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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das angeborene Immunsystem

Als das Immunsystem (lat. immunis bedeutet im weitesten Sinn: unberihrt, frei) wird das
Abwehrsystem von Tieren, Pflanzen oder Menschen gegen fremde, pathogene oder
karzinogene Stoffe bezeichnet. Schon einfache Organismen besitzen einen
Abwehrmechanismus, das sogenannte angeborene Immunsystem. Es entstand sehr friih in
der Entwicklung der Lebewesen und wurde seitdem weitgehend unverandert beibehalten.
Es erkennt konservierte Strukturen der Erreger, sogenannte PAMPS (engl. Pathogen
associated molecular pattern) mit spezifischen Rezeptoren, den PRRs (engl. pattern
recognition receptors, PRR). Im Laufe der Phylogenese von Wirbeltieren entwickelte sich aus
dem angeborenen Immunsystem eine zusatzliche komplexe und adaptive Immunabwehr.
Viele Pathogene kénnen erfolgreich vom angeborenen Immunsystem bekdampft werden, so
dass es nicht zu einem Ausbruch einer Krankheit kommt. Andere Erreger hingegen, die von
der angeborenen Immunitat nicht beseitigt werden konnen, aktivieren das adaptive
Immunsystem.

Sowohl das angeborene, als auch das adaptive Immunsystem basieren auf Reaktionen von
weillen Blutzellen, den Leukozyten. Diese entwickeln sich im Knochenmark aus den
Stammzellen zu den beiden Hauptgruppen der weillen Blutzellen — die myeloiden und die
lymphatischen Vorlauferzellen und Uberwachen anschlielend die peripheren Gewebe,
indem sie im Blut und in einem besonderen GefaBsystem, dem lymphatischen System,
zirkulieren. Zu den myeloiden Zellen zdhlen die Granulozyten, Makrophagen, dendritischen
Zellen (DC) und die Mastzellen. Sie kommen in vielen Korpergeweben vor und gehéren meist
zu den Ersten, die eindringende Pathogene erkennen. Die Makrophagen nehmen
Infektionserreger durch Phagozytose ins Phagosom auf, wo diese nach der Fusion des
Phagosoms mit den Lysosomen abgetétet und verdaut werden. Zudem sezernieren
Makrophagen toxische Substanzen zur Einddammung der Ausbreitung von Erregern, sowie

Botenstoffe (Zytokine). Diese induzieren eine Immunantwort, indem sie andere Zellen
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aktivieren. Bei den Granulozyten lassen sich aufgrund ihres Farbeverhaltens im Blutausstrich
drei kurzlebige Zelltypen unterscheiden, neutrophile, basophile und eosinophile
Granulozyten. Wahrend die Zellen im gesunden Gewebe kaum anzutreffen sind, werden sie
bei Infektionen im Knochenmark vermehrt gebildet und in groBer Anzahl an den
Entziindungsherd rekrutiert. Sie nehmen die Erreger in intrazellulare Vesikel, den
Phagosomen, auf oder toten sie durch Sekretion von Enzymen und antimikrobiellen
Peptiden ab. Die Mastzellen mit ihren dichten Granula befinden sich nur in Geweben,
hauptsachlich den Schleimhauten und in der Haut. Wenn sie die Infektionserreger erkennen
oder andere Aktivierungsreize erhalten, setzen sie innerhalb von Sekunden Histamin, TNF[J,

IL-4 und IL-18 frei und rekrutieren andere Zellen an den Entziindungsherd.

1.1.1 Dendritische Zellen

Zeitlich parallel zu den oben beschriebenen Vorgangen nehmen dendritische Zellen (engl.
dendritic cell, DC)als Teil des angeborenen Immunsystems eine Briickenfunktion zwischen
dem angeborenen und adaptiven Immunsystem ein. Unreife DC befinden sich Gberall im
Organismus, sind aber vor allem an den Grenzschichten, wie der Haut, im Darm und in der
Lunge, anzutreffen. Als unreife Zellen nehmen sie in der Peripherie standig Antigene durch
Phago- und Pinozytose auf, um dann in den drainierenden Lymphknoten (LK) einzuwandern.
Unter homeostatischsen Bedingungen prasentieren sie dort Antigene, um eine Toleranz
gegen ,Selbst” und harmlose Antigene zu induzieren [Steinman and Banchereau, 2007].
Werden die DC aber durch entziindliche Mediatoren aktiviert, so reifen sie und sind nun in
der Lage nach der Wanderung zum LK naive T-Zellen zu aktivieren und die Bildung von
Effektor- und Gedachtnis-T-Zellen, und damit die adaptive Immunantwort zu vermitteln
[Probst et al., 2003; Steinman and Nussenzweig, 2002]. Daher gehdéren DC, wie auch B-Zellen
und Makrophagen zu den antigenprasentierenden Zellen (APC).

Die essentielle Bedeutung von DC im Immunsystem wurde erst 1973 deutlich, als Steinman

und Cohn [Steinman and Cohn, 1973] DC der Milz als potente Stimulatoren einer
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Immunantwort beschrieben. DC liegen aber nur in geringer Anzahl im Gewebe vor und es
fehlten geeignete Marker, um DC zu erkennen und von Monozyten und Makrophagen zu
unterscheiden. Zusatzlich gab es keine Methoden, um DC zu isolieren und anzureichern. Dies
flhrte zunachst nur zu einem langsamen Fortschritt bei der Erforschung dieser Zellen. Erst in
den 1990ern gelang die Entwicklung von Methoden, um DC zu isolieren oder aus
Knochenmarkstammzellen abzuleiten [Caux et al., 1992; Inaba et al., 1992; Sallusto and
Lanzavecchia, 1994]. Heute weils man, dass DC aus vielen Subpopulationen bestehen, die
sich aufgrund ihrer immunologischen Funktion, der Expression von Oberflachenmolekiilen
und intrazellularen Markern, sowie ihren anatomischen Urspriingen unterscheiden. In
Mausen exprimieren alle konventionellen DC unterschiedliche Mengen an CD11c (alphaX-
Integrin) und MHC Klasse Il (MHCII) Molekiile. Weitere Unterscheidungsmarker sind CD8[],
CD4, CD11b, CD103 und Langerin, wobei die Liste der Marker kontinuierlich zunimmt
[Segura and Villadangos, 2009; Shortman and Naik, 2007].

1.1.2 Aufnahme und Prozessierung von Antigenen

DC sind auf Aufnahme, Transport, Prozessierung und Prasentation von Antigenen
spezialisiert. Sie nehmen Antigene aus dem peripheren nicht-lymphatischen Gewebe auf,
prozessieren diese und wandern zu den lymphatischen Organen, um naiven T-Zellen die
Fremdpeptide zu prasentieren.

Unreife dendritische Zellen konnen mit verschiedenen Mechanismen Antigene aus ihrer
Umgebung aufnehmen: die Makropinozytose erlaubt den Zellen eine kontinuierliche,
nichtselektive Aufnahme groRer Mengen an Flissigkeit. Mit Hilfe der Phagozytose und der
Rezeptor-vermittelten Endozytose werden apoptotische und nekrotische Zellfragmente,
Viren, Bakterien bzw. Immunkomplexe oder opsonierte Partikel internalisiert [Albert et al.,
1998; Sallusto et al.,, 1995]. Zusatzlich, wie die andere Zellen des angeborenen
Immunsystems auch, erkennen DC pathogene Organismen durch PRRs [Medzhitov and

Janeway, 1998]. Nach Internalisierung der Antigene in Endosomen erfolgt deren
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Prozessierung mit Hilfe von Proteasen zu Peptiden mit einer Lange zwischen 15 und 24
Aminosauren. Diese werden dann in den reifen DC in MHCIl-reiche Kompartimente
transportiert, auf MHCII Molekile geladen und unter Beteiligung des Membran-
Glykoproteins DC-LAMP [de Saint-Vis et al., 1998] an die Zelloberflache transportiert. Dieser
Peptid-MHC-II-Komplex bleibt in reifen DC Uber Tage hinweg stabil und das Peptid kann
somit effektiv den CD4+ T-Zellen prasentiert werden. Intrazelluldre Antigene werden von
zytosolischen Proteasomen zu Peptiden mit einer Ldnge von 8-10 Aminosduren degradiert,
im Endoplasmatischen Retikulum auf neu synthetisierte MHCI Molekile geladen und CD8+
T-Zellen prasentiert. Dendritische Zellen konnen phagozytierte Antigene auch Gber MHCI
Molekiile den CD8+ T-Zellen prasentieren. Dies geschieht, um eine Immunantwort gegen
Erreger zu initiieren, die DC selbst nicht infiziert haben, dennoch aber eine MHCI vermittelte

Immunantwort bendtigen. Dieser essentielle Vorgang wird als ‘cross-presentation

bezeichnet [Segura and Villadangos, 2009].

1.2 Das Adaptive Immunsystem

Die Zellen der adaptiven Immunabwehr, entstehen aus lymphoiden Vorldauferzellen und
differenzieren zu B- und T-Zellen. Sie sind in der Lage, spezifische Strukturen (Antigene) der
Pathogene zu erkennen und gezielt zelluldire Abwehrmechanismen und Antikérper zu bilden.
Allerdings kann bei der adaptiven Immunantwort das Antigen alleine naive T- und B-Zellen
nicht aktivieren. APC nehmen Antigene auf und prdsentieren diese den T-Zellen. Naive T-
Zellen bendtigen zusatzlich noch costimulierende Signale von den APC. Die DC sind dabei die
starksten T-Zell-Aktivatoren. Naive B-Zellen erhalten ihre zusatzlichen Signale von den T-
Helfer(Th)-Zellen. Die Th-Zellen gewahrleisten die zellvermittelte Immunantwort und
steuern B-Zellen in ihrer Funktion, wahrend diese fiir die Antikorper vermittelte (humorale)

Immunantwort verantwortlich sind.
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1.2.1 Antigenrezeptorrepertoire

Durch Antigenrezeptoren sind die Lymphozyten (T- und B-Zellen) in der Lage die
Anwesenheit von Antigenen in ihrer Umgebung zu detektieren. Die spezifischen Rezeptoren
kommen bei B-Zellen in Form von Immunglobulinen und bei T-Zellen als T-Zell-Rezeptoren
vor. Das groRe Spektrum von Antigenspezifitaten innerhalb des Antigenrezeptorrepertoires
ist durch die Unterschiede in der Aminosauresequenz der Antigenbindungsstelle bedingt, die
von den variablen (V-) Regionen der Rezeptorproteinketten gebildet werden. In jeder Kette
ist die variable Region mit einer unverdanderten konstanten (C-) Region verkniipft, welche die
Effektorfunktion bei Antikérpern und die Signalfunktion bei T-Zellen Gbernimmt.

Die variablen Regionen sind in mehreren Stiicken kodiert, den sogenannten Gensegmenten.
Diese werden im sich entwickelnden Lymphozyten durch somatische DNA-Rekombination zu
einer kompletten V-Region-Sequenz zusammengebaut. Diesen Mechanismus bezeichnet
man als Genumlagerung. Die Auswahl der Gensegmente geschieht zufillig, und die groRe
Zahl moglicher verschiedener Kombinationen sorgt fiir die Diversitdit des Rezeptor-
repertoires.

In B-Zellen nicht aber in T-Zellen werden die variablen Regionen in einem weiteren Prozess
zusatzlich modifiziert, welchen man als somatische Hypermutation bezeichnet. Dies
geschieht, nachdem B-Zellen auf ein Antigen getroffen und aktiviert worden sind. In den
variablen Regionen der zusammengebauten Immunglobuline erfolgt dann eine groRe Zahl
von Punktmutationen, die eine zusatzliche Vielfalt innerhalb des wachsenden Klons von B-
Zellen erzeugen. Durch Selektion werden diejenigen Zellen ausgewahlt, welche das Antigen
am Besten binden und es somit am effektivsten bekampfen kénnen. Die lbrigen Zellen
gehen zugrunde. Dieser Prozess, welcher in den Proliferationszentren (Keimzentren) der
sekundaren lymphatischen Organe, wie Milz und Lymphknoten (LK) stattfindet, ermdglicht
es dem Organismus, eine Vielzahl von verschiedenen Antikorpern zu produzieren, sich somit
an einwirkende Pathogene anzupassen, sowie die Affinitat der Antikérper zum Antigen zu

erhoéhen.
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1.2.2 Der Haupthistokompatibilititskomplex

Der Haupthistokompatibilitatskomplex (MHC) liegt beim Menschen auf Chromosom 6 und
bei Mausen auf Chromosom 17. Er erstreckt sich tiber einen DNA Bereich von ungefahr vier
Centimorgan oder 4x10° Basenpaaren. Beim Menschen enthilt er Giber 200 Gene. Die Gene
welche die [ Ketten der MHC Klasse | Molekiile (MHC-I) und die [ und 3 Ketten von MHC-
Klasse-Il Molekiilen (MHC-Il) codieren, sind in diesem Komplex gekoppelt. Die Gene fir das
32 Mikroglobulin und fiir invariante Kette liegen auf anderen Chromosomen. Die Produkte
einzelner MHC Allele kénnen sich bis zu 20 Aminosauren voneinander unterscheiden. Die
meisten dieser Unterschiede liegen auf exponierten Oberflichen der duBeren Domane des
Molekiils, vor allem aber in der peptidbindenden Furche. Die polymorphen Reste, die sie
auskleiden, bestimmen die peptidbindenden Eigenschaften der einzelnen MHC Molekiile.

Der T-Zellrezeptor (TCR) besteht aus verschiedenen Untereinheiten. Diese bilden ein
Heterodimer, welches sich aus zwei durch Disulfidbriicken verbundenen Polypeptidketten,
entweder o/B oder v/6, zusammensetzt. Das o/B- oder y/6-Heterodimer ist in der
Zellmembran einer T-Zelle verankert und dort mit dem dicht benachbarten CD3-Komplex
assoziiert, der flr die Signalibermittlung an das Zellinnere unentbehrlich ist. Im Gegensatz
zu den Immunglobulinen der B-Zellen bleiben die TCR-Molekile mit ihrem
transmembrandsen Anteil in der Lymphozytenmembran verankert und k&nnen nicht
sezerniert werden. Unter physiologischen Bedingungen erkennt der o/B-TCR das
Fremdantigen an der Oberflache nur in Zusammenhang mit dem koérpereigenen MHC. Diese
Besonderheit der Antigenerkennung durch T-Zellen ist als “MHC-Restriktion” bzw. als
“Zinkernagel-Doherty-Phdanomen” bekannt [Zinkernagel and Doherty, 1979]. In dieser
Hinsicht lassen sich zwei T-Zell-Subpopulationen unterscheiden. Die CD4+ Th-Zellen
erkennen ein Antigen nur dann, wenn MHC-Il Molekile auf der Oberflaiche von APC
exprimiert werden. Das CD4-Molekdil stabilisiert den TCR/MHC-II/Fremdantigen-Komplex.
Die CD8+ zytotoxische T-Zellen binden Antigene bevorzugt in Assoziation mit MHC-I
Molekilen. Hier hat das CD8-Molekil die Funktion, die Bindung zum MHC-I Molekil zu
stabilisieren, wahrend der antigenspezifische TCR sowohl das Antigen als auch das MHC-

Molekil bindet. Die Spezifitat eines TCR wird demnach vom Peptid als auch vom MHC-
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Molekiil bestimmt, an welches das Peptid gebunden ist. Nicht alle TCR, die bei der
Genumordnung entstehen, konnen korpereigene MHCI Molekiile erkennen und bei
Reaktionen auf Fremdantigene mitwirken. Diejenigen die dazu in der Lage sind, werden
durch positive Selektion im Thymus ausgewahlt und Gberleben. Die meisten korpereigenen
Proteine werden im Thymus von den Stromazellen und den DC prasentiert. Wenn der TCR
einer sich entwickelnden T-Zelle im Thymus stark an ein Antigen bindet, welches von den
Stromazellen oder DC im Thymus prdsentiert wird, so stirbt sie einen programmierten
Zelltod (Apoptose). Dieser Prozess wird negative Selektion genannt und verhindert, dass eine

T-Zelle auf korpereigene Peptide reagiert und Autoimmunkrankheiten entstehen.

1.2.3 Die humorale Immunantwort

Die Zellzwischenrdume im Korper werden durch die humorale Immunantwort geschitzt.
Dies bedeutet, es werden Antikorper (AK) von B-Zellen gebildet, die extrazelluldre
Mikroorganismen zerstéren und so verhindern, dass sich intrazelluldre Infektionen
ausbreiten.

Die AK tragen mit drei Mechanismen zur Immunitat bei: Viren und Bakterien binden an die
Oberflache von Zellen, um in diese einzudringen. AK die sich an das Pathogen anlagern,
konnen diese Bindung verhindern und werden daher als neutralisierende AK bezeichnet.
Auch bakterielle Toxine kdnnen von AK neutralisiert werden. Andere Arten von Bakterien
vermehren sich auBerhalb der Zelle. AK kénnen die Aufnahme der Erreger in Phagozyten
erleichtern, indem sie an den Erreger binden und diesen beschichten. Der Fc-Teil der AK wird
von phagozytierenden Zellen erkannt und vermittelt die Aufnahme des Erregers. Dies
bezeichnet mal als Opsonisierung. Weiterhin kénnen AK die auf der Oberflache eines
Erregers gebunden sind, die Proteine des Komplementsystems aktivieren. Zuséatzliche
Phagozyten werden angelockt und die Erreger gleichzeitig durch Porenbildung in ihrer
Membran lysiert. Welcher Effektormechanismus zum Einsatz kommt, entscheiden aber die

Isotypen der C-Region der AK.
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Durch einen Isoytp- oder Klassenwechsel kann eine bestimmte variable (V-) Domane mit der
konstanten Region eines beliebigen Isotyps assoziiert werden. Die DNA Umordnungen, die
dem Isotypenwechsel zugrunde liegen und der humoralen Immunantwort vielfaltige
Funktionen verleihen, werden von Zytokinen gesteuert. Besonders von denjenigen, die von
aktivierten CD4+ Effektor-T-Zellen sezerniert werden. Die Zytokine stimulieren die Bildung
und Spleilen von mRNA, welche von sogenannten Rekombinationsstellen transkribiert wird.
Diese Rekombinationsstellen liegen 5 vor jedem Gen fir die konstanten Regionen. Das
Zytokin IL-4 induziert bei der Maus liberwiegend den Wechsel zu 1gG1 und IgE, wahrend der
transformierende Wachstumsfaktor TGF-RB einen Wechsel zu I1gG2a und IgA hervorruft. Diese
beiden Zytokine werden von Th2-Zellen gebildet. Thl-Zellen sind nicht in der Lage
Antikorperreaktionen auszuldsen. Sie nehmen jedoch am Isotypenwechsel teil, indem IFN-y

den Wechsel zu IgG2a und 1gG3 induziert.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die B-Zellen in den Keimzentren eine Reihe
wichtiger Modifikationen durchlaufen: Dazu gehdren eine somatische Hypermutation, durch
die sich die variablen Regionen der B-Zellen verandern, eine Affinitatsreifung, bei der B-
Zellen mit hoher Affinitat flir das Antigen selektiert werden, sowie der Isotypenwechsel. Die
aktivierten B-Zellen differenzieren spater weiter zu B-Gedachtniszellen und Plasmazellen.
Nach einer Infektion bleiben spezifische Antikérper und Gedachtniszellen erhalten, um bei
erneutem Kontakt mit dem Krankheitserreger binnen kurzer Zeit eine angemessene

Abwehrreaktion zu ermoglichen. Es besteht eine langanhaltende Immunitat.

1.3 Allergien

Der Begriff Allergie wurde 1906 von Freiherr Clemens von Pirquet, einem Wiener Kinderarzt,
in der Hinsicht gepragt, dass.. ,der en-érgeia, einer korpereigenen (inneren) Kraft, eine all-
érgeia als Ausdruck von Reaktionen auf korperfremde Stoffe gegenlibertrete”.. Heute
beschreibt der Begriff Allergie Uberempfindlichkeitsreaktionen, die durch eine

Immunantwort gegen ansonsten harmlose Antigene ausgeldst werden.
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In der Regel haben korperfremde Molekiile (Antigene) ein hohes Potential eine
Immunantwort auszuldsen, wenn sie ein Molekulargewicht grofRer als 2500Da besitzen und
ihre Struktur groBe Unterschiede zu korpereigenen Strukturen aufweist. Beispiele fir
Antigene sind Pollen, Bakterien, Viren und Pilze. Proteinantigene sind wesentlich
immunogener als Zuckerstrukturen und Lipide. Zudem spielt die Dosis eine entscheidende
Rolle. Ist sie zu niedrig oder zu hoch werden keine Effektorfunktionen in Gang gesetzt,
sondern im Gegenteil, wahrend der stattfindenden Immunantwort wird eine Toleranz
gegenlber dem Antigen erzeugt. Das Potential der Sensibilisierung einer chemischen
Substanz hangt von dessen chemischen Reaktivitdt und Fahigkeit ab, an Proteine zu binden.
Molekiile mit einem Molekulargewicht kleiner als 2500Da konnen selbst keine

Immunantwort auslésen und werden Haptene genannt.

Nach Coombs und Gell werden die Uberempfindlichkeitsreaktionen in vier Typen eingeteilt:
Typ | (Soforttyp): Allergien vom Soforttyp treten auf, wenn ein Organismus, nach Kontakt mit
einem harmlosen Allergen, IgE-Antikorper produziert. Eine weitere Exposition des Allergens
flihrt dazu, dass Strukturen seiner Proteine von den bereits vorhandenen Antikérpern
erkannt und gebunden werden. Die hochaffinen IgE-Rezeptoren (FceRIl) auf Mastzellen
konnen durch IgE-gebundene Allergene quervernetzt werden, wodurch diese ihr Histamin
und TNFJ aus den Granula freisetzen. Dies fiihrt zu akuten Entziindungsreaktionen.

Typ II: In seltenen Fdllen ist es moglich, eine Allergie gegen bestimmte Medikamente zu
entwickeln. Das Antibiotikum Penicillin zum Beispiel, kann die Zelloberflache von Blutzellen
binden, wodurch diese pl6tzlich selbst ein Ziel von Antikérpern darstellen. Flihrt die Bindung
von IgG an den Fcy-Rezeptor von Makrophagen oder NK-Zellen zu einer Quervernetzung,
wird eine Antikdrper-vermittelte Zellzytotoxizitdt (ADCC) hervorgerufen.

Typ lll: Unzureichend metabolisierte, |6sliche Allergene kénnen in groRen Mengen
Immunkomplexe bilden und zu systemischen Krankheiten fiihren. Ein Beispiel ist die
Serumkrankheit. Hier werden Antikorper gegen tierisches Antiserum gebildet, welches z.B.
wahrend der Anwendung von Gegengiften verabreicht wurde. Diese Antikdrper aktivieren
die Phagozyten und das Komplementsystem. Es bilden sich Immunkomplexe, die von den
Phagozyten beseitigt werden.
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1.3.1 Typ IV (verzégerter Typ; delayed type hypersensitivity DTH):

Die DTH ist eine Antigen-spezifische, berwiegend Thl-vermittelte Immunreaktion auf ein
subkutan appliziertes Antigen. Die DTH entwickelt sich in zwei Phasen, der

Sensibilisierungsphase und der Effektorphase.

1.3.1.1 Haptene

Abgesehen von einigen Metallsalzen sind natlrlich vorkommende Haptene organische
Verbindungen. Sie besitzen elektrophile Eigenschaften und reagieren daher mit den
elektronenreichen Seitengruppen von Proteinen. Die bevorzugten Zielstrukturen sind dabei
Lysin-, Cystein- und Histidinreste. Wahrend die Kopplung organischer Haptene in Form einer
nukleophilen Substitution oder Addition zu stabilen kovalenten Bindungen fiihrt, bilden
Metallsalze reversibel Komplexe mit den Proteinen.

Die Haptene, welche eine allergische Reaktion hervorrufen konnen, werden auch Allergene
bezeichnet. Sie binden an korpereigene oder an membrangebundene Proteine. Auch die
Bindung an bereits gebundene Peptide in den Bindungsgruben der MHCII Molekile ist
denkbar und konnte bereits durch in vitro Experimenten belegt werden [Kalish et al., 1994].
Wenn die Kopplung an Proteine erfolgt, so missen diese entweder aus dem
Exrazellularraum oder der Zellmembran in die Prozessierungskompartimente endozytiert
bzw. aus dem Zytoplasma in solche transportiert werden. Es entstehen Peptid-Hapten-
Komplexe, die je nach ihrem Entstehungsweg in die Bindungsgrube von MHC-Klasse-I- und
MHC-Klasse-1I-Molekile passen und damit CD4+ und CD8+ T-Zellen prasentiert werden
kdnnen.

Wahrend zu den wichtigsten Metallsalzen Nickel- und Kobaltsalze gehdren, machen die
Pflanzen den groBten Anteil an natilrlichen Allergenen aus. In Europa zdhlen die
Sesquiterpenlactone (Sekunddrmetabolit der Korbblitler) zu den haufigsten Allergenen, in

Nordamerika ist es das Urushiol in Toxicodendron Arten (z.B. Poison lvy).
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1.3.1.2 Experimentelle Forschung

Fir die Generierung geeigneter Therapeutika ist das Verstehen der Hapten-vermittelten
Immunreaktionen essentiell. Man bedient sich oft synthetisch hergestellten Haptenen und
Hapten-derivaten. Fir die Untersuchung der Nickelallergie verwendet man NiCl,. Um die
Vorgdnge zu verstehen, die Urishiol auslost und welche sich in einem starken Kontaktekzem
manifestieren, wird DNFB (2,4- Dinitro-1-Fluorobenzen) benutzt.

Fluorescein ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der bei Anregung mit blauem Licht
(Absorptionsmaximum bei einer Wellenlange von 496 nm, z.B. durch einen Argon-lonen-
Laser) grines Licht (Wellenldnge ca. 520 bis 530 nm) abgibt. Verwandte Reaktivfarbstoffe
wie z.B. Fluoresceinisothiocyanat (FITC) konnen mit verschiedenen Antikérpern
(Immunglobulinen) gekoppelt werden und so fir die Fluoreszenzmikroskopie oder
Durchflusszytometrie eingesetzt werden. FITC wirkt aber auch als ein Hapten und wird daher
oft als solches in der experimentellen Forschung eingesetzt. Durch seine fluoreszierenden

Eigenschaften markiert es die Zellen, an die es gebunden hat.

1.3.1.3 Kontakthypersensitivitdtsreaktionen

Ein Spezialfall ist der DTH Immunreaktion, ist die Kontakthypersensitivitatsreaktion (engl.
contact hypersensitivity reaction, CHS), bei welcher die Antigene oberflachlich durch die
Haut aufgenommen werden. Auch Haptene kénnen tber die Haut aufgenommen werden,
indem sie in die Epidermis penetrieren. Sie werden dort von LZ durch Phagozytose
aufgenommen oder direkt in den peptidbindenden Gruben der MHCI- und MHCII-Molekiile
der LZ gebunden und prasentiert. Die LZ reifen und wandern in den hdLK, wo sie das Hapten
naiven T-Zellen prasentieren. Wenn eine naive T-Zelle mit dem passenden Rezeptor das
Antigen (Hapten+Protein) erkennen kann, erfolgt die klonale Proliferation und Entstehung
von allergen-spezifischen CD8" zytotoxischen T-Zellen und Gedachtnis-T-Zellen. Uber den
Blut- und Lymphkreislauf gelangen diese Zellen in den ganzen Korper und lagern sich auf
Grund ihrer gewebsspezifischen Adhdsionsmolekile praferentiell in der Region der
Sensibilisierung an. Die Sensibilisierungsphase kann je nach Substanz einige Tage oder sogar

Jahre dauern. Im Allgemeinen dauert der Aufbau des immunologischen Gedachtnisses beim
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Menschen aber 8-14 Tage, bei der Maus 5-10 Tage. Ein erneuter Kontakt des bereits
sensibilisierten Individuums mit dem Hapten fihrt zur Effektorphase der DTH, wobei der Ort
der Reizung unabhangig von der Sensibilisierungsstelle ist. Bereits einige Stunden nach der
Exposition kommt es zu einer akuten Immunreaktion, die durch Allergen-spezifische
Gedchtnis-T-Zellen vermittelt wird. Nach der Allergenprasentation durch Makrophagen und
DC werden die T-Zellen zur Proliferation und zur Ausschittung pro-inflammatorischer
Zytokine und Chemokine (IFN-y, IL-1, IL-2) stimuliert. Es werden weitere Zellen rekrutiert, die
wiederum Mediatoren freisetzen. Es kommt zu FlUssigkeitseinlagerungen in der Haut,
Blasenbildung und zur Eliminierung der Antigen-tragenden Zellen.

Die allergische Kontaktdermatitis ist eine T-Zell vermittelte Immunantwort. Sie ist spezifisch
gegen Umweltantigene gerichtet und manifestiert sich in unterschiedlichen Schweregraden
in Rotungen, Spongiosen (Wassereinlagerungen in der Epidermis) und Vaskularisierungen
(GefaRbildung) der Haut. Die Pathophysiologie ist durch eine Infiltration an aktivierten CD4+

und CD8+ T-Zellen charakterisiert.

1.3.2 Funktion der Keratinozyten bei allergischen Reaktionen

Die Keratinozyten sind hornbildende Zellen und machen ca. 90% der Zellen in der Epidermis
aus. Sie stammen von epidermalen Stammzellen ab, die sich im Bereich des Stratum basale
oder aber im Bereich der duRReren Wurzelscheide der Haarfollikel befinden. Keratinozyten
durchwandern, wahrend sie von nachkommenden Zellen nach oben geschoben werden,
mehrere Stadien der Entwicklung, bis sie im Stratum corneum eine Schicht aus abgeflachten,
toten Korneozyten bilden. Dort bildet es eine Barriere, die Fremdkorper und Keime abhalt
und den Korper vor Austrocknung schiitzt. Die Zeit zwischen Differenzierung im Stratum
basale und Abschilferung als Korneozyt im Stratum disjunctum betrdgt etwa einen Monat,
kann aber bei bestimmten Erkrankungen, z.B. Psoriasis, verkiirzt sein.

Keratinozyten sind aktiv an der Initilerung von Immunantworten, an Entzindungsprozessen

und bei der Wundheilung beteiligt. Sie koénnen eine Vielzahl von Zytokinen,
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Wachstumsfaktoren und sogar Komplementfaktoren produzieren. Bei vielen chronisch
entzlindlichen Hauterkrankungen werden insbesondere TSLP, PGE2, TNF-[J aber auch viele
andere Interleukine und Chemokine freigesetzt. AuBerdem kommt es durch Reibungen,
Uberdehnungen, oxidativen Stress und mikrobielle Stoffen zu einer Freisetzung von ATP
[Hamada et al., 1998]. Mizumoto et al. konnten zeigen, dass es bei irritierenden Stoffen, wie
DNFB auch der Fall war [Mizumoto et al., 2003]. DC nehmen den erhéhten ATP Spiegel wahr
und reagieren mit einer verstarkten Expression an costimulatorischen Molekilen und einer
reduzierten Endozytosekapazitat. Durch die Stimulierung der Keratinozyten kommt es zu

einer Aktivierung der DC der Haut.

1.4 Langerhans Zellen und dermale DC

Langerhans Zellen (LZ) sind eine Subpopulation von DC, die 3-5% der Zellen in der Epidermis
der Haut [Romani et al., 2003; Schuler et al., 1985] und in der mukosalen Epithelschicht von
Mundschleimhaut und Vagina ausmachen. Diese Zellen wurden nach Paul Langerhans
benannt, der sie bereits 1868 entdeckte und aufgrund ihrer dendritenférmigen Ausldufer
zunachst fur Nervenzellen innerhalb der Epidermis hielt. Die LZ lassen sich von anderen DC
aufgrund spezifischer Organellen, den Birbeck Granula, unterscheiden. Zudem exprimieren
sie ein Typ Il Transmembran Lektin, das Langerin. Es ist ein Bestandteil der Birbeck Granula
und bindet Mannosestrukturen. Heute gilt Langerin als ein Kennzeichen fir diese Zellen.

In der Dermis findet man die dermalen DC (dDC), welche erst 120 Jahre nach den LZ
identifiziert wurden. Sie sind zwischen den Kapillaren im oberen Teil der Dermis angesiedelt.
Inzwischen konnten neure Studien zeigen, dass nicht nur LZ der Epidermis Langerin
exprimieren, sondern auch eine Population an dDC [Ginhoux et al., 2007]. Daher gibt es zwei
Populationen dDC, die sich einzig in ihrer Expression von Langerin unterscheiden. Die
Identifizierung der Langerin+ dDC war moglich durch die konditionale Ablation von LZ und
der Beobachtung, dass sich die Langerin+ dDC innerhalb von 5-7 Tagen in der Dermis neu

ansiedeln [Bursch et al., 2007; Ginhoux et al., 2007; Poulin et al., 2007], wahrend die LZ der
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Epidermis nach zwei Wochen noch nicht zu detektieren waren [Bennett

Kissenpfennig et al., 2005].
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Abbildung 1: Subtypen der DC Populationen in der Haut.
Gezeigt ist eine schematische Ubersicht der Oberflichenmolekiile, die eine Unterscheidung der verschiedenen
DC Gruppen innerhalb der Haut von Mausen ermoglichen. Zum Vergleich wurden die Makrophagen mit

aufgefiihrt. Graphische Darstellung abgeédndert von [Merad et al., 2008].

Die Langerin+ dDC sind, basierend auf dem Expressionslevel von MHCII, CD11c und Langerin,
nicht von den LZ der Epidermis zu unterscheiden. Nur aufgrund der Expression von dem
[IEB7 Integrin CD103 lassen sich die beiden Zellpopulationen separieren. CD103 ist ein
Ligand fir das Zelladhasionsmolekil E-Cadherin und wird von den meisten epithelialen
Zellen exprimiert. Langerin+ dDC exprimieren CD103, hingegen sind epidermale LZ und
andere dDC Populationen CD103 negativ [Bursch et al., 2007]. Die Langerin+ dDC in der
Dermis machen nur einen kleinen Teil der dDC-Population aus. Daflir tragen sie aber zur
Halfte der Langerin+ DC im Haut drainierenden LK (hdLK) bei [Bursch et al., 2007; Ginhoux et

al., 2007; Poulin et al., 2007]. Langerin wird im hdLK zusatzlich von residenten CD8+ DC
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exprimiert, wobei diese Zellpopulation leicht von den anderen Langerin+ DC unterschieden
werden kann [Kissenpfennig et al., 2005; Takahara et al., 2002].Zusammenfassend kann man
sagen, dass die hdLK drei Langerint+ DC Populationen beinhalten: epidermale
Langerin+CD103-negative LZ, Langerin+CD103+ dDC und die im Lymphknoten residenten
CD8+Langerin+CD103+ DC. Wahrend die LZ zum T-Zell-reichen Parakortex im LK migrieren,
haben die dDC die duBere Zone des Parakortex, direkt neben den B-Zell Follikeln, als Ziel.
Daher wird angenommen, dass beiden DC Zellpopulationen unterschiedliche Aufgaben zu

teil werden, die bisher aber wenig untersucht wurden.

1.4.1 Funktion von LZ

LC besitzen eine immunstimulierende Wirkung. Aktivierte reife LZ regulieren wahrend der
Migration in den LK die Expression von costimulatorischen Molekiilen, sowie MHCI und
MHCII auf. Gleichzeitig sezernieren sie Zytokine, die fiir die Induzierung einer Th1- oder Th2-
Antwort bendtigt werden. Wenn sie im LK ankommen, sind sie vollig ausgereift und in der
Lage naive T Zellen zu aktivieren und eine adaptive Immunantwort zu induzieren [Romani et
al., 2003]. Die Induzierung einer Immunantwort gegen ein Pathogen wurde lange Zeit als
einzige Aufgabe der DC im Immunsystem angenommen. Sie besitzen alle notwendigen

Eigenschaften, um diese Aufgabe gut zu erfiillen [Steinman, 1991].

Inzwischen weild man, dass LZ auch die Fahigkeit besitzen eine immuntolerogene Wirkung zu
erzielen. Standig wandern LZ auch unter nicht-inflammatorischen Bedingungen zum
drainierenden LK. Sie wurden aber nicht durch aktivierende Signale in einen stimulierenden
Zustand versetzt. Vielmehr prasentieren sie den T-Zellen die in der Peripherie
aufgenommenen Antigene, welche nur korpereigene Peptide sind. Fir LZ konnte gezeigt
werden, dass sie z.B. von den Melanozyten der Haut Melanin im LK prasentieren [Hemmi et
al., 2001]. Reagieren T-Zellen auf das Antigen, so werden sie in Anergie versetzt, d.h. ruhig
gestellt oder eliminiert und eine periphere Toleranz gegeniiber dem Koérper (,Selbst”) kann

aufrecht erhalten werden [Hawiger et al., 2001; Liu et al., 2002]. Neben der positiven und
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negativen Selektion im Thymus ist das ein weiterer Mechanismus, um autoreaktiven
Immunantworten vorzubeugen.

Die Expression von Liganden fir costimulatorische Molekiile oder die Expression des
immunregulierende Enzym Indolamin 2,3-Dioxygenase ermoglichen es den LZ zusatzlich eine

Toleranz aufrechtzuerhalten [von Bubnoff et al., 2004].

1.4.2 Rolle der LZ bei CHS Reaktionen

Die CHS-Immunantwort gegenliber Haptenen ist das meist genutzte Mausmodel, um
allergische Kontaktdermatitis zu studieren. Eine Rolle von LZ in dieser Krankheit, obwohl es
viele Hinweise dafiir gibt, konnte bisher nicht eindeutig gezeigt werden.

Man weild bereits, dass nach der Applikation von einem Hapten murine LZ die Expression von
Reifungsmarkern, wie MHCIl, CD40, CD80 und CD86 heraufregulieren und die
Antigenprasentation erhoht wird [Aiba and Katz, 1990]. Zudem sezernieren sie verstarkt IL-
18, welches Entziindungsreaktionen fordert. Auch MMP9 (Metalloproteonase 9) [Kobayashi,
1997] und B1-Integrine [Staquet et al., 1992] werden verstarkt gebildet. Zusammen mit der
Runterregulierung von E-Cadherin [Schwarzenberger and Udey, 1996], CLA (engl. cutaneous
T cell antigen) [Ebner et al., 1998] und der erhéhten mRNA Expression von CCR7 [Dieu et al.,
1998] ist es den LZ moglich, aus der Haut in die drainierenden LK zu migrieren.

Im Gegensatz dazu konnten Chemikalien, die die Haut nur irritieren, kein Ausreifen der LZ
bewirken [Aiba and Katz, 1990].

Die Generierung von Mausen, in denen eine konditionale Depletion von LZ mdglich ist,
erlaubte es, dieser Frage nach der Rolle von LZ bei CHS Reaktionen gezielter nachzugehen.
Mause, die mit einem Hapten auf der Haut immunisiert wurden, zeigten, dass wandernde
dDC essentiell sind, um eine CHS zu vermitteln, LZ hingegen verzichtbar waren
[Kissenpfennig et al., 2005]. Inzwischen ist aber bekannt, dass LZ sehr wohl nétig sind, um
eine effiziente Immunantwort zu initiieren, wenn das Antigen auf die Epidermis aufgetragen

wird und nicht bis zur Dermis diffundieren kann, [Bennett et al., 2007; Wang et al., 2008]. Im
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Kontrast dazu steht, dass bei transgenen Mausen, denen LZ von Geburt an fehlen, eine

verstarkte Immunantwort nach Sensibilisierung zu beobachten ist [Kaplan et al., 2005].

1.4.3 Die Wanderung von Dendritischen Zellen ist von Chemokinen gesteuert

Chemokine werden abhédngig von strukturellen Merkmalen, ihrer GroRRe (8-10kDa) und dem
Vorhandensein von Cysteinresten in Gruppen eingeteilt. Alle Chemokine sind hoch homolog,
konnen aber aufgrund von Unterschieden am aminoterminalen Bereich, in vier Klassen
unterteilt werden. Von den iber 50 bekannten Chemokinen gehdéren allein 27 zu der Gruppe
der CC-Chemokine. CC-Chemokine enthalten zwei nebeneinander liegende Cysteinreste,
wahrend z.B. bei den CXC-Chemokinen die Cysteinreste durch eine weitere Aminosadure
verbunden sind.

Der Name Chemokin kommt von der Fahigkeit Chemotaxis, also eine gerichtete Bewegung
zu vermitteln. Urspringlich wurden sie als chemotaktische Zytokine beschrieben und
erhielten Namen (engl.) wie: SIS family of cytokines, SIG family of cytokines, SCY family of
cytokines, Platelet factor-4 superfamily or intercrines. Heute weils man, dass sie zusatzlich
eine entscheidende Rolle bei Entwicklungsprozessen einnehmen, Angiogenese fordern,
sowie als Reifungs- und Uberlebenssignal fungieren kénnen [Sanchez-Sanchez et al., 2006].
Einige Chemokine gelten als pro-inflammatorisch und werden wahrend einer Immunantwort
induziert, um Zellen des Immunsystems an den Entziindungsherd zu locken. Andere
hingegen werden konstitutiv exprimiert und sorgen fiir ein Gleichgewicht von ein- und
auswandernden Zellen im Gewebe [Homey et al.,, 2006]. Chemokine vermitteln ihre
biologischen Effekte  durch die Interaktion mit  G-Protein  gekoppelten
Siebentransmembranrezeptoren, die von den Zielzellen exprimiert werden. Jedes Chemokin
interagiert mit einem oder mehreren Chemokinrezeptoren und wirkt auf verschiedene
Zelltypen [Baggiolini, 1998]. Bei den DC Vorlduferzellen ist zurzeit Gber die Expression von
Chemokinen und deren Rezeptoren nur wenig bekannt. Man weil}, dass CCR2 eine Rolle bei

der Einwanderung der Vorlauferzellen in das periphere Gewebe spielt [Vanbervliet et al.,
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2002]. AuRerdem exprimieren diese DC CXCR4, welcher CXCL12 binden kann. CXCL12 wird
konstitutiv im lymphoiden Gewebe sezerniert und hat daher eine Bedeutung bei der
Rekrutierung von DC, um deren Menge im Gewebe konstant zu halten [Vecchi et al., 1999;
Zou et al., 2001]. Da die verschiedenen Gewebe jeweils spezifische Chemokine exprimieren
und die verschiedensten DC Vorlaufer unterschiedliche Chemokinrezeptoren besitzen, ist ein
gesteuertes Einwandern von spezifischen DC moglich.

Unreife DC exprimieren induzierbare Chemokinrezeptoren, wie CCR1, CCR5 und CXCR2 [Dieu
et al., 1998; Stumbles et al., 2001; Vecchi et al., 1999], sezernieren selber aber auch eine
Reihe an Chemokinen, wie CCL3, CCL4, CCL5, CXCL8 und CXCL10. Dies regt die Rekrutierung
von neutrophilen Granulozyten und Monozyten an [Foti et al., 1999; Padovan et al., 2007].
Im unreifen Zustand befinden sich die DC im gesunden peripheren Gewebe, wie z.B. der
Haut, wo sie kontinuierlich Antigene aufnehmen. Nach einer Stimulation mit TLR (Toll-like-
Rezeptor)-Liganden wie LPS, LTA oder CpG reifen die DC und verlieren die Expression von
CCR1, CCR5 und CXCR2 [Sallusto et al., 1998b; Sozzani et al., 1999; Vecchi et al., 1999]. Da sie
in peripheren Geweben naive T-Zellen nicht aktivieren kdnnen, um eine Immunantwort
einzuleiten [Banchereau et al., 2000], missen sie aus dem Gewebe in die drainierenden LK
migrieren. Die Heraufregulierung des Rezeptors CCR7 [Ohl et al.,, 2004] ermoglicht eine
Sensibilisierung fiir die konstitutiven Chemokine CCL19 und CCL21. Dieser Schritt ist
entscheidend fiir die gerichtete Wanderung der reifen DC in den drainierenden LK [Sallusto
et al., 1999; Sallusto et al., 1998b], da CCL19 und CCL21 konstitutiv in den T-Zell Zonen und
von den ,high endothelial venules” (HEVs) exprimiert wird [Baekkevold et al., 2001; Luther et
al., 2000; Saeki et al., 1999]. In Abwesenheit von CCL19 und CCL21 oder CCR7 kommt es zu
einer deutlich reduzierten Migration von DC aus dem peripheren Gewebe in die
Lymphorgane [Nakano and Gunn, 2001; Saeki et al., 1999]. Die DC-Einwanderung war jedoch
nicht vollig verhindert. Weitere Chemokine und ihre Rezeptoren sind am komplexen
Migrationsprozess beteiligt. CXCL12 (SDF-1) ist ein weiteres konstitutiv exprimiertes
Chemokin, welches in den dermalen lymphatischen Geweben [Kabashima et al., 2007] und
von Fibroblasten exprimiert wird [Ouwehand et al., 2008]. Der Rezeptor CXCR4 wird von
unreifen und starker noch von reifen DC exprimiert. Wird CXCR4 mit einem spezifischen

Antagonisten (4-F-benzoyl-TN14003) blockiert, so ist die Migration wahrend der
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Sensibilisierungsphase einer Kontakt-Hypersensitivitdtsreaktion von dermalen als auch

epidermalen DC um 50% reduziert [Kabashima et al., 2007].

Normale Haut Entziindung
* o
£ oxcar || Rt ¢ @ oRat |
4
3 B2 conr- :
$ =% PE FEcoR”
| e =
® CCL19 1 oo || &
° ®oo0 3
CCL21-leu °® L &
(-]
FCXGH2 oo CXCR4* svoswe
A S CCR7* CCR7* e00%00
3 Crosstalk?,
§ He i%&* e
2 % NS
l & l’ g2, %
Ao LW L0260 3
xR __ = R= . =
( —— ik )| ( 2RSE ——P LK |

: 3 dDC j ulLz : mLZ
Langerin Langerin+ Langerin+
EpCAM- EpCAM+ EpCAM-

Abbildung 2: Zwei-Schritt-Modell der LZ Wanderung zum drainierenden LK in Abhdngigkeit von CXCR4 und CCR7.
Die schematische Abbildung zeigt die Migration von dermalen DC (dDC), unreifen LZ (uLZ) und aktivierten
migrierende LZ (mLZ) wahrend normalen Bedingungen und bei einer entziindlichen Immunreaktion, ausgelost

durch ein Hapten. Abbildung ist entnommen und gedndert nach Villablanca et al. [Villablanca and Mora, 2008].

Bei den LZ der Haut ermoglicht eine Herunterregulierung von E-Cadherin das Lésen der LZ
von benachbarten Zellen innerhalb der Epidermis [Jakob et al., 2001]. AuRerdem kommt es
zur hoheren Expression an MHCIl [Larsen et al.,, 1990; Pierre et al., 1997] und
kostimulatorische Molekiilen, wie z.B. CD40 [RuedI et al., 2000]. Um in hdLK einzuwandern,
miussen die LC der Haut nach der Reifung ihr Chemokinrezeptor-Repertoire neu arrangieren.
Zurzeit wird folgendes Modell, welches die Auswanderung von LZ aus der Haut beschreibt,
angenommen (siehe Abb. 2): Nach dem inflammatorischen Reiz regulieren die LZ CXCR4
herauf. CXCR4 wird von unreifen und starker noch von reifen DC exprimiert. LZ wandern in
Abhdngigkeit von CXCL12 und unabhangig von CCR7 in die Dermis [Ouwehand et al., 2008].

Dort angekommen, regulieren die LZ aber CCR7 herauf, um so in die dermalen
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lymphatischen Gewebe einzuwandern und zum hdLK finden zu kdnnen. Der zuséatzliche
Schritt der CXCR4 Hochregulierung, kénnte erklaren, warum gerade LZ 3-4 Tage brauchen,
um den LK zu erreichen, wohingegen dDC schon nach 24h im hdLK zu detektieren sind. Die
Wanderung von LZ erfolgt dennoch schneller als im nicht aktiviertem Zusstand, da unter
inflammatorischen Bedingungen CXCL12 verstarkt exprimiert wird [Ouwehand et al., 2008]
und die Wanderung der LZ aus der Epidermis in die Dermis schneller erfolgen kann

[Ouwehand et al., 2008].

1.5 Atopische Dermatitis

Das Wort Atopie kommt aus dem Griechischen. Woértlich Ubersetzt bedeutet es “das
Ungewohnliche”. Damit war gemeint, dass Atopiker eine ungewdhnliche Bereitschaft
zeigten, auf Umwelteinflisse allergisch zu reagieren. Die atopische Dermatitis (AD) ist eine
entziindliche, chronische Hautkrankheit, charakterisiert durch schuppende, teilweise
nassende Ekzeme, welche von einem starken Juckreiz begleitet sind [Novak et al., 2003]. Als
Ursache gilt eine gestorte epitheliale Schutzschicht der Haut sowie eine verdnderte
Regulation des Immunsystems [Elias et al., 2008], beides kann Folge einer genetischen
Pradisposition sein. Neuerkrankungen treten haufig bei sehr jungen Kindern auf. 10-20%
aller Neugeborenen sind in westlichen Landern von dieser Krankheit betroffen. Flinfzig
Prozent der AD Patienten haben eine Pravalenz fiir andere atopische Krankheiten, wie
Heuschnupfen, Asthma und allergische Rhinitis [Spergel and Paller, 2003]. Die extrinsische
oder allergische AD, von der fast 80% aller AD Patienten betroffen sind, ist durch hohe
Allergen-spezifische IgE-Spiegel im Blut gekennzeichnet [Novak et al., 2003].

Die AD verlauft in einer akuten und einer chronischen Phase. Histologisch lassen sich in der
akuten Phase vor allem aktivierte CD4+ und CD8+ T-Zellen, Mastzellen, Eosinophile und
FceRl-exprimierende Zellen in der Dermis nachweisen [Novak, 2009; Novak et al., 2003]. Die
Anzahl der in die betroffenen Hautregionen infiltrierten Eosinophilen korreliert hierbei mit
der Schwere der Erkrankung. Das Gewebe organisiert sich neu, es wird mehr Kollagen

eingelagert, dies fuhrt zu einer Verdickung der Dermis. [Jin et al., 2009]. Zudem erfolgt eine
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verstarkte Produktion von Th2-Zytokinen, wie IL-4, IL-5 und IL-13. IL-4 steuert den
Isotypwechsel zu IgE. Diese Merkmale kdnnen einer Hypersensibilitdatsreaktion vom Typ |
(Coombs und Gell) zugewiesen werden. In der chronischen Phase wird die Produktion von
IFNy induziert, und es kommt zu einer Verschiebung der Immunreaktion zu Thl [Grewe et
al., 1998]. Die Th-1 Zellen fungieren hierbei als Effektorzellen und sind fiir eine zellulare
Immunreaktion vom verzogerten Typ IV verantwortlich. Die AD setzt sich demnach aus zwei

Allergietypen zusammen.

Rasieren und rapides Abziehen Mulltuch mit 0.1% OVA in NaCl
eines Pflasters

i i + 4
28 42 49 50
Sensibilisierung I Sensibilisierung —— Sensibilisierung
Analyse
Blut
Haut
hdLK

Abbildung 3 Schematische Darstellung des Mausmodells der Atopischen Dermatitis.

Die Methode wird mit kleinen Veranderungen nach dem Protokoll von Spergel et al. durchgefiihrt. Nach
mechanischer Reizung wird eine 1% Losung mit Ovalbumin (OVA) in NaCl oder nur NaCl epikutan aufgetragen.
Das Pflaster mit dem Antigen/Lésungsmittel getranktem Tuch verbleibt fiir eine Woche und nach 2 wochiger
Pause wird diese Behandlung noch zweimal wiederholt. 24h nach der letzten Behandlung wird das Serum aus

dem Blut, die brachialen (als drainierende) LK und die behandelte Haut entnommen und analysiert.
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Neuere Daten zeigen, dass viele pro-allergische und pro-inflammatorische Zytokine und
Chemokine verstarkt in ldsionaler Haut und im Serum von AD-Patienten zu finden sind
[Homey et al., 2006]. Da bisher keine zufriedenstellende Therapie bekannt ist, bedarf es
weiterer Studien Uber den Verlauf dieser Krankheit, um neue Ansatze fir die
Medikamentenentwicklung zu erhalten. Aus diesem Grund ist es notig, geeignete
Tiermodelle zu etablieren. Vor allem Hunde oder Meerschweinchen kénnen spontan AD-
typische Symptome entwickeln. Dennoch wird oft das Mausmodell bevorzugt, da Mause
reichlich verfiigbar und genetisch manipulierbar sind. Die Mausmodelle kann man in drei
Gruppen einteilen. In der ersten Gruppe kdnnen Mause spontan AD-dhnliche Hautldsionen
entwickeln [Gao et al., 2004]. Im zweiten Modell werden transgene Mause verwendet, bei
denen bestimmte Molekiile Gberexprimiert werden oder ganz fehlen. Ein Beispiel ist die
Uberexpression von TSLP in der Epidermis [Yoo et al., 2005]. In der dritten Gruppe wird ein
Modellallergen chronisch auf die Haut von WT Mausen aufgetragen. In dieser Arbeit wurde
das dritte Mausmodell angewendet und nach dem Protokoll von Spergel et al. [Spergel et al.,
1998] mit kleinen Verdanderungen durchgefiihrt (siehe Abbildung 3): Die Haut wird zuerst
mechanisch gereizt, was den Juckreiz und Kratzverhalten der Patienten nachahmt und die
epidermale Barriere zerstort. Ein Allergen (hier Ovalbumin) wird dreimal eine Woche lang
aufgetragen, wobei die einzelnen Wochen durch 2 Wochen Pause unterbrochen sind (siehe
Abbildung 3). Am Tag 51 wird das Serum gewonnen und die Immunantwort lokal an

Hautbiopsien und den drainierenden LK analysiert.

In den Hautldasionen von AD Patienten sind antigenspezifische aktivierte T-Zellen
nachgewiesen worden. Diese T-Zellen konnten durch die Expression von CLA
organspezifische Signale empfangen und in die Haut einwandern. Sie sezernieren hohe
Mengen an Zytokine, wie IL-4, IL-5 und IL-13, sodass eine Th2-dominante Immunreaktion
induziert wird. Auch der Chemokinrezeptor CCR10 und das mit der Haut assoziierte
Chemokin CCL27 sind in den Prozess der T-Zell-Einwanderung in die entzlindliche Haut, den
man als ,, T-cell homing” bezeichnet, beteiligt (21).

Da die Einwanderung von T-Zellen in der Initialphase der AD eine bedeutende Rolle fir die

Entstehung der Entziindungsreaktion spielt, bietet dieser Mechanismus einen gilinstigen
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Ansatzpunkt neuer therapeutischer Strategien. Dabei soll versucht werden, durch gezielte
Blockierung der Interaktion von Chemokinen mit deren Liganden auf den T-Zellen die

Rekrutierung von T-Zellen in die Haut zu blockieren.

1.6 Das Chemokin CCL17 und seine Bedeutung im Immunsystem

Das Chemokin CCL17 (thymus and activation regulated chemokine; TARC) gehort zur B(CC)-
Familie der Chemokine und wird ausschlieBlich von reifen myeloiden DC sezerniert.
Wahrend Entziindungsreaktionen kommt es durch TLR-Stimulation [Alferink et al., 2003]
oder aber durch proinflammatorische Mediatoren, wie IL-4 [Xiao et al., 2003], TNF[I [Xiao et
al., 2003], TSLP [Soumelis et al., 2002], Histamin und Prostaglandin E2 (PGE2) [Mcllroy et al.,
2006] zu einer CCL17 Aktivierung. Die Gegenwart von IFNy wirkt sich hingegen inhibierend
auf CCL17 aus [Xiao et al., 2003]. CCL17, wie auch das strukturell dhnliche Chemokin CCL22,
binden an den Rezeptor CCR4 [Bonecchi et al., 1998]. Dieser wird vor allem von Th2-
[Sallusto et al., 1998a], NK-T-Zellen, Gedachtnis-T-Zellen und regulatorischen T-Zellen
exprimiert, die damit in Gewebe mit hoher CCL17 und CCL22 Konzentration rekrutiert
werden [Imai et al., 1996; Lieberam and Forster, 1999]. CCL17 und der Rezeptor CCR4
spielen eine Rolle von CCL17 bei Th2 gerichteten Immunreaktionen und wurde im
Zusammenhang mit endotoxischen Schock [Chvatchko et al., 2000], beim systemischen
Lupus erythematodes [Okamoto et al., 2003], beim Hodgkin’s Lymphoma [Weihrauch et al.,
2005], sowie bei T-Zell-non-Hodgkin-Lymphomen [Peh et al., 2001] und bei der pulmonaren
Fibrose [Thielen et al., 2008] stark exprimiert gefunden. Obwohl fir die Chemokine CCL17
und CCL22, sowie fiir deren Rezeptor CCR4 gezeigt werden konnte, dass deren Expression in
normaler Haut negativ ist, nimmt bei AD deren Expression dramatisch zu und korreliert mit
dem Schweregrad der Erkrankung [Gombert et al., 2005; Kakinuma et al., 2001; Saeki and
Tamaki, 2006; Shimada et al., 2004; Song et al., 2006]. AuRerdem korreliert die Expression
von CCL17 auch mit der Auspragung von anderen atopischen Krankheiten, wie allergischem

Asthma [Medoff et al., 2008] und allergischer Rhinitis [Terada et al., 2001].
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Die Generierung von Reporter-Mausen, bei denen unter der Kontrolle des cc/17-Promoters
die Expression des ,enhanced green fluorescent protein;, EGFP“ reguliert ist [Alferink et al.,
2003], zeigte, dass CCL17 speziell von einer DC-Subpopulation sezerniert wird, die CD8a-
CD11b+DEC205+ ist und hohe Expressionen an Reifungsmarkern aufweist. Weiterhin konnte
die Lokalisation der CCL17+ DC fir die peripheren LK, sowie fir Organe, die im direkten
Kontakt mit der Umwelt stehen, wie zum Beispiel Lunge und Darm, gezeigt werden.
Interessanterweise ist die Expression von CCL17 in der Milz abwesend [Alferink et al., 2003].
Heterozygote Tiere (CCL17E/+) exprimieren EGFP und das funktionelle Chemokin CCL17.
Homozygote Mause (CCL17E/E) exprimieren nur EGFP und besitzen kein funktionelles CCL17.
Diese Mduse werden als Knockout Mause fiir CCL17 verwendet.

Im Mausmodell der CHS, wird die Stirke der T-Zell vermittelten Zweitantwort durch
Messung der Ohrschwellung ermittelt. Alferink et al. konnten zeigen, dass in Abwesenheit
von CCL17 es zu einer deutlich schwacheren T-Zellantwort kommt. Gleichzeitig zeigte sie,
dass CCL17+ DC durch die Sezernierung von IL-12 und der Induzierung einer T-

Zellproliferation eine immunstimulierende Wirkung besitzen [Alferink et al., 2003].
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1.7 Zielsetzung

Die AD ist eine entziindliche, chronische Hauterkrankung, deren Ursache eine gestorte
epitheliale Schutzschicht der Haut und eine veranderte Regulation des Immunsystems ist.

Studien zeigten, dass die Expression des Chemokins CCL17 mit dem Schweregrad der AD
korreliert. CCL17 wird ausschlieBlich von aktivierten myeloiden DC sezerniert. Gleichzeitig
werden die Immunreaktionen der allergischen AD von den DC der Haut vermittelt. Fiir die
genaue Untersuchung welche Rolle CCL17 bei allergischen Immunreaktionen, insbesondere
bei der AD spielt, ist es essentiell die Funktion der DC in An- und Abwesenheit von CCL17 zu
analysieren. Die DC der Haut sind allerdings eine heterogene Population, die aus LZ, dDC und
Langerin+ dDC besteht. Es ist daher entscheidend die DC Subpopulationen der Haut
eindeutig zu charakterisieren und getrennt voneinander zu betrachten. Bisher war die
Identifizierung der DC-Subtypen in der Haut nur mit Antikdrperfarbungen gegen diverse
Oberflachenantigene maoglich, die zudem mit einer intrazellularen Farbung gegen Langerin
gekoppelt waren. Diese intrazelluldare Farbung bendtigt aber eine Fixierung der Zellen, die
dadurch absterben. Hinzu kommt, dass die DC der Haut tberlappende Expressionsmuster
aufweisen, was eine aufwendige Farbeprozedur nétig macht, wenn man die
Zellpopulationen getrennt voneinander untersuchen will. In dieser Arbeit soll zunachst eine
Methode etabliert werden, um auf einfache und eindeutige Weise die LZ und dDC in der
Haut sowie im drainierenden LK darzustellen. Fiur die Verifizierung dieser Methode sollen die
zuvor beschriebenen Eigenschaften der dDC und LZ bestdtigt werden. Zu diesen
Eigenschaften zahlt das Wanderungsverhalten nach der Aktivierung durch ein Hapten, sowie
die Expression von spezifischen Oberflaichenmarkern. Wurde eine geeignete Methode
gefunden, ist es moglich den Beitrag von dDC und LZ zur Pathogenese der AD in

Abhdngigkeit von CCL17 zu analysieren.

Gesunde Haut weist keine CCL17 Expression auf. Bei AD Patienten korreliert der
Schweregrad der Erkrankung mit der Hohe der CCL17-Expression und des Rezeptors CCRA4.
CCR4 wird vor allem von Th2-, NK-T-Zellen, Gedéachtnis-T-Zellen und regulatorischen T-Zellen

exprimiert. Zudem war CCL17 bisher dafiir bekannt, praferentiell Th2-Zellen an den Ort der
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CCL17 Sezernierung zu locken. Diese sezernieren nach Antigenerkennung diverse Zytokine
wie IL-4, IL-5 und IL-13 und stimulieren die humorale Immunantwort. Um die Auspragung
der Krankheitssymptome der AD in Abhangigkeit von CCL17 zu untersuchen, wird in dieser
Arbeit das AD Mausmodell bei CCL17-defizienten und vergleichend bei CCL17E/+ Ma&usen
angewendet. Dabei wird die Auswirkung der Abwesenheit von CCL17 auf die Allergen-
spezifische Antikorperbildung und die Infiltration von Leukozyten in die Haut untersucht. Mit
dieser Studie soll die potentielle Anwendbarkeit eines CCL17-Inhibitors flr die Therapie

atopischer Erkrankungen, ins Besondere der AD untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Geridte

Gerate

Hersteller

Brutschrank HERAcell 150
Durchflusszytometer FACSCalibur
ELISA Reader

Grobwaage Kern 440-35N
Kryostat

FACS Calibur

Neubauer Zahlkammer
Pipetten

Sterilbank HERAsafe
Zentrifugen:

Centrifuge 5415D
Hereaus Multifuge
Mikroskope:

Eclipse E100
AxioCamMR3

2.1.2 Verbrauchsmaterial

Heraeus, Dusseldorf

BD Bioscience, Heidelberg
Biotek, Bad Friedrichshall
Kern, Balingen-Frommern
Leica, Nussloch

BD, Heidelberg

Brand, Wertheim
Eppendorf, Hamburg

Heraeus, Dusseldorf

Eppendorf, Hamburg

Heraeus, Disseldorf

Nikon, Dusseldorf

Zeiss, Gottingen

Material

Hersteller

FACS-Rohrchen (Falcon)

BD Bioscience, Heidelberg
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Einmalreaktionsgefalle Eppendorf, Hamburg
Einmalspritzen BD Bioscience, Heidelberg
Kantilen Microlance BD Bioscience, Heidelberg
Tegaderm® 1624W 3M Medica, Neuss

ELISA-Platten (Microlon 96W) Greiner, Frickenhausen

ImmEdge Stift Vector Lab. Inc., Burlingame, USA
24-Lochkammern fiir das Transwell Costar, Cambridge, MA, USA

Sofern nicht anders aufgefihrt, wurden Plastikverbrauchsmaterialien von Greiner,

Frickenhaus oder Sarstedt, Nirnberg bezogen.

2.1.3 Stammlésung oder Puffer

Stammldsung oder Puffer Zusammensetzung
PBS 13,7 mM NaCl

2,7 mM KCl

80,9 mM Na2HPO4

1,5mM KH2PO4

ph 7.4

FACS Puffer Fertiglosung BD, Heidleberg
Saponin (FACS) 0.5% Saponin

1% BSA in PBS
Wasch Puffer (ELISA) 0.05% Tween 20 in PBS
Block Puffer (ELISA) 1% (w/v) BSA in PBS
Trypanblau 0,25% in PBS, Sigma-Alderich, Taufkirchen
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Mowiol

5% Sucrose-Losung
10% Sucrose-Losung

20% Sucrose-Losung

Einfriermedium
Entellan
Eosin (alkoholisch)

Hamatoxylin

OVA (AD-Mausmodell)

Isofluran

Material

6g

24¢g

6 ml

12 ml

25 mg/ml
5% (w/V)
10 % (w/v)
20 % (w/v)

100%

100 pg

4%

2.1.4 Chemikalien und Enzyme

und Methoden

Glycerin

Mowiol 4-88

dest. Wasser

0.2 M Tris-HCL (pH8.5)
DABCO

Sucrose, 1 x PBS
Sucrose, 1 x PBS

Sucrose, 1 x PBS

Jung, Nussloch

Merck, Darmstadt
Sigma-Alderich, Taufkirchen
Sigma-Alderich, Taufkirchen

Ovalbumin (Huhn),

Sigma-Adrich, Taufkrichen

in med. Sauerstoff,

CP-Pharma, Burgdorf

Chemikalien und Enzyme

Hersteller

Kollagen |
MEM
Kollagenase D
Kollagenase P

DNasel

PMA

1x

1 mg/ml
2,5 mg/ml
300 U/ml
500 U/ml
10 ng/ml

Pure Col, Inamed
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Roche, Grenzach-Wyhlen
Roche, Grenzach-Wyhlen
Roche, Grenzach-Wyhlen

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
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lonomycin 1pg/mi Sigma-Aldrich, Taufkirchen
DNFB 0,5% und in Aceton/Olivendl (5:1)
0,3% Sigma-Alderich, Taufkirchen
LPS (O11:B4) Sigma-Alderich, Taufkirchen
Peroxidase-Substrat KEM-EN-TEC, Ddanemark
(TMB Plus)
Schwefelsdure (H,SO,) Merck, Darmstadt
Trypsin 0,25% in PBS, PAA, Pasching, Osterreich
CCL19 und CCL21 200ng/ml R&D, Wiesbaden
600ng/ml
2.1.5 Medien
Chemikalien und Enzyme Hersteller
RPMI 1640 PAA, Pasching, Osterreich
Zusitze 10% v/v FKS, PAN Aidenbach
1% L-Glutamin, Invitrogen, Karlsruhe
1% Penicillin-Streptomyocin,
Invitrogen, Karlsruhe
0,1% 2-MeEtOH,

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Fiir die Generierung von DC aus Knochenmark wurde den Kulturen 2% Uberstand einer GM-

CSF-transfizierten Zelllinie X63Ag8—653-F [Karasuyama and Melchers, 1988] zugegeben.
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2.1.6 Verwendete Antikorper

und Methoden

Antikoérper Klon Spezies Konzen- Verwen- Quelle
tration dung

CD16/CD32 93 Ratte 1:100 FACS ebioscience

(Fc Block)

a-Maus CD11c N418 armenischer 1:100 FACS ebioscience
Hamster

o-Maus CD14 rmC5-3 Ratte 1:100 FACS BD

a-Maus CD24a M1/69 Ratte 1:500 FACS ebioscience

a-Maus CD3 145-2C11 Ratte 1:100 FACS ebioscience

o-Maus CD4 GK1.5 Ratte 1:100 FACS ebioscience

a-Maus CD40 3/23 Ratte 1:100 FACS BD

a-Maus CD8a 53-6.7 Ratte 1:100 FACS ebioscience

a-Maus FoxP3 FIK-16s Ratte 1:100 FACS ebioscience

a-Maus IFNg XMG1.2 Ratte 1:100 FACS BD

a-Maus IL-17 TC11-18H10 Ratte 1:100 FACS BD

o-Maus IL-4 BVD4-1D11 Ratte 1:100 FACS BD

a-Maus IL-5 TRFK5 Ratte 1:100 FACS BD

o-Maus Langerin 926G4 Ratte 1pg/ml FACS AbCys

a-Maus MHCII M5/114.15.2 Ratte 1:1000 FACS BD

o-Maus CCR4 polyclonal Ziege 1:100 FACS Abcam

o-Maus CCR7 4B12 Ratte 1:100 FACS ebioscience

o-Maus CD11c HL3 armenischer 1:100 IF BD
Hamster

a-Maus MHCII M5/114.15.2 Ratte 1ug/ml IF BD

o-Maus CD4 RM4-5 Ratte 1:100 IF BD

a-Maus FceR1 MA1 Ratte 1:100 IF ebioscience

a-GFP Kaninchen 1:500 IF Invitrogen
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Golgi-Stop® 0,8ul/ml FACS BD
a-lgG G70-204, GY94- 1:100 FACS BD

Hamster Cocktail 56

IgE Standard 200pug/ml  ELISA BD
a-Maus- IgE R35-72 Ratte 2ug/ml ELISA BD
a-Maus- IgE R35-118 Ratte 2ug/mi ELISA BD
a-Maus- 1gG1 A85-1 Ratte 2ug/ml ELISA BD
o-Maus- 1gG2a R19-1 Ratte 2ug/mi ELISA BD

Sekundare Antikorper

a-Kaninchen Alexa 488 Ziege 20ug/ml IF Invitrogen
a-Ratte Texas Red IgG (H+L) Ziege 20ug/ml IF Invitrogen
a-Ratte Alexa 488 IgG (H+L) Ziege 20pg/ml IF Invitrogen
Streptavidin PerCP, PE 1:100 FACS, IF BD

Streptavidin HRP 1:2000 ELISA Amersham

2.1.7 Software

AxioVision Rel. 4.6 Zeiss, Gottingen

Gen5 Biotek, Bad Friedrichshall
Flowlow 7.5 TreeStar, Ashland, USA
GraphPad Prism 4 GraphPad, La Jolla, USA

2.1.8 Versuchstiere

In dieser Arbeit wurden 6-12 Wochen alte Mause verwendet, die im spezifisch
pathogenfreien (SPF) Bereich im Tierhaus des IUF an der Heinrich-Heine-Universitat
Dusseldorf gGmbH gehalten und geziichtet wurden. Versuche wurden an CCL17E/+ und

CCL17E/E Mausen durchgefiihrt, die fir 8 Generationen auf den BALB/c- bzw. C57BL/6-
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Hintergrund zurickgekreuzt wurden [Alferink et al.,, 2003]. EGFP cDNA im murinen ccl17
Locus flihrt zur Expression von EGFP anstelle von CCL17. CCL17E/+ Méause produzieren etwa
die Hélfte der normalen Menge an CCL17, wahrend CCL17E/E Méuse kein CCL17 produzieren
(CCL17 knockout Mause). Des Weiteren wurden C57BL/6- sowie BALB/c-Wildtypmause
verwendet, die von Harlan-Winkelmann erworben und im Tierhaus des IUF geziichtet
wurden.

Narkosen erfolgten durch Isofluran-Inhalation. Versuchstiere wurden am Ende eines

Experimentes mittels CO, getotet.
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellzahlbestimmung durch Trypanblau-Vital-Fédrbung

Die zu quantifizierenden Zellen wurden in ein definiertes Volumen an PBS bzw. Medium
aufgenommen. Anschlieend wurde eine 1:10 Verdinnung dieser Zellsuspension in
Trypanblau angesetzt, wovon etwa 10ul in eine Neubauer Zahlkammer Ulberfihrt wurden.
Tote Zellen wurden blau angefarbt, wahrend lebende Zellen ungefarbt blieben. Die
Neubauer Zdhlkammer besitzt eine Markierung, die in vier Quadranten aufgeteilt ist. Jeder
Quadrant besteht aus 16 Kleinquadraten. Einer der vier Quadranten wurde ausgezahlt und
die Gesamtzellzahl folgendermallen bestimmt:

Zellzahl pro ml = Mittelwert/Quadrat x Verdiinnungsfaktor x 10*

Gesamtzellzahl = Zellzahl pro ml x Ausgangsvolumen der Zellsuspension

2.2.2 Isolierung von Zellen aus der Haut

Hautstlicke wurden fiir wenige Sekunden in 70% Ethanol getaucht und dann kurz in sterilem
PBS gewaschen. AnschlieBend wurde das Unterhautfettgewebe mit einem Skalpell entfernt.
Die Hautstiicke wurden bei 37°C mit der Dermisseite nach unten schwimmend auf 0,25%
Trypsin/PBS inkubiert, sodass die Epidermis trocken blieb. Nach zwei Stunden wurde die
Epidermis von der darunter liegenden Dermis getrennt, mit einem Stempel zerdriickt und
die einzelnen Zellen mechanisch durch starkes Resuspendieren in FlUssigkeit aus ihrem
Verbund herausgelost. Die Zellen wurden durch ein Nylonsieb gegeben, bei 1200rpm (300 g)
8 Minuten abzentrifugiert und in ein definiertes Volumen von PBS aufgenommen.
AnschlieBend wurden die Zellen unter Anwendung der Trypanblau-Farbung gezahlt.

Fur den Verdau der Dermis wurde eine Losung, bestehend aus 10ml PBS, 0,5mg/ml
Kollagenase P, und 500 Units DNase | angesetzt. Die Dermis wurde darin fir 1h bei 37°C
inkubiert. Die Zellen wurden durch Resuspendieren mit einer Pipette vereinzelt,

anschlieBend durch ein Nylonsieb gegeben und bei 1200rpm (300 g) 8 Minuten
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abzentrifugiert. Anschlielend wurden die Zellen unter Anwendung der Trypanblau-Farbung

gezahlt.

2.2.3 Isolierung von Zellen aus Lymphknoten

Die Lymphknoten wurden in 1ml PBS zusammen mit 1mg/ml Kollagenase D und 300 U/ml
DNasel fur 15 Minuten bei 37°C inkubiert. Zuvor wurden die LK mit einer Pinzette punktiert
bzw. mit einem Stempel angedriickt. Kollagenase ist ein Enzym, das speziell
Peptidbindungen der Kollagenfasern =zerstéort und somit die Vereinzelung der
Lymphknotenzellen erméglicht. AnschlieRend wurden die Zellen mit einem Stempel weiter
zerdrickt und die Zellen durch schnelles Resuspendieren der Suspension mechanisch
vereinzelt. Die Zellen wurden durch ein Nylonsieb gegeben, bei 1200rpm (300 g) 8 Minuten
abzentrifugiert und anschliefend in einem definierten Volumen von PBS unter Anwendung

der Trypanblau-Farbung gezahlt.

2.2.4 Anreicherung mit einem Dichtegradienten

Die Anreicherung von DC aus dem LK wurde nach dem Protokoll von Ruedl| et al.
durchgefihrt [Ruedl et al., 1996]. Es wurde der Dichtegradient von OptiPrep™ verwendet.
Daflir wurde die Gradientenlosung mit der darunter liegenden Zellsuspension fiir 15 min und
600g bei Raumtemperatur zentrifugiert. Die angereicherten DC befanden sich in der zweiten

Phase und konnten leicht abgenommen und in PBS gewaschen werden.

2.2.5 Generierung dendritischer Zellen aus Knochenmark

Das verwendete Protokoll ist eine modifizierte Version von Lutz et al. [Lutz et al., 1999]
Femur und Tibia von CCL17E/+ und CCL17E/E Mausen (C57BL/6 Hintergrund) wurden von
Geweberesten befreit und die Knochen mit Hilfe einer PBS gefiillten Spritze durchspilt. Das

Spilen erfolgte solange, bis die Knochen die innere rotliche Farbung verloren hatten. Die
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Zellen wurden in einem 50ml Falconréhrchen aufgefangen, bei 1200rpm (300 g) 8 Minuten
abzentrifugiert und anschlieBend in ein definiertes Volumen von Medium aufgenommen.
Die Zellzahl wurde unter Verwendung einer Trypanblau-Farbung ermittelt. 5x105 Zellen/ml
wurden in 10ml Medium und 2% Uberstand einer GM-CSF-transfizierten Zelllinie (X63Ag865)
bei 37°C in Petrischalen (Greiner) kultiviert. An Tag drei wurden die Zellen mit 10ml frischem
Medium und 4% GM-CSF-Uberstand gefittert. An Tag 6 wurden die nicht-adhdrenten Zellen
durch leichtes Resuspendieren mit der Pipette von den Petrischalen geerntet. Die Zellen
wurden in ein 50ml Falconréhrchen Gberfihrt und bei 1200rpm (300 g) acht Minuten
abzentrifugiert. Anschliefend wurden die Zellen unter Verwendung der Trypanblau-Farbung
gezahlt.

Fiir die Generierung von reifen DC wurden an Tag 6 die nicht-adhdrenten DC geerntet. Die
Zellen wurden mit oder ohne LPS (1ug/ml) Gber Nacht inkubiert. Am nachsten Tag wurden

die Petrischalen fiir 5 min auf Eis gestellt und die Zellen durch Abspiilen geerntet.

2.2.6 Durchflusszytometrie

Die FACS-Farbung (FACS = fluorescence activated cell sorting) wurde in speziellen FACS-
Rohrchen (Falcon) durchgefiihrt, die wahrend der Durchfihrung auf Eis gelagert wurden. Die
eingesetzten Antikérper und Sekundarfarbstoffe wurden in den angegebenen
Konzentrationen eingesetzt. Die Antikorper wurden vor jeder Farbung in PBS verdiinnt,
wobei bei gleicher Farbung mehrerer Proben ein Mastermix vorbereitet wurde. Zu Beginn
wurden 1x10° bis 3x10° Zellen pro FACS-Réhrchen aliquotiert und bei 1200rpm (300 g)
Minuten abzentrifugiert. AnschlieRend wurden sie in 25ul PBS mit a-Maus CD16/CD32
Antikorper (Fc-Block) aufgenommen und 10 Minuten auf Eis inkubiert, um unspezifische
Bindungsstellen auf der Oberflache der Zellen zu blockieren. AnschlieBend wurden weitere
25ul PBS mit der doppelten Konzentration der gewilinschten Antikorper zugefiigt. Somit
wurden die Zellen in einem Volumen von 50ul in Tabelle 6 angegebenen Konzentrationen 20
Minuten auf Eis gefarbt. AnschlieBend wurden die Zellen mit 1 ml PBS gewaschen und bei
1200rpm (300 g) finf Minuten abzentrifugiert. Kam ein Biotin-gekoppelte Erst-Antikorper
zum Einsatz, war eine weitere Inkubation der Zellen mit einem Fluoreszenzfarbstoff-

gekoppeltem Reagenz erforderlich. In dem Fall wurden die Zellen weitere 20 Minuten auf Eis
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mit dem an Streptavidin gekoppelten Fluoreszenzfarbstoff gekoppelten Antikorper inkubiert.
SchlielRlich wurden die Zellen ein weiteres Mal mit 1ml PBS gewaschen und nach dem
Zentrifugieren in 100-200ul PBS aufgenommen. Fixiert wurden die Zellen mit 1% PFA in PBS
wenn der Zeitpunkt der Messung nicht direkt im Anschlus erfolgen konnte. Gemessen
wurden die Zellen am FACSCalibur und die Daten mit Flow-Jo Software (Tree Star Inc.,

Ashland) analysiert.

2.2.7 Intrazelluldre Férbung:

Nachdem die gewiinschten Epitope der Zelloberflache gefarbt wurden, erfolgte die Fixierung
der Zellen mit 1% PFA/PBS und ein Waschritt mit 0.5% Saponin in 1% BSA/PBS. Die FACS
Antikorper fir die intrazelluldre Farbung wurden auch mit 0.5% Saponin in 1% BSA/PBS
verdiinnt. Die Zellen wirden mit dieser Antikorperlosung fiir 15 min auf Eis inkubiert,

gewaschen und am FACS analysiert.

2.2.8 ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay)

Verwendet wurden spezielle ELISA-Flachboden-Mikrotiterplatten (Microlon 96W) von der

Firma Greiner.

2.2.8.1 Gesamt-IgE-ELISA:

Die Flachboden-Mikrotiterplatten wurden tiber Nacht bei 4°C mit 2ug/ml eines gereinigten
(purified) Ratte a-Maus-IgE-Antikdrper in PBS beschichtet. Am nachsten Tag wurden die
Platten drei Mal mit PBS-Tween 20 (0.05%) gewaschen und ausgeschlagen, bis der
Waschpuffer entfernt war. Unspezifische Bindungen wurden mit 1% BSA/PBS fir 2h bei RT
blockiert. Als Standard wurde gereinigtes Maus-Ige verwendet. Proben wurden pur
eingesetzt und auch 1:2 in einer Verdinnungsreihe in 1% BSA/PBS weiter verdinnt.
Daraufhin wurden die Platten tber Nacht bei 4°C inkubiert. Am nachsten Tag wurden die
Platten wieder drei Mal gewaschen und ausgeschlagen. Zur Detektion wurde ein Biotin-
gekoppelter Ratte a-Maus-IgE-Antikorper in einer Konzentration von 1pg/ml eingesetzt.
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Auch dieser wurde in 1% BSA/PBS verdiinnt. Die Inkubation erfolgte bei RT fuir 2h. Daraufhin
wurden die Platten ein weiteres Mal gewaschen und ausgeschlagen. AnschlieRend wurden
die Platten mit HRP-gekoppeltem Streptavidin (1:2000 in 1% BSA/PBS) fiir 30 Minuten bei RT
inkubiert. Nach nochmaligem Waschen wurden Peroxidase-Substrat pro Well zugegeben und
solange inkubiert, bis eine angemessene Blaufarbung erkennbar war. Daraufhin wurde eine
1M H,S04-Lésung dazugegeben, um die Reaktion zu stoppen. Die Absorption wurde mittels
automatischen ELISA-Readers bei einer Wellenlange von 450nm und einer
Referenzwellenldnge von 570nm gemessen. Antikorperkonzentrationen wurden im

Vergleich zum internen Standard mittels Gen5-Programm kalkuliert.

2.2.8.2 OVA-spezifisches IgG1 bzw. IgG2a:

Die Waschschritte wurden wie in dem oben beschriebenen IgE-ELISA eingehalten.

Die Flachboden-Mikrotiterplatten wurden Gber Nacht bei 4°C mit 100ug/ml OVA in PBS
beschichtet. Am nachsten Tag wurden die Platten drei Mal mit PBS-Tween 20 (0.05%)
gewaschen und ausgeschlagen, bis der Waschpuffer entfernt war. Unspezifische Bindungen
wurden mit 1% BSA/PBS fiur 2h bei RT blockiert. Als Standard wurde Serum von OVA-
sensibilisierten Wildtypmdusen verwendet. Fir die spateren Auswertungen wurden den
Verdiinnungen Units zugeordnet, da die exakte Konzentration des Serums nicht bekannt
war. Proben wurden pur sowie in weiteren Verdinnungen inkubiert. Fir die Detektion
wurden Biotin-gekoppelte Ratte a-Maus-IgG1l- bzw. Ratte o-Maus-lgG2a-Antikorper
verwendet, die in einer Konzentration von 1ug/ml eingesetzt wurden und fur 2h bei RT
inkubierten. AnschlieBend wurden die Platten mit HRP-gekoppeltem Streptavidin (1:2000 in
1%BSA/PBS) fur 30 Minuten bei RT inkubiert. Nach nochmaligem Waschen wurde das
Peroxidase-Substrat pro well zugegeben und solange inkubiert, bis eine angemessene
Blaufarbung erkennbar war. Daraufhin wurde die Reaktion gestoppt und die Absorption
mittels automatischen ELISA-Readers bei einer Wellenlange von 450nm und einer
Referenzwellenldnge von 570nm gemessen. Antikorperkonzentrationen wurden im

Vergleich zum internen Standard mittels Gen5-Programm kalkuliert.
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2.2.9 Anfertigen von Gefrierschnitten

Die Hautproben wurden in Einfriermedium eingebettet und bei -80°C gelagert. Um die eGFP
Expression im Gewebe zu erhalten, wurden die Hautstlickchen nach der Abnahme fiir 3h in
4% PFA eingelegt (bei Raumtemperatur). Es folgte die Inkubation in 5% Sucrose und 10%
Sucrose fir jeweils eine Stunde. Die Lagerung in 20% Succrose erfolgte iber Nacht bei 4°C.
Die Proben wurden dann in Einfriermedium eingebettet und bei -80°C aufbewahrt. Es
wurden 7-10um dicke Gefrierschnitte am Kryostat hergestellt, auf Objekttragern
luftgetrocknet und in eiskaltem Aceton fixiert. Die Objekttrager wurden bis zur

histologischen Farbung bei -20°C in speziellen Objekttragerkasten aufbewahrt.

2.2.10Histologie

Die Hdmatoxylin & Eosin (H&E) Farbung wurde nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:

Die Gefrierschnitte wurden bei Raumtemperatur (RT) aufgetaut. Da die Schnitte wahrend
der Lagerung bei -20°C Feuchtigkeit aufgenommen haben, mussten die Schnitte nun
entwassert werden. Hierfur wurden sie fiir 10 min bei RT in Aceton/Methanol (1:1) inkubiert
und anschlieBend an der Luft getrocknet. Nach kurzem Rehydrieren in destilliertem Wasser
wurden die Objektrager fiir 10 min in Hamatoxylin-Losung gestellt und anschlieRend mit
Leitungswasser gewaschen. Anschliefend wurden die Praparate fir wenige Sekunden in 1%
HCl / 70% Ethanol (EtOH) differenziert und erneut fir mindestens 10 min in Leitungswasser
geblaut. Als nachstes wurden die Schnitte fiir 30 Sekunden in alkoholisches Eosin gehalten.
Die Differenzierung erfolgte dann in einer aufsteigenden Alkoholreihe von 70%, 95% und
100% EtOH und schlieBlich in Xylol. Die Objekttrager wurden kurz an der Luft getrocknet, mit
Entellan eingedeckelt und anschlieBend unter dem AxioCamMR3 Mikroskop von Zeiss bei
200facher VergroBerung fotografiert. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der AxioVision Rel.
4.6 Software von Zeiss.

Die in 4% PFA und dann in Paraffin eingebettete Haut wurde in der Dermatologie der
Uniklinik Dusseldorf geschnitten und mit H&E und Giemsa gefarbt. Mastzellen wurden in 6-8
zufdllig gewahlten Bereichen auf einem Schnitt gezahlt und pro Milimeter Epidermis

berechnet. Eosinophile wurden pro Durchlichtbild bei einer 40x VergrofRerung gezahlt.
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2.2.11 Immunfluoreszenz

Die Objekttrager wurden bei RT aufgetaut, fliir 10 min bei RT in Aceton inkubiert und
anschlielend an der Luft getrocknet. Die Schnitte wurden daraufhin mit einem ImmEdge
Stift umrandet. Die Objekttrager wurden kurz in PBS rehydriert und unspezifische Bindungen
far 30 Minuten mit 100pul/Schnitt 10% FKS, 1% Ziege und 1% Rattenserum, gefogt von einem
Avidin D- und Biotin-Block (Vector Labs, Burlingame, USA) abgesattigt. Der erste Antikorper:
Ratte a-Maus-MHCII, Ratte a-Maus-CD4 oder Ratte a-Maus-FceRla, sowie Hamster a-Maus-
CD11c wurde 1:100 in einem Volumen von 100ul/Schnitt tGber Nacht bei 4°C inkubiert.
AnschlieBend wurden die Objekttrager dreimal in PBS gewaschen und mit dem
Sekundarantiserum Ziege a-Ratte Texas Red fiir 2h bei RT gefarbt. Nur die CD11c Farbung
bendtigte ein abweichendes Protokoll: Es folgte nach dem ersten Antikorper die Inkubation
mit dem biotinylierten Maus a-hamster Cocktail. Die biotinylierten Stellen von CD11c und
FceRla wurde mit Streptavidin FITC detektiert. SchlieBlich wurden etwa 200ul Mowiol auf
jeden Objekttrager pipettiert, die Schnitte mit einem Deckgldschen eingedeckelt und
anschliefend unter dem AxioVision Mikroskop von Zeiss bei 200facher VergrolRerung
fotografiert. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der AxioVision Rel. 4.6 Software von Zeiss.

Fiir die Detektierung von griin fluoreszierenden Zellen in der Haut wurden die in 4% PFA
fixierten Hautproben fir 3h in einem Sucrosegradienten stabilisiert und bei -80°C
eingefroren. Die 7-10 um dicken Gefrierschnitte wurden in eiskaltem Aceton fixiert.
Nachdem die unspezifischen Bindungen mit 1% BSA/PBS abgesattigt wurden, wurden die
Schnitte mit Kaninchen anti-GFP IgG (Invitrogen) bei 4°C iber Nacht inkubiert. Die Schnitte
wurden dann gewaschen und mit Alexa 488 Ziege anti-Kaninche IgG (Invitrogen) gefarbt.
Nach dem Waschen und Eindeckeln wurden die Schnitte mit AxioCamMR3 fotografiert und

mit der Software AxioVision Rel. 4.6 (Zeiss) ausgewertet.

2.2.12 Haptenapplikation

DNFB: CCL17E/+ Mause und CCL17E/E Mause (C57BL/6-Hintergrund) wurden durch
Isofluran-Inhalation narkotisiert und die dorsale Seite der Maus rasiert. Es folgte die

Applikation von 0.5% DNFB in Aceton/Olivendl (5:1) oder dem Lésungsmittel (je 80pl). 2 und
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4 Tage spater wurden die axillaren, brachialen, und inguinalen LK entnommen und
analysiert.

FITC: C57BL/6 Mause wurden ohne Narkose auf der ventralen Seite rasiert und 200ul einer
0.5%igen FITC in Aceton-Dibutylphtalat-Losung wurden aufgetragen. Nach 24, 48 und 96h
wurden die axillaren, brachialen und inguinalen LK entnommen. Als interne Negativkontrolle

dienten die distalen mesenterialen LK.

2.2.13 Mausmodell fiir Atopische Dermatitis (AD)

Im Mausmodell der atopischen Dermatitis wurden die Tiere, wie in dem Protokoll von
Spergel et al und Wang et al [Spergel et al., 1998; Wang et al., 2007] beschrieben, wiederholt
mit OVA epikutan sensibilisiert bis eine chronische allergische Reaktion entstand. Die Tiere
wurden dazu kurzfristig mit einer Isofluran Inhalationsnarkose betdubt, am Riicken rasiert,
und die zu behandelnde Hautstelle wurde 4mal durch Aufkleben und Abziehen eines
Filmstreifens (Tegaderm tape, 3M) irritiert. AnschlieRend wurde ein mit OVA (100ul einer
0.1%igen Losung in 0,9% NaCl) getranktes Pflaster (1x1 cm) aufgeklebt. Kontrolltiere
erhielten ein mit 0.9% NaCl getranktes Pflaster. Der gleiche Vorgang wurde vier Tage spater
wiederholt. Das Pflaster wurde nach einer Woche entfernt und die Behandlung fiir zwei
Wochen unterbrochen. Die Sensibilisierung wurde insgesamt noch zweimal wiederholt, so
dass die Mause dreimal fiir eine Woche dem Allergen exponiert waren. 50 Tage nach Beginn

des Experimentes wurden Hautbiopsien, sowie drainierende LK und das Serum analysiert.

2.2.14 Blutabnahme und Serumgewinnung

Die Mause wurden am Tag 50 der AD-Behandlung getdtet und der Bauchraum unterhalb
des Zwerchfells gedffnet. Mit einer Schere wurde die Aorta durchtrennt und das, in den
Bauchraum flieBRende Blut, mit einer Spritze aufgezogen und in ein Eppendorfgefal
Uberflhrt. Das Blut wurde 1h bei RT zur Koagglutation gelagert und anschlieBend bei 13.000
rom (16.000 g) in der Tischzentrifuge von Eppendorf (Centrifuge 5415D) fiir 10 Minuten
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zentrifugiert. Das nun klare Serum wurde in ein neues EppendorfgefaR tGberfihrt und fir

weitere Analysen bei -20°C aufbewahrt.

2.2.15 In vitro Experimente zur Untersuchung der Wanderungsféhigkeit von DC

2.2.15.1 Transwell-Migrationstest

KM-DC wurden nach 2.2.5. generiert und am Tag 6 wurden die nicht adhdrenten Zellen
geerntet und Uber Nacht mit 1pug/ml E.coli LPS aktiviert. Am Tag 7 wurden die
Zellkulturschalen fiir 5 min auf Eis gestellt und die Zellen dann durch mehrmaliges Absplilen
mit eiskaltem PBS geerntet. Die Migration der DC wurde in 24-Loch Transwellplatten (Costar,
Cambridge, MA, USA) untersucht. Die obere Kammer wurde mit 2x10° Zellen aus der KM-
Kultur in 300 pul RPMI-1640/ 0.5% FKS beladen. Die untere Kammer wurde dann mit 700 pl
RPMI-1640/0.5% FKS gefiillt, dem 200ng/ml CCL19 oder CCL21 oder kein Chemokin zugefigt

wurde. Nach 3h Inkubation bei 37°C wurde die Zellen gezahlt.

2.2.15.2 3D Kollagengel Chemotaxis-Messung

Das Experiment wurde nach Friedl et al. mit folgenden Verdanderungen durchgefihrt.
Kollagen | wurde mit 0.7% Natrium-bicarbonat (Invitrogen) und 1x MEM auf Eis
zusammengegeben. KM-DC in RPMI 1640/0.5% FKS wurden vorsichtig in einem Verhéltnis
2:1 dazu geflgt, sodass dies eine Kollagen Konzentration von 1.7 mg/ml mit 1.5x106
Zellen/ml Gel ergab. Die Kollagen-Zell-Lésung wurde Chemotaxis-Kammern, welche mit
Dentalwachs auf Objekttragern geformt wurden, gegossen und fiir 90 min bei 37°C und 5%
CO2 zum polymerisieren inkubiert. Danach wurden 600 ng/ml CCL19 auf das Gel gegeben
und die Kammer in eine klimatisierte Kammer mit 37°C/5% CO2 gestellt. Eine CCD-1300
Kamera (Vosskiihler, Osnabriick) wurde an das TE-Eclipse Mikroskop (Nikon, Japan) mit dem
10x Phasenkontrast Objektiv angeschlossen. Fiir 3h wurde alle 5 min ein Bild aufgenommen,
welche spater mit der Imagel) Software zu einem Film zusammengefiigt wurden. Die
Zusatzprogramme Manual tracking und Chemotaxis and Migration (lbidi, Martinsried,

Germany) erlaubten eine Auswertung der Aufnahmen.
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2.2.16 RT-PCR

Die Hautbiopsien wurden in Kooperation mit H. Alenius und T. Savinko in Helsinki bearbeitet:
Die gefrorenen Biopsien wurden in EUROzol (Euroclone, Milano, Italy) mithilfe des Ultra-
Turrax T8 (IKA, Stauffen, Germany) homogenisiert. Die RNA wurde mit dem High Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) nach den
Herstellerempfehlungen umgeschrieben.

Die mRNA Expressionsstarke der Zytokine wurde mit real-time quantitativer PCR (AbiPrism
7500 Fast RT PCR Sytem) bestimmt. PCR Primer und Proben von IL-4, I1L-13, IL-17, IL-10, IL-
1P, FoxP3, IFN-y und 18S rRNA wurden von Applied Biosystems als vorgefertigte Reagenzien
erworben. Die Ergebnisse wurden nach der Anleitung von Applied Biosystems berechnet und

auf die endogene Kontrolle der 18S rRNA bezogen.

2.2.17 Statistik

Die Daten wurden mit Hilfe der GraphPad Prism Software, wenn nicht anders beschrieben,
unter Verwendung des Student t-Tests analysiert. Einige Ergebnisse wurden mit dem Mann-
Whitney U-Test analysiert. Diese wurden dann in der Bildunterschrift extra benannt. Der p-

Wert wird in den Graphen als Sternchen dargestellt: ***p<0.001; **p<0.01 und *p<0.05
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3 Ergebnisse

3.1 Die Expressionsstirke von CD24a unterscheidet LZ von dDC

3.1.1 Abbau des CD11c Epitops durch Enzyme

Immunantworten der Haut werden durch antigenprasentierende Zellen vermittelt, die in
diesem Grenzorgan lokalisiert sind. Wahrend in unbehandelter Haut die DC der Epidermis
nur die LZ sind, weist die Dermis hingegen eine grof3e Diversitat an DC auf. In der Dermis
transmigrieren und residieren LZ, sowie verschiedene Subpopulationen an dDC, welche sich
durch unterschiedliche Oberflachenrezeptoren und putative unterschiedlichen Funktionen
auszeichnen. Um die komplexen immunologischen Prozesse wahrend Immunreaktionen der
Haut verstehen zu lernen, ist es essentiell die DC aus der Haut zu isolieren und zu
charakterisieren. Eine Ubliche Methode erfordert zundchst einen enzymatischen Verdau mit
Trypsin. Dies ermoglicht die Trennung der Epidermis von der Dermis. Wahrend die
Epidermis sofort zu einer Einzelzellsuspension verarbeitet werden kann, benétigt die Dermis
einen weiteren enzymatischen Verdau mit Kollagenase P. Ein Nachteil dieser Methode ist,
dass diese Enzyme oft Epitope auf der Zelloberflache zerstoren. Somit wird die Detektion
von verschiedenen Oberflachenmarkern mit Antikorperfarbungen oft unmaglich. Schon die
Inkubation mit Trypsin flhrte innerhalb weniger Minuten zu einem Abbau des CD1lc-
Epitops von der Zelloberflache. Dies konnte mit einer Kinetik an DC aus der Milz aufgezeigt
werden (Abb. 4A). Auch die dDC lieRen sich nach Inkubation mit den Enzymen nicht mehr
mit Antikorpern gegen CD1lc Epitops anfirben (Abb. 4B). Der Verdau der Milzzellen
hingegen mit Kollagenase D hatte keinen Einfluss auf die CD11c Expression. Dies zeigte, dass
nicht alle Enzyme den Abbau von CD11c bewirken. Jedoch sind frisch isolierte Haut-DC nicht
mit Hilfe von CD11c zu identifizieren. Weiterhin ist bekannt, dass MHCII nicht durch die
Enzyme Trypsin und Kollagenase P betroffen ist. Bisher war dies einer der wenigen Marker
mit denen man die verschiedenen Populationen von DC in der Haut unterscheiden konnte.

Als weiterer Marker wird oft CD24a (HSA) hinzugezogen, da nur LZ CD24a sehr hoch
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exprimieren und auch dieses Epitop durch enzymatischen Verdau nicht zerstért wird. Die
Kombination dieser beiden Farbungen in der Epidermis erlaubte eine distinkte Abgrenzung
der LZ von den anderen epidermalen Zellen. Bei der Anwendung dieser Farbung bei einer
dermalen Zellsuspension zeigte sich, dass hier nun drei distinkte Populationen erscheinen:
MHCIl+ CD24a+, sowie MHCII+ CD24a-negative und MHCII-negative CD24a-negative Zellen.
Im ersten Teil dieser Arbeit wurde gepriift, ob es eine differentielle Expression von CD24a
zwischen dDC und LZ gibt, die sich dann als Unterscheidungsmarker dieser beiden DC-Typen

sowohl in der Peripherie als auch in den sekundaren lymphatischen Organen, eignen kdnnte.
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Abbildung 4: Die Inkubation mit Trypsin und Kollagenase P fiihrt zum Abbau des CD11c Epitops.

Milz DC wurden mit Trypsin inkubiert. Die Reaktion wurde nach verschiedenen Zeitpunkten gestoppt und die
Expression von CD11c am FACS gemessen (A). Die frischen Zellsuspensionen der Epidermis und Dermis wurden
mit anti-CD11c gefdrbt und am FACS gemessen. Die Expression von CD11c wurde mit Milz-DC verglichen, die

nur mit Kollagenase D und DNase | behandelt wurde (B).
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3.1.2 Beiepidermalen LZ korreliert die CD24a Expression mit der von Langerin

LZ sind die DC der Epidermis, die durch Birbeck Granula gekennzeichnet sind. Diese
Tennisschldager-formigen Organellen sind am Prozess der Phagozytose beteiligt. Langerin ist
ein Lektin, funktionell ein Mannoserezeptor ist und konstitutiv innerhalb der Birbeck Granula

exprimiert. Daher dient Langerin als Marker fir LZ.
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Abbildung: 5 CD24a Expression in der Haut

Die Epidermis und Dermis wurden durch einen Trypsinverdau getrennt und die jeweiligen

Einzelzellsuspensionen wurden durchflusszytometrisch analysiert. (A) Die epidermalen Zellen wurden mit
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MHCII und Langerin gefarbt. Doppelt positive Zellen wurden weiter auf eine CD24a Expression analysiert
(gefillter Graph). (B) Die CD24a Expression in der Dermis wurde von der MHCII und Langerin doppelt positiven
Population (gefullter Graph), sowie von der MHCII+ Langerin- Population (schwarze Linie) analysiert. Die graue
Linie reprasentiert die Isotypkontrolle. Die Daten zeigen ein reprasentatives Experiment von drei unabhangigen

Experimenten.

Um zu untersuchen, ob eine hohe CD24a Expression ebenso ein Merkmal von LZ ist, wurde
die Korrelation der Langerinexpression mit CD24a analysiert. Daflir wurde eine
Einzelzellsuspension epidermaler Zellen mit MHCII, Langerin und CD24a gefarbt. Wie in Abb.
5A zu sehen ist, sind alle MHCIl+Langerin+ Zellen, welche LZ sind und ca. 3% der epidermalen
Zellen ausmachen, ebenso positiv fir CD24a. Wie erwartet, gibt es keine MHCII+/ Langerin-
Zellpopulation in der Epidermis. Es stellte sich aber die Frage, ob andere Zellen innerhalb der
Epidermis positiv flir CD24a sind. Wie in Abb. 5C zu sehen ist, konnte fir Keratinozyten und
T-Zellen in unbehandelter Haut gezeigt werden, dass sowohl 80% der Keratinozyten als auch
12% der CD3+ T-Zellen positiv fiir CD24a sind (Abb. 5C). Allerdings lag deren
Expressionsstarke deutlich unter der von den LZ. Die gleichzeitige Farbung fiir MHCII und
CD24a erlaubt damit die Identifizierung der LZ in der Epidermis. Die Dermis enthalt im
Gegensatz zur Epidermis viele verschiedene DC-Populationen. Es konnten MHCII+ Langerin+
DC, welche die LZ und die Langerin+ dDC reprasentieren, gefarbt werden. Sie machen mit
0.5% einen nur sehr kleinen Anteil der Dermiszellen aus. Die MHCII+ Langerin- Population ist
mit 5% deutlich groRer. Wie in Abb. 5B zu sehen ist, sind alle MHCII+ Langerin+ Zellen auch
CD24a+ (geflllter grauer Graph). Langerin-negative Zellen exprimieren allerdings auch kein
CD24a. Dies bedeutet, dass der Oberflichenmarker CD24a fiir Langerin+ Zellen spezifisch ist,
und eine Farbung mit CD24a Antikorpern daher zur Unterscheidung von LZ und dDC der

Dermis verwendet werden kann

3.1.3 Die CD24a Expression unterscheidet LZ von dDC im hdLK

Fiir das Verstandnis von immunologischen Prozessen, die durch Haut-DC vermittelt wurden,
ist die Unterscheidung der verschiedenen, in den hdLK einwandernden DC-Populationen
essentiell. Bisher konnte nur der anti-Langerin Antikdrper eindeutig LZ identifizieren. Dessen
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Verwendung bedarf allerdings einer intrazelluldaren Farbung. Die LK Zellen miissen dafiir
fixiert werden, was eine Sortierung von lebenden Zellen unmoglich macht. Im Folgenden
wurde untersucht, ob sich die Oberflachenfarbung mit CD24a dazu eignet, ebenso wie in der
Haut, LZ im hdLK zu identifizieren. Dafir wurden Wildtypmaduse mit dem fluoreszierenden
Hapten FITC (Fluorescein-isothiocyanat) auf dem Abdomen bepinselt. Dies |6st eine
Aktivierung der DC in der Haut aus, was zu einer verstarkten Einwanderung von LZ und dDC
aus der Haut in den hdLK fiihrt. Die hdK wurden nach 24h entnommen und die Zellen mit
Antikorpern gegen Langerin, MHCIlI und CD11c angefarbt. Wie in Abb. 6A zu sehen ist,
besaBen ca. 1% der DC im hdLK eine sehr hohe MHCIlI Expression. Diese MHCII hoch-
positiven DC kénnten aus der Haut stammen, da diese Zellpopulation im mesenterialen LK
nicht vorhanden war. Um dies genauer zu untersuchen wurde eine Losung mit FITC auf dem
rasierten Abdomen der Maus aufgetragen. Die DC der Haut nehmen das FITC auf, werden
aktiviert und wandern in den nachst gelegenen LK ein. FITC ist ein griin-fluoreszierender
Farbstoff, welcher im FACS zu detektieren ist. Es zeigte sich, dass nur die MHCII-
hochpositiven Zellen auch FITC positiv waren. Eine zusatzliche Farbung mit CD24a ergab zwei
Populationen: eine CD24a-hoch und eine CD24a-niedrig exprimierende Population, die
jeweils auch MHCII hoch-positiv und FITC positiv war (Abb. 6B). Im Verlauf von vier Tagen
stieg der Anteil der CD24a-hoch exprimierenden Zellen im LK auf 75% an. Mit diesem Anstieg
korrelierte auch der Anteil der Langerin positiven Zellen auf 75% an (Abb. 6C). Eine
Doppelfarbung fir CD24a und Langerin bewies, dass die CD24a-hoch exprimierenden Zellen
auch Langerin positiv waren. Die CD24a-niedrig exprimierenden Zellen waren hingegen
Langerin negativ (Abb. 6D). In Abb. 6E ist das Farbemuster der Gesamt-LK Zellsuspension
gezeigt. Die MHCII-hoch CD24a-hoch und die MHCII-hoch CD24a-niedrig/mittel-stark
exprimierenden Zellen kdnnen demnach leicht unterschieden werden. Es konnte beobachtet
werden, dass wahrend der Reifung und Wanderung der dDC in den LK, die Expression von
CD24a, im Vergleich zur Haut, heraufreguliert wurde. Dennoch bleibt die Expressionsstarke
unter der von den LZ, so dass die beiden Zellpopulationen noch gut voneinander abgrenzbar
sind. Allerdings haben auch die LZ im LK, im Vergleich zu den LZ in der Haut, eine erhdhte
Expressionsstarke von CD24a, die mittlere Fluoreszenzintensitat stieg von 100 auf 1.500

(Abb. 6G) an.
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Abbildung 6: CD24a Expression von DC der Haut im drainierenden LK (hdLK).

Die Mause wurden auf der ventralen Seite rasiert und mit FITC oder Losungsmittel (Aceton/Olivendl) bepinselt.
24, 48 und 96h nach der Applikation wurden die hdLK und mesenterialen LK entnommen und am FACS
analysiert. (A) Die aus der Haut kommenden DC kdnnen als FITC+ gefarbte MHCII-hoch exprimierende DC
identifiziert werden. Reprasentativ werden Dot Plots der LK-Zellsuspensionen 24h nach FITC oder
Losungsmittelapplikation gezeigt. Als Negativkontrolle dienen mesenteriale LK (rechts). (B) Die FITC+ MHCII-
hoch exprimierenden Zellen wurden auf die Expression von CD24a untersucht. Der Dot Plot zeigt reprdsentativ
das CD24a Farbemuster von MHCII-hoch exprimierenden Zellen 24h nach FITC Applikation. Der prozentuale
Anteil der CD24a-hoch exprimierenden Zellen wurde von allen Zeitpunkten berechnet (n=3). (C) Nach der
Farbung der LK Zellen mit Langerin und MHCII wurde die Frequenz der Langerin+ Zellen innerhalb der FITC+
MHCII-hoch exprimierenden Fraktion fiir alle Zeitpunkte der FITC Applikation berechnet. (D) Die Dot Plots sind
reprasentativ fir die Expression von CD24a und Langerin der FITC+ Zellen im hdLK zu allen genannten
Zeitpunkten. Die Frequenzen in der Abbildung sind reprasentativ flr drei unabhangige Experimente. (E) Das
Farbemuster der Gesamt-LK Zellsuspension wurde zu allen Zeitpunkten analysiert. Die MHCIl und CD24a
Expression, sowie auch die Verteilung der CD24a Expression innerhalb der MHCII-hoch exprimierenden Zellen
wurde dargestellt. Eins von drei unabhédngigen Experimenten ist hier gezeigt. In (F) ist die Frequenz der CD24a-
niedrig/mittel-starken exprimierenden Zellen (dDC) und der CD24a-hoch exprimierenden Zellen (LC) nach FITC
Applikation in Abhangigkeit von der Zeit dargestellt. (G) zeigt die mittlere Fluoreszenzintensitat (Mittelwert)

von CD24a an, wobei LZ der Epidermis mit LZ des hdLK verglichen wurden. *** = P<0.0001.
58



Ergebnisse

3.1.4 Wanderungskinetik von CD24a-hoch experimentierenden DC, die in den LK

einwandern

In der Vergangenheit gab es einige Arbeiten, die das Wanderungsverhalten der DC aus der
Haut untersuchten. Sie konnten zeigen, dass aktivierte LZ nach 3-4 Tagen ihr Maximum im
hdLK erreiche. dDC erreichen ihre maximale Menge im hdLK schon nach 1-2 Tagen
[Kissenpfennig et al., 2005]. Es stellte sich die Frage, ob diese Beobachtungen unter der
Verwendung von CD24a bestatigt werden kdnnen. Dazu wurden die Mause am Bauch rasiert
und mit FITC bepinselt. Nach 24h, 48h und 96h wurden die drainierenden LK isoliert und die
Expression von CD24a und Langerin auf den DC der hdLK analysiert. Wie in Abbildung 6C
und D zu sehen ist, stieg die CD24a-hoch exprimierende, sowie die Langerin+ Population
aller FITC+ MHCII-hoch Zellen im LK nach einem Tag auf ca. 25% an. Am vierten Tag war
dieser Prozentsatz sogar auf 75% angestiegen. Im Gegensatz dazu nahm die Population von
CD24a-niedrig/mittel-stark  exprimierenden Langerin negativen Zellen nach 24h
kontinuierlich ab (Abb. 6F). Diese Daten bestdtigen zuvor veréffentlichte Ergebnisse von
Migrationsstudien von LZ und dDCs [Kissenpfennig et al., 2005]. Zusammengenommen
zeigen die Daten, dass die differentielle Expression von CD24a LZ von dDC im LK
unterscheidet. Die LZ zeichnen sich durch eine hohe Expression der beiden Marker MHCII
und CD24a aus, wahrend die dDC unter den anderen MHCII+ Zellen im LK als MHCIll-hoch

CD24a-niedrig/mittelstark, zu identifizieren sind.

3.1.5 CD103 Expression und CD24a

In 3.1.2 konnte gezeigt werden, dass die Dermis aus Langerin+ LZ, sowie Langerin-negativen
dDC besteht. Eine zusatzliche Farbung mit CD103 zeigte, dass die LZ in der Dermis
(Population a, Abb. 7A) zu 50% CD103-positiv und zu 50% CD103-negativ sind (Abb. 7).
Dermale Langerin+ Zellen exprimieren CD103, wobei epidermale und migrierende LZ und

andere dDC CD103 negativ sind [Merad et al., 2008].
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Abbildung 7: Expression von CD103 und CD24a in der Haut

Die Riickenhaut von C57BL/6 M&dusen wurde mit 0.25% Trypsin fir 2h inkubiert, die Epidermis von der Dermis
getrennt und die dermale Hautschicht fiir weitere 40 min mit Kollagenase P und DNasel inkubiert. Die frischen
epidermalen und dermalen Zellsuspensionen wurden mit MHCII und CD24a gefarbt und auf MHCIl+ CD24a-

hoch exprimierende Zellen (Population a = LZ) sowie auf MHCII+ CD24a-niedrig exprimierende Zellen
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(Population b = dDC) gegatet. Die Expression von CD103 der ganzen Zellsuspension (B) und der LC (C) und dDC
(D) wird gezeigt.

Das weist darauf hin, dass die CD24a-hoch Langerin+ DC Population (Abb. 7, Population a) in
der Dermis aus den dermalen Langerin+ DC (CD103+) und den migrierenden LZ (CD103-)
besteht. LZ in der Epidermis sind CD24a-hoch und CD103-negativ. Die dDC (Abb. 7,
Population b) in der Dermis sind zu tGber 80% CD103-negativ.

Eine Farbung der DC im hdLK unter normalen Bedingungen zeigte, dass 33% der designierten
LZ (Abb. 8B: CD24a-hoch exprimierende Zellen) auch CD103 exprimieren und daher zu den
residenten dermalen Langerin+ DC gehéren. Uber 90% der dDC (Abb. 8B: CD24a-niedrig
exprimierend) sind CD103-neagtiv im LK. Daher kann man schlussfolgern, dass eine Farbung
mit anti-CD24a als auch mit anti-Langerin nicht zwischen den migrierenden CD103-negativen

LZ und den residenten dermalen CD103+ DC unterscheiden kann.
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Abbildung 8:CD103 und CD24a Farbemuster im hdLK.

Die brachialen und inguinalen LK von C57BL/6 Mausen wurden fiir CD24a, MHCII, CD11c und CD103 gefarbt. In
(A) wurde in der gesamten LK Zellsuspension auf die DC, welche aus der Haut kommen (MHCII-hoch CD11c+)
gegatet und auf CD24a und CD103 Expression untersucht (B). Die CD24a-hoch exprimierenden Zellen in (B) sind
LZ und CD24a-niedrig exprimierende Zellen sind dDC.
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3.1.6 CD24a Expression bei den aus CD8 |+ DC im LK

In hdLK sind sowohl aktivierte DC zu finden, die nach Antigenstimulation dort eingewandert
sind, als auch konstitutiv zirkulierende DC. Letztere exprimieren CD11c, CD8a und MHCII auf
ihrer Zelloberflache ([Carbone et al., 2004] und unsere eigenen Daten) und werden auch , die
aus dem Blut stammenden DC” (engl. blood derived DC) genannt. Einige von diesen Zellen
konnen auch Langerin positiv sein [Douillard et al., 2005; Kissenpfennig et al., 2005]. Um
festzustellen, ob deren Langerin Expression auch mit einer hohen Expression von CD24a
korreliert, wurden die DC, durch Dichtegradientenzentrifugation angereichert (Abbildung
9A). Dies war notig, da die Langerin+ blood-derived DC eine sehr kleine Population im hdLK
ausmachen. Nach der Anreicherung lag der Anteil an CD11c+ CD8[ |+ Zellen bei etwa. 3%.
Davon waren 12% positiv fir Langerin. Eine Farbung flir CD24a und Langerin zeigte, dass alle
aus dem Blut stammenden DC die Langerin+ sind, auch eine hohe CD24a Expression
aufwiesen (grau-schattierter Graph in Abbildung 9B). Allerdings fanden wir auch CD24a-
hoch exprimierende CD8a+ DC, die negativ flr Langerin waren (dinne Linie). Es ldsst sich
schlussfolgern, dass CD24a sich nicht als Marker eignet um Langerin+ blood-derived DC zu

identifizieren Allerdings korrelierte die Langerinexpression dieser Zellen mit CD24a.
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Abbildung 9: CD24a Expression bei blood derived CD8[ |+ DC

hdLK wurden von unbehandelten Mausen entnommen. DC wurden mittels einer Dichtegradienten-
zentrifugation (Optiprep) angereichert und mit anti-CD11c, -CD8![J, -Langerin und -CD24a gefarbt. In (A) wird
das Farbemuster von CD8[] und CD11c nach der DC Anreicherung gezeigt. Die Frequenz der CD8]+ CD11c+
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Zellen ist eingezeichnet. Der Graph in (B) zeigt die Expression von CD24a der CD11c+ CD8[1+ Langerin- (diinne
schwarze Linie) und der CD11c+ CD8[+ Langerin+ Zellen (grau schattierter Graph). Als Positivkontrolle dienen

CD11c+ Langerin+ (dicke schwarze Linie), als Negativkontrolle die Isotypkontrolle (gepunktete Linie).

3.1.7 LZ und dDC exprimieren hohe Level an CD40

In der von Ruedl et al. beschriebenen Methode wurden LZ und dDC nach einer Anreicherung
im Dichtegradienten mit Hilfe einer Farbung von CD11c und CD40 unterschieden [Rued! et
al., 2000]. Zum damaligen Zeitpunkt war ein Langerinantikdrper nicht verfligbar und es galt
nun diese Methode mit der Farbung fir Langerin und CD24a zu korrelieren. Das Protokoll
sieht hier eine Anreicherung der LK Zellen vor. Dies bedeutet immer ein Verlust an Zellen.
Durch die Uberpriifung und Bestitigung dieser Methode kénnte in Zukunft auf die
Anreicherung verzichtet werden. Zunachst wurde eine aktive Migration der Haut-DC zum LK
durch die Applikation von FITC auf die rasierte ventrale Haut induziert. Die drainierenden LK
wurden dann nach 2 und 4 Tagen mit AK gegen CD11c, CD40, Langerin und CD24a gefarbt.
Abbildung 10A zeigt, dass die Population A CD40-hoch CD11c-mittel und Population B CD40-
hoch CD11c-hoch exprimierende DC beinhaltet. Es konnten eindeutige Unterschiede in der
Frequenz der LZ in den beiden Populationen nach zwei und vier Tagen gefunden werden. In
beiden waren Langerin exprimierende Zellen zu finden, wobei der groRte Anteil mit ca. 70%
bei den CD40-hoch CD11c-hoch exprimierenden Zellen (Population B) lag. Da aber auch
Langerin+ sowie CD24a-hoch exprimierende Zellen in Population A zu finden waren, kann
man schlussfolgern, dass fiir die Unterscheidung von LZ und dDC Langerin oder CD24a gut
geeignet ist, das Expressionslevel von CD11c auf der Oberflache scheint sich dagegen nicht

anzubieten.
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Abbildung 10: Vergleich der CD40/CD11c Expression mit der Langerin/CD24a Farbung

Die ventrale Haut von C57BL/6 M&usen wurde mit FITC bepinselt, um eine aktive Wanderung der DC aus der
Haut zum drainierenden LK zu induzieren. Nach 48h und 96h wurden die LK entnommen und mit einem
Dichtegradienten die DC angereichert. Es folgte die Farbung mit CD40, DC11c, CD24a und Langerin. (A) Der
reprasentative Dot Plot vom 48h Zeitpunkt zeigt die CD11c+ CD40-hoch exprimierenden Zellen (Population a)
und die CD11c-hoch CD40-hoch exprimierenden Zellen (Population b). Diese Zellen wurden weiter auf die
Expression von Langerin und CD24a untersucht. Der prozentuale Anteil der CD24a-hoch exprimierenden und
der Langerin+ Zellen wurde fiir a (dicke schwarze Linie) und b (diinne schwarze Linie) berechnet. Der grau

schattierte Graph stellt die Isotypkontrolle dar.
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3.2 Das Chemokin CCL17 ist in der Haut induzierbar

Das Chemokin CCL17 wird konstitutiv in der Lunge und im Darm exprimiert [Alferink et al.,
2003]. Die normale unbehandelte Haut hingegen weist keine CCL17+ auf Zellen. Es stellte
sich zunachst die Frage, ob diese Expression induzierbar ist. Da CCL17 in Mausen
ausschlieBlich von DC sezerniert wird, und CCL17 eng mit allergischen Immunreaktionen
assoziiert ist [Romagnani, 2002], wurde untersucht, ob sich die CCL17 Expression durch

epikutane Applikation eines Haptens induzieren |asst.

Aceton

200x

Abbildung 11: Die Expression von CCL17 ist durch die Applikation eines Haptens induzierbar.

Ohren von CCL17E/+ Mausen (C57BL/6 Hintergrund) wurden auf der ventralen und dorsalen Seite mit
Aceton/Olivendl (linken zwei Bilder) oder mit 0.5% DNFB in Aceton/Olivendl (rechten zwei Bilder) fiir 3h
behandelt. Gezeigt sind jeweils das Durchlichtbild und die Aufnahme im Griinkanal des Mikroskops. Zu
beachten ist die Autofluoreszenz der Haare (H), sowie der Knorpelzellen (K) in der Mitte der Ohren. An den

duBeren Randern befinden sich jeweils die Epidermis (E) und die Dermis (D).

CCL17E/+ Mausen, welche sowohl funktionelles CCL17 als auch eGFP exprimieren, wurden
als Reportermause verwendet und auf der ventralen und dorsalen Seite mit DNFB oder nur
dem Losungsmittel Aceton/ Olivendl bepinselt. Nach drei Stunden wurden die Ohren
abgenommen und auf das Vorhandensein von griinen Zellen histologisch untersucht. In
Abbildung 11 wird deutlich, dass die Stimulierung mit DNFB zu einer Expression von eGFP
und damit auch zu einer Expression von CCL17 fiihrte. Mikroskopische Analysen zeigten,

dass besonders innerhalb der Dermis griine, mit langen Dendriten behaftete Zellen zu finden

65



Ergebnisse

sind. Die Epidermis sah negativ fir CCL17 aus. Ohren die nur mit dem LOsungsmittel
behandelt wurden, wiesen keine eGFP und damit auch keine CCL17 Expression auf. Es
wurde deutlich, dass die Expression von CCL17 in der Haut erst induziert werden muss und
konstitutiv nicht anzutreffen ist. Zudem wird CCL17 im Modell der CHS durch DNFB in der

Haut induziert.

3.3 CCL17 in Atopischer Dermatitis

3.3.1 AD Behandlung induziert die Expression von CCL17 in der Haut

CCL17 wird wahrend allergischen Reaktionen stark herauf reguliert und ist besonders bei
Patienten mit atopischen Krankheiten, wie Asthma und AD nachgewiesen worden. Normale
gesunde Haut ist negativ fir das Chemokin CCL17, jedoch kann wie in Abb. 10 gezeigt, die
CCL17-Expression mit einem Hapten induziert werden. Um die Rolle von CCL17 bei der
Pathogenese der AD ndher zu untersuchen, wurde ein AD Mausmodell im Labor etabliert. Es
gibt verschiedene Mausmodelle, um die Symptome einer AD zu studieren [Jin et al., 2009].
Eine bewahrte Methode Symptome in gesunden Wildtyp Mausen hervorzurufen, wurde von
Spergel et al. [Spergel et al.,, 1998] beschrieben. In Abb. 3 ist ein Schema fir die
Durchflihrung des Protokolls gezeigt. In drei Behandlungsintervallen in einem Zeitraum von 7
Wochen wurden die Tiere wahrend einer Inhalationsnarkose epikutan mit einem Pflaster
enthaart und mechanisch gereizt. Es folgte die Applikation des Antigens Ovalbumin (OVA)
auf die irritierte Haut mit einem Mullstiick welches mit einem Pflaster fixiert wurde. Als
negative Kontrolle dienten Mause, die statt OVA nur das Losungsmittel Natriumchlorid
erhielten. Die wiederholte Sensibilisierung gegen das Modellallergen fihrte zur
Manifestation der Symptome der AD (eigene Untersuchung und [Spergel, 2008]). Fiir das AD
Mausmodell wurden heterozygote Mause (CCL17E/+), die CCL17 und eGFP exprimieren,
sowie eGFP homozygot-exprimierende CCL17-defiziente Mause (CCL17E/E) verwendet.
Beide Mauslinien wurden nach der Methode von Spergel et al. [Spergel et al.,, 1998]
behandelt. Die CCL17E/+ Mause zeigen normale Immunantworten und wurden wahrend der
gesamten Studie wie Wildtypen verwendet. Dies ermdéglichte, einen funktionellen Einfluss

der eGFP-Expression auf die Ergebnisse auszuschlieBen, da eGFP gleichermaRBen in DC
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beiden Mauslinien ausgepragt wird. Die erste Frage, die sich stellte, war, ob sich durch
mechanische Reizung und die chronische Behandlung mit dem Modellallergen OVA eine
CCL17-Expression in der Haut induzieren lasst. Dafiir wurde nach der AD-Behandlung, die
behandelte Haut histologisch auf griine Zellen untersucht. In der mechanisch gereizten und
NaCl-behandelten Haut waren vereinzelt eGFP exprimierende Zellen zu sehen, die OVA-
Behandlung fiihrte aber zu einem deutlich hoheren Anteil an diesen Zellen in der Haut. Der
groRte Teil der eGFP+ Zellen konnte in der Dermis ausgemacht werden (Abb. 12). Innerhalb

der Epidermis waren nur vereinzelt griine Zellen zu detektieren.

NaCl

CCL17 E/+

CCL17 E/E

Abbildung 12: Heraufregulierung von CCL17 im AD Mausmodell.

CCL17E/+ und CCL17E/E Méuse erhielten 3 Behandlungen mit dem schnellen Abziehen eines Pflasters auf der
rasierten Rickenhaut. Es folgte die Applikation von 1% OVA in NaCl (OVA) oder nur dem Losungsmittel (NaCl).
PFA fixierte Hautschnitte wurden mit a-GFP ALEXA 488 gefdrbt. Die griine Fluoreszenz wurde mit dem

Durchlichtbild Gberlagert, um die Struktur der Haut sichtbar zu machen.
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3.3.2 Normale Entwicklung von Akanthose, aber reduzierte dermale Entziindung in

CCL17-defizienten Mdusen

Die mechanische Reizung, die durch das schnelle Pflasterabziehen verursacht wurde, und die
nachfolgende Applikation von NaCl fihrte sowohl bei CCL17E/+ als auch bei CCL17E/E
Mausen nur zu einer geringen Dickenzunahme der Epidermis. Wurde das Antigen OVA
aufgetragen, so nahm die Dicke der Epidermis bei den CCL17E/+ und den CCL17E/E Mausen
gleichermaflen zu. In der Medizin versteht man unter einer Verdickung der Epidermis,
vermittelt durch eine erhéhte Anzahl an Keratinozyten eine Akanthose. Verursacht wurde
diese durch eine gesteigerte Proliferation von Keratinozyten, die sich dann in zusatzlichen
Schichten innerhalb der Epidermis anlagern (Abbildung 13A). Die gleiche Starke der
Akanthose bei beiden Mauslinien zeigt, dass CCL17 keinen Einfluss auf die Proliferation der
Keratinozyten im AD-Mausmodel hat. Anders verhielt es sich bei der Dermis. Hier ist die
Dicke der Dermis ein MaR fir die Starke der Entziindung, welche durch einwandernde
Leukozyten und durch eine erhdhte Kollagenproduktion gekennzeichnet ist [Spergel, 2008].
Abbildung 12A zeigt, dass nach der OVA Behandlung die Dickenzunahme der Dermis von
CCL17E/E Mausen, im Vergleich zu den OVA-behandelten CCL17E/+ Mausen, deutlich
reduziert war. Dies bedeutet, dass die Abwesenheit von CCL17 zu einer geringeren
Entziindung fuhrt. Die Applikation von NaCl hatte in beiden Mauslinien kaum einen Einfluss
auf die Dicke der Dermis.

Da die Einwanderung von Mastzellen und eosinophile Granulozyten typisch fiir allergische
Hautreaktionen ist, wurde deren Vorkommen histologisch untersucht. Die Farbung von
Paraffinschnitten mit Giemsa ermoglichte die Darstellung von Mastzellen als dunkelblaue
Zellen (siehe VergroBerung in Abbildung 13B). Die Behandlung mit OVA fiihrte zu einem fast
dreifachen Anstieg an Mastzellen in der Haut, wenn CCL17 anwesend ist (Abb. 13B und E).
Ist CCL17 nicht anwesend, so ist die Infiltration von Mastzellen nach der OVA-Behandlung
um ein Drittel reduziert im Vergleich zu OVA-behandelten CCL17E/+ Mausen. Die
Losungsmittelkontrolle zeigte, dass ohne Antigen die Zahl der Mastzellen in beiden

Mauslinien vergleichbar ist (Abb. 13E).
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Abbildung 13: Entstehung einer Akanthose und einer dermalen Entziindung im AD Modell.

Mause wurden in 3 Behandlungsintervallen mit Pflasterabziehen und einer Applikation von 1% OVA in NaCl
(OVA) oder nur dem Losungsmittel (NaCl) behandelt. 24h nach der letzten Behandlung wurde die Haut in 4%
PFA fixiert und in Paraffin eingebettet. Paraffinschnitte von CCL17E/+ (E/+) und CCL17E/E (E/E) wurden mit H&E
(A) und Giemsa (B) angefarbt. Der Ausschnitt in (B) zeigt in einer VergroRerung, wie sich Mastzellen mit ihren
dunklen gefarbten Vesikeln im Gewebe darstellten. Die Dicke der Epidermis (C) und Dermis (D) wurde an 6
zuféllig gewahlten Bereichen pro Schnitt gemessen und die Mittelwerte fur insgesamt zwolf Mause aus zwei
unabhangigen Experimenten (mit 6 Mausen pro Gruppe) berechnet. Mastzellen (E) wurden in den Schnitten
gezdhlt, die mit Giemsa (B) gefarbt waren. Eosinophile wurden mit H&E dargestellt und pro Durchlichtbild bei

400x VergroBerung gezahlt (F) (n=6 Mause, zwei unabhangige Experimente). Gezeigt sind Mittelwerte + SEM.

Wahrend einer Immunreaktion werden im LK naive T-Zellen aktiviert und klonal expandiert.
Die entstandenen Effektor-T-Zellen wandern aus dem LK in die Peripherie zum Ort der
Entziindung. Diese Wanderung wird durch Chemokine gesteuert. Aktivierte T-Zellen, sowie
Gedachtnis- und regulatorische T-Zellen exprimieren CCR4 und kdnnen einem Gradienten
von CCL17 folgen und so an den Ort der CCL17-Sezernierung in der OVA-behandelten Haut
finden. Es wurde daher der Einfluss von CCL17 auf die Prasenz von CD4+ Zellen in der Haut
untersucht. Deren Anzahl wurde in NaCl- und OVA-behandelter Haut von CCL17E/+ und
CCL17E/E Mausen histologisch dargestellt und quantifiziert (Abb. 14). In Bezug auf die
Losungsmittelkontrollen konnte in beiden Mauslinien eine Erhéhung der T-Zellanzahl
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festgestellt werden. Allerdings war die Infiltration an CD4+ T-Zellen in den OVA-behandelten
CCL17E/E Mausen im Vergleich zu den OVA-behandelten CCL17E/+ Mausen signifikant
reduziert (Abb.14A und B).
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Abbildung 14: Quantifizierung der CD4+ T Zellen und der FceRI+ Zellen in der behandelten Haut.

Gefrierschnitte von CCL17E/+ und CCL17E/E Mausen wurden nach der Durchfihrung des AD Modells mit anti-
CD4 (A) oder anti-FceRl (C) gefarbt. Die absolute Zellzahl der eingewanderten CD4+ T-Zellen (B) und der FceRI+
Zellen (D) wurde in 6-8 unabhangigen Bereichen eines Schnittes gezahlt. Der Mittelwert mit der + SEM wurde
pro ein Millimeter Epidermis, welche die entsprechende Flache an Dermis liberspannte, berechnet. Die Daten

sind reprasentativ fir drei Experimente mit jeweils 5-7 Mause pro Gruppe.

71



Ergebnisse

Auch die FceRI Expression wurde histologisch analysiert. FceRl ist der hoch affine Rezeptor
fir Igk, der vornehmlich von Mastzellen exprimiert wird, aber auch bei Basophilen,
Makrophagen und DC zu finden ist. Liegt ein hoher Titer an IgE im Serum vor, so wird die
FceRl Expression herauf reguliert. Binden die IgEs in groRer Zahl an FceRl Rezeptoren, so
werden diese nach der Bindung des spezifischen Allergens an das IgE quervernetzt. Es
kommt zu einer Ausschittung von Histamin und TNF. Die FceRI Expression gilt daher auch
als Indiz fir eine allergische Reaktion. In Abwesenheit von CCL17 ist aufgrund der
reduzierten Heraufregulierung von FceRlI die allergische Reaktion deutlich reduziert. Im AD
Modell zeigte sich, dass die Anzahl von FceRI exprimierenden Zellen in den OVA-behandelten
Mausen signifikant geringer ist, wenn CCL17 nicht anwesend ist (Abb.14 C und D).

Zusammenfassend kann man sagen, dass in Abwesenheit von CCL17 die dermale Infiltration

mit CD4+ T-Zellen, Mastzellen und Eosinophilen stark reduziert ist.

3.3.3 Durch CCL17 wird die allergen-spezifische humorale Immunantwort verstérkt

Erhohte Serumtiter von allergen—spezifischem IgE sind charakteristische Kennzeichen der
extrinsischen Form der AD, von der 70-80% der AD Patienten betroffen sind [Homey et al.,
2006]. Die Anwendung des AD Mausmodells fiihrte zu einem 5fachen Anstieg des gesamten
IgE-Spiegels in OVA-behandelten CCL17E/+ Mausen im Vergleich zu den NaCl-behandelten
CCL17E/+ Mausen (Abb. 15). Im Gegensatz dazu war der Gesamt-IgE-Spiegel in den OVA
behandelten CCL17E/E Mausen 50% niedriger im Vergleich zu den OVA-behandelten
heterozygoten Kontrollen. Dennoch war der IgE-Spiegel in den CCL17-defizienten Mausen
deutlich héher nach OVA-Behandlung im Vergleich zu NaCl-behandelten CCL17E/E Ma&usen.
Ebenso konnte eine deutliche Reduzierung des OVA-spezifischen (Antigen-spezifischen) IgE-
Titers in den CCL17-defizienten Mausen im Vergleich zu den CCL17E/+ M&usen gezeigt
werden. Weitere Kennzeichen der AD sind antigen-spezifische Immunglobuline wie IgG1 und
IgG2a, die deshalb naher untersucht wurden. Deren Antikorpertiter waren nach OVA
Behandlung und in Abwesenheit von CCL17 fast um die Halfte niedriger im Vergleich zu den

OVA behandelten heterozygoten Tieren (Abb. 15). Man kann daraus schlussfolgern, dass
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CCL17 eine wichtige Rolle bei der Induzierung der allergen-spezifischen humoralen

Immunantwort im AD Mausmodell spielt.
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Abbildung 15: Die antigen-spezifische humorale Inmunantwort ist in Abwesenheit von CCL17 reduziert.

CCL17E/+ (E/+) und CCL17E/E (E/E) M&use wurden in drei Behandlungsintervallen mit Pflasterabziehen und
Applikation eines 1% OVA (OVA) oder Losungsmittel (NaCl) getranktem Pflaster behandelt. 24h nach der
letzten Behandlung wurde den Mausen das Blut entnommen und das Serum gewonnen. Mit einem Standard
ELISA Protokoll wurde die Gesamt-Menge an IgE gemessen (oben links). OVA-spezifisches IgE wurde indirekt
durch OVA markiertes Biotin detektiert. Die Mittelwerte der ODs aus zwei Experimenten mit 5-7 Mausen pro
Gruppe wurden mit + SEM dargestellt. OVA-spezifisches 1gG1 und —IgG2a wurde mit OVA-gebundenen ELISA
Platten gemessen. Die Titer wurden als Units im Vergleich zu einem Standardreferenz Serum berechnet. Drei

unabhangige Experimente mit 5-7 Mdusen wurden zusammengefiigt und die Mittelwerte + SEM sind gezeigt.
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3.3.4 CCL17 verstdrkt die Thl- und Th2-Zytokinproduktion in der Idsionalen Haut

Die Hautldasionen von AD Patienten sind von einer hohen Expression an Zytokinen
gekennzeichnet. Um einen besseren Uberblick iiber die Expression der Zytokine in der
lasionalen Haut im AD Mausmodell zu bekommen und den Einfluss von CCL17 auf die
Zytokinproduktion zu analysieren, wurde die Haut nach der letzten Behandlung bei -80°C
eingefroren, um spater die RNA zu isolieren. Nach dem Umschreiben in cDNA wurde die
Expression diverser Zytokine mittels RT-PCR relativ quantifiziert (Abb. 16). Im Gegensatz zu
den OVA-behandelten CCL17E/+ Ma&usen, waren Th2-Zytokine, wie IL-4, IL-13 und IL-10 in
den OVA-behandelten CCL17-defizienten Mausen, sowie in den NaCl-behandelten Mausen
signifikant reduziert und kaum detektierbar. Auch das Th1-Zytokin IFN-y war signifikant in
der Expression vermindert, wenn CCL17 wahrend der OVA-Behandlung abwesend war. In
den CCL17E/+ Mausen fihrte die OVA Behandlung zu einem grofRen Anstieg der IL-1B
Expression im Vergleich zur Losungsmittel Kontrolle. In CCL17-defizienten Méausen gab es
kaum Unterschiede in der IL-1B Expression zwischen OVA- und NaCl-behandelten Mausen.
Weiterhin wurde die RNA von FoxP3 analysiert, um Hinweise lber die Menge an rekrutierten
regulatorischen T-Zellen zu erhalten. Es konnte eine signifikant geringere Menge an FoxP3 in
den OVA-behandelten CCL17E/E Mausen im Vergleich zu den OVA-behandelten CCL17E/+
Tieren festgestellt werden.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Abwesenheit von CCL17 zu einer stark
verminderten Expression von Th1- und Th2-Zytokinen in der ldsionalen Haut im Vergleich zu

WT Mausen flhrt.
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Abbildung 16: mRNA Expression von Zytokinen in der behandelten Haut
24h nach der letzten Behandlung im AD Modell wurden Hautproben der behandelten Haut bei -80%

eingefroren und die RNA isoliert und in cDNA umgeschrieben. Real time PCR wurde mit Primern und Proben
(Applied Biosystems) fiir IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, IFN-y, IL-1B und FoxP3 durchgefiihrt. Es wurden Proben von 5-8
Mausen pro Gruppe analysiert und die Mittelwerte + SEM aufgetragen. Diese Daten wurden in Kooperation mit

H. Alenius von T. Savinko aus Helsinki angefertigt.

3.3.5 Die Abwesenheit von CCL17 fiihrt zur verminderten Effekto- T-Zellbildung im
hdLK

Eine mogliche Erklarung fiir die verminderte Zytokinexpression in der OVA behandelten Haut
von CCL17-defizienten Mdusen kdnnte die reduzierte Infiltration von CD4+ T- Zellen in die
Haut sein. Um ein vollstandiges Bild iber die T-Zellaktivierung in den CCL17-defizienten
Mausen nach der AD-Behandlung zu erhalten, wurde die Frequenz der T-Zellen und deren

Zytokinexpression in den hdLK untersucht. Die absolute Zellzahl der LK war in den CCL17E/+
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Mausen mit OVA um das 3fache erhéht, wahrend die CCL17-defizienten Tiere nur eine
Verdoppelung der Zellzahl im Vergleich zur NaCl-Kontrolle aufwiesen (Abb. 17A). Der
prozentuale Anteil an CD4+ T-Zellen (CD3+CD4+) sank nach der OVA Behandlung im
Vergleich zur Loésungsmittelkontrolle ab (Abb. 17B). Ist CCL17 nicht anwesend, so war diese
Reduktion nicht so stark ausgepragt (Abb. 17B). Der Anteil an IL-4 und IL-5 produzierenden
T-Zellen im LK war durch OVA in den CCL17E/+ Mausen signifikant erhéht (Abb. 17C und E).
In den CCL17-defizienten Madusen konnte nach der chronischen OVA-Behandlung keine
signifikante Steigerung der Frequenz der IL-4- und IL-5-produzierenden T-Zellen im Vergleich
zur Lésungsmittelkontrolle gemessen werden (Abb. 17C und E). Auch die Anzahl der IL-4 und
IL-5-poduzierenden T-Zellen stieg nach OVA in CCL17E/+ Tieren an (Abb. 17D und F). In
Abwesenheit von CCL17 (CCL17E/E Mause) war diese Anzahl deutlich reduziert (Abb. 17D
und F). AuRerdem fiihrte die Behandlung mit OVA zu einer erhdhten Frequenz (Abb. 17G),
sowie zu einer erhohten Zellzahl an IFNy- produzierenden T-Zellen im LK (Abb. 17H) von den
CCL17E/+ Tieren. Die Defizienz von CCL17 wirkte sich nur moderat reduzierend aus (Abb.
17G und H). Die absoluten Zahlen der FoxP3+ regulatorischen T-Zellen (Abb. 17K) waren in
den CCL17E/E Mausen reduziert, nicht aber die Frequenzen von FoxP3+ Zellen. Ahnliches
fand man bei den IL-17 sezernierenden Zellen. Auch hier waren die Frequenzen der IL-17+ T-
Zellen von der Abwesenheit von CCL17 nicht beeinflusst (Abb. 171). Jedoch war die absolute
Zellzahl in den CCL17E/E M&usen im Vergleich zu den CCL17E/+ Mé&usen reduziert.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Entstehung von Effektor T-Zellen in

Abwesenheit von CCL17 reduziert ist.
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Abbildung 17: Quantifizierung der Effektor-T-Zellen im hdLK

CCL17E/+ (E/+) und CCL17E/E (E/E) Mause wurden in drei Behandlungsintervallen mit Pflasterabziehen und 1%
OVA in NaCl (OVA) oder nur dem Lésungsmittel (NaCl) behandelt. 24h nach der letzten Behandlung wurden die
Zellen der brachialen LK gezdhlt (A). Der Anteil der T-Zellen (B) und die Anzahl der regulatorischen T-Zellen

wurde mit der Farbung gegen FoxP3 bestimmt (K). Die Zytokinproduktion wurde in vitro restimuliert, indem die
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LK Zellen fiir 2h mit PMA und lonomycin und Golgi Stop® inkubiert wurden. Die Expression von IL-4 (C), IL-5 (E),
IFN-y (G) und IL-17 (1) in den CD3+CD4+ Zellen wurde mit einer intrazellularen FACS Farbung gemessen und die
absoluten Zahlen von Effektor-T-Zellen berechnet (D, F, J). In (C, E, G) sind die individuellen Datenpunkte
gezeigt (CCL17E/+ Mause als Punkte und die CCL17E/E Mdause als Ringe) wobei der Mittelwert als Balken
dargestellt ist. Bei den LK der NaCl-behandelten Mause wurden jeweils drei Mause fiir jede Messung
zusammengefiigt, wiahrend die LK der OVA-behandelten Méause einzeln betrachtet wurden. Die Daten wurden
von drei individuellen Experimenten vereint. Es wurde der Sudent’s t-Test angewendet. Nur bei (C, E, G) wurde

der Mann-Whitney U Test benutzt

3.3.6 Gestorte Wanderung der DC in den hdLK und der ldsionalen Haut in CCL17-

defizienten Mdusen

Die absolute Zellzahl von DC (CD11c+ Zellen) in den drainierenden LK steht im engen
Zusammenhang mit der VergrofRerung der LK nach der OVA-Behandlung. In der Annahme,
dass die eingewanderten LZ und dDC im hdLK weitere Lymphozyten rekrutieren und dies zu
der VergrofRerung des LK flihrt, wurde untersucht, wie die DC im AD Mausmodell in den LK
eingewandert waren. In den WT &hnlichen Tieren stieg die DC Zahl auf das 4-5fache an,
wahrend CCL17-defiziente Mause nur einen zweifachen Anstieg an DC aufwiesen (Abb. 18A).
Obwohl die Frequenz der DC nach OVA im Vergleich zur NaCl Kontrolle anstieg, konnte dabei
kein Unterschied zwischen den beiden Mauslinien festgestellt werden (Abb. 18B). Die DC
Population im hdLK setzt sich aus mehren DC Subtypen zusammen, die alle durch
unterschiedliche Eigenschaften und Merkmale gekennzeichnet sind. Um die Anzahl der aus
der Haut kommenden DC im LK zu quantifizieren, wurden die LZ und dDC basierend auf
deren hohe Expression an MHC Klasse Il (MHCII) und der differentiellen Expression an CD24a
identifiziert (siehe Abschnitt 3.1). Es konnte nach der OVA-Behandlung eine deutliche
Immigration von LZ und dDC im Vergleich zur NaCl Kontrolle bei beiden Mauslinien
festgestellt werden. Dennoch wiesen die CCL17E/E Mause nach der OVA-Behandlung eine
deutlich reduzierte Einwanderung an DC (Abb. 18A), LZ (Abb. 18C) und dDC (Abb. 18E) im
Vergleich zu den CCL17E/+ Ma&usen auf. Zu bemerken sei, dass sich der prozentuale Anteil an

DC nicht dnderte (Abb. 18B).
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Abbildung 18: Anzahl der DC in den Haut-drainierenden LK (hdLK).

Die absolute Zellzahl der CD11c+ DC (A), der Anteil an CD11c+ DC (B) und die Anzahl der LZ (C) und dDC (D) pro
brachialen LK wurden durch eine FACS Farbung fiir CD11c, MHCIl und CD24a ermittelt. Im Fall der NaCl-
Kontrollen wurden die LK von jeweils drei Mausen vereint, die LK der OVA-behandelten Mause wurden
hingegen alle einzeln analysiert. Die Daten von drei unabhingigen Experimenten mit jeweils 5-7 Mausen pro

Gruppe wurden zusammengefigt.

Die Einwanderung von DC der Haut in den drainierenden LK war in Abwesenheit von CCL17
reduziert. Es stellte sich daher die Frage, ob die Auswanderung aus der Haut ebenfalls
beeintrachtigt war. Dafiir wurden von der behandelten Haut der Mause aus dem AD
Mausmodell Gefrierschnitte angefertigt und mit Anti-CD11c gefarbt, um die DC darzustellen.
Der mechanische Stress und die Gabe von NaCl induzierten keine erkennbare Auswanderung
der LZ in den CCL17E/+ und den CCL17E/E Mausen (Abb. 19A). Die LZ waren geordnet

nebeneinander aufgereiht.
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Abbildung 19: Verminderte Auswanderung von DC aus der ldsionalen Haut in Abwesenheit von CCL17
CCL17E/+ (E/+) und CCL17E/E (E/E) M&use wurden durch Pflasterabziehen und Applikation eines mit 1% OVA
oder NaCl getrankten Pflasters fiir dreimal eine Woche behandelt. 24h nach der letzten Behandlung wurde die

behandelte Haut entnommen und mit einer Immunfluoreszenzfarbung analysiert. (A) die Farbung gegen CD11c
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zeigt die Lokalisation der DC in der Epidermis ,E“ und Dermis ,,D“. Die Farbung gegen MHCII markiert die LZ in
der Epidermis. Hier wurde das Durchlichtbild dem Rotkanal Uberlagert. Fir die bessere Abgrenzung der
Epidermis und Dermis wurde nachtraglich eine Hilfslinie eingezeichnet. Haarfollikel besitzen eine starke griine
Autofluoreszenz und wurden daher mit ,H” gekennzeichnet. 6-8 unabhéangige Bereiche pro Schnitt wurden
ausgezahlt und die Mittelwerte + SEM pro Millimeter Epidermis wurden berechnet. Die gezeigten Daten sind

reprasentativ fir drei unabhangige Experimente mit jeweils 5-7 Mausen pro Gruppe.

Wenn die Mause allerdings mit OVA-behandelt wurden, so war die Frequenz der LZ in der
Epidermis der CCL17E/+ Mause um 50% reduziert (Abb. 19A und 20A). Die Zellzahl der
CD11c+ Zellen in der Dermis stieg um 100% an (Abb.19A und 20B). Im Gegensatz dazu, war
in den CCL17-defizienten Mausen eine Auswanderung von LZ nach der OVA Behandlung
nicht zu beobachten (Abb.19A und 20A). Die LZ verblieben in der Epidermis und durch die

Zunahme der Epidermisschichten wurde ihre perlschnurartige Anordnung durchbrochen

(Abb. 19A).
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Abbildung 20: Quantitative Auswertung der CD11c und MHCII Farbung der Haut.
6-8 unabhangige Bereiche pro Schnitt (siehe Abb. 19) wurden ausgezihlt und die Mittelwerte + SEM pro

Millimeter Epidermis wurden berechnet. Die gezeigten Daten sind reprasentativ flr drei unabhangige

Experimente mit jeweils 5-7 Mausen pro Gruppe.

Um AuszuschlieBen, dass dieser Effekt durch eine differentielle Expression von CD11c bei
den beiden Mauslinien verursacht wird, wurden Gefrierschnitte auch mit MHCII gefarbt,

welches in der Epidermis ausschlieBlich von LZ exprimiert wird. Wie in Abb. 19B und 20C zu
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sehen ist, erhielt man die gleichen Ergebnisse fiir die MHCII+ epidermalen LZ, wie bei der
CD11c Farbung (Abb. 20A und C). Die Frequenz der DC in der Dermis war hingegen zwischen
den OVA-behandelten CCL17E/+ und CCL17E/E Mausen gleich stark angestiegen (Abb. 20B).

Zusammenfassend kann man daher sagen, dass CCL17 die Auswanderung der DC aus der
Haut vermittelt. In Abwesenheit von CCL17 verbleiben die LZ in der Epidermis. Dies wird

auch an der reduzierten Einwanderung von dDC und LZ in die hdLK erkennbar.

3.3.7 Die durch ein Hapten induzierte Auswanderung der LZ benétigt CCL17

Die Beobachtung, dass CCL17 die Wanderung von DC beeinflusst, war bisher nicht
beschrieben worden. Deshalb sollten die Ergebnisse durch ein weiteres Experiment bestatigt
werden. Daflir wurde das Mausmodel der akuten Kontaktsensibilisierung mit DNFB
durchgefihrt, um zu untersuchen, ob die Haut-DC in den hdLK in Abwesenheit von CCL17
wandern kénnen. CCL17E/+ und CCL17-defiziente Mause wurden auf der dorsalen Seite
rasiert und mit DNFB bepinselt. Die Kontrolltiere erhielten das Losungsmittel
Aceton/Olivendl. Die maximale Menge an eingewanderten dDC erfolgt nach 1-2 Tagen, Lz
bendtigen jedoch 3-4 Tage bis sie im drainierenden LK ankommen [Kissenpfennig et al.,
2005]. Daher wurde die Anzahl der dDC und LZ nach zwei und vier Tagen in den hdLK
untersucht. In CCL17E/E Mausen war nach der DNFB Behandlung nach 4 Tagen die Anzahl
der LZ deutlich geringer im Vergleich zu den CCL17E/+ Tieren (Abb. 21). Bei den dDC konnte
dieser Unterschied schon zwei Tage nach der DNFB Behandlung beobachtet werden. Diese
Ergebnisse bestatigen die zuvor gemachten Befunde, dass die Immunantworten der CHS

vermindert sind, wenn CCL17 abwesend ist.
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Abbildung 21: CCL17 wird fiir die Auswanderung der DC aus der Haut nach Sensibilisierung benotigt.

0.5% DNFB wurde auf die rasierte Ruckenhaut von CCL17E/+ Mausen (schwarzer Balken) und CCL17E/E
Mausen (grauer Balken) aufgetragen. 2 und 4 Tage spater wurden die drainierenden LK auf die Anzahl der dDC
(A) und LZ (B) analysiert. Es wurden die Mittelwerte+x SEM von drei unabhéngigen Experimenten berechnet und

aufgetragen.

3.3.8 Die Migration der DC in Richtung CCR7 Liganden ist abhéingig von CCL17

Die Auswanderung von DC aus dem peripheren Gewebe und deren Eintritt in die
Lymphbahnen ist ein komplexer Prozess, welcher maligeblich von CCR7 und seinen Liganden
abhangt und gesteuert wird [Kellermann et al., 1999; Ohl et al., 2004; Riol-Blanco et al.,
2005]. Es stellte sich daher die Frage, ob CCL17 am Prozess der Wanderung von DC in
Richtung eines CCR7 Liganden beteiligt ist. Es wurden aus Knochenmark (KM) von CCL17E/+
und CCL17E/E Mausen DC in vitro generiert (KM-DC) und Gber Nacht mit LPS stimuliert. Nur
reife DC exprimieren den funktionellen CCR7 Rezeptor und reagieren auf CCR7 Liganden.
AnschlieBend wurde das Wanderungsverhalten in einem Transwellsystem untersucht. Die
DC wurden ins obere Well gegeben und ein CCR7 Ligand in das untere Well appliziert. Bei
zielgerichteter Wanderung transmigrieren die DC durch eine Membran mit Poren ins untere
Well, deren Zellzahl sich quantifizieren lasst. Es zeigte sich (iberraschenderweise, dass, im
Gegensatz zu normalen KM-DC, die Abwesenheit von CCL17 zu einem starken Defizit bei der

Transmigration, sowohl in Richtung von CCL19 als auch von CCL21, fiuhrte (Abb. 22A).
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Dennoch war die Wanderung in Richtung eines CCR7 Liganden in den CCL17-defizienten
Zellen im Vergleich zur spontanen Wanderung ohne weiteren Chemokinzusatz deutlich
erhoht. Interessanter Weise hatten die CCL17-defizienten DC im Vergleich zu den CCL17E/+
DC auch eine reduzierte spontane Wanderung, welche erkennbar wurde, wenn die DC ohne
weitere Chemokine inkubiert wurden (Abb. 22A). Wenn die CCR7 Liganden sowohl im
oberen als auch im unteren Well vorhanden sind, lasst sich untersuchen, ob allein die
Anwesenheit des Chemokins auch Auswirkungen auf die Zellen hat. Solche Auswirkungen
konnten Veranderung der Geschwindigkeit und Richtungswechsel sein. Es zeigte sich, dass
auch der Prozess der sogenannten Chemokinese in den CCL17-defizienten DC reduziert ist
(Abb. 22A).

Da die Wanderung von reifen DC durch das periphere Gewebe eine direkte Interaktion mit
der extrazellularen Matrix beinhaltet [Friedl and Brocker, 2004; Koch et al., 2006], wurde
auch die Wanderung von KM-DC am Mikroskop im 3D Collagen(Typ I)-Gel untersucht. Es
wurden reife GUber Nacht mit LPS aktivierte KM-DC von CCL17E/E und CCL17E/+ Mausen mit
einer Kollagenl6sung vermischt. Nachdem die Losung polymerisiert war, wurde ein Gradient
von CCL19 appliziert. Die Zellen wurden fir 3h alle 5min fotografiert. Die Bilder wurden dann
zu einer Filmsequenz zusammengefligt und mit dem Programm Imagel ausgewertet. Das
Bewegungsmuster ldsst sich, wie in Abbildung 22B zu sehen, graphisch darstellen. Wurde ein
Chemokingradient mit CCL19 appliziert, so zeigten KM-DC von CCL17E/+ Mausen eine starke
Migration, sowie eine deutliche Direktionalitat mit einem Wert von 0.52 £ 0.15 in Richtung
CCL19. Der theoretische Idealwert liegt in der Praxis bei 0.7 und setzt sich aus der Fluglinie
und dem tatsachlich zuriick gelegten Weg zusammen. Sind die DC defizient fiir CCL17, so ist
die Direktionalitdt in Richtung eines CCR7 Liganden auf 0.28 £ 0.18 gesunken. Auch dery —
Vorwarts-Wanderungsindex (engl.: y Forward Migration Index - y FMI), der die gerichtete
Bewegung entgegen eines Chemokingradienten entlang der y Achse beschreibt, war in den
CCL17-defizienten DC um 50% reduziert (Abbildung 22C rechts). Die Durchschnitts-
geschwindigkeit der CCL17-defizienten DC war ebenfalls deutlich reduziert im Vergleich zu
CCL17E/+ Zellen (Abb. 22C links). Zusammenfassend kann geschlussfolgert werden, dass
CCL17 essentiell fir DC ist, um auf CCR7 Liganden mit einer effizienten Chemotaxis reagieren

zu kénnen.
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Abbildung 22: DC besitzen in Abwesenheit von CCL17 nur eine eingeschrankte Fahigkeit in Richtung von CCR7 Liganden
zu Wandern.

KM-DC von CCL17E/+ (E/+) und CCL17E/E (E/E) M&usen wurden am sechsten Tag tUber Nacht mit 1pg/ml LPS
behandelt. Die Zellen wurden in ein Transwell mit 8 um groRBen Poren transferiert. Die Zellen wurden fir 3h bei
37°C mit oder ohne CCL19 oder CCL21 (A) im unteren, oder oberen und unteren Well inkubiert. Die nach dieser
Zeit im unteren Well angekommenen Zellen wurden blind ausgezahlt. Die Ergebnisse von drei unabhédngigen
Experimenten wurden vereint und die Mittelwerte £ SEM wurden berechnet.

Chemotaktische Wanderungsexperimente wurden in einer 3D Kollagenmatrix durchgefiihrt. LPS aktivierte KM-
DC von CCL17E/+ (E/+) und CCL17E/E (E/E) Mausen wurden mit einer Kollagen | —Lésung vermischt und ein
Gradient von CCL19 (600 ng/ml) appliziert. Alle 5 min wurde 3 Stunden lang ein Bild generiert, welche dann zu
einem Film zusammengefiigt wurden und analysiert werden konnten. Gezeigt sind die Plots von 60 verfolgten
Zellen/Probe (B) und deren Direktionalitit in Richtung CCL19 (B), reprasentativ ein Experiment von drei. In (C)
sind die Mittelwerte + SEM der Geschwindigkeit und Wanderungsfahigkeit entlang der y-Achse (y FMI) von drei

vereinten Experimenten gezeigt.

3.3.9 CCL17 reguliert die CCR7 Funktion ohne die CCR7 Expression zu verdndern

In Abwesenheit von CCL17 reagieren DC weniger effizient auf CCR7 Liganden. Als Ursache
wurde ein Einfluss von CCL17 auf die Expression von CCR7 angenommen. Um diese
Hypothese zu testen, wurden unreife und reife DC mit einem Antikérper gegen CCR7 gefarbt
und am FACS analysiert (Abb. 23A). Es zeigte sich, dass unter normalen Bedingungen CCR7
bereits auf unstimulierten KM-DC exprimiert wird (Abb. 23A, links). Diese Expression konnte
aber weiter herauf reguliert werden, wenn die DC lber Nacht mit LPS aktiviert wurden (Abb.
23A, rechts). Dies bedeutet, dass CCL17 nicht die Expression von CCR7 auf der Zelloberflache
reguliert. Zusatzlich wurde die Expression von CCR4, Rezeptors von CCL17, untersucht. Bei
unstimulierten DC von CCL17E/+ und CCL17E/E Mausen wurden gleiche Mengen an CCR4
gefunden. Nach einer Aktivierung mit LPS war die Expression von CCR4 bei DC von CCL17-
defizienten Tieren leicht erh6ht im Vergleich zu den DC von CCL17E/+ Tieren (Abb. 23A,

untere Reihe).
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Abbildung 23: Einfluss von CCL17 auf die CCR7 und CCR4 Expression bei DC.

Unstimulierte und LPS-aktivierte (1ug/ml) KM-DC von CCL17E/E Mause (griine Linie) und CCL17E/+ Mause (rote
Linie) wurden gegen CCR7 (A) oder gegen CCR4 (B) gefarbt. Als Negativkontrolle fir CCR4 wurden Milzzellen
aus CCR4-Knockout Mausen [Chvatchko et al., 2000] mit dem Antikorper gegen CCR4 gefarbt (grau schattierter
Graph). Als Negativkontrolle fir CCR7 wurden ungefarbte Zellen aufgenommen (grau schattierter Graph). Die
gezeigten Daten reprasentieren ein Experiment von drei unabhangigen Experimenten. (C und D) LZ wurden von
der dorsalen Haut von C57BL/6 (schwarze Linie), CCR4KO (blau gepunktete Linie), CCL17 E/+ Mausen (griine
Linie) und CCL17E/E Mé&usen (rote Linie) isoliert und gegen MHCIl und CCR7 direkt im Anschluss (links) gefarbt
oder erst nach einer Gber Nacht Kultur mit 1ug/ml LPS (rechts) gefarbt und analysiert. Der Graph in (D) zeigt die

CCR7 Expression von MHCII+ Zellen, die in (C) markiert wurden.

Eine weitere Fragestellung war, ob LZ, die nicht den konventionellen DC entsprechen und
sich von den DC einer KM-Kultur unterscheiden, eine differentielle CCR7 Expression
aufweisen. Daher wurden die LZ von Wildtyp, CCL17E/+ und CCL17E/E Ma&usen ex vivo auf
eine Expression von CCR7 untersucht. Direkt nach der Isolierung war bei den MHCII+ Zellen
der Epidermis keine CCR7 Expression auf der Zelloberflache detektierbar. (Abb. 23B und 23C,
links). Allerdings wurde nach einer Uber Nacht Inkubation mit LPS diese stark herauf
reguliert, wobei keine Unterschiede in der Expressionsstarke zwischen den verschiedenen
Mauslinien zu beobachten war. Ergdnzend wurde die Expression von CCR7 bei CCR4-
defizienten Mdausen gemessen, um zu erfahren, ob der CCR4 Signalweg an der CCR7
Expression beteiligt ist. Die Ergebnisse entsprachen aber denen der zuvor untersuchten
Mauslinien. Dies fihrte zu der Schlussfolgerung, dass die verminderte CCR7-abhdngige
Wanderung der CCL17-defizienten DC nicht das Resultat einer reduzierten Expression von
CCR7 auf der Zelloberflache ist. Weiterhin scheinen weder CCR4 noch CCL17 die Expression

von CCR7 auf der Zelloberflache zu regulieren.
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4 Diskussion

4.1 Die Expressionsstirke von CD24a unterscheidet LZ von dDC

4.1.1 CD24a ist ein geeigneter Marker fiir LZ und dDC

Die Haut ist zusammen mit den Schleimhauten das groRte Immunorgan im Korper. Sie bildet
eine erste Barriere gegen Umwelteinflisse. Allerdings ist sie auch standig potentiellen
Pathogenen und Fremdstoffen ausgesetzt. Obwohl das Stratum Corneum, oder auch
Hornschicht, ein Eindringen in den Kérper verhindert, reichen schon kleinste Kratzer und
Verletzungen der Epithelbarriere aus, damit Antigene in den Koérper gelangen. In der
normalen Haut kommen drei verschiedene DC Subtypen vor, die eidermalen LZ, die
plasmacytoiden DC und die myeloiden dDC. Letztere sind nochmals zu unterscheiden
zwischen Langerin+ und Langerin-negativen DC. Es wird angenommen, dass die DC der Haut
unterschiedliche Aufgaben haben. Sie vermitteln Toleranz, aktivieren das angeborene oder
auch das adaptive Immunsystem und tragen so zu einer gut funktionierenden
Immunantwort bei. Um diese DC Subtypen bei den verschiedenen Immunreaktionen der
Haut naher zu untersuchen, bedarf es einer Isolierung dieser DC und einer genauen ex vivo
phanotypischen und funktionellen Charakterisierung. Bisher war der extra- und intrazellulare
Marker Langerin die beste Moglichkeit LZ und Langerin+ dDC zu identifizieren. Allerdings
wird Langerin wahrend der Reifung internalisiert und kann oberflachlich nicht durch
Antikorper markiert werden. Nur eine intrazelluldre Farbung ermoglicht eine Identifizierung,
wirde aber auch durch die Fixierung der Zellen ein Absterben dieser nach sich fiihren.
Lebende LZ kénnten nicht isoliert und angereichert werden und stehen demnach nicht fir ex
vivo Experimente zur Verfliigung. Hinzu kommt, dass die dDC bisher schwer zu identifizieren
waren (Valladeau and Saeland, 2005), da LZ und dDC {berlappende Phanotypen und
Funktionen haben (Anjuere et al., 1999; Valladeau et al., 2002).

Die im ersten Teil dieser Promotionsarbeit vorgestellte Methode beschreibt, wie sich LZ und

dDC innerhalb der Haut, sowie im drainierenden LK aufgrund von MHCIl und CD24a
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unterscheiden lassen. Besonders fir die Haut ist diese Beobachtung wichtig, da der
klassische DC Marker CD11c durch den Verdau der Haut mit Trypsin zerstort wird. Eine
solche Trypsinsensitivitat konnte auch fir den Endozytoserezeptor DEC205 beschrieben
werden [Anjuere et al., 1999], welcher normaler Weise starker von LZ als von dDC exprimiert
wird. In der hier vorgelegten Arbeit konnte zum ersten Mal eine enge Korrelation von CD24a
mit Langerin, sowie eine differentielle Expression von CD24a in LZ versus dDC aufgezeigt
werden. In der Epidermis haben alle LZ eine hohe MHCII und CD24a Expression. Bei der
Dermis zeigte eine zusatzliche Farbung gegen CD103, dass die Langerin+ Zellen nicht nur
eine hohe CD24a Expression aufweisen, sondern auch zur Halfte CD103+ und zur Halfte
CD103-negativ sind. M. Merad beschrieb, dass die in der Dermis residierenden Langerin+ DC
eine CD103 Expression besitzen [Merad et al., 2008]. Weiterhin zeigte sie, dass die LZ, die
aus der Epidermis kommen oder in die Epidermis hinein wandern, keine CD103 Expression
aufweisen. Zusammenfassend bedeutet dies, dass mit einer Dreifach-Farbung gegen MHCII,
CD24a und CD103 die LZ der Epidermis und Dermis am FACS eindeutig identifizierbar sind.
Die Langerin-negativen DC in der Dermis haben keine oder nur eine sehr niedrige CD24a
Expression und sind zu iber 80% negativ fir CD103. Die anderen CD24a-positiven Zellen in
der Haut, wie aktivierte T-Zellen und Keratinozyten, sind MHCII-negativ und daher sehr gut
von den LZ zu unterscheiden.

Auch im drainierenden LK der Haut korrelierte die Expression von Langerin mit einer hohen
CD24a Expression. Da aber auch die B-Zellen eine hohe CD24a Expression besitzen, ist die
Verwendung eines DC Markers wie CD11c hilfreich. Zudem konnte in dieser Arbeit gezeigt
werden, dass nach der Applikation von FITC auf die Haut alle FITC+ Zellen im drainierenden
LK eine hohe MHCII Expression aufweisen. Dieses Ergebnis deckte sich mit dem von Ohl et al.
[Ohl et al., 2004], wo gezeigt wurde, dass unter normalen Bedingungen die MHCII-hoch
exprimierenden Zellen DC sind, die aus der Haut stammen. Auch in der Milz und im
mesenterialen LK kdnnen Langerin+ Zellen gefunden werden. Sie sind allerdings nicht mit
den LZ aus der Epidermis der Haut verwandt (Anjuere et al., 1999; Valladeau et al., 2002;
Stoitzner et al., 2003; Kissenpfennig et al., 2005). Zudem fehlt in diesen Organen die
Population der DC, die eine hohe MHCII Expression aufweisen. Daher dienten die Zellen des
mesenterialen LK als Negativkontrolle bei der FITC-Applikation, da keine Haut DC in diesem

von der Haut weit entfernten Organ nachzuweisen sind.
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass fir eine Identifizierung der Haut-DC im
drainierenden LK CD11c und MHCII ausreichen. Die zusatzliche Verwendung von CD24a
ermoglicht eine einfache Unterscheidung der DC aus der Haut in LZ und dDC. M&chte man
wissen, ob die Langerin+ oder auch CD24-hoch exprimierenden Zellen der Epidermis oder
der Dermis entstammen, so ist eine Farbung gegen CD103 noétig, denn Langerin und auch
CD24a konnen dies nicht darstellen. Einige aus ,dem Blut stammende DC“ sind auch als
Langerin+ beschrieben worden [Kissenpfennig et al., 2005]. Es konnte gezeigt werden, dass
bei ihnen die Langerinexpression ebenfalls mit einer hohen CD24a Expression korrelierte.
Allerdings gab es auch Langerin-negative Zellen, die eine hohe CD24a Expression besaRen.
Dennoch kann bei der Analyse der DC aus der Haut, die DC Population, welche aus dem Blut

stammt, leicht ausgeschlossen werden, da sie keine sehr hohe MHCII Expression aufweist.

4.1.2 Wanderungskinetik von CD24a exprimierenden LZ und dDC

Eine alternative Farbemethode fiir die DC der Haut im LK wurde von Rued| et al. vorgestellt
[Ruedl et al., 2000]. Sie zeigte, dass sich die LZ im LK aufgrund einer hohen CD11c Farbung
mit CD40 von den anderen DC unterscheiden lassen. Zur damaligen Zeit war der Langerin-
Antikorper noch nicht entwickelt. Es wurden daher in der hier vorgelegten Arbeit die
damaligen Ergebnisse mit einer Langerin- und auch CD24a-Farbung Uberprift. Nach der
Applikation von FITC auf die Haut konnte bestatigt werden, dass alle FITC-positiven Zellen
innerhalb der CD40-hoch CD11lc+ Population und der CD40-hoch CD11lc-hoch
exprimierenden Population lagen. Allerdings war es nicht méglich dDC von LC aufgrund einer
differentiellen Expression von CD11c zu unterscheiden. Die Verwendung von Langerin und
CD24a zeigte, dass in der Population der hohen CD11c und hohen CD40 Expression liber 70%
der Zellen Langerin sowie CD24a positiv waren. Allerdings waren nach 4 Tagen FITC
Applikation auch fast 50% der Zellen in der Population mit einem niedrigeren CD11c Level
positiv fur Langerin und CD24a. Offen bleibt, ob dies die residierenden Langerin+ DC der
Dermis sind. Eine weitere Farbung gegen CD103 kénnte mehr Klarheit dariber verschaffen.
Zudem erforderte die Methode nach Ruedl et al. eine Dichtezentrifugation, um die DC der

Haut anzureichern. Abgesehen von dem Zellverlust, den diese Art der Anreicherung mit sich
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fihrt, konnte diese Behandlung auch zu einer verdnderten Expression von
Oberflachenproteinen, wie CD11c auf den LZ fiihren. Diese Zellen waren dann der ,,falschen”

Population zugeordnet.

4.1.3 Funktion von CD24a

Bisher ist Giber die Funktion von CD24a immer noch wenig bekannt. 1994 konnten Enk und
Katz zeigen, dass CD24a eine kostimulatorische Funktion bei LZ hat, um Thil-
Immunreaktionen der Haut zu vermitteln [Enk and Katz, 1994]. Spater zeigte sich, das CD24a
nicht nur von hamatopoetischen Zellen, sondern auch von Gehirnzellen und von einer Reihe
an Epithelzellen gebildet wird (Shirasawa et al., 1993+; Poncet et al., 1996+; Magnoldo and
Barrandon, 1996; Maric et al., 1996.). Inzwischen findet CD24a immer mehr Beachtung in
der Tumorbiologie, da es an der Zelladhdsion und Metastasierung beteiligt ist. Es konnte
gezeigt werden, dass CD24a als Ligand fiir P-Selektine dient (Aigner et al., 1997). Friedrichs et
al. fanden, dass Tumorzellen die BlutgefaBe durchbrechen kénnen, indem deren CD24a
Epitop an P-Selektin der Epithelzelle bindet [Friederichs et al., 2000]. Damit wird die
Metastasierung durch CD24a gefordert. Tatsdchlich konnte eine hohe CD24 Expression auf
Tumorzellen mit einer schlechten Prognose und Uberlebensrate assoziiert werden
[Kristiansen et al., 2002; Kristiansen et al., 2004; Kristiansen et al., 2003]. Auch bei den LZ
und den dDC konnte nach der Aktivierung und Wanderung zum LK eine deutlich erhdhte
Expression an CD24a gezeigt werden. Die CD24a Expression konnte im direkten
Zusammenhang mit Migrations- oder Homing-Vorgangen stehen, da gerade die Gefalle der
Haut eine konstitutive Expression an E- und P-Selektinen aufweisen [Robert et al., 1999]. Es
ware vorstellbar, dass CD24a den Eintritt der LZ und dDC in die Haut, sowie nach Aktivierung,
deren Verlassen aus der Haut steuert. Fir die Langerin+ dDC konnte bereits gezeigt werden,
dass diese in Abhdngigkeit von der Bindung an E- und P-Selektin aus dem Blut in die Haut
rekrutiert werden [Ginhoux et al., 2007]. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die
Hohe der CD24a Expression in Kombination mit MHCII ein Unterscheidungsmarker fiir Haut-

residierende LC und dDC, sowie auch von aktivierten LC und dDC im hdLK ist. Diese Methode
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ist sehr einfach und erlaubt es elegant die Biologie der LZ und dDC ex vivo ndher zu

analysieren.

4.2 CCL17 in allergischen Immunreaktionen der Haut

Allergische Immunreaktionen der Haut konnen mit CHS Reaktionen experimentell an
Mausen untersucht werden. Bisher konnte keine direkte Verbindung zwischen der
epikutanen Exposition von einem Allergen und der Sezernierung von CCL17 hergestellt
werden. Hier konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass die Expression von CCL17
innerhalb der Haut durch das Hapten DNFB induziert wird. Es wurde bereits gezeigt, dass die
Applikation von einem Hapten zur Stimulierung von Keratinozyten und zur Aktivierung und
Reifung von LZ fuhrt [Aiba and Katz, 1990]. Nur reife DC sind in der Lage CCL17 zu
Sezernieren. Aullerdem wurden bei CCL17-defizienten Mausen geringere Ohrschwellungen
und damit auch verminderte Immunantworten gegen die Haptene DNFB und FITC

beobachtet. CCL17 spielt demnach eine wichtige Rolle bei allergischen Reaktionen der Haut.

4.2.1 Funktion von CCL17 bei der Pathogenese von AD

Leukozyten gelangen aus dem Blut in die lymphoiden Organe, sowie in periphere Gewebe,
indem sie einem Gradienten von Chemokinen folgen. Diese werden konstitutiv oder nur
wahrend Entziindungsreaktionen sezerniert [Homey et al.,, 2006; Lieberam and Forster,
1999]. Chemokine sind daflir bekannt, dass sie bei entziindlichen Hautreaktionen eine
stimulierende Wirkung haben kénnen. Bei der AD sind die Chemokine CCL11, CCL17, CCL18,
CCL22, CCL26, CCL27 und CX3CL1 direkt mit dem Schweregrad der Krankheit assoziiert. In
dieser Arbeit wurde die Funktion von CCL17 im Mausmodel der AD naher untersucht. Es
wurde ein Modellallergen OVA chronisch auf die gereizte Haut von Mausen mit einer CCL17-

Defizienz sowie bei normalen Mausen aufgetragen. Die Analysen ergaben, dass die
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Abwesenheit von CCL17 zu einer starken Linderung der Symptome der AD fihrt. CCL17 war
bisher dafiir bekannt praferentiell Th2-Zellen anzulocken [Imai et al., 1996; Lieberam and
Forster, 1999]. Diese Zellen sezernieren nach der Erkennung ihres Allergens vor allem IL-4,
IL-5, IL-10 und IL-13. Diese Zytokine fordern die Entwicklung von Antikorper-produzierenden
Plasmazellen und die Rekrutierung und Aktivierung von Mastzellen und eosinophile
Granulozyten. Daher stehen die Th2-Immunantworten in enger Assoziation mit allergischen
Reaktionen. In dieser Arbeit konnte erstmalig gezeigt werden, dass in Abwesenheit von
CCL17 die Th2- aber auch Th1-Zytokin-Expression in der behandelten Haut und im hdLK stark
vermindert ist. Zusatzlich hatten CCL17-defiziente Mause im Vergleich zu CCL17E/+ Mausen
in der Haut eine reduzierte Anzahl an Th2-Effektor-Zellen, Mastzellen und eosinophile
Granulozyten, wenn mit OVA sensibilisiert wurde. Die verringerte Einwanderung von CD4+ T-
Zellen ist aber wahrscheinlich eher das Resultat einer reduzierten Aktivierung von T-Zellen
im hdLK, da in den CCL17-defizienten Tieren weniger DC aus der Haut in den hdLK gelangen
und so weniger naive T-Zellen aktiviert und Thl- und Th2-Effektor-T-Zellen differenziert
werden. Dennoch konnte die Abwesenheit von CCL17 auch Auswirkungen auf die
Rekrutierung von aktivierten und CCR4-exprimierenden T-Zellen haben. Dies erscheint aber
wenig wahrscheinlich, denn es konnte bereits an Memory T-Zellen gezeigt werden, dass in
der Haut redundant zum CCR4 Signalweg der CCR10/CCL27 Signalweg wirken kann [Reiss et
al., 2001]. Die reduzierte Effektor-T-Zell Generierung fuhrte auch zu einer deutlich
verminderten antigenspezifischen Immunglobulinbildung. Besonders IgE ist eins der
klassischen Kennzeichen der extrinsischen AD. Die Abwesenheit von CCL17 hatte eine starke
Reduzierung des IgE-Titers zur Folge. Die FceRI Rezeptoren werden durch einen hohen IgE-
Spiegel aufreguliert. In den CCL17-defizienten Mausen sind allerdings weniger FceRI
exprimierende Zellen in der Haut zu detektieren. Zusammenfassend kann man sagen, dass
das Chemokin CCL17 eine wichtige Rolle bei der Initiierung einer allergischen Reaktion
einnimmt. Da die Abwesenheit von CCL17 zu einer deutlichen Linderung der
Krankheitssymptome der AD fiihrt, ist CCL17 ein geeignetes Zielmolekil fir die Entwicklung
von neuen Medikamenten und spezifischen Inhibitoren. Eine lokale Applikation von einem
epikutan aufgetragenen Inhibitor von CCL17 ware eine vielversprechende MaRnahme, um

die Symptome zu lindern, oder sogar praventiv AD-Symptome zu verhindern.
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4.2.2 CCL17 vermittelt die effiziente Wanderung von DC auf CCR7-Liganden

Weiterhin war es durch diese Arbeit zum ersten Mal moéglich, die Sezernierung von CCL17
mit der Wanderung von DC in einen Zusammenhang zu bringen. In den Mausmodellen fir
AD und CHS war die Auswanderung der DC, insbesondere der LZ aus der Haut zu den
drainierenden LK, deutlich reduziert, wenn CCL17-defiziente Tiere verwendet wurden. Diese
neuartige Beobachtung konnte durch das Filmen der Migration von KM-DC in vitro weiter
untermauert werden. CCL17 wird bendtigt, damit DC effizient auf CCR7-Liganden reagieren
kdnnen.

Die molekularen Mechanismen, welche die DC Wanderung aus der Haut in den
drainierenden LK regulieren, sind bisher nur teilweise verstanden. Die Stimulierung von CCR7
ist sowohl flir die Migration im Normalzustand, als auch unter inflammatorischen
Bedingungen essentiell. Nach der Reifung miissen DC CCR7 heraufregulieren [Granucci et al.,
1999], um in die dermalen afferenten lymphatischen Bahnen eintreten zu kdnnen.
Lymphatische Endothelzellen und Stromazellen im LK [Martin-Fontecha et al., 2003; Saeki et
al., 1999; Vassileva et al., 1999] exprimieren die CCR7-Liganden CCL19 und CCL21 konstitutiv
[Dieu et al., 1998; Sallusto et al., 1998b; Sozzani et al., 1998]; deren Gradienten induzieren
dann bei reifen DC eine gerichtete Migration. In Abwesenheit von CCR7 verbleiben DC und
LZ in der Dermis und kdnnen sich weder im Ruhezustand noch unter inflammatorischen
Bedingungen in den lymphatischen Geweben ansammeln [Ohl et al., 2004]. Im Gegensatz zu
den CCR7-defizienten Mausen, besitzen die CCL17E/E Mause im Ruhezustand allerdings
normale Anteile an Haut-DC im drainierenden LK. Dies bedeutet, dass die Auswanderung aus
der Haut im Ruhezustand nicht von CCL17 abhangt. Daflr spricht auch, dass in der gesunden
Haut CCL17 nicht exprimiert wird [Alferink et al., 2003]. Erst eine Stimulierung mit TLR oder
anderen Reifungssignalen, wie TSLP [Soumelis et al., 2002] und PGE2 [Mcllroy et al., 2006],
flihren zur Induzierung der CCL17-Expression (REF).

Bisher galt die Wanderung der LZ aus der Epidermis in die Dermis als CCR7-unabhdngig, da in
CCR7-defizienten Mausen nach Stimulierung eine normale Migration von der Epidermis in
die Dermis zu beobachten war [Ohl et al., 2004]. Bei den CCL17-defizienten Mausen konnte

hingegen eine verminderte Mobilisierung der LZ aus der Epidermis gezeigt werden. Dieser
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Unterschied konnte das Resultat unterschiedlicher Behandlungen der Mause sein. Alternativ
kdnnte CCL17 aber auch Einfluss auf die LZ und deren Penetration durch die Basalmembran
haben. Weiterhin ist bekannt, dass reife und unreife LZ CXCR4 exprimieren, um in
Abhangigkeit von dem CXCR4 Liganden CXCL12 und unabhangig von CCR7 aus der Epidermis
in die Dermis wandern zu kdnnen [Ouwehand et al., 2008]. Es stellt sich daher die Frage, ob
CCL17 auch zur Funktion von CXCR4 beitragt. In den CCL17-defizienten Mausen konnte im
Ruhezustand allerdings keine Akkumulation der LZ in der Epidermis beobachtet werden. Der
Zusammenhang, der zwischen CCL17 und CXCR4 wahrend einer Entziindungsreaktion
bestehen konnte, wurde bisher noch nicht nidher untersucht. Deutlich wurde in dieser
Arbeit, dass die Wanderung der LZ aus der Haut CCL17-abhangig ist. Auch die Migration der
dDC ist betroffen. Histologische Analysen zeigten aber, dass die Anzahl der CD11c+ DC in der
Dermis nach chronischer OVA-Behandlung durch eine standige zusatzliche Infiltration von DC
aus dem Blut hoch gehalten wird. Histologisch war es aber nicht moglich, die verschiedenen
DC-Populationen der Dermis zu unterscheiden. Im drainierenden LK konnte hingegen,
aufgrund der differentiellen Expression von CD24a bei den DC der Haut, klar gezeigt werden,
dass in Abwesenheit von CCL17 sowohl die LZ als auch die dDC gleichermalien von einer
reduzierten Einwanderung betroffen sind. Im Mausmodell der allergischen
Kontakthypersensitivitatsreaktion konnten die gleichen Beobachtungen gemacht werden.
Nach Aktivierung mit DNFB gelangte im Vergleich zu CCL17E/+ Mausen, in den CCL17E/E
Mausen nur eine reduzierte Anzahl von LZ und dDC in den hdLK. Dieser Befund erklart auch
die CHS Experimente von Alferink et al. [Alferink et al., 2003]. Die reduzierte Ohrschwellung
nach der zweiten Immunisierung mit einem Hapten wurde wahrscheinlich nicht durch eine
reduzierte Einwanderung der aktivierten T-Zellen, sondern durch eine geringere

Auswanderung der DC vermittelt.

4.2.3 Mechanismus der Wirkungsweise von CCL17

Obwohl CCL19 und CCL21 standig prasent sind, kann CCR7 nicht konstitutiv eine

Zellwanderung in Richtung dieser Liganden zu vermitteln [Giordano et al., 2006; Hagnerud et
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al., 2006; Scandella et al., 2004; Yen et al., 2008]. Dies konnte zum Einen fiir DC gezeigt
werden, die in vitro in Abwesenheit von PGE2 differenziert wurden, sowie fiur CD47-
defiziente DC. Beide exprimierten, wie die CCL17E/E DC auch, normale Spiegel an CCR7.
Dennoch waren sie nicht in der Lage eine effiziente und direktionale Migration in Richtung
von CCR7 Liganden zu vollfiihren. Allein die Anwesenheit von CCR7 auf der Zelloberflache ist
daher nicht ausreichend.

Proinflammatorische Molekiile wie PGE2 [Yen et al., 2008], Nitrit Oxide [Giordano et al.,
2006] und wie hier gezeigt CCL17 sind notig, um die CCR7 abhdngige Wanderung zu
verstarken. Man konnte spekulieren, dass die PGE2 Prasenz essentiell ist, um CCL17 zu
induzieren, denn Arbeiten von Mcllroy zeigten, dass PGE2 direkt die Expression von CCL17
induzieren kann [Mcllroy et al., 2006]. Zudem dauert es mehrere Stunden bis der CCR7
Rezeptors von PGE2 erfolgreich sensibilisiert wurde, was fiir eine PGE2-stimulierte
Induzierung weiterer Gene spricht.

Der molekulare Mechanismus, wie diese Faktoren auf CCR7 wirken, bleibt bisher aber noch
unverstanden. Eine Moglichkeit ist, dass die Chemokinrezeptoren CCR7 und CCR4 Rezeptor-
heterodimere bilden. Ahnliches konnte bereits fir CCR2/CCR5, CCR2/CXCR4 und
CXCR4/CCR5 gezeigt werden. Auch fiir CXCR7 konnte gezeigt werden, dass es an CXCR4
bindet und ein Heterodimer bildet. Der konstitutive Signalweg von CXCR4/CXCL12 wird
dadurch eingeschrankt. Die Bildung von Heterodimeren unter bestimmten Bedingungen
ermoglicht demnach das standig prasente Chemokine verschiedenste Funktionen ausiiben.
Eine weitere Moglichkeit ist, dass die vermittelten CCL17/CCR4 Signale den CCR7 Rezeptor
sensibilisieren. Eine solche Chemokinrezeptorsensibilisierung konnte ebenso in vitro flir das
konstitutive CXCR4 und das entziindliche CXCR3 gefunden werden. Beide Rezeptoren wirken
bei plasmazytoiden DC (pDC) synergistisch, um deren Wanderung zu induzieren [Vanbervliet
et al., 2003]. Sind nur CXCR3 Liganden zugegen, kann die Migration der pDC nicht stimuliert
werden, obwohl der Rezeptor normal exprimiert wird. Ist der CXCR4 Ligand CXCL12
zusatzlich gegenwartig, so ist die Migration der pDC deutlich erhoht.

In dieser Promotionsarbeit konnte nun zum ersten Mal ein in vivo Beweis fir einen
Zusammenhang zwischen einem induzierbaren und einem konstitutiv anwesenden

Chemokin, wahrend einer allergischen Reaktion erbracht werden.
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Alternativ zu diesen Uberlegungen kdnnten aber auch CCL17/CCR4-abhingige intrazellulire
Signale noétig sein, um Signaltransduktionselemente von CCR7 zu aktivieren.

Die Bindung von Liganden an Chemokinrezeptoren fihrt zur Aktivierung von Gi-Proteinen,
welche das Enzym Phospholipase C (PLC) dazu bringt Posphatidylinositol (4,5)-bisphospaht
(PIP2) in Inositol Triphosphat (IP3) und Diacylglycerol zu spalten. Letzteres aktiviert die
Protein Kinase C wédhrend IP3 die Freisetzung von Calcium vermittelt. Calcium wiederum
fordert viele Signalkaskaden, die dann Zellfunktionen wie Chemotaxis, Degranulierung und
die Expression von Adhédsionsmolekiilen und Integrinen vermitteln. Die Abwesenheit von
CCL17 hatte Auswirkungen auf die Chemotaktischen Eigenschaften der DC. Fir zuklnftige
Analysen der molekularen Wirkungsweise von CCL17 ware daher die Messung der Calcium-
Freisetzung in An-und Abwesenheit von CCL17 eine aufschlussreiche Untersuchung. Aber

auch die anderen Elemente der Signalkaskade gilt es zu untersuchen.

4.2.4 CCL17 und CCL22

CCL17 und CCL22 besitzen homologe Strukturen und beide adressieren denselben Rezeptor
CCR4. Man nahm daher an, dass sie redundant wirken kdnnen. Dennoch zeigte die CCL17-
Defizienz einen starken Phanotyp bei der Initiierung einer allergischen Immunantwort. Es
wird deshalb deutlich, dass CCL22 die Funktion von CCL17 nicht ersetzen und kompensieren
kann. Andererseits ist nicht auszuschliellen, dass der CCL17-Phanotyp noch ausgepragter
ware, wenn CCL22 gleichzeitig auch abwesend ist.

Penna et al. konnten sogar zeigen, dass CCL17 und CCL22 gegensatzliche Funktionen
ausiben konnen. Die Behandlung von DC mit 1,25-Dihydroxyvitamin D3 |0ste tolerogene
Eigenschaften aus, da in myeloiden DC CCL17 runter und CCL22 herauf reguliert wurde
[Penna et al., 2007]. Eine unterschiedliche Expression von CCL17 und CCL22 konnte auch in
Patienten mit AD beobachtet werden. Hier wurden CCL17 und CCL18, welches nur beim
Menschen gebildet wird, von den myeloiden DC coexprimiert. Die CCL22 Expression
hingegen konnte nur mit pDC innerhalb der Dermis in Verbindung gebracht werden

[Guttman-Yassky et al., 2007].
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Weiterhin wurde von Curiel et al. gezeigt, dass eine starkere Expression von CCL22 fiir ein
verstarktes Einwandern von CCR4+ FoxP3+ regulatorischen T-Zellen sorgt [Curiel et al.,
2004]. Man kann daher annehmen, dass eine CCL22 Expression eher die Rekrutierung von
regulatorischen T-Zellen verursacht, wahrend CCL17 die Auswanderung der DC und eine Th2
gerichtete Immunantwort fordert. Wie die zwei Chemokine innerhalb einer Zelle auf

molekularer Ebene reguliert werden, bleibt aber offen.

4.2.5 CCL17 und TSLP

Anhand des Mausmodells fiir AD konnte gezeigt werden, dass die chronischer OVA-
Applikation in Anwesenheit von CCL17 zu einer Auswanderung an LZ aus der Epidermis flhrt.
AuBerdem ist bekannt, dass die Wanderung der LZ aus der Epidermis in die darunter
liegende Dermis mit einer erhdhten Expression von TSLP (thymic stromal lymphopoietin)
innerhalb der Epidermis korreliert [Soumelis et al., 2002]. Interessanter Weise induziert TSLP
die Reifung von DC und die Expression von CCL17 [Soumelis et al., 2002]. Eine
Uberexpression von TSLP in Keratinozyten von Miusen fiihrte zur Entwicklung von AD-
dhnlichen Symptomen [Zhang et al.,, 2009]. Auch die transgene Expression von CCL17 in
Keratinozyten konnte TH2-abhangige CHS, eine IgE Sezernierung und andere AD adhnliche
Symptome induzieren [Tsunemi et al., 2006]. In TSLP-defizienten Tieren ist die Sezernierung
von Th2-Zytokinen nach chronischer OVA-Behandlung der Haut, wie in dem hier
vorgestellten Mausmodell fiir AD, deutlich vermindert. Allerdings zeigte die Abwesenheit
von TSLP weder einen Einfluss auf die Wanderung von Effektor-T-Zellen in die Haut, noch
einen Einfluss auf die Auswanderung von DC aus der Haut in den drainierenden LK [He et al.,
2008]. Die Expression von CCL17 wurde in diesen Mausen nicht untersucht. Es ist aber
wahrscheinlich, dass eine TSLP-Defizienz keine groflen Auswirkungen auf die CCL17-
Sezernierung im AD Modell hat, da auch TNF[] und PGE2 die Expression induzieren kdnnen.
Dies konnte eine Erklarung dafiir sein, dass die Auswanderung der DC in diesen Mausen

nicht beeintrachtigt war.
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4.2.6 Ausblick

Diese Arbeit zeigte eine weitere bisher unbekannte Funktion von CCL17. Die von dem CCR7-
CCR7Ligand vermittelte Wanderung ist deutlich effizienter wenn CCL17 zugegen ist. Die
genauere molekulare Wirkungsweise von CCL17 auf den CCR7 Signalweg ist noch
unverstanden und bedarf weiterer Untersuchungen. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass
in Abwesenheit von CCL17 und nach chronischer OVA-Behandlung die LZ in der Epidermis
akkumulierten. Die Auswanderung aus dieser Hautschicht wird aber von CXCR4 gesteuert
und ist unabhangig von CCR7. In Migrationsstudien soll daher untersucht werden, ob CCL17
auch auf den CXCR4 Signalweg wirkt.

In vitro generierte DC aus dem Knochenmark, welche eher den konventionellen DC
entsprechen und nicht den LZ dhnlich sind, zeigten in Abwesenheit von CCL17 eine stark
reduzierte Wanderungsgeschwindigkeit und Direktionalitdt. Auch andere Organe die im
direkten Kontakt mit der Umwelt stehen, wie Lunge und Darm, besitzen DC, die CCL17
produzieren kdonnen. Die Lungenkrankheit Asthma, welche zu den atopischen Krankheiten
gehort, konnte mit einem hohen CCL17-Spiegel assoziiert werden. Zusatzlich fand man bei
allergischen Reaktionen gegen Nahrungsmittelbestandteile eine hohe Expression von Th2-
Zytokinen im Darm, unter anderem aber auch CCL17 [Knight et al., 2007]. Es ist daher
anzunehmen, dass der Einfluss von CCL17 auf die CCR7 gesteuerte Wanderung nicht
spezifisch fiir die DC der Haut ist, sondern von allgemeiner Bedeutung im Immunsystem ist.
Um dies genauer zu untersuchen miissen Mausmodelle fiir allergische Immunreaktionen des
Darms und das Asthma Mausmodell mit den CCL17-defizienten Mausen durchgefiihrt
werden. Es zeigt sich dann, ob die Abwesenheit von CCL17 hier auch zur Linderung der

Symptome fiihrt.

Mit dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Chemokin CCL17 wichtige Rolle bei der
Migration der DC aus der Haut spielt. Es ist vorstellbar, dass CCL17 essentiell ist, den CCR7
Rezeptor zu sensibilisieren, wenn die DC nicht in einem unreifen oder semi-reifen
tolerogenen Zustand, sondern in einen reifen stimulierenden Zustand versetzt werden

sollen. CCL17 wirkt daher als Sensor und Vermittler eines Entziindungsreizes. Es sorgt fir
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eine effiziente schnelle und gerichtete Wanderung der DC in den drainierenden LK, um dort
naive T-Zellen zu aktivieren. AuBerdem konnte zuvor schon gezeigt werden, dass CCL17
CCR4+ T-Zellen anlockt. Bei der Entwicklung von therapeutischen Ansdtzen fir die
Behandlung der AD aber auch von anderen entziindlichen Immunreaktionen wurde bisher
die Blockade des CCR4 Rezeptors angedacht. Hier konnte nun ein neues Zielmolekil bei der
Entwicklung von Medikamenten und spezifischen Inhibitoren aufgezeigt werden. Eine lokale
Applikation von einem epikutan aufgetragenen Inhibitor von CCL17 wadre eine
vielversprechende MalRinahme, um die Symptome der AD zu lindern, oder sogar praventiv
AD-Symptome zu verhindern. Es soll daher in Kooperation mit Prof. Dr. Michael Famulok ein
Inhibitor generiert werden und dessen Wirkung zundchst am Mausmodell untersucht

werden.
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6 Zusammenfassung

Die dendritischen Zellen (DC) der Haut, bestehend aus den Langerhans Zellen (LZ) und den dermalen
DC (dDC), sind essentiell fur die Initilerung von Immunantworten der Haut. Um zu untersuchen, wie
sie zu allergischen Immunreaktionen beitragen, ist es entscheidend, die DC Subtypen phanotypisch
eindeutig bestimmen und charakterisieren zu kdnnen. Bisher waren die Expression von Langerin
zusammen mit der Abwesenheit des Oberflaichenmolekiils CD103 die einzigen Merkmale, um LZ von
dermalen DC und dermalen Langerin+ DC zu unterscheiden. In dieser Arbeit konnte mit CD24a ein
weiteres Epitop gefunden werden, welches zwischen Langerin+ Zellen und dDC innerhalb der Haut
und im Haut-drainierenden Lymphknoten differentiell exprimiert wird.

CCL17 ist ein inflammatorisches Chemokin, welches von reifen CD11c+ CD8a- CD11b+ DEC205+ DC
nach ,toll-like-receptor” (TLR) Stimulierung oder nach Aktivierung durch TSLP, IL-4, PGE2 oder TNFL]
sezerniert wird. CCL17+ DC sind in den peripheren Lymphknoten, der Mukosa von Lunge und Darm,
jedoch nicht in normaler Haut und der Milz zu finden. CCL17 adressiert, wie CCL22 auch, den
Rezeptor CCR4. CCR4 ist auf aktivierten Th2-Zellen, regulatorischen T-Zellen und Gedachtnis-T-Zellen,
aber auch auf LZ zu finden. Wéahrend einer Entziindungsreaktion wurde CCL17 bisher die Funktion
der Rekrutierung von aktivierten T-Zellen an den Ort der CCL17 Sezernierung zugesprochen.
Weiterhin wurde die Expression von CCL17 mit atopischen Krankheiten in Zusammenhang gebracht.
Bei der atopischen Dermatits (AD) korreliert die Starke der CCL17 Expression innerhalb der Haut und
im Serum eng mit dem Schweregrad dieser Hauterkrankung. Mit der Verwendung von CCL17/EGFP
Reportermausen gelang es in dieser Arbeit zu zeigen, dass im Gegensatz zu normaler Haut, die
Exposition der Haut mit einem Antigen zu einer CCL17 Expression auf den meisten dDC und einem
Teil der LZ, allerdings nicht auf Keratinozyten fiihrt. Desweitern wurde ein Mausmodell fir AD
verwendet, um den Einfluss von CCL17 auf die Pathogenese dieser Krankheit zu untersuchen. In
Abwesenheit von CCL17 waren die leukozytdre Infiltration der Dermis, die Allergen-spezifische
humorale Immunantwort, sowie die Generierung von Effektor-T-Zellen deutlich reduziert. Als
Ursache dafiir konnte eine weitere, bisher unbekannte Funktion von CCL17 nachgewiesen werden. Es
konnte innerhalb dieser Arbeit zum ersten Mal gezeigt werden, dass CCL17 im Rahmen einer
Entziindung wichtig fiir die Auswanderung der DC aus dem peripheren Gewebe ist. Mit Hilfe von in
vitro Migrationstests konnte bei der CCR7/CCR7Ligand vermittelten Wanderung eine deutlich
effizientere Migration in Anwesenheit von CCL17 gezeigt werden, da sich die Geschwindigkeit der
DC-Wanderung erhohte und die Direktionalitdit verbessert wurde. CCL17 ist demnach ein
entziindliches Chemokin, welches bei allergischen Immunreaktionen die CCR7 vermittelte

Wanderung von DC aus der Haut férdert.
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7 Summary

Professional antigen presenting cells of the skin, namely Langerhans cells (LC) and dermal dendritic
cells (dDC) are crucial for mediating skin immune reactions. For further understanding of their
contribution to allergic skin reactions, the phenotypic characterization and identification of DC
subpopulations is essential. Until now the expression of Langerin and the absence of the surface
molecule CD103 were the only distinctive markers, by which LC can be distinguished from dermal
Langerin+ cells and conventional dDC. Within this thesis it is shown that the heat stable antigen
CD24a is differentially expressed on Langerin+ cells and dDC in the skin and skin draining lymph
nodes and can be used as a convenient surface marker to distinguish between different cutaneous
DC subsets.

CCL17 is an inflammatory chemokine, which is expressed by CD11c+ CD8a- CD11b+ DEC205+ DC after
activation through toll-like-receptor (TLR) stimulation or through TSLP, IL-4, PGE2 or TNF[]. CCL17+
DC are located within peripheral lymph nodes as well as the mucosa of lung and gut, but are
completely absent from untreated skin and the spleen. CCL17 and CCL22 share the receptor CCR4
that is mainly found on activated Th2 cells, regulatory T cells, memory T cells and on LC. During an
inflammatory response, CCL17 was previously shown to recruit activated T cells to the site of
chemokine secretion. Additionally, the expression of CCL17 has been associated with atopic diseases.
In patients suffering from Atopic Dermatitis (AD) the level of CCL17 in the circulation correlates with
the severity of the disease. Using CCL17/EGFP reporter mice, it could be shown that in contrast to
normal skin, allergen exposure leads to CCL17 expression by most of the dDC and to a lesser extend
LC, but not keratinocytes within the epidermis.

To analyze the precise role of CCL17 in the pathogenesis of AD, a mouse model of AD was utilized to
compare CCL17-deficient mice with wild-type mice regarding their development of AD symptoms.
The absence of CCL17 led to decreased dermal infiltration and allergen-specific humoral immune
responses, in line with lower numbers of effector T cells. In addition, a so far unknown function of
CCL17 was identified in this thesis: CCL17 is essential to mediate the emigration of skin-derived DC in
an inflammatory micromilieu. By using in vitro migration assays it was possible to show that the
CCR7/CCR7Ligand mediated migration is strongly enhanced in the presence of CCL17. This is also
indicated by a significant increase of migratory velocity and directionality of the cells in the presence
of CCL17.

In conclusion, CCL17 plays an essential role in allergic skin diseases by promoting the CCR7-

dependent emigration of DC from the skin under inflammatory conditions.
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9 Anhang

Die in dieser Arbeit gezeigten Daten wurden teilweise veroffentlicht:

CD24a expression levels discriminate Langerhans cells from dermal dendritic cells in murine
skin and lymph nodes.

Stutte S, Jux B, Esser C, Forster I.
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113



Erkldrung

Hiermit erklare ich, dass die hier vorliegende Promotionsarbeit mit dem Titel: ,Funktion des
Chemokins CCL17 bei allergischen Immunreaktionen der Haut” von mir selbstandig verfasst
und neben den angegebenen Quellen keine weiteren Hilfsmittel verwendet habe. Die
Dissertation wurde in der vorliegenden oder in dhnlicher Form noch bei keiner anderen
Institution eingereicht. Ich habe bisher keine erfolglosen Promotionsversuche

unternommen.

Dusseldorf, den 14. Mai 2009

114



