4 intrazellulär gefärbt und 
durchflusszytometrisch analysiert. Dargestellt ist die Anzahl der gesamten IL-5

+
IFN-γ

-
 (A) bzw. IL-4

+
IFN-γ

-
 (B) 

Lungenlymphozyten. Jeder Punkt repräsentiert die Zellzahl aus einer Maus. Angegeben sind die Daten von 2 
unabhängig durchgeführten Experimenten. 
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In den sensibilisierten und provozierten IL-22-defizienten Mäusen konnte eine leicht 

erhöhte Anzahl IL-17A-produzierender Lymphozyten nachgewiesen werden (Abb. 4-6 A 

und B). Da diese Erhöhung relativ gering war, wurde im Anschluss die IL-17A-mRNA 

Expression und IL-17A-Sekretion untersucht. Allerdings konnte auch hier keine erhöhte 

Expression oder Sekretion des Zytokins festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Diese 

Ergebnisse könnten auf eine sehr geringe IL-17A-Expression im Lungengewebe hinweisen, 

welche durch die in dieser Arbeit verwendeten Methoden nicht detektierbar sind.  

 

 

Abb. 4-6 Intrazelluläre Färbung von isolierten Lungenzellen gegen IL-17A 

Lungenzellen wurden aus provozierten (prov) und sensibilisierten und provozierten (sens/prov) WT-Mäusen bzw. 
IL-22-defizienten (IL-22-/-) Mäusen isoliert, mit Antikörpern gegen IFN-γ und IL-17A intrazellulär gefärbt und 
durchflusszytometrisch analysiert. In (A) sind repräsentativ die FACS-Daten von jeweils einer Maus jeder Gruppe als 
„Dot Plot“-Darstellung angegeben. Die Prozentangaben beziehen sich entweder auf IFN-γ

+
 bzw. IL-17A

+
 Zellen der 

gesamten Lungenlymphozyten-Zellzahl. In (B) ist die Anzahl der gesamten IL-17A
+
IFNγ

-
 Lungenlymphozyten 

dargestellt. Jeder Punkt repräsentiert die Zellzahl aus einer Maus. Angegeben sind die Daten von 2 unabhängig 
durchgeführten Experimenten. 

 

Die stärker ausgeprägte Zytokin-Expression in IL-22-defizienten Mäusen verdeutlicht, dass 

das Fehlen von IL-22 eine erhöhte Th2-Antwort und dadurch eine Verstärkung der 

Atemwegsentzündung bewirkte.   
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4.1.4 Applikation von rekombinantem IL-22 reduziert die Entstehung von 

bronchialem Asthma 

In den zuvor durchgeführten Versuchen wurde festgestellt, dass IL-22-defiziente Mäuse 

stärkere Atemwegsentzündungen aufwiesen als Wildtyp-Mäuse. Daher sollte nun 

untersucht werden, ob die zusätzliche Gabe von rekombinantem IL-22 (rIL-22) zu einer 

Linderung der induzierten Asthma-Reaktionen in Wildtyp-Mäusen führt. 

Das in den folgenden Versuchen verwendete rIL-22 wurde freundlicherweise von der 

Kooperationsgruppe aus Zürich zur Verfügung gestellt. Zunächst wurde das rIL-22 mit 

einem Endotoxintest der Firma Lonza AG auf Kontaminationen überprüft. Da die 

Endotoxinkonzentration des getesteten rIL-22 < 0,02 EU/µg betrug, konnten unspezifische 

Endotoxin-induzierte Effekte bei der Verwendung des rIL-22 ausgeschlossen werden. 

Zunächst wurden die Mäuse nach dem OVA-Modell sensibilisiert und bekamen vor der 

Provokation rIL-22 intranasal verabreicht. Um einen Einfluss des verabreichten rIL-22 auf 

die Induktion der Atemwegsentzündung auszuschließen, wurden nicht-sensibilisierte 

Mäuse mit rIL-22 behandelt und nach OVA-Provokation analysiert. Bei der Messung des 

Atemwegswiderstands konnten keine beeinflussenden Effekte des rIL-22 festgestellt 

werden (Daten nicht gezeigt).  

Bei den rIL-22 behandelten sens/prov Mäusen wurde zunächst eine 

Lungenfunktionsmessung durchgeführt. Wie in Abbildung 4-7 A zu sehen ist, verringerte 

sich der Atemwegswiderstand mit zunehmender rIL-22-Konzentration. Des Weiteren 

wurden die in die Lunge infiltrierenden Zellen in der BAL der behandelten Tiere analysiert, 

um festzustellen ob die rIL-22-Behandlung ebenfalls inhibierende Auswirkungen auf die 

Entzündung der Atemwege hatte. Es zeigte sich, dass die Gesamtzellzahl der infiltrierten 

Lungenzellen bei Mäusen, die mit der höchsten rIL-22-Konzentration (10 µg) behandelt 

wurden, signifikant reduziert war (Abb. 4-7 B). Bei der Einzelzellanalyse fiel auf, dass die 

Anzahl der Eosinophilen ebenfalls signifikant reduziert war, verglichen mit den 

rIL-22-unbehandelten Mäusen. Als nächstes wurden die Lungengewebe der Tiere 

hinsichtlich ihres Entzündungszustands histologisch untersucht. Mit Hilfe der HE- und PAS-

Färbungen konnte festgestellt werden, dass die peribronchiale Entzündung in 
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Lungengeweben von rIL-22-behandelten Mäusen schwächer war, als in den sensibilisierten 

und provozierten WT-Tieren (Abb. 4-7 C).  

Um in diesem Modell zusätzlich die Produktion der beiden Asthma-relevanten Proteine 

IL-13 und CCL17 zu kontrollieren, wurden ihre Konzentrationen in der BAL untersucht. Wie 

erwartet, wurden erhöhte IL-13- und CCL17-Konzentrationen bei den unbehandelten 

sens/prov Mäusen detektiert. Dagegen waren die Konzentrationen bei den 

rIL-22-behandelten Mäusen, abhängig von der verabreichten rIL-22-Dosis, signifikant 

erniedrigt (Abb. 4-7 D, E). Diese Ergebnisse demonstrieren, dass rIL-22 einen maßgeblichen 

Einfluss auf die Induktion der allergischen Atemwegsentzündungsreaktion hatte und dass 

es durch die Behandlung mit rIL-22 zu einer Abnahme der Produktion des Th2-spezifischen 

Zytokins IL-13 und des Chemokins CCL17 kam. 
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Abb. 4-7 Exogene IL-22-Applikation führt zur reduzierten Atemwegshyperreaktion und 
Zytokinproduktion 

Analyse von sensibilisierten und provozierten (sens/prov, n=12) WT-Mäusen und WT-Mäusen, die vor jeder 
Provokationsphase mit rIL-22 ([1-10 µg], intranasal, n=12) behandelt wurden, 48 Std. nach der letzten OVA-
Provokation. Tiere, die nur provoziert (prov, n=5) wurden, dienten als Negativkontrollen.  
(A) Messung des Atemwegwiderstands. Angegeben sind Mittelwerte ± Standardfehler, p*<0,05 verglichen mit 
sensibilisierten/provozierten Mäusen die nicht mit rIL-22 behandelt wurden (sens/prov). 
(B) Analyse der Zellmorphologie und Auszählung der BAL-Zellen. Angegeben sind Mittelwerte ± Standardfehler,  
Abkürzungen: GZZ (Gesamtzellzahl), M (Alveolarmakrophagen), L (Lymphozyten), N (Neutrophile), E (Eosinophile) 
p*<0,05 verglichen mit sensibilisierten/provozierten Mäusen, die nicht mit rIL-22 behandelt wurden. 
(C) Histologische Analyse von Lungengeweben mit Hilfe von HE- und PAS-Färbung. Untersucht wurden oben 
genannte Mäuse (sens/prov und prov) und Mäuse, die mit 10 µg rIL-22 vor der Provokation behandelt wurden.  
(D,E) Messung der IL-13- (D) und CCL17- (E) Konzentrationen in der BAL (mittels ELISA). 
Angegeben sind Mittelwerte ± Standardfehler. *p<0,05 verglichen mit sensibilisierten und provozierten (sens/prov) 
Mäusen und mit 0,1 µg rIL-22 behandelten Tieren.  
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4.2 IL-22-Effekte und ausgelöste Mechanismen in bronchialen Epithelzellen 

In den zuvor beschriebenen in vivo Untersuchungen konnte demonstriert werden, dass 

IL-22-defiziente Mäuse eine verstärkte AHR und verstärkte Entzündungsreaktionen 

aufwiesen und dass die exogene Gabe von rekombinantem IL-22 eine Reduktion dieser 

Reaktionen bewirkte. Es ist anzunehmen, dass IL-22 seinen Einfluss auf Epithelzellen 

ausübt. Die Effekte von IL-22 auf bronchiale Epithelzellen und die Mechanismen dieser 

Protektion sollten daher in einem in vitro-System aufgedeckt werden. 

4.2.1 Expression von IL-22 und des IL-22-Rezeptorkomplexes 

Um zunächst zu klären, welche Zellen in der Lunge auf IL-22 reagieren und welche Zellen 

dieses Zytokin exprimieren, wurden verschiedene Zelltypen des angeborenen und des 

adaptiven Immunsystems analysiert. Dazu wurden Th2-Zellen, Th17-Zellen, Granulozyten, 

Dendritische Zellen, Mastzellen, glatte Muskelzellen und die murine Clara-Zell-Linie C22 

entweder stimuliert oder unbehandelt auf die IL-22-, IL-22R-, IL-10R1- und 

IL-10R2-Expression untersucht (Abb.4-8). Die murine Clara-Zell-Linie C22 fungiert hier als 

Modell für bronchiale Epithelzellen.  

Es zeigte sich, dass IL-22 in der Mischpopulation der Gesamt-T-Zellen (naiven und 

aktivierten), Th17-Zellen, BMDCs (naiven und aktivierten) und aktivierten BMMCs 

exprimiert wurde. Die Expression des IL-22-Rezeptorkomplexes (bestehend aus der 

IL-22R- und IL-10R2-Kette) wurde dagegen tatsächlich nur in den Epithelzellen detektiert. 

Dieses Ergebnis zeigt also, dass ausschließlich die C22-Zellen in der Lage sind auf IL-22 zu 

reagieren, da nur diese Zellen den IL-22-Rezeptorkomplex exprimieren. 
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Abb. 4-8 Expression von IL-22 und der Ketten des IL-22- und IL-10-Rezeptorkomplexes 

Expression der IL-10R1/2- und IL-22R-Ketten und von IL-22 aus isolierter Gesamt-RNA unterschiedlicher Zelltypen. 
Die RNA wurde aus den Zellen isoliert, mittels reverser Transkription in cDNA umgeschrieben und die zu 
analysierenden Gene mit spezifischen Primern detektiert. Die Expression von GAPDH diente als Kontrolle zur 
Überprüfung der Intaktheit der cDNA. 
Stimulation der Zellen:  
Gesamt-T/Th2-Zellen: anti-CD3/CD28 prästimuliert für 3 Tage, anti-CD3 [1 µg/ml] restimuliert für 24 Std., BMDCs: 
LPS [100 ng/ml] für 5 Std., BMMCs: Ionomyzin [1 µM] für 5 Std., C22-Zellen: rIL-13 [20 ng/ml], rTNFα [5 ng/ml] für 
5 Std. 
Abkürzungen: 
BMDCs (Bone marrow-derived dendritic cells, Dendritische Zellen aus dem Knochenmark), BMMCs (Bone marrow-
derived mast cells, Mastzellen aus dem Knochenmark), GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) 
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4.2.2 Aktivierung der Signalwege in bronchialen Epithelzellen nach IL-22-

Stimulation 

Mit Hilfe eines Zytotoxizitätstests (beschrieben im Methodenteil unter 3.3.1) wurde 

zunächst nachgewiesen, dass das verwendete rIL-22 weder das Überleben noch die 

Proliferation der Epithelzellen nach 24-stündiger Stimulation beeinflusste.  

Um zu testen, welche Signalwege durch rIL-22 in C22-Zellen ausgelöst werden, wurde mit 

Hilfe von Western Blot-Analysen die Aktivierung von STAT3, ERK-1/2, SAPK/JNK und p38 

nach unterschiedlich langer rIL-22-Behandlung (bis zu 30 min.) untersucht. Die stärkste 

Phosphorylierung für den Transkriptionsfaktor STAT3 und die MAP-Kinasen SAPK/JNK 

konnte nach 10-15 min. festgestellt werden, wohingegen für die Aktivierung der Kinasen 

ERK-1/2 und p38 kürzere Stimulationszeiten von 1-5 min. ausreichten (siehe Abb. 4-9 A-D). 

Diese Ergebnisse bestätigen die durch rIL-22 ausgelösten Mechanismen, die auch in 

anderen Zellen (u. a. in der Haut oder im Gastrointestinaltrakt) untersucht und beschrieben 

wurden [75;81;91;162;164-166]. 

In der Abbildung 4-9 E ist die Detektion der STAT3-Phosphorylierung in C22-Zellen gezeigt. 

Hier wurden die Zellen mit zwei unterschiedlichen rIL-22-Konzentrationen stimuliert, um 

zu testen, ob geringe rIL-22-Konzentrationen für die STAT3-Aktivierung ausreichten. Es 

stellte sich heraus, dass eine Konzentration von 10 ng/ml genügte, um die Tyrosin-

Phosphorylierung zu induzieren. Diese rIL-22-Mengen wurden in einigen der folgenden 

Versuche verwendet. 
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Abb. 4-9 Aktivierung von STAT3, ERK-1/2, SAPK/JNK und p38 in C22-Zellen nach IL-22-Stimulation 

C22-Zellen wurden mit rIL-22 [100 ng/ml] (A-D) bzw. [10 und 30 ng/ml] (E)) für die angegebenen Zeitpunkte 
stimuliert und mittels Western Blot und spezifischen Antikörpern die Aktivierung der entsprechenden Proteine 
nachgewiesen. Als Kontrolle des Gesamtproteins wurde das nicht-phosphorylierte Protein detektiert und als 
Ladekontrolle diente ß-Aktin (A-D).  
Repräsentative Darstellungen für 2-3 unabhängig durchgeführte Experimente. 
Abkürzungen: 
STAT3 (signal transducer and activator of the transcription 3), ERK1/2 (extracellular signal-related kinases 1/2), 
SAPK/JNK (stress-activated protein-kinases/ c-Jun N-terminal kinases), p38 (p38 mitogen activated protein kinase) 
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4.2.2.1 Im Vergleich zu bronchialen Epithelzellen bleiben Dendritische Zellen von der 

inhibierenden Wirkung des IL-22 unbeeinflusst 

Im Hinblick auf die Aussage der Publikation von Schnyder et al., dass der Transfer von 

rIL-22-behandelten Dendritischen Zellen aus dem Knochenmark (BMDCs) in 

Versuchsmäuse eine induzierte Asthma-Reaktion reduziert [167], wurden die 

nachfolgenden Versuche durchgeführt. Da, wie anhand der Abbildung 4-8 zu sehen ist, 

keine IL-22R-Kette bei BMDCs detektiert werden konnten, wurde die Signalkaskade 

bezüglich der Phosphorylierung des STAT3-Moleküls untersucht, die normalerweise von 

IL-22 induziert wird. Als Kontrolle wurden die BMDCs mit rekombinantem IL-10 (rIL-10) 

behandelt, von dem bekannt ist, dass es die STAT3-Aktivierung bei DCs induziert [168]. Das 

Ergebnis (Abb. 4-10) zeigt deutlich, dass die STAT3-Aktivierung bei C22-Zellen von rIL-22 

(A) und bei den BMDCs ausschließlich durch rIL-10 und nicht durch rIL-22 (A, B) ausgelöst 

wurde. 

 

 

Abb. 4-10 Phosporylierung von STAT3 in C22-Zellen und BMDCs nach Aktivierung mit IL-22 bzw. IL-10 

C22-Zellen (A) bzw. BMDCs (A, B) wurden mit rIL-22 [10 ng/ml] bzw. mit rIL-10 [10 ng/ml] für die angegebenen 
Zeitpunkte stimuliert und nach Lyse der Zellen wurden sie hinsichtlich ihrer STAT3-Aktivierung mit Hilfe von 
Western Blot analysiert.  
Unbehandelte Zellen dienten als Negativkontrolle. Als Kontrolle des Gesamtproteins wurde das nicht-
phosphorylierte Protein detektiert und als Ladekontrolle diente ß-Aktin.  
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Schnyder et al. zeigten, dass BMDCs, wenn sie mit rIL-22 behandelt wurden, eine signifikant 

verminderte OVA-Aufnahme und Hochregulation der Aktivierungsmarker CD86 und CD80 

aufweisen. Nach den bisherigen Beobachtungen aus den vorangegangenen Versuchen in 

dieser Arbeit, sollte IL-22 keinen Einfluss auf BMDCs ausüben. Interessant war dennoch, die 

Ergebnisse aus der Publikation durch eine Wiederholung der Experimente zu überprüfen. 

Aus diesem Grund wurden aus dem Knochenmark präparierte DCs in gleicher Weise mit 

OVA und rIL-22 behandelt, wie in der Studie [167] beschrieben. Zusätzlich wurden die 

Zellen noch mit dem supprimierend wirkenden rIL-10 behandelt, um eine Kontrolle für den 

zu untersuchenden IL-22-Effekt mitzuführen. Als weitere Kontrolle wurde das rIL-22 mit 

Hilfe seines Antagonisten IL-22BP neutralisiert, um den Effekt des rIL-22 wieder 

aufzuheben. Die Ergebnisse zeigten jedoch, dass es kaum zu Unterschieden bezüglich der 

OVA-Aufnahme bei den verwendeten Stimuli kam. Eine verminderte OVA-Aufnahme konnte 

bei rIL-22-Anwesenheit, im Gegensatz zu der von Schnyder et al. postulierten Aussage, in 

den durchgeführten Experimenten, nicht beobachtet werden (Abb. 4-11 A). 

Als nächstes wurde die Regulation der DC-Aktivierungsmarker untersucht. Da der Stimulus 

für die Aussage der Studie irrelevant war, wurde LPS, in An- und Abwesenheit der 

immunmodulatorisch wirkenden Zytokine, anstatt Ovalbumin, verwendet. Es stellte sich 

heraus, dass rIL-22 in den Experimenten keine Reduktion der CD86- und CD80-Moleküle 

induzierte, während die mit rIL-10 behandelten Zellen eine erwartete signifikant 

verminderte Expression beider Aktivierungsmarker aufwiesen (siehe Abb. 4-11 B, C). 

Anhand dieser Versuche, konnte kein IL-22-Effekt beobachtet werden, der sich bei BMDCs 

inhibitorisch auswirkte. Dadurch konnte die Aussage aus der Studie von Schnyder et al. 

nicht bestätigt werden.  
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Abb. 4-11 IL-22 hat keinen Einfluss auf die OVA-Aufnahme und die Hochregulation kostimulatorischer 
Moleküle in BMDCs 

DCs wurden aus dem Knochenmark von Wildtyp-Mäusen isoliert und ausdifferenziert. (A) Die Zellen wurden mit 
rIL-22 [20 ng/ml] und rIL-10 [20 ng/ml] bei 37°C für 3 Std. vorinkubiert und im Anschluss mit OVA-Alexa 647 
[10 ng/ml] für 30 min. stimuliert. Nach der Stimulation wurde das Medium verworfen und die Zellen in Medium 
ohne Stimuli für 1 bzw. 3 weitere Std. bei 37°C inkubiert und danach durchflusszytometrisch die OVA-Aufnahme 
analysiert. Als Negativkontrolle dienten Zellen, die mit OVA bei 4°C stimuliert wurden und als weitere Kontrolle 
diente die Neutralisierung des IL-22 mit rIL-22BP [1 µg/ml]. Angegeben sind Mittelwerte der mittleren 
Fluoreszenzintensität (MFI) ± Standardfehler von Triplikaten von 2-3 unabhängig durchgeführten Experimenten. 
(B, C) Die Zellen wurden mit LPS [100 ng/ml] in An- und Abwesenheit von rIL-22 [20 ng/ml], rIL-10 [20 ng/ml] und 
rIL-22BP [1 µg/ml] bei 37°C für 24 Std. stimuliert. Als Kontrollgruppen dienten unstimulierte Zellen, mit rIL-22 + 
rIL-22BP und mit rIL-22BP alleine stimulierte Zellen. Nach der Stimulationszeit wurden die Zellen 
durchflusszytometrisch hinsichtlich ihrer Aktivierungsmarker CD86 (B) und CD80 (C) analysiert. Angegeben sind 
Mittelwerte in %-Angaben der CD11c

+
 Zellen ± Standardfehler von Triplikaten von 2-3 unabhängig durchgeführten 

Experimenten. *p< 0,05 verglichen mit LPS-stimulierten Zellen.  
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4.2.3 IL-22 übt einen inhibierenden Einfluss auf die durch IL-13 und TNFα 

induzierte CCL17-Produktion von C22-Zellen aus 

Bronchiale Epithelzellen werden bei der Entwicklung des Asthma bronchiale unter 

anderem von den Zytokinen IL-13 und TNFα aktiviert. Beide Zytokine werden bei der 

allergischen Atemwegsentzündung vermehrt produziert und wirken entzündungsfördernd 

auf bronchiale Epithelzellen [10;54]. Außerdem wird vermutet, dass die Kombination 

beider Zytokine, einen synergistischen Effekt auf die Entzündungsreaktion beim 

allergischen Asthma ausübt [169]. Das Chemokin CCL17 spielt in diesem Zusammenhang 

eine entscheidende Rolle, da bronchiale Epithelzellen nach IL-13- und TNFα-Stimulation 

dieses verstärkt sezernieren (siehe Einleitung 1.1.2.2). Zudem konnte auch in dieser Arbeit 

bereits gezeigt werden, dass die Produktion von CCL17 bei IL-22-defizienten Mäusen, 

denen eine AHR induziert wurde, signifikant erhöht ist (siehe Abb. 4-4 B).  

Zunächst wurde die Regulation der spezifischen IL-22-Rezeptor-Kette in der Clara-Zell-

Linie untersucht. Durch qRT-PCR-Analysen konnte beobachtet werden, dass C22-Zellen 

nach Stimulation mit rekombinantem IL-13 (rIL-13) und TNFα (rTNFα) für 

unterschiedliche Zeiten (2-8 Stunden) die IL-22-Rezeptor-Kette, unabhängig vom 

Aktivierungszustand der Zellen, exprimierten. Unabhängig von der Stimulationszeit 

konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen dem Expressionslevel der stimulierten 

Zellen und der unbehandelten Zellen festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).  

Um dann herauszufinden nach welcher Stimulationszeit die höchste CCL17-Expression in 

der Clara-Zell-Linie zu detektieren ist, wurden die Zellen mit rIL-13 als Einzelstimulus und 

in Kombination mit rTNFα in einer Kinetik für 2-8 Stunden aktiviert. Es zeigte sich, dass die 

CCL17-Expression bis zu einer Aktivierungszeit von 6 Stunden anstieg, während sich die 

Expression nach 8 Stunden wieder stark reduzierte (Abb. 4-12 A). Außerdem ist hier der 

synergistische Effekt von rIL-13 und rTNFα deutlich zu erkennen. Als nächstes sollte 

getestet werden, ob sich rIL-22 inhibierend auf die Entzündung der Atemwege auswirken 

kann. Dazu wurden C22-Zellen in An- und Abwesenheit von rIL-22 vorinkubiert und im 

Anschluss mit rIL-13 oder rTNFα alleine und in Kombination aktiviert. Wie im Vorversuch 

bereits gezeigt wurde, kam es durch rIL-13- bzw. rIL-13- und rTNFα-Stimulation zu einem 
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Anstieg der CCL17-Expression in den rIL-22-unbehandelten Zellen. Interessanterweise 

zeigt sich bei den Zellen, die mit rIL-22 vorinkubiert wurden, eine signifikante Reduktion 

der CCL17 Expression (Abb. 4-12 B, C). 

Diese Ergebnisse bestätigen nochmals die inhibierende Wirkung von IL-22 auf die 

Aktivierung der bronchialen Epithelzellen. 
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Abb. 4-12 Induzierte CCL17-Expression in aktivierten C22-Zellen und Reduktion durch IL-22 

(A) C22-Zellen wurden mit rIL-13 [20 ng/ml] und rTNFα *5 ng/ml+ für die angegebenen Zeitpunkte aktiviert. Als 
Kontrolle blieben die Zellen unstimuliert. Die relative CCL17-Expression wurde mit qRT-PCR ermittelt. 
Das Ergebnis ist repräsentativ für 2 unabhängig durchgeführte Experimente. 
(B, C) C22-Zellen wurden mit (IL-22+) bzw. ohne (IL-22-) rIL-22 [100 ng/ml] für 4 Std. vorinkubiert und im Anschluss 
mit rIL-13 [60 ng/ml] und rTNFα *5 ng/ml+ für (B) 5 Std. und (C) 48 Std. aktiviert.  
(B) Die relative CCL17-Expression wurde in Triplikaten mit qRT-PCR ermittelt und auf relative GAPDH-Expression 
normalisiert. Angegeben sind Mittelwerte ± Standardfehler von jeweils 4 unabhängig durchgeführten 
Experimenten. *p<0,05 verglichen mit Zellen, die mit rTNFα alleine und mit der Kombination aus beiden Zytokinen 
in Abwesenheit von rIL-22 stimuliert wurden. 
(C) Die CCL17-Produktion der aktivierten Zellen wurde mit Zellüberständen nach 48 Stunden mittels ELISA 
gemessen. 
Angegeben sind Mittelwerte ± Standardfehler von Triplikaten von 3 unabhängig durchgeführten Experimenten. 
*p<0,05 verglichen mit Zellen, die mit rTNFα alleine und mit der Kombination aus beiden Zytokinen in Abwesenheit 
von rIL-22 stimuliert wurden. 
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4.2.4 Effekte des IL-22 auf die Expression Asthma-assoziierter Proteine 

Nach der Analyse des IL-22-Einflusses auf CCL17, sollten nun die Asthma-assoziierten 

Proteine Gob5, IL-25 und TSLP untersucht werden.  

Analog zu den in vivo Studien konnte das für die Mukus-Produktion relevante Protein Gob5 

ebenfalls in der aktivierten Clara-Zell-Linie detektiert werden. Durch rIL-13-Stimulation 

wurde die Gob5-Expression deutlich induziert, welche durch die Anwesenheit von rIL-22 

komplett reduziert werden konnte (Abb. 4-13 A). Das Zytokin IL-25, das wiederum die Th2-

Zytokinproduktion fördert, zeigte in rIL-13-stimulierten C22-Zellen eine signifikant erhöhte 

Expression, die durch rIL-22 signifikant herabgesetzt wurde (Abb. 4-13 B).  

 

 

 

Abb. 4-13 IL-22 wirkt inhibitorisch auf die durch IL-13 ausgelöste Gob5- und IL-25-Expression 

C22-Zellen wurden mit (+) bzw. ohne (-) rIL-22 [10 ng/ml] für 4 Std. vorinkubiert und im Anschluss mit rIL-13 
[60 ng/ml] für 5 Std. aktiviert.  
Die relative Expression von Gob5 (A) und IL-25 (B) wurde in Triplikaten mit qRT-PCR ermittelt und auf relative 
GAPDH-Expression normalisiert. Angegeben sind Mittelwerte ± Standardfehler von jeweils 4-6 unabhängig 
durchgeführten Experimenten. p*<0,02 verglichen mit rIL-13 stimulierten Zellen in Abwesenheit von rIL-22; 
p#<0,01 verglichen mit unstimulierten Zellen. 
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Des Weiteren konnte beobachtet werden, dass das Zytokin TSLP in der Clara-Zell-Linie 

durch die Induktion des entzündungsfördernden Zytokins rTNFα schwach erhöht 

exprimiert wurde. Ein reduzierender IL-22-Effekt war aber auch hier zu erkennen 

(Abb. 4-14 A und B).  

 

 

 

 
Abb. 4-14 TSLP-Expression und -Sekretion werden durch IL-22 inhibierend beeinflusst 

C22-Zellen wurden mit (+) bzw. ohne (-) rIL-22 [10 ng/ml] für 4 Std. vorinkubiert und im Anschluss mit rIL-13 
[60 ng/ml] und rTNFα *5 ng/ml+ für (A) 5 Std. und (B) 48 Std. aktiviert.  
(A) Die relative Expression von TSLP wurde in Triplikaten mit qRT-PCR ermittelt und auf relative GAPDH-Expression 
normalisiert. Angegeben sind Mittelwerte ± Standardfehler von jeweils 4-6 unabhängig durchgeführten 
Experimenten. 
(B) Die Zellüberstände wurden nach 48 Std. abgenommen und mittels ELISA die Produktion von TSLP gemessen. 
Angegeben sind Mittelwerte ± Standardfehler von Triplikaten von 2 unabhängig durchgeführten Experimenten. Die 
Abkürzung „n.d.“ steht für „nicht detektierbar“. 
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4.2.5 Aufhebung des inhibitorischen Effekts von IL-22 durch seinen natürlichen 

Antagonisten IL-22BP 

Die Expression des natürlich vorkommenden IL-22-Antagonisten, des IL-22 Bindeproteins 

(IL-22BP), konnte bisher in unterschiedlichen Geweben (z. B. in lymphatischen Organen, im 

respiratorischen und gastrointestinalen System und in der Haut) nachgewiesen werden 

[72;82;85;86]. Dies konnte im Lungengewebe von Wildtyp-Mäusen mit induzierter AHR 

und Mäusen, die nur inhalativ provoziert wurden, bestätigt werden (Abb. 4-15A). Die 

zelluläre Quelle für das Bindeprotein in diesen Geweben ist allerdings noch unklar 

[72;82;85;86].  

Um zu prüfen, ob der zuvor beobachtete inhibitorische Effekt auf CCL17 auch ausschließlich 

auf rIL-22 zurückzuführen ist, wurde das Interleukin mit seinem natürlichen Antagonisten 

neutralisiert. Die IL-22-Neutralisation wurde zunächst durch die Detektion des 

phosphorylierten STAT3 getestet. Die Stimulation mit rIL-22 in Kombination mit der 

höchsten IL-22BP-Konzentration (400 ng/ml) löste bei einer 10-minütigen Stimulation der 

Zellen eine deutliche Abschwächung der durch rIL-22 induzierten STAT3 Phosporylierung 

aus (Abb. 4-15 B), wodurch die Funktionalität der IL-22 Neutralisation bewiesen wurde.  

Im Anschluss wurde die CCL17-Expression in stimulierten Zellen hinsichtlich der IL-22-

Blockade mit IL-22BP analysiert. Die durch rIL-13 und rTNFα induzierte CCL17-Produktion 

und die rIL-22-bedingte CCL17-Reduktion ließen sich durch das IL-22 Bindeprotein wieder 

aufheben (Abb. 4-15 C).  

Es scheint somit, dass die Inhibition der CCL17-Expression tatsächlich auf den IL-22-Effekt 

zurückzuführen war. 
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Abb. 4-15 Aufhebung des inhibitorischen IL-22-Effekts durch IL-22-Neutralisierung mit IL-22BP 

(A) IL-22BP-Expression im Lungengewebe von provozierten (prov) und sensibilisierten und provozierten (sens/prov) 
WT-Mäusen. 24 Std. nach der letzten Provokation mit OVA wurde die gesamte Lungen-RNA isoliert, in cDNA 
umgeschrieben und mit spezifischen Primern die Genexpression von IL-22BP mittels PCR analysiert. Als 
Ladekontrolle diente GAPDH. 
(B) C22-Zellen wurden mit rIL-22 [100 ng/ml], in An- (+) und Abwesenheit (-) des rIL-22BP [100, 200, 400 ng/ml], für 
5 und 10 min. stimuliert und die Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors STAT3 durch Western Blot-Analysen 
mit spezifischen Antikörpern detektiert. Als Kontrolle des Gesamtproteins wurde das nicht-phosphorylierte Protein 
detektiert. 
(C) C22-Zellen wurden mit rIL-13 [60 ng/ml+ und rTNFα *5 ng/ml+ für 24 Std. stimuliert. Sie wurden vorher entweder 
mit rIL-22 [40 ng/ml] (IL-22+ IL-22BP-) oder nach 1-stündiger Inkubation mit rIL-22BP [4 µg/ml] (IL-22+ IL-22BP+) für 
4 Std. vorinkubiert. Als Kontrollen blieben Zellen unstimuliert oder wurden nur mit rIL-22 bzw. rIL-22BP stimuliert. 
Die Zellüberstände wurden nach 24 Std. abgenommen und die CCL17-Prdoduktion mittels ELISA ermittelt. 
Angegeben sind Mittelwerte ± Standardfehler von Triplikaten von 2 unabhängig durchgeführten Experimenten.  
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4.2.6 Untersuchung des IL-22-Effekts auf die LPS-induzierte CCL17-Expression in 

C22-Zellen 

Die nachfolgenden in vitro Versuche sollten Aufschluss über den IL-22-Effekt bei der 

Aktivierung von bronchialen Epithelzellen durch einen weiteren Stimulus geben, der 

unabhängig von den auftretenden Stimuli bei der Asthma-Reaktion ist. Aus diesem Grund 

wurde das Lipopolysaccharid gramnegativer Bakterien (LPS) als Stimulus verwendet und 

die induzierte CCL17-Expression überprüft. 

Die zunächst durchgeführte LPS-Titration ließ darauf schließen, dass LPS im Allgemeinen 

eine starke Expression des Chemokins CCL17 in den bronchialen Epithelzellen hervorruft 

(Abb. 4-16 A). Diese Aktivierung der C22-Zellen war konzentrationsabhängig und wurde 

durchgeführt, um herauszufinden, welche LPS-Konzentration eine starke CCL17-

Produktion induzierte. In gleichem Maße wie bei der IL-13- und TNFα-Stimulation lässt sich 

auch bei den LPS-stimulierten Zellen wieder deutlich die inhibierende Wirkung des rIL-22 

erkennen (Abb. 4-16 B). Des Weiteren konnte auch der inhibierende Einfluss des rIL-22 

durch Neutralisierung mit IL-22-BP wieder aufgehoben werden (Abb. 4-16 C). Diese 

Beobachtung wurde durch die Verwendung eines anti-IL-22 Antikörpers, durch dessen 

Anwendung dasselbe Ergebnis erzielt wurde, untermauert (Abb. 4-16 D). 

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die CCL17-Expression in C22-Zellen nicht 

ausschließlich durch rIL-13 und rTNFα, sondern auch durch LPS gesteigert exprimiert wird 

und dass sich die Expression durch das Zytokin IL-22 inhibieren lässt. 
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Abb. 4-16 CCL17-Expression in LPS-induzierten C22-Zellen 

C22-Zellen wurden mit (A) titrierten LPS-Konzentrationen, (C, D) 10 ng/ml LPS bzw. (B) LPS [5 ng/ml], rIL-13 
[60 ng/ml] und rTNFα *5 ng/ml+ für 5 Std. aktiviert. Die Zellen wurden zuvor mit/ohne rIL-22 [10 ng/ml] für 4 Std. 
vorinkubiert. Das rIL-22 wurde 1 Std. mit (C) rIL-22 BP [1 µg/ml], mit (D) anti-IL-22 Antikörper (aIL-22 Ak) [25 µg/ml] 
bzw. IgG Isotypkontroll Antikörper (Ktr. Ak) [25 µg/ml] bei 37°C inkubiert, bevor die 4-stündige Präinkubation mit 
den Zellen und die LPS-Aktivierung für 24 Std. erfolgte. 
(A,B) Die Gesamt-RNA wurde isoliert und nach RT wurde die cDNA mit spezifischen Primern auf die CCL17-
Expression hin untersucht. Die relative CCL17-Expression wurde in Triplikaten mit qRT-PCR ermittelt und auf 
relative GAPDH-Expression normalisiert.  
Die Ergebnisse sind repräsentativ für 2 unabhängig durchgeführte Versuche. 
(C,D) Zellüberstände wurden nach 24-stündiger Stimulation abgenommen und mit Hilfe von ELISA die CCL17-
Produktion ermittelt. Angegeben sind Mittelwerte ± Standardfehler von Triplikaten von 2-3 unabhängig 
durchgeführten Experimenten. p*< 0,04 verglichen mit LPS stimulierten Zellen, p**< 0,03 verglichen mit LPS + 
rIL-22 stimulierten Zellen.  
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4.3 Identifizierung IL-22-produzierender Zellen nach induzierter AHR 

Die Funktion des IL-22 und die Mechanismen, die durch das Zytokin ausgelöst werden, 

wurden im Mausmodell und anhand von Zellkultur-Studien näher untersucht. Hierbei 

konnte gezeigt werden, dass IL-22 nach induzierter AHR vermehrt in der Lunge produziert 

wurde (Abb. 4-2 A-C). Die Frage nach der Zellpopulation, die dieses Zytokin in den 

Atemwegen sezerniert, blieb bislang jedoch noch ungeklärt. 

Um herauszufinden, welche Zellen als Quelle für die IL-22-Produktion in Frage kommen 

könnten, wurden die Lungenzellen der Mäuse aus dem hier verwendeten Asthma-Modell 

isoliert und mit Hilfe der Durchflusszytometrie analysiert. 

Zunächst wurde eine Färbung der spezifischen Oberflächenmoleküle durchgeführt. Darauf 

folgte eine intrazelluläre Färbung der isolierten Lungenzellen, um Zytokine zu detektieren. 

Es wurden folgende Zellpopulationen analysiert (in Klammern steht der zugehörige 

Detektions-Antikörper, der gegen das jeweilige Molekül gerichtet ist):  

 Granulozyten (Gr-1, Ly.6G) 

 Dendritische Zellen (CD11c) 

 Natürliche Killerzellen und NKT-Zellen (NK1.1) 

 hämatopoetische Stammzellen (ScaI, CD90) 

 lymphoide Zellen (CD45) 

 T-Helfer-Zellen (CD3, CD4) 

 Zytotoxische T-Zellen (CD3, CD8)  

 γδT-Zellen ( δTCR) 

Des Weiteren wurde die Expression der Moleküle CD25 und CD44 untersucht - aufgrund 

von lymphoiden Zellpopulationen des angeborenen Immunsystems, welche unter anderem 

diese Oberflächenmoleküle und IL-22 und/oder IL-17 exprimieren [170].  
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Beispielsweise beschreiben Buonocore et. al intestinale IL-17-produzierende Zellen, die 

einen ähnlichen Phänotyp wie LTi-ähnliche Zellen („LTi-like cells“) aufweisen: 

IL-7R+CD44+NKp46-CCR6+CD25+ROR +.  

Intrazellulär wurde auf die Zytokine IL-22, IL-17A und IFN-γ gefärbt. Der 

Transkriptionsfaktor RORγt, der unter anderem in unreifen CD4+ und CD8+ T-Zellen, in 

Th17-Zellen und in LTi-Gewebezellen exprimiert wird, konnte nicht direkt mit Hilfe eines 

Antikörpers detektiert werden. Deshalb wurde für die Detektion ein transgener 

Mausstamm („RORγ-eYFP25-Reporter“ genannt) verwendet, bei dem alle Zellen, die im 

Laufe der Zeit den Transkriptionsfaktor exprimieren, parallel dazu das Protein YFP 

produzieren.  

Es konnte eine erhöhte Anzahl an CD45 positiven IL-22-produzierenden Zellen in den 

sens/prov-Mäusen detektiert werden (Abb. 4-17 A und B). Die Mehrzahl der Zellen war 

negativ für die Oberflächenmarker CD4, CD8, NK1.1, CD11c, Gr-1 und den γδT-Zellrezeptor 

(γδTCR) und positiv für die Stammzellmarker hämatopoetischer Zellen, CD90 und ScaI 

(Abb. 4-17 A und ungezeigte Daten) sowie für CD44 und CD25 (Abb. 4-18 A).  

Diese IL-22-produzierenden Zellen können demnach gemäß den phänotypischen 

Oberflächenmarkern folgendermaßen charakterisiert werden:  

CD45+Lin-ScaI+CD44+CD25+ROR t  26. 

Um herauszufinden, ob diese Zellen mit den schon beschriebenen intestinalen Zellen in 

Verbindung gebracht werden könnten und um sie einer spezifischen Zellpopulation des 

angeborenen Immunsystems zuweisen zu können, müssten noch weitere Experimente 

durchgeführt werden.  

 

 

 

                                                        
25 eYFP = enhanced Yellow Fluorescent Protein 
26 Lin steht hier für Lineage (= Abstammungslinie) und wird als Bezeichnung für  die Stammzellmarker der 
spezifischen Zelltypen verwendet. Durch diese Oberflächenmarker sind  die unterschiedlichen Zellen des 
Immunsystems eindeutig charakterisierbar. 
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Abb. 4-17 Oberflächen- und intrazelluläre IL-22-Färbung von isolierten Lungenzellen 

Repräsentative Darstellung der Oberflächen- und Intrazellulärfärbung von isolierten Lungenzellen aus provozierten 
(prov, n=5, untere Bildreihe) und sensibilisierten und provozierten (sens/prov, n=5, obere Bildreihe) Wildtyp-
Mäusen, 24 Std. nach der letzten OVA-Provokation. In (B) ist die Gesamtanzahl der CD45

+
IL-22

+ 
Lungenzellen als 

„Dot Plot“-Diagramm dargestellt, wobei jeder Punkt repräsentativ für eine Maus aus 2 unabhängig durchgeführten 
Versuchen steht. *p<0,05 verglichen mit provozierten Kontroll-Tieren. 
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Des Weiteren zeigte sich, dass die IL-22-produzierenden Zellen auch ein wenig IL-17A und 

RORγt, jedoch kein IFN-γ, produzierten (Abb. 4-18 B, C). 

 

 

Abb. 4-18 Analyse der Zytokinproduktion und Obeflächenmoleküle von infiltrierenden Lungenzellen 

Repräsentative Darstellung der Oberflächen- und Intrazellulärfärbung von isolierten Lungenzellen aus 
sensibilisierten und provozierten Mäusen, 24 Std. nach der letzten OVA-Provokation. 

In (A) sind CD44
+
 und CD25

+
 Lungenzellen, die IL-22 produzieren, dargestellt. In (B) ist die IFN-γ-, IL-17A und IL-22-

Produktion der Lungenzellen dargestellt. (C) zeigt die Expression von RORγt in IL-22-produzierenden Lungenzellen, 
isoliert aus sensibilisierten und provozierten RORγ-eYFP-Mäusen. Analysiert wurden die Zellen hinsichtlich ihrer 
YFP-Expression, welche direkt vergleichbar mit der RORγt-Expression ist. Die prozentualen Angaben beziehen sich 
auf die Expression des jeweiligen untersuchten Zytokins der gesamten untersuchten Lungenzellen. 
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5 Diskussion 

Asthma bronchiale ist ein akutes Gesundheitsproblem, das etwa 300 Millionen Menschen 

weltweit betrifft und zählt mit einer dramatisch steigenden Prävalenz zu den häufigsten 

chronischen Erkrankungen [1]. Asthma ist nicht heilbar und die meisten Patienten 

benötigen eine lebenslange Therapie mit inhalativen Kortikosteroiden und -

Sympathomimetika. Trotz dieser Behandlung kann es zu Verschlechterungen des 

Krankheitsbildes kommen, die einen stationären Aufenthalt und eine Therapie mit 

systemischen Kortikosteroiden notwendig machen und zu langfristigen pathologischen 

Prozessen der Lunge führen, welche die Lungenfunktion dauerhaft verschlechtern können. 

Aus diesen Gründen ist es dringend notwendig, neue Erkenntnisse über die Abläufe dieser 

Erkrankung, die involvierten Immunzellen und die beteiligten Proteine zu erlangen, die zu 

neuen Therapieansätzen führen können.  

5.1 IL-22 fungiert als negativer Regulator bei der experimentell induzierten 

Asthma-Reaktion 

Parallel zu dieser Forschungsarbeit wurden zwei ähnliche Studien zur Analyse des IL-22 bei 

der Asthma-Erkrankung durchgeführt. Diese erst kürzlich veröffentlichten und bislang 

einzigen Studien von Schnyder et al. [167] und Besnard et al. [171] unterstützen die 

aufgestellte Hypothese, dass IL-22 einen inhibierenden Einfluss auf die allergische Asthma-

Erkrankung ausübt. Die 1. Studie (von Schnyder et al.) stützt sich allerdings auf die 

Annahme, dass der direkte Effekt von rekombinantem IL-22 auf in vitro differenzierte 

BMDCs aus WT-Mäusen für die beobachtete reduzierte AHR ausschlaggebend ist [167]. Die 

Aussage wird jedoch aktuell noch kontrovers diskutiert, da die Expression des IL-22-

Rezeptors bislang noch nie in Dendritischen Zellen nachgewiesen werden konnte [133]. 

Diese Beobachtung konnte ebenfalls durch die in dieser Arbeit durchgeführten 

Experimente bestätigt werden (Abschnitt 4.2.1). Hier konnte gezeigt werden, dass weder 

die für den membranständigen IL-22-Rezeptorkomplex essentielle IL-22R-Kette in BMDCs 

aus WT-Mäusen exprimiert wurde noch dass in mit rIL-22 behandelten BMDCs die IL-22-

spezifische Signalkaskade über Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors STAT3 
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induziert wurde (Abschnitt 4.2.2.1). Auch die Analyse der mRNA, mit Hilfe der sensitiven 

qRT-PCR-Methode, zeigte keine Hochregulation des IL-22R-Gens in diesen Zellen, 

verglichen mit C22-Zellen, welche das Gen sehr stark exprimierten (Daten zu diesem 

Versuch sind nicht gezeigt).  

In der oben genannten 1. Studie [167] wurde zur Untersuchung der Rolle des IL-22 bei der 

pulmonalen allergischen Immunantwort ein Mausmodell zur Induktion der allergischen 

AHR verwendet, das dem in dieser Arbeit vorgestelltem sehr ähnlich war. Zusätzlich 

verwendete die Gruppe noch ein Modell mit transferierten BMDCs. Es wurden zwei Arten 

für die Sensibilisierung der Mäuse genutzt: zum einen wurde den Tieren das Allergen + 

Adjuvans-Gemisch (OVA/Alum) subkutan (s.c.) an den Tagen 0 und 7 injiziert und zum 

anderen wurden in vitro mit OVA behandelte BMDCs intravenös (i.v.) injiziert. Die s.c. 

behandelten Tiere wurden eine Woche nach der letzten Sensibilisierung, zweimal (an den 

Tagen 14 und 16) mit dem Modellallergen inhalativ provoziert und 48 Std. nach der letzten 

Provokation wurden die Lungen analysiert. Die einmal mit BMDCs sensibilisierten Mäuse, 

wurden dreimal (an den Tagen 8, 9 und 10) inhalativ mit OVA provoziert und nach 24 Std. 

analysiert. In der 2. Studie [171] wurde ein Mausmodell zur Induktion der allergischen AHR 

verwendet, in dem die Mäuse ausschließlich mit OVA (ohne Adjuvans) an den Tagen 0 und 

7 s.c. sensibilisiert und an den Tagen 14, 15 und 16 intranasal provoziert wurden. Nach 24 

Std. erfolgte die Analyse. 

In dieser Forschungsarbeit konnte in Lungenlysaten und der BAL von WT-Mäusen, die nach 

dem vorgestellten Asthma-Modell behandelt wurden, eine erhöhte pulmonale Expression 

von IL-22 festgestellt werden (Abschnitt 4.1.1). Diese Beobachtung konnte durch die 

Ergebnisse der beiden Studien [167;171], bei denen die IL-22-Konzentration in 

Homogenisaten von Lungen aus s.c. sensibilisierten und provozierten Mäusen gemessen 

wurde, bestätigt werden. In Mäusen, die nicht sensibilisiert, sondern nur mit OVA 

provoziert worden waren und in unbehandelten Kontrolltieren, wurden keine erhöhten 

IL-22-Konzentrationen nachgewiesen. Dieses Ergebnis korrelierte ebenfalls mit den 

Beobachtungen der Gruppen [167;171]. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die 

IL-22R-Kette in Lungenzellen der sensibilisierten und provozierten und der ausschließlich 
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mit OVA provozierten Mäuse unabhängig von der Entzündungsreaktion gleichermaßen 

reguliert wurde.  

Um den Effekt des IL-22 bei der Asthma-Reaktion zu untersuchen, wurden IL-22-defiziente 

Mäuse hinsichtlich der Asthma-typischen Symptome analysiert. Als Kontrolltiere dienten 

jeweils WT-Mäuse. Es konnte eine signifikante Erhöhung des Atemwegswiderstands 

gegenüber einer Methacholin-Provokation in den IL-22-defizienten Mäusen beobachtet 

werden. Weitere Analysen der BAL-Zusammensetzung und der Lungenhistologie zeigten, 

dass erhöhte Mengen an inflammatorischen Zellen, darunter vermehrt Eosinophile, in der 

Lunge zu finden waren. Aufgrund dieser Beobachtungen konnte die Schlussfolgerung 

gezogen werden, dass bei IL-22-Defizienz eine stärkere Entzündung der Atemwege vorlag, 

als in WT-Tieren (Abschnitt 4.1.2). Dieses Ergebnis korrelierte jedoch nicht mit den 

Ergebnissen der 2. Studie, in der beschrieben wird, dass in IL-22-defizienten Mäusen eine 

Reduktion der AHR und reduzierte Mengen inflammatorischer Zellen in der BAL beobachtet 

wurden [171]. Allerdings wurde in den beiden oben genannten Studien gezeigt, dass in den 

analysierten Mäusen die Neutralisierung des natürlich vorkommenden IL-22 durch die 

Verwendung von anti-IL-22 Antikörpern während der aerosolischen Provokation mit OVA 

eine verstärkte Atemwegsentzündung bewirkte. Nachgewiesen wurde eine erhöhte Anzahl 

an Eosinophilen und Neutrophilen in der BAL, erhöhte Aktivität der eosinophilen 

Peroxidase und verstärkte Produktion von Zytokinen und Chemokinen im Lungengewebe 

der Mäuse [167;171]. Dass IL-22 für die Induktion einer Neutrophilie in den Atemwegen 

eine Schlüsselrolle einnehmen könnte, konnte allerdings anhand einer weiteren Studie 

ausgeschlossen werden [140].  

5.2 Asthma-assoziierte Mediatoren werden in pulmonaler IL-22-Abwesenheit 

in der Lunge von Wildtyp-Mäusen stärker exprimiert als in Anwesenheit des 

Zytokins 

Da die induzierte Entzündungsreaktion der Atemwege auf dem Zusammenspiel vieler 

unterschiedlicher Zytokine und Chemokine beruht und diese ein Mikromilieu bilden, 

welches für die Ausprägung der biologischen Eigenschaften des IL-22 verantwortlich ist, 

wurden die Genexpression und Sekretion einiger Proteine, die bei Asthma bronchiale eine 



Diskussion    

80 

Schlüsselrolle spielen, in den IL-22-defizienten Mäusen näher untersucht. Im Gegensatz zu 

Ergebnissen aus der Studie von Besnard et al. [171], konnte - mit Ausnahme des Proteins 

TSLP - eine deutliche Erhöhung der Genexpression und Produktion der untersuchten 

Proteine  IL-13, CCL17, Eotaxin3, Gob5 und IL-33 in IL-22-defizienten Mäusen 

nachgewiesen werden (Abschnitt 4.1.3). Auffällig war, dass die Proteine in den meisten 

Fällen auf einem höherem Level in IL-22-defizienten Tieren (sens/prov) exprimiert 

wurden, verglichen mit den WT-Tieren (sens/prov). Im Fall des CCL17 war die 

Konzentration in den IL-22-defizienten Mäusen signifikant höher, als in den WT-Mäusen 

(Abb. 4-4 B). Diese Feststellung lässt vermuten, dass das Chemokin bei Asthma bronchiale 

eine starke Relevanz ausübt. Warum das Protein TSLP eine Ausnahme bildet und in den 

IL-22-defizienten Mäusen nicht erhöht sezerniert wird, ist in diesem Fall nicht zu erklären. 

Eine Vermutung ist, dass sich die Abwesenheit von IL-22 negativ auf die TSLP-Expression 

ausübt. Welcher Mechanismus allerdings hierbei betroffen sein könnte, kann nicht geklärt 

werden, da die WT-Tiere wie erwartet signifikant erhöhte Mengen des Proteins 

sezernierten. Die erhöhte Gob5-Regulation korrelierte mit den akkumuliert vorliegenden 

Becherzellen, die in den histologisch analysierten Lungenschnitten der IL-22-defizienten 

Mäuse (sens/prov), dargestellt in Abbildung 4-3 B, durch PAS-Färbung detektiert wurden. 

Gleiches gilt für die erhöhte Eotaxin3-Regulation, welche mit dem erhöhten Einstrom an 

Eosinophilen in die Lunge, nachgewiesen durch die Zählung der Zellen und die 

morphologische Analyse dieser Population in der BAL (Abb. 4-3 E und F), übereinstimmte. 

Die hohe CCL17-Konzentration im Lungengewebe wies daraufhin, dass vermehrt 

T-Lymphozyten in die Lunge gelockt wurden, was ebenfalls, wie in Abbildung 4-3 E zu 

erkennen ist, nachgewiesen werden konnte. Dass das immunsuppressiv wirkende IL-10 

und das proinflammatorisch wirkende IFN-γ nach der Induktion der AHR hochreguliert 

wurde, konnte durch ELISA-Analysen der BAL ausgeschlossen werden. Es gab keine 

größeren Unterschiede bei der Expression beider Proteine in IL-22-defizienten und WT-

Tieren (Daten nicht gezeigt). Diese Beobachtungen bestätigen die Ergebnisse aus der Studie 

von Besnard et al. [171]. 

Des Weiteren konnte, mit Hilfe durchflusszytometrischer Analysen der gesamten 

Lungenlymphozyten, eine leicht erhöhte Anzahl an IL-17A-produzierenden Zellen in den 
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Mäusen mit IL-22-Defizienz (sens/prov) detektiert werden, im Vergleich zu den WT-Tieren 

(Abb. 4-6 A, B). Da diese Population aber prozentual betrachtet nur in einer sehr geringen 

Zellzahl gegenüber allen Lungenlymphozyten vorlag und die IL-17A-Genexpression und 

-Produktion nicht mittels qRT-PCR und ELISA detektierbar waren, wies dies darauf hin, 

dass IL-17A nur in geringen Mengen in der Lunge von atemwegserkrankten Mäusen 

aufzufinden war. Die nachgewiesene IL-4- und IL-5-Produktion (Abb. 4-5) stammte in 

diesem Fall mit hoher Wahrscheinlichkeit von Th2-Zellen - den Hauptproduzenten - die bei 

der Atemwegsentzündung hohe Mengen dieser beiden Zytokine ausschütten. Allerdings 

besteht auch die Möglichkeit, dass die Zytokine von anderen Zellen sezerniert wurden. Es 

wurde eine neu entdeckte Zellpopulation von Leukozyten des angeborenen Immunsystems 

beschrieben, welche die Fähigkeit besitzt IL-5, IL-13, IL-17 und/oder IL-22 zu produzieren. 

Diese so genannten „Nuocytes“ [173] wurden bei der experimentellen Induktion einer 

Asthma-ähnlichen Reaktion mit Hilfe von parasitischen Würmern entdeckt. Welche Zellen 

in den in dieser Arbeit vorgestellten Experimenten für die Ausschüttung der beiden 

Zytokine IL-22 und IL-17A in Frage kommen könnten, wird später im Abschnitt 5.6 näher 

beschrieben. Insgesamt kann anhand der vorgestellten Ergebnisse aber klar herausgestellt 

werden, dass die pulmonale Abwesenheit von IL-22 in den Mäusen eine verstärkte 

Expression von Proteinen induziert, welche mit dem Schweregrad der Entzündung 

korreliert.  

5.3 Bronchiale Epithelzellen fungieren als Zielzellen für IL-22 und ihre 

Stimulation wird durch den Einfluss des Zytokins gehemmt 

Da viele der bei der Asthma-Erkrankung auftretenden Proteine, eingeschließlich der im 

Abschnitt 5.2 erwähnten, von stimulierten Epithelzellen ausgeschüttet werden, lag der 

Fokus auf dem in vitro-Modell, der murinen Clara-Zell-Linie C22. Bislang wurden 

Epithelzellen als die Hauptzielzellen für IL-22 in der Literatur beschrieben. Dies konnte in 

Experimenten dieser Arbeit bestätigt werden, die zeigten, dass ausschließlich diese nicht-

hämatopoetischen Zellen beide Ketten des IL-22R-Komplexes exprimierten, im Vergleich zu 

anderen untersuchten Zellpopulationen des Immunsystems (Abb. 4-8). Die Ausbildung der 

allergischen Atemwegserkrankung und damit die Entstehung einer AHR und 
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Becherzellhyperplasie, ist eng verbunden mit der Produktion der weiter oben 

beschriebenen Zytokine und Chemokine (siehe auch Einleitung Abschnitt 1.1.2.2). 

Besonders die T-Lymphozyten werden durch CCL17 in die Lunge gelockt und produzieren 

dort entzündungsfördernde Stimulanzien (wie beispielsweise die Zytokine IL-13 und 

TNFα), die auf die umliegenden Epithelien einwirken. Diese werden dadurch wiederum 

verstärkt aktiviert, so dass eine Vielzahl an Proteinen ausgeschüttet wird, die daraufhin mit 

weiteren Immunzellen reagieren und es zu Interaktionen zwischen den verschiedenen 

Zellpopulationen kommt. Es wurde schon nachgewiesen, dass IL-22 einen direkten Einfluss 

auf Epithelzellen ausübt (Abb. 4-8). Um die Mechanismen zu untersuchen, die durch die 

Bindung des IL-22 an seinen spezifischen Rezeptor ausgelöst werden, wurde die 

Aktivierung des Transkriptionsfaktors STAT3, der schon in murinen und humanen 

Epithelzellen des Darms und der Leber [80;138] beschrieben wurde und welcher spezifisch 

für IL-22 ist [66], analysiert. Es ist bekannt, dass IL-22 die Phosphorylierung von STAT1, 3 

und 5 induziert. Dass IL-22 über die Phosphorylierung des STAT3-Moleküls sowie über den 

MAP-Kinase Weg (ERK1/2, SAPK/JNK, p38) fungiert, konnte in der pulmonalen Clara-Zell-

Linie C22 ebenfalls bestätigt werden. Eine mögliche Erklärung für die nicht zu erwartende, 

aber dennoch aufgetretene Detektion des phosphorylierten STAT3 in unstimulierten Zellen 

könnte sein, dass durch Wachstumsfaktoren oder andere Zytokine, die über die gp130 

Zytokin-Familie interagieren und sich im Medium befanden, der Transkriptionsfaktor (ohne 

IL-22-Einfluss) phosphoryliert wurde [174]. Als nächstes konnte der IL-22-Effekt auf die 

C22-Zellen, die durch Stimulation mit IL-13, TNFα und einer Kombination aus beiden 

Stimulanzien in eine künstliche Asthma-ähnliche Entzündungssituation versetzt wurden, 

anhand der reduzierten Expression und Produktion des Chemokins CCL17 aufgedeckt 

werden (Abschnitt 4.2.3). Hierbei resultierte die Stimulation der C22-Zellen mit den 

proinflammatorisch wirkenden Zytokinen IL-13 und TNFα in einer erhöhten CCL17-

Expression (Abb. 4-12 A, B, C). Interessanterweise ließ sich bei der Genexpression sowie 

der Proteinanalyse beobachten, dass ein basaler Level des Chemokins schon in den 

unstimulierten Epithelzellen exprimiert wurde, die Inkubation dieser Zellen mit rIL-22 

allerdings auch hier eine Reduktion des Expressionslevels verursachte. Diese Ergebnisse 

ließen sich durch die Aktivierung der C22-Zellen mit dem Modellprotein LPS bestätigen, 

welches hier als ein Asthma-unabhängiger Stimulus eingesetzt wurde (Abschnitt 4.2.6). 
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Durch Neutralisation des rIL-22 mit Hilfe seines natürlich vorkommenden Antagonisten 

IL-22 Bindeprotein und durch einen spezifischen monoklonalen anti-IL-22 Antikörper, 

konnte ausgeschlossen werden, dass die durch rIL-22 ausgelöste Inhibierung der 

Chemokin-Produktion durch Mitwirkung eines anderen Suppressor-Proteins ausgelöst 

wurde (Abschnitt 4.2.5 und 4.2.6). 

5.4 Direkte Effekte des IL-22 auf die bronchiale Clara-Zell-Linie C22 

Im murinen OVA-Modell für allergisches Asthma wurden Umbauvorgänge des 

Atemwegepithels sehr schnell, schon 6 Stunden nach der Allergen-Provokation beobachtet. 

Die zu 80% im murinen respiratorischen Epithel ubiquitär vorhandenen Clara-Zellen 

transformieren in dieser Zeit, hauptsächlich induziert durch IL-13, zu Mukus-

produzierenden-Becherzellen [175]. IL-13 ist ein Schlüsselzytokin, das für die 

Becherzellhyperplasie und Mukus-Produktion (durch Induktion der MUC5A/C-Expression) 

verantwortlich ist. Anhand der vorgestellten Analysen der relativen Genexpression von 

Gob5 (dem Vorläufer-Gen des MUC5A/C-Gens), IL-25 und TSLP, in den mit rIL-13 und 

rTNFα stimulierten C22-Zellen, konnte die oben beschriebene Situation bestätigt werden. 

Durch die IL-13-Stimulation wurde Gob5 stark und IL-25 signifikant erhöht exprimiert, 

während es in Anwesenheit von rIL-22 zu einer deutlichen Reduktion der Expression kam 

(vgl. Abb. 4-13 A und B). rTNFα bewirkte bei beiden Zytokinen keine signifikant erhöhte 

Expression (Daten nicht gezeigt). Da IL-25 direkten Einfluss auf die Induktion der Th2-

Zytokin-Produktion, die pulmonale Eosinophilie und AHR ausübt [30;176], stimmten die in 

vitro Daten mit den zuvor in vivo beobachteten Ergebnissen der erhöhten Expression der 

Asthma-assoziierten Mediatoren, der erhöhten AHR und Becherzellhyperplasie (Abschnitt 

4.1.2 und 4.1.3) in den IL-22-defizienten Mäusen überein. Es konnte hier zum ersten Mal 

der negative Einfluss des rIL-22 auf die IL-25-Expression in der bronchialen Clara-Zell-Linie 

aufgezeigt werden. Die TSLP-Expression konnte durch beide Stimuli rIL-13 und rTNFα 

induziert werden, wobei auch hier die Anwesenheit von rIL-22 deutlich reduzierend auf die 

Expression und Sekretion des Zytokins einwirkte (Abb. 4-14). Die Analyse der IL-33-

Genexpression und -Sekretion erbrachte keine Unterschiede in den untersuchten Gruppen 

(Daten nicht gezeigt). Dieses Ergebnis war für die Analyse der Epithelzellen allerdings zu 

erwarten, weil bekannt ist, dass sowohl bei An- als auch bei Abwesenheit eines Stimulus, 
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IL-33 im Nukleus der Zellen gespeichert wird. Sobald die Zellen lysiert werden, kommt es 

zur Freisetzung des biologisch inaktiven (bei Apoptose) bzw. aktiven IL-33 (bei Nekrose). 

Es können demnach keine Unterschiede zwischen unstimulierten und stimulierten Zellen 

hinsichtlich der IL-33-Expression festgestellt werden [172]. 

5.5 Die exogene Applikation von IL-22 während der Provokationsphase bewirkt 

eine Abschwächung der AHR   

Wie schon unter Abschnitt 5.1 beschrieben, wurde parallel zu der hier durchgeführten 

Arbeit eine Studie publiziert, welche die Rolle von IL-22 bei Dendritischen Zellen 

analysierte [167]. Schnyder et al. untersuchten BMDCs, die in vitro mit OVA in An- und 

Abwesenheit von rIL-22 und rIL-17A inkubiert wurden, hinsichtlich der OVA-Aufnahme 

und ihrer Aktivierung über die Regulation der Oberflächenmoleküle DC80, CD86 und CD40. 

Anhand ihrer Ergebnisse postulierte die Gruppe, dass die Inkubation mit rIL-22 und mit 

rIL-17A eine reduzierte Aktivierung der BMDCs bewirkte, was anhand der reduzierten 

OVA-Aufnahme und erniedrigten Expression der Aktivierungsmarker auf den Zellen 

nachgewiesen wurde. Diese Ergebnisse ließen sich durch die in dieser Arbeit 

durchgeführten Experimente und durch die Ergebnisse von Besnard et al. [171] allerdings 

nicht bestätigen (siehe Abschnitt 4.2.2.1). Paradoxerweise diente in der publizierten 

1. Studie [167] das bislang als proinflammatorisch angesehene Zytokin IL-17A als Kontrolle 

zur Inhibierung der BMDC-Aktivierung. Es wurde zwar anhand mehrerer Mausmodell-

Studien für AHR bislang vermutet, dass IL-17A essentiell für die Generierung einer 

allergischen Atemwegsentzündung ist, jedoch ausschließlich die oben genannte Studie 

besagt, dass IL-17A protektive Eigenschaften bei der induzierten allergischen 

Atemwegsentzündung aufweist [156]. Diese Gruppe war also bislang die einzige, die 

postulierte, dass die Th17-Zytokine IL-17 (A und F) und IL-22 in gleicher Weise negative 

Regulatoren bei allergischem Asthma sind [177]. Doch obwohl BMDCs als Hauptzielzellen 

für IL-22 angegeben wurden und der inhibierende Einfluss auf die AHR durch die ex vivo 

mit IL-22-behandelten BMDCs erklärt werden, die vor der OVA-Provokationsphase in die 

Mäuse transferiert wurden, kam es zu Übereinstimmungen mit Ergebnissen aus einigen der 

hier vorgestellten Experimente. Die IL-22-Anwesenheit resultierte in einer reduzierten 
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pulmonalen Anlockung von Eosinophilen. Dieses Ergebnis korrelierte mit den Ergebnissen 

der Gruppe, die eine verminderte Aktivität der eosinophilen Peroxidase-Aktivität im 

Gewebe und eine reduzierten Produktion des Th2-Zell-anlockenden Chemokins CCL17 

feststellten. Zu einem ähnlichen Ergebnis kam die Gruppe durch Verwendung von rIL-17A-

behandelten BMDCs. Durch die intratracheale Gabe von rekombinantem IL-22 kurz vor der 

OVA-Provokation, konnte in dieser Forschungsarbeit sowie in der Studie von Besnard et al. 

in zuvor sensibilisierten Mäusen eine verminderte AHR, durch Messung des 

Atemwegswiderstands, eine Abnahme der Becherzellhyperplasie und eine Reduktion der 

IL-13- und CCL17-Produktion, verglichen mit den WT-Tieren, nachgewiesen werden (siehe 

Abschnitt 4.1.4). Direkte Effekte des IL-22 auf glatte Muskelzellen in der Lunge, konnten bei 

der exogenen rIL-22-Gabe ausgeschlossen werden, da diese Zellen keinen IL-22R 

exprimierten (vgl. Abb. 4-8). Zusätzlich konnte beobachtet werden, dass in nicht 

sensibilisierten Mäusen, die mit rIL-22 behandelt wurden, keine Effekte bezüglich der 

Atemwegsentzündung auftraten (Daten nicht gezeigt). Obwohl diese Resultate zum Teil 

sehr ähnlich zu denen von Schnyder et al. waren, widersprechen sich die Hauptaussagen 

bezüglich der Zielzellen, auf die das rIL-22 Einfluss ausübt. Möglicherweise bindet rIL-22 an 

einen noch unbekannten Rezeptor, der auch auf BMDCs exprimiert wird und dadurch 

andere Signalwege, als die bisher bekannten Wege über die MAP-Kinasen und STAT3-

Phosphorylierung, aktiviert. Da in dieser Forschungsarbeit aber das Interesse an den hier 

als Hauptzielzellen in Frage kommenden bronchialen Epithelzellen lag, standen diese im 

Mittelpunkt der Arbeit. Weitere Untersuchungen von BMDCs im Zusammenhang mit rIL-22 

bei allergischem Asthma müssten durchgeführt werden, um diese kontroversen Ergebnisse 

erklären zu können. 

5.6 Identifizierung und Charakterisierung IL-22-produzierender Zellen in der 

Lunge von Mäusen nach induzierter AHR 

Es ist bekannt, dass hauptsächlich Th17-Zellen für die Sezernierung der beiden Zytokine 

IL-17 und IL-22 verantwortlich sind. Hinweise auf eine wichtige Funktion dieser Zellen im 

Zusammenhang mit Atemwegserkrankungen finden sich z.B. in Nachweisen erhöhter 

Konzentrationen von IL-17 im Sputum von Asthma-Patienten [142] und erhöhten 
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Konzentrationen von IL-22 in der BAL bei verschiedenen entzündlichen 

Lungenerkrankungen beim Menschen [178]. Auch in T-Zellen aus Lymphknoten von 

Mukoviszidose-Patienten wurde eine erhöhte Produktion von IL-22 beobachtet. Im 

Mausmodell hat sich gezeigt, dass IL-22-defiziente Mäuse schlechter in der Lage sind, eine 

pulmonale Infektion mit Klebsiella pneumoniae abzuwehren [162]. Da allerdings in letzter 

Zeit immer mehr neue Untergruppen von IL-22- und/oder IL-17-produzierenden Zellen 

gefunden werden (siehe auch Einleitung Abschnitt 1.1.5), die zum Teil auch dem 

angeborenen Immunsystem angehören, sollten in dieser Arbeit die IL-22-produzierenden 

Zellen in der Lunge bei Mäusen mit induzierter AHR identifiziert und charakterisiert 

werden (Abschnitt 4.3). IL-22-produzierende Zellen konnten in sensibilisierten und 

provozierten WT-Mäusen, nicht aber in den ausschließlich provozierten Kontrolltieren, 

detektiert werden. Diese Zellen waren positiv für den lymphoiden Immunzellmarker CD45 

und für die Oberflächenmarker CD25 und CD44, jedoch konnte festgestellt werden, dass die 

untersuchten Zellen keine der typischen Oberflächenmarker für lymphoide Zellen des 

adaptiven Immunsystems aufwiesen. Diese Zellpopulation sammelte sich, nach der 

Provokation mit dem Modellallergen, in der Lunge an und es konnte eine geringe 

Expression des Zytokins IL-17A, allerdings nicht von IFN-γ, festgestellt werden. Zusätzlich 

wurde mit Hilfe eines RORγt-Reportermaus-Modells festgestellt, dass diese Zellen ebenfalls 

den Transkriptionsfaktor RORγt exprimierten. Der Phänotyp dieser Zellen ähnelt einer erst 

kürzlich beschriebenen intestinalen Zellpopulation des angeborenen Immunsystems, der 

ebenfalls die typischen Zelltyp-Marker für reife lymphoide Zellen fehlen und die für 

lymphoide Vorläuferzellen typische Rezeptoren exprimieren, welche in Zusammenhang mit 

der Aktivität des Transkriptionsfaktors RORγt gebracht werden [179]. Es sind bislang 

verschiedene Zelltypen des angeborenen Immunsystems beschrieben worden [180]. 

CD90+ScaI+ lymphoide Zellen des angeborenen Immunsystems, wurden von Buonocore et 

al. im Darm von Mäusen aus einem Colitis-Modell beschrieben [181]. Diese Zellen werden 

von IL-23 induziert und exprimieren IL-17, IL-22 und IFN-γ. Es ist bekannt, dass RORγt 

notwendig für die Entwicklung von LTi-Zellen und IL-22-produzierenden LTi-ähnlichen 

Zellen ist [122;123;127;182]. Buonocore et al. fanden eine hohe Expression des 

Transkriptionsfaktors RORγt in den CD90+ScaI+ intestinalen lymphoiden Zellen [181]. Luci 

und Sanos et al. [122;123] identifizierten CD3-NKp46+ Zellen im murinen Darm, die 
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mehrere stimulatorische NK-Zell-Rezeptoren (wie NKp46) exprimieren, sich allerdings von 

diesen Zellen dadurch unterscheiden, dass sie weder die Fähigkeit besitzen Tumorzellen 

abzutöten noch IFN-γ nach vorheriger Stimulation zu exprimieren. Diese sogenannten 

„RORγt+NKp46+ Zellen“ sind allerdings fähig, relativ schnell IL-22 zu produzieren. Die 

Zellpopulation des murinen Darms (und eine ähnliche IL-22-produzierende Zellpopulation 

im humanen Darm [121;122]) scheint für den Erhalt der epithelialen Homöostase und 

Gewebeheilung relevant zu sein, da die Neutralisation von IL-22 oder die Depletion dieser 

Zellpopulation zu einer Inhibierung der Expression anti-mikrobieller Proteine (wie RegIIIß, 

RegIIIγ) führt [123]. 

In Bezug auf Lungenerkrankungen wurden bislang NKT-, γδT-Zellen und Th17-Zellen als 

IL-22-sezernierende Zellen beschrieben. Während γδT-Zellen als protektiv gegen eine 

ausgelöste Lungenfibrose durch induzierte IL-22-Ausschüttung [183] beschrieben wurden, 

wurden Th17-Zellen als Hauptproduzenten bei einer durch Bleomyzin induzierten 

Atemwegsentzündungsreaktion deklariert [184]. Bei dieser Studie wirkt das IL-22 ohne die 

Mitwirkung von IL-17A entzündungsfördernd auf den Bleomyzin-Stimulus, während es bei 

Zugabe von IL-17A zu einer entzündungslindernden Reaktion in den behandelten Mäusen 

kommt. Die in dieser Forschungsarbeit detektierten IL-22-produzierenden Lungenzellen 

nach induzierter AHR, waren größtenteils negativ für die Stammzellmarker von 

lymphoiden Zellen des adaptiven Immunsystems (wie oben schon beschrieben), einige 

CD4+ T- und γδT-Zellen konnten aber detektiert werden. Da die Hauptzellpopulation jedoch 

positiv für ScaI, CD45, CD25, CD44 und RORγt war, ist anzunehmen, dass diese zur 

Population der angeborenen lymphoiden Zellen zählt, welche schon zuvor im Darm 

beschrieben wurden, auch wenn die Zellen kein IFN-γ exprimierten. Die als „CD45+Lin-

ScaI+CD44+CD25+ROR t “ charakterisierten Zellen wurden bisher noch nicht bei Asthma 

bronchiale beschrieben. Da aber viele Parallelen zwischen dem Darm- und dem 

Lungenepithel gezogen werden können, liegt es nahe, dass es sich bei diesen Zellen um 

einen ähnlichen Phänotyp handelt. 
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5.7 Ausblick und heutiger Stand der Forschung zu möglichen Therapieansätzen 

Im Hinblick auf die Asthma-Erkrankung gibt es schon eine Reihe vielfältiger 

Therapieansätze, die im Maussystem erfolgreich waren. Bis es zu klinischen Studien am 

Menschen kommt, vergeht jedoch lange Zeit und nur einige wenige Therapieansätze 

kommen letztendlich auch zum Einsatz. Auf eine recht neue und interessante Studie wird 

im Weiteren kurz eingegangen, weil die beschriebene „Zelltherapie“ mit dem suppressiv 

wirkenden IL-10 ebenfalls eine innovative Möglichkeit suggeriert, die aus dieser 

Forschungsarbeit gewonnen Erkenntnisse über das IL-10-verwandte Interleukin-22 als 

neue Therapieform einzusetzen.  

Viele Studien zeigen, dass regulatorische T-Zellen (Tregs) eine Schlüsselrolle beim Schutz 

vor Immunantworten auf harmlose Aeroantigene einnehmen [185]. Durch die Depletion 

dieser CD4+CD25+Foxp3+IL-10+ T-Zellen im Mausmodell für experimentelles Asthma 

resultiert eine erhöhte AHR und Entzündung der Atemwege. Diese Reaktion zeigt, dass 

Tregs für die Inhibierung der Asthma-Symptome essentiell sind. Beim Menschen sind die 

allergenspezifischen IL-10-produzierenden T-Zellen allerdings nur bei gesunden nicht-

Allergikern in hoher Anzahl vorhanden [186]. In Asthma-Patienten scheinen die 

vorhandenen Tregs ihre inhibitorischen Fähigkeiten verloren zu haben [19]. Es konnte 

gezeigt werden, dass BMDCs aus Wildtyp-Mäusen generiert wurden, die ein IL-10-Transgen 

besitzen [187]. Diese wurden in vitro mit OVA behandelt und durch einmalige 

intratracheale Injektion in Versuchsmäuse (vor der Sensibilisierungsphase) transferiert. 

Nach dem Transfer dieser „OVA-IL-10-DCs“ kam es zur transienten Genexpression von 

IL-10 in den Mäusen. Nachdem die Tiere mit OVA provoziert und im Anschluss analysiert 

worden waren, konnte festgestellt werden, dass sie eine verminderte AHR sowie eine 

reduzierte eosinophile Atemwegsentzündung und weitere reduzierte Asthma-Symptome 

aufwiesen. Des Weiteren wurde gezeigt, dass diese BMDCs die Fähigkeit besitzen, eine lang 

anhaltende Antigen-spezifische Toleranz in experimentellem Asthma zu induzieren. Die 

BMDCs sind fähig, die Asthma-Reaktion zu unterdrücken und eine schon bestehende 

Reaktion zu inhibieren. Es konnte beobachtet werden, dass transferierte „OVA-IL-10-DCs“ 

in IL-10-defizienten Mäusen die Asthma-Reaktion nicht unterdrücken konnten. Dies zeigte, 

dass die transgenen BMDCs ihre regulatorischen Effekte zusätzlich über die Induktion von 
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natürlichen Tregs ausüben, wodurch die Asthma-Symptome durch einen IL-10-abhängigen 

Weg supprimiert werden.  

Aufgrund der Tatsache, dass BMDCs IL-22 exprimieren (vgl. Abb. 4-8), wären diese Zellen 

für eine Therapie mit dem Zytokin geeignet. Könnte man, im Hinblick auf die vorgestellte 

„Zelltherapie“, BMDCs in Zukunft so generieren, dass sie in Asthma-Patienten zusätzlich zu 

IL-10 vermehrt IL-22 sezernieren würden, so könnte diese kombinierte Methode der 

Überexpression von pulmonal supprimierend wirkender Zytokine eine mögliche neue 

Therapiemöglichkeit darstellen. Im Rahmen dieser Forschungsarbeit konnte die Hypothese 

bestätigt werden, dass IL-22 als negativer Regulator bei der experimentellen Asthma-

Erkrankung im murinen System fungiert. Es konnte gezeigt werden, dass die Gabe von 

rekombinantem IL-22, sogar nach vorhergehender Sensibilisierung, eine reduzierende 

Wirkung auf die ausgelöste Atemwegshyperreaktion und Atemwegsentzündung induzierte. 

Diese Feststellung bietet neben der oben erwähnten Möglichkeit der „Zelltherapie“ 

ebenfalls Ideen für neue Möglichkeiten zur „inhalativen Therapieform“ mit IL-22 für 

Asthma-Patienten an.  
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6 Abkürzungen 

a   anti 

Abb.   Abbildung 

AHR   Atemwegshyperreaktion 

Alum   Aluminiumhydroxid 

Ak   Antikörper 

BAL   Bronchoalveoläre Lavage 

BMDCs  bone marrow derived dendritic cells 

BMMCs  bone marrow derived mast cells 

bzw.   beziehungsweise 

CCR   CC chemokine receptors 

CCL   CC chemokine ligand(s) 

CD   Cluster of differentiation 

cDNA   complementary DNA 

COPD   Chronic Obstructive Pulmonary Disease 

DC(s)   Dendritische Zelle(n)  

DNA   Deoxyribonucleic acid 

ELISA   Enzyme-linked Immunoabsorbent Assay 

ERK1/2  Extrazelluläre Signal-regulierbare Kinasen 1 und 2 

etc.   et cetera 

et al.   und andere 

eYFP   enhanced Yellow Fluorescent Protein 

GAPDH  Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 

Ig   Immunglobulin 

IL   Interleukin 

IL-22BP  IL-22 Bindeprotein 
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IFN-    Interferon-  

IRF4    interferon-regulatory factor 4 

i. p.   intraperitoneal 

i. v.   intravenös 

Jak1   Januskinase 1 

JNK   c-Jun N-terminale Kinase(n) 

LPS   Lipopolysaccharid 

LTi cells  lymphoid tissue inducer cells 

m   murin 

M   Molar 

MAPK   Mitogen-aktivierte Proteinkinase(n) 

MEK   MAPK/ERK Kinase 

mRNA   messenger RNA 

ml   Milliliter 

mg   Milligramm 

µg   Mikrogramm 

ng   Nanogramm 

NK-Zelle(n)  natürliche Killerzelle(n) 

NF-κB   Nukleärer Faktor κB   

OVA   Ovalbumin 

pg   Pikogramm 

p38   p38 mitogenaktivierte Protein Kinase(n) 

PCR   Polymerase-Kettenreaktion 

prov   provoziert 

qRT-PCR  quantitative Real-time PCR 

r   rekombinant 

R   Rezeptor 
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RNA   Ribonucleic acid 

RSK   ribosomale S6 Kinase(n) 

ROR t   retinoic acid-related orphan receptor t 

RORα   retinoic acid-related orphan receptor α 

RT   reverse Transkription 

SAPK   Stress-aktivierte Protein-Kinase(n) 

sens   sensibilisiert 

Std.   Stunde(n) 

STAT   signal transducer and activator of the transcription  

Tab.   Tabelle 

Th   T-Helferzelle 

TGFß   Transforming Growth Factor ß 

Tregs   regulatorische T-Zellen 

TRAF   TNF receptor associated factor 

TSLP   Thymic Stromal Lymphopoietin 

TNFα   Tumornekrosefaktor α 

Tyk2   Tyrosinkinase 2 

U   Unit(s) 

u.a.   unter anderem 

vgl.   vergleiche 

WT   Wildtyp 

z.B.   zum Beispiel 

 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/Ribosome
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