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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Mpyeloid Differentiation Primary Response Gene (MyD) 88 ist ein wichtiges Signalmolekiil
fir die Pathogen-Erkennung durch Mustererkennungsrezeptoren und die Induktion
entziindlicher Abwehrreaktionen. Auch sterile Gefahrensignale bei nicht-infektiosen
Entziindungsreaktionen konnen von MyD88-abhidngigen Rezeptoren erkannt werden.
Atopische Dermatitis (AD) ist eine allergische Erkrankung, bei der es durch Stérung der
Hautbarriere zur verstarkten Invasion von Umweltantigenen in die Haut kommt. Die Abwehr
von Hautinfektionen ist vermindert, was auf eine Storung der Immunabwehr zuriickgefiihrt
wird. Insbesondere das Staphylokokken-Enterotoxin B (SEB) ist an der Progression der
Erkrankung beteiligt.

MyD88-defiziente Miuse wiesen erhohte Immunglobulin E (IgE)-Spiegel auf, was auf die
Ausbildung stirkerer Allergie-Symptome hindeuten konnte. Im Ovalbumin-abhidngigen
Mausmodell fiir AD wurde dagegen festgestellt, dass MyD88-abhingige Signalwege fiir die
Induktion der allergischen Entziindungsreaktionen notwendig waren. Dazu gehorten eine
Verdickung der Epidermis durch Hyperproliferation der Keratinozyten, die Emigration von
Langerhanszellen aus der Epidermis, der Influx von Makrophagen in die Dermis, die
Zytokinproduktion von Antigen-spezifischen T-Zellen im Lymphknoten, sowie die
Produktion von Antikorpern. Auch bei der AD-Progression durch Co-Administration von
SEB spielten MyD88-abhéngige Signalwege eine Rolle.

Die Funktion von MyD88 in Keratinozyten wurde mithilfe Zelltyp-spezifischer
Re-Expression von MyD88 im MyD88-defizienten Organismus untersucht. Im AD-Modell
war MyD88 in Keratinozyten nicht ausreichend, um die Allergen-abhingige Verdickung der
Epidermis zu induzieren, forderte aber die Langerhanszell-Migration und verminderte den
Influx von T-Zellen in die Dermis. In primédren murinen Keratinozyten war MyD88 fiir die
Produktion von Entziindungsmediatoren notwendig, die Migration von Langerhanszellen
fordern, wie IL-1a und GM-CSF. Hingegen wurde das Zytokin TSLP von MyD88-defizienten
Zellen deutlich stirker produziert als von MyD88-profizienten Zellen. TSLP kdnnte an der
gehemmten Langerhanszell-Migration und verstdrkten T-Zell-Rekrutierung in MyD88-
defizienten Méausen beteiligt sein. Demnach sind MyD&88-abhingige Signalwege bei der
Interaktion von Keratinozyten und anderen Zelltypen fiir die Induktion und den Verlauf von
AD notwendig.

In weiteren Studien konnte die Funktion von TSLP, sowie die Rolle von MyDS88 in

Keratinozyten bei Autoimmunreaktionen néher untersucht werden.



Summary

Summary

Myeloid Differentiation Primary Response Gene (MyD) 88 is a key molecule for pathogen
recognition and the induction of inflammatory defense reactions by receptors of the innate
immune system. MyD88-dependent receptors can also sense sterile danger signals in non-
infectious inflammatory responses. Atopic dermatitis (AD) is a chronic allergic skin disease,
possibly caused by skin barrier damage which leads to enhanced invasion of environmental
antigens into the skin. The clearance of skin infections is also diminished in AD, which is
attributed to a disturbed immune defense. Especially Staphylococcal Enterotoxin B (SEB) is
involved in progression of the disease.

Naive MyD88-deficient mice exhibited elevated immunoglobulin E (IgE) levels, possibly
pointing to enhanced allergy symptoms. However, in an Ova-dependent AD mouse model,
MyD88-dependent signaling pathways were necessary for the induction of allergic
inflammatory reactions. These included epidermal thickening due to keratinocyte
hyperproliferation, Langerhans cell emigration from the epidermis, dermal influx of
macrophages, cytokine production of antigen-specific lymph node T cells and the production
of antibodies. MyD88-dependent signaling pathways were also involved in AD progression
through co-administration of Ova+SEB.

The function of MyDS88 in keratinocytes was analyzed by cre-loxP-mediated cell type-specific
re-expression of MyD88 in MyD88-deficient mice. MyD88-induced signal transduction in
keratinocytes was not sufficient to induce allergen-dependent epidermal thickening in the AD
model. However it did promote Langerhans cell migration and reduced T cell infiltration into
the dermis. In primary murine keratinocytes MyD88 was necessary for the production of
inflammatory mediators which can promote Langerhans cell migration, such as IL-la and
GM-CSF. In contrast, the cytokine TSLP was produced in much larger amounts by MyD88-
deficient cells compared to MyDS88-proficient cells. TSLP might be involved in the
diminished Langerhans cell migration and enhanced T cell recruitment seen in MyD88-
deficient mice. Thus, MyD88-dependent signaling pathways are required for the interaction
between keratinocytes and other cell types during the induction and course of AD.

Additional studies may focus on the function of TSLP, as well as the role of MyD88 in

keratinocytes during autoimmune reactions.
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1 Einleitung
1.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem schiitzt den Organismus vor duBleren Einfliissen, Gewebeschdden und
entarteten Zellen. Es ist fiir die Bekdmpfung von Infektionen durch Bakterien, Viren,
Parasiten und Pilzen sowie Tumor-bildenden Zellen zustindig und dariiber hinaus auch am
Schutz vor UV-Strahlung, schéddlichen Stoffen und Toxinen sowie der Aufrechterhaltung der
Haut- und Schleimhautbarrieren beteiligt (1, 2). Es interagiert mit der kommensalen Flora der
Barriereorgane (Haut und Schleimhiute), die ebenfalls zum Schutz vor pathogenen Keimen
beitrdgt (3, 4), und hat daher im Darm auch eine Funktion bei der Néhrstoffaufnahme (5).

Das Knochenmark der gro3en Rohrenknochen ist der Ort der postnatalen Himatopoese und
damit auch der Ursprung der Immunzellen. Es wird daher auch als primédres lymphatisches
Organ bezeichnet, ebenso wie der Thymus, der u. a. fiir die T-Zell-Entwicklung und
-Selektion notwendig ist. T-Zellen mit autoreaktivem oder nicht funktionellem T-Zell-
Rezeptor werden dort eliminiert. Die sekundédren lymphatischen Organe umfassen die Milz,
den Blinddarm, die Lymphknoten, Rachenmandeln und Tonsillen, sowie kleinere
lymphatische Gewebe in und an den Schleimhduten. In diesen Organen wird die
Immunabwehr koordiniert (1).

Zum Immunsystem gehdren weiterhin zirkulierende zelluldre und 16sliche (humorale)
Bestandteile. Die meisten spezialisierten Immunzellen gehen aus himatopoetischen
Stammzellen hervor (6) (Abb. 1) und werden ein Leben lang stindig erneuert.
Gedichtniszellen, die andauernde Immunitit nach Infektionen oder Impfungen aufrecht
erhalten, kdnnen lange Zeitrdume ruhend iiberdauern. Einige Gewebe-residente Immunzellen
wie z. B. Langerhanszellen kénnen auch von gewebsstindigen Vorlduferzellen nachgebildet
werden. Viele Zelltypen, die nicht zu den klassischen Immunzellen gezéhlt werden, besitzen
immunologische Funktionen, wie z. B. die Ausschiittung von Zytokinen durch Keratinozyten
(Abschnitt 1.2.1). Uberdies exprimiert jede Korperzelle MHC Klasse I-Molekiile zur
Unterscheidung zwischen ,,selbst* und ,,fremd* (1).

Zu den 16slichen Bestandteilen zdhlen Serumproteine wie das Komplement-System und die
Antikorper, welche zwar von Zellen produziert und aktiviert werden, jedoch dann frei im Blut

zirkulieren und dort zur Immunabwehr beitragen (1).
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Abb. 1: Schema der Hamatopoese (6). Langlebige hdamatopoetische Stammzellen (Long term
hematopoietic stem cells) im Knochenmark bringen alle Blut-Zelltypen hervor. Uber verschiedene
Stufen differenzieren sie zu erythroiden (MEP), myeloiden (GMP) oder lymphoiden (CLP)
Vorlduferzellen und schliefllich zu distinkten spezialisierten Populationen von Blut- und
Immunzellen: Erythrozyten, Thrombozyten (platelets), Makrophagen, Granulozyten (neutrophile,
basophile, eosinophile), myeloide dendritische Zellen, lymphoide dendritische Zellen, NK-Zellen,
T-Zellen, B-Zellen.

1.1.1 Angeborene Immunit:it

Uber viele Jahre stand groBenteils das adaptive Immunsystem im Fokus der Forschung. Dies
war bedingt durch noch fehlende Erkenntnisse {iber die Mustererkennung und
Antigenprésentation des angeborenen Immunsystems. Deswegen wurde die angeborene
Immunabwehr auch ,,unspezifisch® genannt. Seit der Entdeckung der Funktion von Toll-like
Rezeptoren (TLR) fiir die Immunabwehr Mitte der 1990er Jahre (7-10) riickte das angeborene
Immunsystem wieder verstérkt ins Interesse der Wissenschatft.

Die ersten Beschreibungen iiber Zellen und Effekte des angeborenen Immunsystems reichen
dennoch weit zuriick, da viele dieser Zelltypen gut mit klassischen histologischen
Farbemethoden darstellbar und definierbar sind, z. B. im manuell erstellten Blutbild oder in
Gewebepriparaten und -schnitten. So wurden bereits 1868 die epidermalen Langerhanszellen
entdeckt, jedoch nach ihrer Morphologie fiir Nervenzellen gehalten (11). Mittlerweile weil3

man, dass sie eine distinkte Population von dendritischen Zellen darstellen.
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Die Zellen des angeborenen Immunsystems sind vorwiegend myeloiden Ursprungs (Abb. 1).
Sie umfassen Monozyten, welche zu Makrophagen oder (myeloiden) dendritischen Zellen
differenzieren konnen, Granulozyten (neutrophile, eosinophile, basophile), Mastzellen, aber
auch natiirliche Killerzellen (NK-Zellen), die lymphatischen Ursprungs sind. Diese grobe
Einteilung wurde inzwischen um viele funktionell unterscheidbare Subpopulationen erweitert.
Insgesamt sind fiir Immunzellen (auch adaptive) mehr als 300 Oberflichenantigene
beschrieben, die meistens mit CD (Cluster of Differentiation) und fortlaufenden Nummern
benannt werden (12).

Diese Zellen konnen rasch auf eindringende Pathogene reagieren, indem sie lokale
Entziindungen auslésen, um eine Infektion einzugrenzen und abzuwehren. Dabei kénnen
Gewebezellen und Gewebe-residente Immunzellen weitere Entziindungszellen zur
Eintrittsstelle rekrutieren. Auch durch die Freisetzung endogener Gefahrensignale nach einem
Gewebeschaden werden Immunzellen rekrutiert (13).

Wenn die lokale Entziindung nicht ausreicht, um eine Ausbreitung der Erreger zu verhindern,
wird mit einer Verzogerung von einigen Tagen das erworbene Immunsystem aktiviert. Den
dendritischen Zellen (14) wird dabei eine Schliisselrolle zugeschrieben, indem sie die Art der
erworbenen Immunabwehr beeinflussen kdnnen. Zusammen mit den Makrophagen gehoren
sie zu den professionellen Antigen-prisentierenden Zellen.

Dendritische Zellen exprimieren viele Mustererkennungsrezeptoren (Pattern Recognition
Receptors, PRR), welche durch Co-Evolution mit Pathogenen entstanden sind und
hochspezifisch an invariante Strukturen von Pathogenen (Pathogen-Associated Molecular
Patterns, PAMP) binden konnen, sowie auch an endogene Gefahrensignale (Danger-
Associated Molecular Patterns, DAMP), welche bei Gewebeschidden frei werden (15). Nach
Bindung eines PAMP oder DAMP an den entsprechenden Mustererkennungsrezeptor werden
Makrophagen und dendritische Zellen aktiviert, nehmen verstirkt Antigene auf, wandern
durch Lymphgefie in Lymphknoten ein und prasentieren dort die prozessierten Antigene auf
MHC Klasse II-Molekiilen (MHCII) den T-Helferzellen. Sie sezernieren gleichzeitig
Zytokine, um die Differenzierung der von ihnen aktivierten T-Helferzellen zu steuern (1, 2).
Das Muster dieser Zytokine héngt vermutlich von der Art des aufgenommenen Pathogens
ab (16).

Dendritische Zellen kénnen Antigene auch nach Aufnahme ins Zytosol auf MHC Klasse I-
Molekiilen (MHCI) prisentieren und zytotoxische T-Zellen aktivieren. Dieser Prozess wird

als Kreuzprésentation bezeichnet (17).
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1.1.2 Toll-like Rezeptoren und das Signalmolekiil MyD88

Das am léngsten bekannte PAMP ist Lipopolysaccharid (LPS), der Hauptbestandteil der
Zellwand Gram-negativer Bakterien. Es wurde irrtiimlich Endotoxin genannt, da es nur beim
Absterben der Bakterien frei wird und daher vermutet wurde, es handele sich um ein
intrazelluldres Molekiil; der Begriff ist bis heute gebrduchlich. LPS bindet an Toll-Like-
Rezeptor (TLR) 4, einen der am besten charakterisierten TLRs (18, 19).

TLRs sind eine Gruppe von membranstidndigen Mustererkennungsrezeptoren, die konservierte
Strukturen von Pathogenen erkennen (20). Sie sind wichtig fiir die Regulation der erworbenen
Immunabwehr, aber auch an der Pathogenese von Autoimmunerkrankungen beteiligt,
moglicherweise iiber die Erkennung von endogenen Gefahrensignalen (21). Ihre Ektodoméne
besitzt eine konservierte Struktur, die als Leucine-rich-repeat (LRR)-Motiv bezeichnet wird,
die zytoplasmatische Doméne wird als Toll/ Interleukin 1 Receptor (TIR)-Domine bezeichnet
(22). Abb. 2 zeigt beispielhaft die Struktur von TLR3 nach Aktivierung. TLR1-6 sind auf der
Zellmembran lokalisiert, TLR7-9 befinden sich in intrazelluldren Vesikeln. Insgesamt sind
tiber 20 TLRs bekannt, davon 13 bei Sdugern (23) und zehn beim Menschen (24). TLR10 ist
beim Menschen, nicht aber bei der Maus bekannt (25). Aus diesen Griinden sind TLR1-9 am

besten untersucht, sie kommen sowohl beim Menschen als auch bei der Maus vor.

Abb. 2: Proteinstruktur eines aktivierten TLR-Dimers (TLR3: blau, violett) mit gebundener dsRNA
(rot, griin) in der Zellmembran (grau). Die tbrigen TLRs besitzen sehr dhnliche Strukturen. (26)

Alle bekannten TLRs mit Ausnahme von TLR3 benétigen das Adaptermolekiil Myeloid
differentiation primary response gene (MyD) 88 (27-29) fiir die Signalweiterleitung nach
Ligandenbindung. TLR3 bendtigt hierfiir das Molekiil TRIF, fiir die komplette Funktion von
TLR4 sind beide Molekiile, MyD88 und TRIF, notwendig. AuBBerdem ist MyD88 auch fiir die
Signalwege der Zytokinrezeptoren IL-1-Rezeptor und IL-18-Rezeptor (30) verantwortlich.
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Das MyD88-Protein ist im Zytoplasma lokalisiert und besteht aus einer N-terminalen
Todesdomine (death domain, DD), einer intermedidren Doméne (ID) und einer C-terminalen
TIR-Doméne. Diese TIR-Domiéne bindet an die TIR-Doméne der TLRs und IL-1R / IL-18R,
wihrend die DD andere Proteine iiber deren DD rekrutiert und bindet.
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Abb. 3: Ubersicht aller bei der Maus bekannten MyD88-abhingigen Rezeptoren und ihrer
Signalwege, modifiziert nach (31). MyD88 (blaue Balken) ist das Adapterprotein fiir die
Signalweiterleitung aller TLRs auBer TLR3 und eines der beiden Adapter von TLR4, sowie der
Zytokinrezeptoren IL-1R und IL-18R. MyD88 wird an die intrazelluldre TIR (Toll/interleukin-1receptor)-
Doméne der Rezeptoren rekrutiert und rekrutiert seinerseits IRAK4 (IL-1R-associated kinase 4), was
eine Signalkaskade auslost, die zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB und damit zur
Expression pro-inflammatorischer Zytokine wie TNF fiihrt.

TLRs bilden zur Ligandenbindung Homo- (TLR4, 5 ,7-9, auch TLR3) oder Heterodimere
(TLR2/1 bzw. TLR2/6). Nach dieser Aktivierung fiihrt die Rekrutierung von IRAK4 (IL-1R-
associated kinase 4) durch MyD88 zu einem Signalweg iiber IRAK1. TRAF6 (tumor-
necrosis-factor-receptor-associated factor 6) und TAKI1 (transforming-growth-factor-f-
activated kinase) werden von UEVI1A (ubiquitin-conjugating enzymeE2 variant 1) und
UBCI13 (ubiquitin-conjugating enzyme 13) ubiquitinyliert und aktiviert. Dies aktiviert den
IKK-Komplex (inhibitor of NF-kB kinase) und schlieBlich NF-xB sowie die vorgeschalteten
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Kinasen von p38 und JNK (Jun N-terminal kinase). NF-xB transloziert nach Aktivierung in
den Zellkern und initiiert die rasche Transkription vieler pro-inflammatorischer Gene wie
TNF. Eine spéter einsetzende TNF-Transkription wird zusédtzlich iber TRAF6 und Interferon
Regulatory Factor (IRF) 5 ausgelost. Bei TLR7-9 fiihrt der MyD88-IRAK4-Signalweg
zusitzlich iiber TRAF3 zur Aktivierung von IRF7 und schlieBlich ebenso wie bei IRF1 zur
Freisetzung von Typ I Interferon (31).

Die Funktion von MyD88 kann durch negative Regulatoren inhibiert werden. Dazu gehdren
MyD88s, eine kiirzere SpleiB3-Variante des Proteins, die die IRAK4-Rekrutierung stort, sowie
FADD (FAS-associated death domain) und IRAK-M, welches die Freisetzung von IRAK1
und IRAK4 von MyD88 hemmen kann. MyD88 bindet weiterhin an IRFS (Interferon-
regulatory Factor 5) und IRF1. Im letzteren Fall wandert MyD88 mit IRF1 in den Zellkern.
Bei der Signalgebung tiber TLR2 und TLR4 ist der weitere Adapter MAL (MyD88-adaptor-
like protein) fiir die Rekrutierung von MyD88 notwendig. Dieser Prozess wird unter anderem
von BTK (Bruton’s tyrosine kinase) und SOCSI1 (suppressor of cytokine signaling 1)
reguliert, welche die Degradierung von MAL fordern (31).

Wie hoch evolutiondr konserviert die angeborene Immunitdt ist, zeigt eindrucksvoll der
StBwasserpolyp (Hydra vulgaris), der zu den Nesseltieren (Stamm Cnidaria) gehort.
Nesseltiere gehdren zu den éltesten Tierfossilien, es gibt sie seit mindestens 550 Millionen
Jahren. Bereits bei diesen einfach gebauten Mehrzellern ist MyD88 fiir die Abwehr von
Bakterien wie Pseudomonas aeruginosa und die normale Besiedelung mit kommensalen
Bakterien notwendig (32). Auch bei Pflanzen sind LRR-Rezeptoren bekannt, die zur
Pathogenabwehr beitragen, jedoch unterscheiden sich die Mechanismen von denen der
Tiere (33).

Die Wichtigkeit von MyD88 beim Menschen zeigt die schwere Immundefizienz von MyD88-
defizienten Patienten, die interessanterweise mit zunehmendem Alter abnimmt (34-36). Vor
der Einfiihrung von Antibiotika, Impfungen und passiven Immunisierungen waren von einer
solchen Mutation betroffene Kinder vermutlich nicht tiberlebensfdhig und auch heute noch
erreichen viele diagnostizierte Patienten wegen invasiver bakterieller Infektionen nicht das
Erwachsenenalter. Im Erwachsenenalter jedoch konnen therapeutische Mafinahmen wie
Antibiotikaprophylaxe oder Immunglobulin-Gabe héufig reduziert oder abgesetzt werden.
MyD88-vermittelte Signalwege scheinen also nach der Jugend, wenn schon ein
immunologisches Gedéchtnis gegen die meisten Erreger aufgebaut ist, weniger wichtig zu

sein als in der frihen Kindheit.
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Die Funktionen der Toll-like-Rezeptoren zur Induktion und Modulation der adaptiven
Immunitdt werden als vielversprechende Angriffspunkte fiir therapeutische Intervention bei
verschiedenen Krankheitsbildern untersucht (37). Ein bereits hdufig verwendetes Medikament
ist der TLR7-Ligand Imiquimod (Aldara®), der bei topischer Applikation sehr wirksam die

Immunantwort gegen Basalzellkarzinome und humane Papillomaviren aktiviert (38).

1.1.3 Erworbene / adaptive Immunitit:

Die erworbene Immunabwehr wird vornehmlich durch lymphoide Zellen geleistet, d. h. von
T-Zellen und B-Zellen. Diese Zellen besitzen mit den T-Zell- bzw. B-Zell-Rezeptoren ein
enormes Repertoire an Bindungsmoglichkeiten, da sie aus variablen Gensegmenten aufgebaut
sind, die wahrend der Zellentwicklung zuféllig kombiniert werden. Dieser Prozess wird als
somatische Rekombination bezeichnet und fiihrt dazu, dass praktisch jede naive T- bzw.
B-Zelle eine andere Rezeptorstruktur hat. Zellen, deren Rezeptor autoreaktiv oder nicht
funktionell ist, werden wihrend der Zell-Entwicklung eliminiert (39).

T-Helferzellen (CD4" T-Zellen, Tu-Zellen) leiten nach ihrer Aktivierung durch Antigen-
prasentierende Zellen die adaptive Immunantwort ein. Abhingig von der Art des Antigens
und des Zytokinmilieus kénnen T-Helferzellen in verschiedene Richtungen differenzieren
(Abb. 3): zu klassischen Tui- oder Tuz-Zellen, Tuz-dhnlichen Tno-Zellen oder Twui7/22-
Zellen (40).

Tui-Zellen sind die Hauptquelle von Interferon (IFN)-y, was fiir die Abwehr von
intrazelluldiren Pathogenen sowie von Tumoren notwendig ist und die Produktion von
Chemokinen fordert, die wiederum Phagozyten rekrutieren. Tuz-Zellen richten die
Immunabwehr gegen Parasiten und sind wichtige Ausloser allergischer Entziindungen.
Tui722-Zellen sekretieren v. a. IL-17A / IL-22. IL-17A hat dhnliche Funktionen wie IFN-y, es
fordert die Sekretion vieler Zytokine und Chemokine und wird sowohl mit
Autoimmunerkrankungen als auch mit Allergien in Zusammenhang gebracht. IL-22 induziert
lokale Gewebsentziindungen (40) aber kann auch schiitzende Funktion fiir Epithelgewebe
haben (41).

Héufig, wie auch bei der atopischen Dermatitis, ist nicht nur eine homogene Art von
T-Helferzellen beteiligt, sondern es werden sowohl Tui- als auch Tuz-assoziierte Mediatoren
produziert (42). Weitere T-Zell-Populationen sind natiirliche und induzierte regulatorische

T-Zellen, die iiber die Freisetzung von IL-10 und Transforming Growth Factor (TGF)-p
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Immunantworten ddmpfen bzw. unterdriicken sowie zytotoxische CD8" T-Zellen, die als
Effektorzellen infizierte oder entartete Zellen zerstéren konnen (40).

Alle bisher genannten T-Zellen besitzen einen sogenannten af-T-Zell-Rezeptor. Eine andere
Gruppe sind die selteneren y3-T-Zellen, die weniger gut charakterisiert sind und auch

angeborene Immunfunktionen haben konnen (43, 44).
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Abb. 4: Diversitat von T-Helferzellen. Abhangig von dem jeweiligen Zytokinprofil, der Reaktion auf
Chemokine und der Interaktion mit anderen Zellen kénnen T-Helferzell-Populationen verschiedene
Arten von Entziindungsreaktionen einleiten. Regulatorische T-Zellen sind eine heterogene Gruppe
von T-Zellen mit inhibitorischen Funktionen. Modifiziert nach (40)

Tui- / Tu2-Zellen konnen B-Zellen zur Freisetzung von Antikorpern aktivieren. Es existieren
mehrere Klassen von Antikdrpern. Zunéchst produziert jede B-Zelle Antikorper der Klasse M,
ein Klassenwechsel wird durch die beteiligten T-Helferzellen vermittelt. Tuz-Zellen
induzieren die Produktion von Immunglobulin E (IgE) und IgG1, Tui-Zellen fordern die
Produktion von IgG2a/c (45). IgM und bei der Maus auch IgG3 werden als natiirliche
Immunglobuline bezeichnet, die von B-Zellen ohne vorherige Stimulation durch
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T-Helferzellen produziert werden konnen (46, 47). Antikorper erkennen ihre spezifischen
Antigene und konnen durch Neutralisierung, Opsonisierung oder Komplementaktivierung

protektiv wirken (1, 2).

1.2 Haut und Umwelt

Die Haut schiitzt den Organismus vor &uBleren Einfliissen sowie vor Wasser- und
Wiérmeverlust. Sie besteht aus drei Schichten, die jeweils hauptsidchlich aus einem
strukturgebenden Zelltyp aufgebaut sind: der auBlen liegenden Epidermis (Oberhaut) mit
Keratinozyten, der Dermis (Lederhaut) mit Fibroblasten und der innen liegenden Subkutis
(Unterhaut) mit Fettgewebe. Abb. 5 zeigt den histologischen Vergleich der Haut von Maus
und Mensch. Die Hautstrukturen unterscheiden sich stark in Dicke von Dermis und

Epidermis, Haarfollikeldichte, dermaler Architektur und Lokalisation von Melanozyten (48).
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Abb. 5: Vergleichende Histologie der Riickenhaut von Maus und Mensch (oben 5x VergroRerung,
unten 20x VergroRerung). MalRstabsbalken = 100 um. B = Basalschicht; BMZ = Basallamina-Zone;
G = granuldre Schicht; S = Plattenepithelschicht; SC = Stratum Corneum. (48)

1.2.1 Epidermis

Der Haupt-Zelltyp in der Epidermis sind die strukturbildenden Keratinozyten. Sie werden aus

der Basalschicht stetig neu gebildet und durchlaufen mehrere Differenzierungsstadien, die
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morphologisch die Schichten der Epidermis charakterisieren. Ausdifferenzierte abgestorbene
Keratin- und Filaggrin-reiche Korneozyten (Hornzellen) sind in eine Lipidmatrix eingebettet
und bilden so das Stratum corneum (Hornschicht) und damit die mechanische Hautbarriere
(49) (Abb. 6). Zwischen den noch lebenden Keratinozyten im darunter liegenden Stratum
granulosum (Kornerschicht) sind tight junctions ausgebildet, die eine zuséitzliche
Diffusionsbarriere darstellen, aber iiber spezielle Poren auch den Fliissigkeitshaushalt der

Haut regeln kénnen (50).
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Abb. 6: Schematische Darstellung der Epidermis, nach (49). BPAG = Bullous pemphigoid antigen;
CE= cornified envelope; SC = Stratum Corneum; SPR = small proline-rich protein;
TG = transglutaminase.

Neben der mechanischen Barriere bildet die Epidermis auch eine immunologische Barriere.
Auf der Haut finden sich viele antimikrobielle Peptide und Enzyme, die eine Kolonisierung
mit pathogenen Mikroben verhindern, jedoch die Besiedelung mit der physiologischen
Hautflora erlauben. Dies wird durch die Erkennung von Pathogen-spezifischen Molekiilen
sowie Toleranzmechanismen gegeniiber den Kommensalen méglich (51-53).

Zwischen den Keratinozyten befinden sich folgende Netzwerk-bildende Zelltypen:
Melanozyten, Langerhanszellen sowie bei der Maus residente vo-T-Zellen mit dem
invarianten y3-T-Zellrezeptor Vy3 (54). lhnen ist gemeinsam, dass sie lange Dendriten
ausbilden und damit Zell-Zell-Kontakte herstellen konnen. Langerhanszellen sind epidermale

dendritische Zellen, sie konnen Antigene aufnehmen und in die Haut-drainierenden
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Lymphknoten einwandern, um dort T-Zellen zu aktivieren (55). Den epidermalen y5-T-Zellen
wird eine Rolle bei der Wundheilung zugeschrieben (56). Sie erkennen vermutlich ein von
Keratinozyten freigesetztes Antigen und konnen auch in die Lymphknoten einwandern
(44, 57). Melanozyten sind hauptséchlich fiir den UV-Schutz zusténdig, indem sie Melanin
produzieren, was von den Keratinozyten aufgenommen und apikal eingelagert wird, um den
Zellkern abzuschirmen und vor UV-induzierten DNA-Schiden zu schiitzen (58). Daneben
verfiigen sie aber auch {iber PRRs und konnen proinflammatorische Zytokine

produzieren (59).

In neuerer Zeit werden den Keratinozyten immer mehr immunologische Funktionen
zugeordnet. Nach ihrer offensichtlichen Rolle bei der Wundheilung werden sie auch als aktive

Immunmodulatoren gegen Pathogene und andere Noxen beschrieben (60, 61).

Contractile

Basal keratinocytes

Abb. 7: Der Aktivierungszyklus von Keratinozyten (human) (62). Basale, aktivierte, kontraktile und
differenzierte Keratinozyten sind durch die Produktion unterschiedlicher Keratine gekennzeichnet.

Basale Keratinozyten produzieren Keratin 5 (K5) und K14. Sie kénnen Ca*'-abhiingig
differenzieren und dann K1 und K10 produzieren oder sie konnen aktiviert werden und dann
K6 und K16 produzieren. Keratinozyten produzieren gro3e Mengen an IL-1 (62). Es liegt in
diesen Zellen als IL-1-Speicher im Zytoplasma vor (63). IL-1 ist fiir die Differenzierung von
Keratinozyten wichtig, aber auch das primére Signal fiir die Keratinozyten-Aktivierung. Bei
Beschiddigung der Zellen bzw. Aktivierung des Inflammasoms (ein zytoplasmatischer
Proteinkomplex, der durch zwei Signale aktiviert wird, z. B. ultraviolette Strahlung und LPS
(64)) wird es freigesetzt, um sofort an die IL-1-Rezeptoren der umliegenden Zellen zu binden.
Dies aktiviert die Keratinozyten autokrin und parakrin und induziert die Produktion von K6
und K16, die von TNF und TGF aufrecht erhalten wird. AuBerdem regt IL-1 die
Keratinozyten zur Produktion von GM-CSF an (65). Dieses wiederum ist fiir die Aktivierung
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von Langerhanszellen notwendig (66). Ein weiteres Signal, wie IFN-y, kann die Produktion
von K17 induzieren und Kontraktilitit der Keratinozyten fordern. TGF-B ist ein
deaktivierendes Signal, das die Riickkehr zum basalen Phénotyp und die erneute Produktion
von K5 und K14 cinleitet (62).

Humane Keratinozyten konnen funktionelle TLRs exprimieren (67). In unserer Arbeitsgruppe
wurde auch fiir murine Keratinozyten die Expression von TLR1-4 sowie TLR6 auf RNA-
Ebene nachgewiesen (unverdffentlichte Daten). Auflerdem konnen humane Keratinozyten
eine Vielzahl von Zytokinen und Chemokinen produzieren, was fiir murine Keratinozyten
teilweise noch nicht nachgewiesen wurde. Murine Keratinozyten erweisen sich haufig als
schwierig zu isolieren und kultivieren, so dass aus diesem Grund wenige ex vivo- bzw.
in vitro-Daten vorliegen. Da die murine Haut durch das dichte Fell besser geschiitzt ist als die
humane Haut, und da in der murinen Haut residente epidermale T-Zellen vorkommen, die
beim Menschen unbekannt sind, wire es jedoch denkbar, dass murine Keratinozyten durch
evolutiondre Anpassung weniger und / oder andere Entziindungsmediatoren freisetzen als

humane Keratinozyten.

1.2.2 Dermis

In der Dermis finden sich verschiedene Typen von residenten Immunzellen. Dies sind v. a.
Mastzellen, dermale dendritische Zellen, T-Zellen und Granulozyten. Sie liegen vermehrt im
oberen Bereich der Dermis, dem Stratum papillare vor (68). Dort setzen die Lymphgefifie an,
die zu den Haut-drainierenden Lymphknoten fiihren (69). Da residente Immunzellen im Falle
einer Hautverletzung sofort vor Ort sind, konnen sie schnell mit der Induktion von
Entziindungsreaktionen beginnen, um eine Invasion von Pathogenen und Toxinen
einzudimmen und eine Ausbreitung im Kdrper zu verhindern.

Im Falle einer solchen Entziindung fiihrt die Zytokinfreisetzung zur Migration Antigen-
prasentierender Zellen durch die LymphgefiaBe in die Haut-drainierenden Lymphknoten, um
T-Helferzellen zu aktivieren. Durch von anderen Zellen in der Haut freigesetzte Chemokine
werden die T-Helferzellen und weitere Immunzellen wie Phagozyten in die Dermis rekrutiert,

um Pathogene und Toxine zu zerstoren und die Wundheilung zu férdern.
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1.3 Allergien

Allergien oder atopische Erkrankungen werden allgemein als eine hypersensible
Abwehrreaktion des Immunsystems an Barriereorganen gegen harmlose Substanzen aus der
Umwelt verstanden (70). Dies grenzt sie von Autoimmunerkrankungen ab, welche alle
Organe und Gewebe des Korpers betreffen konnen und nicht von Fremd-Antigenen ausgelost
werden.

Seit {iber einem halben Jahrhundert wird beobachtet, dass die Prévalenz allergischer
Erkrankungen zunimmt, insbesondere in Industrielindern und bei hohem Lebensstandard
(Abb. 8a). Dies weist auf eine umweltbedingte Pathogenese der Erkrankung hin (71).
Erkrankungen aus dem atopischen Formenkreis treten haufig assoziiert auf (Abb. 8b). Dieser
Effekt, bei dem sich die atopische Dermatitis (AD) meist als erstes manifestiert, wird als
LAtopic / Allergic March® (atopischer / allergischer Marsch) bezeichnet (72, 73) und deutet

auf die systemische Komponente dieser Erkrankungen hin.
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Abb. 8: Epidemiologie allergischer Erkrankungen. a) Steigende Pravalenz atopischer Erkrankungen in
Industrielandern wie GroRbritannien. (71) b) Atopischer Marsch: Prédvalenz von AD,
Nahrungsmittelallergie und Allergie der Atemwege in einer Kohorte von 236 Kindern wahrend eines
Beobachtungszeitraums von 17 Jahren. (72)

Klassischerweise werden Allergien in vier Typen von Hypersensibilititsreaktionen eingeteilt,
die die Art der Entziindung immunologisch differenzieren. Diese Einteilung wird in neuerer

Zeit durch wachsende Kenntnisse tiber Ausloser und Mechanismen ergénzt (1, 74):
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e Typ-I-Reaktionen (Sofort-Typ) sind z. B. allergische Rhinitis (Heuschnupfen) und
allergisches Asthma. Sie werden hauptsichlich durch Bindung von Allergen-
spezifischem IgE an Mastzellen vermittelt. Bei Bindung des Allergens an das IgE-
Molekiil fiihrt dies zur Degranulierung der Mastzellen und damit Freisetzung von
Histamin und anderen Entziindungsmediatoren. Diese fiihren zu Prozessen in der
Mucosa  der  Atemwege wie Odembildung,  Mucus-Produktion  und
Bronchokonstriktion, in schweren Féllen Anaphylaxie (d. h. systemische Reaktion bis
zum lebensbedrohlichen Kreislaufschock).

e Typ-II-Reaktionen (zytotoxischer Typ) werden vornehmlich durch Medikamente
ausgelost. Sie sind gekennzeichnet durch IgG-Bindung von zellgebundenen
Antigenen. Dies fiihrt zur Aktivierung zytotoxischer T-Zellen und des Komplement-
Systems und in der Folge zur Lyse der durch das Antigen gebundenen Zellen.

e Typ-IlI-Reaktionen  (Immunkomplex-Typ) sind  beispielsweise  allergische
Gefiallentziindungen. Sie werden im Gegensatz zu Typ-II-Reaktionen durch 16sliche
Antigen-Antikdrperkomplexe ausgelost, die ebenfalls das Komplement-System
aktivieren, was die Freisetzung lytischer Enzyme in den Gefaf3en bewirkt.

e Typ-IV-Reaktionen (Spittyp) wie das allergische Kontaktekzem werden durch
T-Zellen vermittelt. Je nach Art der beteiligten T-Zellen (Tui, T2, zytotoxisch)
werden verschiedene Zytokine ausgeschiittet und weitere Immunzellen aktiviert.

Die atopische Dermatitis (AD) (Abschnitt 1.3.1) ist eine Typ-1/ IV-Mischform.

Neuere Forschungen beschiftigen sich mit einer urspriinglich protektiven Funktion
»allergischer* Reaktionen (75) in Barriereorganen wie Haut, Lunge oder Darm. Dabei geht es
nicht nur um ihre Rolle bei der Abwehr parasitdrer Infektionen durch Immunreaktionen wie
die Degranulation von Mastzellen, was Immunmediatoren wie Histamin und lytische Enzyme
freisetzt. FEine Parasiteninfektion kann tiiber Expansion regulatorischer T-Zellen
interessanterweise zur Minderung allergischer Symptome fiihren (76). Vielmehr werden auch
die Figenschaften der Allergieausloser charakterisiert. ,,Vermeintlich“ harmlose Allergene
weisen hdufig Strukturdhnlichkeiten mit Liganden von Mustererkennungsrezeptoren auf (z. B.
ein Hausstaubmilben-Antigen (77)), greifen als Proteasen die Hautbarriere an (z. B.
Milbenantigene und Pollen (78)), wirken toxisch (z. B. Gift der Honigbiene (79)) oder
karzinogen (viele Kontaktallergene (80)). Daher konnten Abwehrmechanismen, die Allergien
auslosen, auch einen positiven Effekt haben, indem sie den Organismus vor solchen Noxen

schiitzen.
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1.3.1 Atopische Dermatitis

Atopische Dermatitis (AD, atopisches Ekzem, Neurodermitis) ist eine wiederkehrende
entziindliche Hauterkrankung, die vornehmlich im Kindesalter auftritt und mit starkem
Juckreiz einhergeht. Aktuell sind 10-20 % der Kinder in Industrienationen betroffen. Die
Erkrankung verschwindet hiufig wihrend der Pubertdt und persistiert bei ca. 3 % aller
Erwachsenen (81, 82). Sie kann jedoch auch bei Erwachsenen erstmals auftreten, haufig als

berufsbedingte Erkrankung (83).

Medscapea www.medscape.com

Abb. 9: Typisches Erscheinungsbild von Hautldsionen bei AD an den Beugeseiten der Gelenke und
mit diffusem Umriss (84)

Die meisten AD-Patienten haben stark erhohte Immunglobulin E-Spiegel als Zeichen einer
(Typ-I-) Allergie und weisen eine Sensibilisierung gegen Umweltantigene auf, v. a. gegen
Hausstaubmilbenantigene (85). Charakteristisch sind auflerdem héufige, das Krankheitsbild
verschlechternde Hautinfektionen durch typische Bakterien wie Staphylokokkus aureus, Viren
wie Herpes simplex sowie Mykosen wie Malassezia furfur und Candida albicans (86). Dies
ist einerseits auf eine beeintrachtigte Barrierefunktion der Haut sowie andererseits auf eine
Storung der angeborenen Immunabwehr zuriickzufiihren. Waihrend in der frithen
Entziindungsphase eine Thz2-vermittelte Immunreaktion vorherrscht, tritt im spéteren Verlauf
ein Tui-bestimmtes Entziindungsmilieu in der Haut auf (87). Die T-Helferzell-Antwort kann
auch gemischt und ,,dysreguliert™ sein, sodass beide Typen parallel auftreten (88).

Eine Kombination aus genetischen Risikofaktoren im Zusammenspiel mit Umwelteinfliissen
begiinstigt die Entstehung der Krankheit und kann akute Schiibe auslosen. Hierzu gehoren zu
hiufiges Waschen der Haut mit Detergenzien (Storung der Hautflora und —barriere),
Luftverschmutzung in stadtischen Gebieten (Partikelbelastung), psychischer und kdrperlicher
Stress (Ausschiittung von Cortisol), Erndhrungsgewohnheiten, insbesondere Erndhrung von

Sduglingen und Kleinkindern (Einfluss auf die Darmflora), aber auch die geringe Exposition
20



Einleitung

gegeniiber Mikroorganismen und das seltenere Auftreten von Infektionskrankheiten in den
Industrieldndern (Hygiene, Impfungen) (89).

Diese Ausloser wurden in der ,,Hygiene-Hypothese* (90) zusammengefasst, welche in ihrem
Kern weithin anerkannt ist. Jedoch ist die Rolle einiger Umweltfaktoren, v. a. der Sduglings-
und Kleinkindernihrung, sowie von Infektionskrankheiten noch umstritten. Uberdies wurde
diese Hypothese fiir das Auftreten von allergischem Asthma aufgestellt. Neuere

epidemiologische Studien ergaben, dass dies nicht uneingeschrinkt fiir die AD gelten

muss (91).
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Abb. 10: Schema der Entwicklung von AD. a) Eine intakte Hautbarriere verhindert, dass Allergene an
Antigen-prasentierende Zellen gelangen. b) Ein Barrieredefekt erlaubt das Eindringen von Allergenen
und deren Aufnahme durch Antigen-prasentierende Zellen, was zu Sensibilisierung und allergischen
Reaktionen fihrt. (92)

Bemerkenswert ist das seltenere Auftreten von AD und anderen allergischen Erkrankungen
bei einem landwirtschaftlichen Lebensstil im Gegensatz zum urbanen Umfeld. Insbesondere
der regelmiBige Verzehr von unprozessierter Kuhmilch (93) sowie die Rinderhaltung (94)
scheinen eine vor Allergien schiitzende Wirkung zu haben. Das Bakterium Acinetobacter
Iwoffii kommt typischerweise in der Rinderhaltung vor und verfligt {iber ein spezielles
Lipopolysaccharid (LPS), das vermutlich das Immunsystem so beeinflusst, dass die
Ausbildung von Allergien ausbleibt (95). In unprozessierter Kuhmilch kénnten sich Spuren
dieses Bakteriums bzw. seines LPS befinden, oder bestimmte aus der Rohmilch selber

stammende Bestandteile konnten Einfluss auf die Darmflora nehmen.

21



Einleitung

Somit kann fiir TLR-abhéngige Signalwege eine Rolle bei der Entstehung oder Verhinderung
von allergischen Erkrankungen durch langfristige Beeinflussung der epithelialen
Immunantworten vermutet werden. In einem Mausmodell fiir allergisches Asthma wurde

bereits die Beteiligung von MyD88 bei der Initiation von Tu2-Antworten gezeigt (96).

Bedeutsam ist in diesem Zusammenhang auch der Schutz vor AD durch die ausschlieBliche
Sduglingserndhrung mit Muttermilch, was zu einer besonderen Darmflora (72) und einem
starker anti-inflammatorischen Zytokinmilieu im Serum (97) des Kindes fiihrt. Viele
immunologisch wirksame Bestandteile wie z. B. antimikrobielle Peptide (98), Leukozyten
(99) und Antikorper (100) wurden bislang in der Muttermilch identifiziert.

Weitere Arbeiten, die die Rolle von TLRs bei AD untermauern, zeigen, dass das Mikrobiom,
d. .h. die kommensale Flora, sich bei Kindern im Verlaufe des ersten Lebensjahres oder auch
dariiber hinaus verdndert (101) und dass voriibergehende Verdanderungen im Mikrobiom mit
akuten AD-Schiiben assoziiert sind (102). Dariiber hinaus wurde beschrieben, dass
Monozyten von erwachsenen AD-Patienten und Gesunden sowie von Kindern mit AD sich in
ithrer Antwort auf LPS und SEB unterschieden: Monozyten von AD-Patienten waren starker
aktiviert, aber produzierten deutlich weniger des Tui-fordernden Zytokins IL-12 als
Kontrollzellen (103).

Ein wichtiger Hinweis auf die Rolle einer genetischen /epigenetischen Préddisposition ist
neben der familidren H&iufung der Erkrankung die Erkenntnis, dass bereits im
Nabelschnurblut Unterschiede zwischen spéteren Atopikern und Gesunden beschrieben
wurden, z. B. unterschiedliche Zytokinspiegel (104), erhohte Tu2-Chemokine (105), weniger
regulatorische T-Zellen (106) und erhohte IgE-Spiegel (107).

Bei AD-Patienten sind einige gehduft auftretende Genvarianten beschrieben. Zu den die
Hautbarriere betreffenden Genen gehoren Mutationen im Filaggrin-Gen (108), welches bei
der Verhornung der Keratinozyten eine Rolle spielt, Tight junction-Defekte durch
Polymorphismen des Claudin-1-Gens (109) und weitere mit Keratinozyten-Funktionen
assoziierte Gene (110). Auch unter den Immunabwehr-Genen wurden Risiko-Loci
identifiziert, so z. B. Polymorphismen des Twuz2-Zytokins IL-13 (111), oder Varianten des
Chemokins CCL22 (112).

AD-Patienten haben nach epidemiologischen Studien ein geringeres Risiko fiir die
Entwicklung von Melanomen, dagegen jedoch ein erhdhtes Risiko, an Basalzellkarzinomen

oder Plattenepithelkarzinomen zu erkranken (113). Dabei handelt es sich um von
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Keratinozyten ausgehende Tumoren. Dies weist ebenfalls auf eine Dysregulation des
Immunsystems hin. Das Immunsystem ist entscheidend fiir die Eliminierung entarteter
Zellen (1), in fortgeschrittenen Tumoren fordern dagegen Zytokine und Chemokine die
Immunevasion und Metastasierung (114). Interessanterweise sind zwei Biomarker fiir

Plattenepithelkarzinome auch als Biomarker fiir AD geeignet (115).

Bei schwerer AD sind Merkmale von Autoimmunitit beschrieben, insbesondere der Nachweis
von Antikdrpern gegen Bestandteile des Hautgewebes (116-118). Dies deutet auf eine gestorte
immunologische Toleranz gegeniiber korpereigenen Molekiilen hin. Mdglicherweise
existieren trotz der grundsétzlich unterschiedlichen Pathogenese einige mechanistische

Gemeinsamkeiten zwischen Allergien und Autoimmunerkrankungen (119).

Die Behandlung von AD-Patienten beschrinkt sich weitgehend auf symptomatische
Therapien mit dem Ziel, die Hautbarriere zu verbessern und Ausloser zu vermeiden, sowie
nach Bedarf entziindungshemmende und anti-infektiose Medikation (120). Insbesondere bei
schweren Féllen mit mehrfacher Allergen-Sensibilisierung und sehr starkem Juckreiz sind die
Behandlungsmdglichkeiten unzureichend. Es kann zu grof3flachigen, schlecht heilenden
Hautldsionen kommen, die die Lebensqualitit erheblich beeintrdchtigen. Das Risiko fiir
anaphylaktische Schocks ist in schweren Féllen erhoht. Die hiufig eingesetzte Behandlung
mit Hydrocortison wirkt zwar entziindungshemmend und lasst akute Symptome abklingen,
schwicht aber durch diese Entziindungshemmung die Immunabwehr weiter und fiihrt zu einer
Atrophie der Haut (121). Neuere Behandlungsansitze z. B. mit Calcineurin-Inhibitoren oder
photodynamischer Therapie stehen im Verdacht, langfristig das Risiko von Tumoren und

Lymphomen erhdhen, dies ist umstritten (122-124).

1.3.2 Die Rolle von Staphylokokken-Infektionen der Haut bei AD

Bei tliber 90 % der Patienten ist die Haut dauerhaft mit Toxin-produzierenden Stimmen von
Staphylokokkus aureus besiedelt, im Gegensatz zu nur ca. 5 % in der Normalbevolkerung
(125, 126). Dieses Bakterium und das von ihm sekretierte staphylokokkale Enterotoxin B
(SEB) scheint eine wichtige Rolle bei der Krankheitsentstehung und —progression zu spielen.
Staphylokokkus aureus wird vom angeborenen Immunsystem vornehmlich {iber TLR2 erkannt

(127). Eine starke Korrelation des Nachweises von SEB mit der Krankheitsentstehung oder
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-progression von AD-Patienten wurde vielfach beschrieben (128-130), eine ursidchliche Rolle
ist jedoch umstritten (131).

Die Eigenschaft eines Superantigens wie SEB ist die Kreuzvernetzung von MHC Klasse II-
Molekiilen antigenpréisentierender Zellen mit T-Zellrezeptoren, wodurch eine starke T-Zell-
Antwort ausgelost wird (1). Dies geschieht also ohne, dass das Antigen erst von der Antigen-
prasentierenden Zelle aufgenommen, prozessiert und auf dem MHC-Komplex prisentiert
werden miisste, und kann bis zum toxischen Schocksyndrom (TSS) mit tddlichem Ausgang
fiihren (132).

Wie SEB vom angeborenen Immunsystem als konventionelles Antigen erkannt werden kann,
ist nicht genau bekannt. Klar ist, dass es mit MHCII-Molekiilen interagiert (133, 134),
vorgeschlagen wurde eine Beteiligung von TLR2 (135) oder TLR4 (136).

Daneben kann SEB offenbar auch die sogenannte neurogene Entziindung verstirken (137),
welche durch von Nervenfasern ausgeschiittete Neuropeptide vermittelt wird, indem es zur
Proliferation dieser C-Fasern fiihrt und somit u. a. den mit der neurogenen Entziindung
verbundenen Juckreiz verstirkt. Hier findet sich also eine Verbindung von Immunsystem und

Nervensystem, worauf auch der Begriff Neurodermitis zuriickgeht.
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1.4 Ziele der Arbeit

Die Priavalenz von Erkrankungen aus dem allergischen bzw. atopischen Formenkreis nimmt
in Industrielindern seit Jahrzehnten zu. Sie sind gekennzeichnet durch chronisch-
rezidivierende Immunreaktionen auf relativ harmlose Umweltantigene, die sich dauerhaft
gewebeschiidigend auswirken und zumeist an den Barriereorganen auftreten. Uberdies sind
Allergien mit einer verminderten Immunabwehr gegeniiber infektiosen Keimen assoziiert, die
das Krankheitsbild verschlechtern. Ein Grund hierfiir sind Stérungen der Barrierefunktion,
sodass Keime und Noxen leichter in den Korper eindringen kénnen. Die Therapieoptionen
sind begrenzt auf symptomatische Medikationen und haufig unzureichend.

Da das angeborene Immunsystem neben Pathogenen auch sterile Gefahrensignale erkennen
kann, soll in dieser Arbeit untersucht werden, inwieweit Signalwege der angeborenen
Immunitdt bei der Fehlleitung der erworbenen Immunabwehr eine Rolle spielen. Die
Neurodermitis bzw. atopische Dermatitis ist eine Erkrankung, die vornehmlich im Kindesalter
auftritt und hdufig die Progression zu weiteren atopischen Erkrankungen wie Asthma im
Laufe des Lebens nach sich zieht. Daher erscheint sie zur Erforschung der Ursache atopischer
Erkrankungen besonders geeignet.

MyDS88 ist ein wichtiges Signalmolekiil der angeborenen Immunabwehr, da es fiir die
Funktion vieler Mustererkennungsrezeptoren und einiger Zytokinrezeptoren verantwortlich
ist. Hierbei ist besonders die Funktion der epidermalen Zelltypen von Interesse, die den

initialen Kontakt des Organismus mit Antigenen / Allergenen eingehen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden aufgrund dieser Voriiberlegungen folgende Fragestellungen
behandelt:

e Welche Rolle spielen MyDS88-abhingige Signalwege bei der Pathogenese und
Progression der atopischen Dermatitis im Ovalbumin-induzierten Mausmodell?

e Wie wirkt sich die atopische Dermatitis im Mausmodell auf die MyD88-abhingige
Immunreaktion gegen das staphylokokkale Superantigen B aus, welches fiir eine
Krankheitsprogression bei Patienten verantwortlich gemacht wird?

e Sind MyD88-abhingige Signalwege speziell in epidermalen Keratinozyten von
Bedeutung und konnten sie an der Barrierestdrung beteiligt sein?

So sollen neue Erkenntnisse iiber das Immunzell-Netzwerk der Epidermis und die Entstehung

von Allergien gewonnen werden.
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2 Material und Methoden

Material und Methoden

2.1 Verwendete Geriite, Materialien, Reagenzien

Markenzeichen ™ und Namensrechte ® wurden so weit wie moglich beriicksichtigt. Das

Fehlen einer solchen Kennzeichnung an Produkten schliet jedoch nicht aus, dass ein

Schutzrecht vorliegt.

2.1.1 Gerite

Tab. 1: Verwendete Gerate

Hersteller

Absorptions-Mikroplatten-Lesegerét EL800
Blotting Apparatur Semi-dry fiir Western Blot
COy-Inkubator C150 fiir Zellkultur
Durchflusszytometer FacsCanto |l
Durchlichtmikroskop eclipse TS100
Elektrophoresekammern PCR/ Western Blot
Feinwaage Sartorius

Fluoreszenzmikroskop BZ-9000
Geldokumentationssystem DarkHood DH-40/50
Grobwaage Kern

Homogenisator Precelly‘s®

Infrarot Imager Odyssey flr Western Blot
Kryostat CM3050 S

Kiihl- und Gefriergerate
Mehrfachdispenser-Pipette

Mehrkanalpipetten

Multi Skin Test Center MC 750

Netzteil firr Elektrophorese

Neubauer Zahlkammer

octoMacs Zellseparationsmagnet
PCR-Maschine T1 Thermocycler

Pipetten

Pipettierhilfe Pipetboy

Spektrophotometer NanoDrop1000
Sicherheitswerkbank Klasse Il fir Zellkultur, BDK-SK
Tecan Infinite® 200 Mikroplatten-Photometer
Thermomixer comfort

Vortex Genie 2

Zentrifuge 5810R fiir Mikrotestplatten und 15/ 50 ml-Réhrchen
Zentrifuge 5415R fur Reaktionsgefalle

Biotek, Bad Friedrichshall
Scie-Plas, Carl Roth, Karlsruhe
Binder, Tuttlingen

BD Biosciences, Heidelberg

Nikon Instruments, Diisseldorf
Bio-Rad, Miinchen

Sartorius, Gottingen

Keyence, Essen

Biostep, Jahnsdorf

Kern, Balingen-Frommern

Peglab, Erlangen

Li-Cor, USA

Leica, Nussloch

Bosch, Stuttgart / New Brunswick, USA
VWR, Langenfeld

Abimed, Langenfeld

Courage + Khazaka electronic, K6In
Biorad, Miinchen

Brand, Wertheim

Miltenyi, Bergisch Gladbach
Biometra, Gottingen

Eppendorf, Hamburg

Integra Biosciences, Fernwald
Peglab, Erlangen

BDK Luft- und Reinraumtechnik, Sonnenbiihl
Tecan Group, Crailsheim
Eppendorf, Hamburg

Scientific Industries, USA
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Material und Methoden

Soweit hier nicht speziell angegeben, wurden Standard-Verbrauchsmaterialien von den

Firmen Sarstedt, Niimbrecht und Greiner Bio-One, Frickenhausen verwendet.

Zellkulturgefafle wurden von Greiner Bio-One, Frickenhausen, bezogen.

Tab. 2: Verbrauchsmaterial

Hersteller

Cutisoft Vlieskompressen vierlagig

Einbettform fir Gewebe-Gefrierschnitte
Einweg-Spritzen

ELISA Platten, half area, Bindekapazitat mittel
ELISA-Platten Medisorp (flir Serum)
FACS-Réhrchen fiir Durchflusszytometrie (Falcon)
Gel-Blotting Papier Whatman™

Glasperlen aus Kalk-Soda-Glas, @ 1,25-1,55 mm
ImmEdge Stift (Histologie)

Kandlen Microlance

MACS-Séaulen ,Large Cell Separation Columns*
Mikro-Hamatokrit-Kapillaren, Na-Heparin
Objekttrager Superfrost Plus
Nitrozellulose-Membran Amersham Hybond™ ECL
Tegaderm® 1624W Pflaster

Zellsiebe 100 um /70 pm/ 40 um

BSN Medical, Hamburg
Sakura Finetek, USA
Braun, Melsungen

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Nunc, Danemark

BD Biosciences, Heidelberg
GE Healthcare, Solingen
Carl Roth, Karlsruhe
Vector Laboratories, USA
BD Biosciences, Heidelberg
Miltenyi, Bergisch Gladbach
Brand, Wertheim

Thermo Scientific, USA

GE Healthcare, Solingen
3M Medica, Neuss

VWR, Langenfeld
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2.1.3 Chemikalien, Reagenzien, Losungen, Puffer

Soweit hier nicht speziell angegeben, wurden Standard-Chemikalien von den Firmen Merck,

Darmstadt, Carl Roth, Karlsruhe oder Sigma-Aldrich, Taufkirchen bezogen.

Tab. 3: Chemikalien

Reagenz Hersteller

Universal-Agarose Peqglab, Erlangen

Avidin/Biotin Blocking Kit Vector Laboratories, USA

Bovines Serumalbumin Sigma-Aldrich, Taufkirchen

DNA Leiter 100bp New England Biolabs, Frankfurt am Main

Einbettmedium fiir Gewebe-Gefrierschnitte
Entellan®

Eosin Y Lsung, alkoholisch

Hamatoxylin Lésung Gill No. 3

Imject® Alum

Isofluran Forene®

Mausserum

MyTaq HS Red Polymerase Mix
Ovalbumin

PBS Pulver (nicht fiir Zellkultur)

Primer

Proteinase K

Proteinstandard Page Ruler, prestained
QiaAmp DNA Mini Kit

Rattenserum

Ripa-Puffer

Saponin

Streptavidin-HRP

Sybr®Safe DNA Gel stain

TAE-Puffer (TrisHCI-Acetat-EDTA), ultrapure
TMB One Substrat

TMB Plus Substrat

Toluidinblau O Certistain

Vectashield Hard-Set Einbettmedium mit DAPI

Jung/ Leica Microsystems, Wetzlar
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Thermo Scientific, USA

Abbott, Wiesbaden
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Bioline, Luckenwalde
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Biochrom, Berlin

Biolegio, Niederlande

Roche, Mannheim

Fermentas, ThermoScientific, USA
Qiagen, Hilden

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Cell Signaling, Frankfurt am Main
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

R&D Systems, Wiesbaden

Life Technologies, Darmstadt
Life Technologies, Darmstadt
Kem-En-Tec, Biotrend, Koln
Kem-En-Tec, Biotrend, KoIn
Merck, Darmstadt

Vector Laboratories, USA
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Tab. 4: Selbst hergestellte Losungen, Puffer, Gele:

Material und Methoden

Lésung  Zusétze

Blockierungspuffer: PBS +5 % BSA
fir Imnmunhistologie +1 % Mausserum

+ 1 % Rattenserum
Blockierungspuffer: TBST +5 % Magermilchpulver
fir Western Blot
Blottingpuffer: A.dest.  +25mM Tris, pH 8-10,5
flr Western Blot +192 mM Glycin

+ 20 % Methanol
Carbonatpuffer 0,06 M, pH 9,6: A.dest.  +150mM Na,COs3
zur Beschichtung von ELISA-Platten +350mM NaHCO;
Lammli-Puffer 5x: A.dest.  +50 % Glycerol
fiir Western Blot +0,3 M Tris, pH 6,8

+10 % SDS

+ 0,25 % Bromphenolblau

+ 20 % B-Mercaptoethanol
Laufpuffer: PBS +0,5 % BSA
fir magnetische Zellseparation und Durchflusszytometrie +0,2 mM EDTA
Lysepuffer: A. dest. +10 mM Tris-HCI, pH 8,5
fir Schwanzbiopsien zur Genotypisierung +5mM EDTA, pH 8,0
flr Epidermislysat +0,2 % SDS

+200 mM NaCl

+0,1 mg/ml Proteinase K

(frisch zusetzen)
Ponceau S-Losung: A.dest.  +0,1% Ponceau S
fir Western Blot +5 % Essigséaure
Probenpuffer: PBS +1% BSA
fir Immunhistologie und ELISA
Sammelgel 6 %: (1,5 ml pro Gel) A.dest.  +0,375M Tris, pH 6,8
flr Western Blot + 6 % Polyacrylamid

+0,13 % SDS

+0,1 % APS

+0,1 % TEMED
Trenngel 10 %: (5,5 ml pro Gel) A.dest.  +0,375M Tris pH 8,8
fir Western Blot +10 % Polyacrylamid

+0,08 % SDS

+0,07 % APS

+0,1 % TEMED
TBST-Puffer pH 7,5: A. dest. +7,7 mM Tris-HCI, pH 7,5
fir Western Blot +150 mM NaCl

+0,3 % Tween20®
TE-Puffer: A.dest.  +10 mM Tris-HCI, pH 8,0
fir DNA aus Schwanzspitzen +1mMEDTA
Waschpuffer: PBS + 0,05 % Tween® 20
flr ELISA

Sofern hier nicht aufgefiihrt, sind Konzentrationen einfacher Ldsungen in den Methodenbeschreibungen

enthalten.
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2.1.4 Zellkulturreagenzien und —Stimuli

Tab. 5: Zellkulturreagenzien

Material und Methoden

Hersteller

Anti CD117 MicroBeads, mouse

Anti-CD3¢ MicroBead kit, mouse

Anti-MHC Class Il MicroBeads, mouse

Aqua ad iniectabilia

B-Mercaptoethanol

Bovine Pituitary Extract (BPE)

Kollagen A

Kollagenase D

CpG ODN 1668 (Endkonzentration 1 M)

DNase |

Endograde Ovalbumin (endotoxinfrei) (Endkonzentration 100 ug/ml)
Epidermal Growth Factor (EGF, murin rekombinant)
Ethanolamin

FcR Blocking Reagent

Fotales Kalberserum (FCS)

Hydrocortison

Insulin, rekombinant

L-Glutamin, low endotoxin

LPS E. coli 0111.B4 (Endkonzentrationen 0,01-5 pg/ ml)
MCDB 153 Basalmedium

MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide)
Pam3Cys (Endkonzentration 10 g/ ml)

PBS Dulbecco w/o Ca2t w/o Mg?*

Penicillin / Streptomycin

Phosphoethanolamin

Poly(l:C) (Endkonzentration 100 pg/ ml)
Proteaseinhibitor complete mini

RPMI 1640 Medium

Trypanblau

Trypsin 0,25 % - 1x EDTA, Phenolrot
Staphylokokken-Enterotoxin B (SEB) (Endkonzentration 5-40 pg/ ml)

Miltenyi, Bergisch Gladbach
Miltenyi, Bergisch Gladbach
Miltenyi, Bergisch Gladbach
Braun, Melsungen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Life Technologies, Darmstadt
Biochrom, Berlin

Roche, Mannheim

TIB Molbiol, Berlin

Roche, Mannheim

Hyglos, Bernried am Starnberger See
Biochrom, Berlin

Biochrom, Berlin

Miltenyi, Bergisch Gladbach
PAN Biotech, Aidenbach
Biochrom, Berlin

Biochrom, Berlin

Biochrom, Berlin
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Biochrom, Berlin
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
EMC Microcollections, Tibingen
PAA, Osterreich

Life Technologies, Darmstadt
Biochrom, Berlin

InvivoGen, USA

Roche, Mannheim

PAA, Osterreich

Sigma, Aldrich, Taufkirchen
Life Technologies, Darmstadt
Toxin Technology, USA
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Tab. 6: Supplementierung der Zellkulturmedien:

Material und Methoden

Zellkultur Basalmedium

Zusétze

Keratinozytenmedium: MCDB 153

Immunzellmedium:* / ** RPMI 1640

+2%FCS

+ 25 mg BPE/ 500ml Medium

+ 1 % Penicillin / Streptomycin
+0,5 % L-Glutamin

+ 50 uM B-Mercaptoethanol
+5mg/ ml Insulin

+ 1,4 uM Hydrocortison

+ 0,1 mM Ethanolamin

+ 0,1 mM Phosphoethanolamin

+ 10 ng/ ml EGF (frisch zusetzen)

+10 % FCS

+0,5 % Penicillin / Streptomycin
+0,5 % L-Glutamin

+ 50 uM B-Mercaptoethanol

* Zur Generierung von BMDC:

+ 2 % Zelliberstand der GM-CSF-transfizierten Zelllinie X63-GMCSF (138) ***

(entsprechend 20 ng/ ml)
** Zur Generierung von BMMph:

+ 10 % Zellliberstand der M-CSF-transfizierten Zelllinie L929 (139) ***

(entsprechend 10 ng/ ml)

*** Die Mengen von GM-CSF bzw. M-CSF in jeder produzierten Charge wurden mittels Kultivierungstest und/
oder ELISA dberprift. Per ELISA wurde die genaue Konzentration des Wachstumsfaktors im gewonnenen
Zelliiberstand bestimmt, im Kultivierungstest wurde der Uberstand auf eine optimale Zellausbeute und —Reifung

itriert.
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2.1.5 Antikorper fiir Histologie und Durchflusszytometrie

Tab. 7: Antikdrper fir Histologie und Durchflusszytometrie

Material und Methoden

Konjugat Klon Verdiinnung *  Hersteller
TruStain (CD16/CD32) Purified 93 1:100 Biolegend, GroRbritannien
CD3¢ FITC/ PE/ APC/ PerCP 145-2C11 1:200 Biolegend, GroRbritannien
CD4 (L3T4) APC-Cy7/ Pe-Cy7 RM4-5 1:200 Biolegend, GroRbritannien
CD5 APC 53-7.3 1:200 eBioscience, Frankfurt am Main
CD8a APC/ PerCP 53-6.7 1:100 Biolegend, GroRbritannien
CD11b (Mac-1) PerCP M1/70 1:200 Biolegend, GroRbritannien
CD11c FITC N418 1:200 Biolegend, GroRbritannien
CD24 (HSA) Pe M1/69 1:4000 Biolegend, GroRbritannien
CD25 (IL-2Ra) Pe PC61 1:500 Biolegend, GroRbritannien
CD45R (B220) APC-Cy7 RA3-6B2 1:200 Biolegend, GroRbritannien
CD69 (VEA) FITC H1.2F3 1:500 Biolegend, GroRbritannien
CD86 (B7-2) Biotin/ PeCy7 GL1 1:500 Biolegend, GroRbritannien
CD90.2 (Thy-1.2) PE 30-H12 -/ eBioscience, Frankfurt am Main
CD117 (cKit) APC 2B8 1:100 eBioscience, Frankfurt am Main
CD117 (c-Kit) Purified ACK4 -I- ImmunoTools, Friesoythe
CD206 (MMR)** APC C068C2 1:200 Biolegend, GroRbritannien
CD207 (Langerin) purified 923B7 -l Dendritics, Acris, Herford
CD317 (PDCA-1) APC 927 1:200 Biolegend, GroRbritannien
F4/80 Biotin Cl:A3-1 -I- eBioscience, Frankfurt am Main
F4/80 PE BM8 1:200 Biolegend, GroRbritannien
FoxP3** PE FJK-16s 1:100 eBioscience, Frankfurt am Main
r5-TCR Biotin GL-3 1:200 Biolegend, GroRbritannien
[-A/ I-E (MHCII) FITC 2G9 -/ BD Biosciences, Heidelberg
[-A/ I-E (MHCII) PE/ APC/ PerCP M5/114.15.2 1:2000 Biolegend, GroRbritannien
IgD FITC 11-26 1:200 eBioscience, Frankfurt am Main
IgM Pe R6-60.2 1:200 BD Biosciences, Heidelberg
Pan-Cytokeratin*** FITC C-11 1:100 Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Rat IgG1, k PE/ APC RTK2071 * Biolegend, GroRbritannien
Rat IgG2a, k PE/ FITC RTK2758 * Biolegend, GroRbritannien
Rat IgG2b, k PE RTK4530 * Biolegend, GroRbritannien
Hamster IgG APC -/ * Biolegend, GroRbritannien
anti-rat 19G TexasRed® / Alexa-488 -/ -/ Life Technologies, Darmstadt
Streptavidin Alexa-488 -/ -I- Life Technologies, Darmstadt
Streptavidin PE/ APC-Cy7 -/- 1:200 Biolegend, GroRbritannien

* Diese Verdiinnungen beziehen sich auf die Durchflusszytometrie. Fir Immunhistologie wurden alle Antikdrper in
einer 1:100-Verdinnung eingesetzt. Bei Antikorpern, die nicht fur die Durchflusszytometrie verwendet wurden, ist
entsprechend keine Verdlinnung angegeben.
** |sotypkontrollen wurden entsprechend der Konzentration des zugehdrigen verwendeten Antikdrpers eingesetzt.

*** Intrazellularfarbung (CD206 ist sowohl intra- als auch extrazelluldr vorhanden)

2.1.6 Antikorper fiir Western Blot

Tab. 8: Antikdrper flir Western Blot

Verdiinnung
Mouse-a-mouse GAPDH 1:10.000 Acris, Herford
Rabbit-a-mouse MyD88 1:500 Enzo Life Sciences, Lorrach
IRDye 680 RD donkey-a-mouse IgG 1:10.000 Li-Cor, USA
IRDye 800 CW goat-o-rabbit IgG 1:10.000 Li-Cor, USA
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2.1.7 ELISA Reagenzien, Antikorper

Tab. 9: ELISA-kits

Material und Methoden

Protein Produkt Hersteller

CCL2 (MCP-1) ELISA Development Kit Peprotech, Hamburg
CCL17 (Tarc) DuoSet® R&D Systems, Wiesbaden
GM-CSF DuoSet® R&D Systems, Wiesbaden
[FN-y DuoSet® R&D Systems, Wiesbaden
IgE ELISA MAX™ Standard Biolegend, GroRbritannien
lgG2c * Quantitation Kit Bethyl, Biomol, Hamburg
IL-1a DuoSet® R&D Systems, Wiesbaden
[L-10 DuoSet® R&D Systems, Wiesbaden
IL-17A ELISA MAX™ Standard Biolegend, GroRbritannien
KC DuoSet® R&D Systems, Wiesbaden
TSLP DuoSet® R&D Systems, Wiesbaden
TNF DuoSet® R&D Systems, Wiesbaden

* ersetzt in C57BL/6J-Mausen den Isotyp IgG2a (140)

Tab. 10: Weitere Inmunglobulin-ELISA

** lgG1 lgG3 IgM

Beschichtung 2 pg/ ml Klon A85-3 Klon R2-38 Klon 11/41

(purified AK)

Standard Pur. Isotype control Pur. Isotype control Pur. Isotype control
100 ng / ml 100 ng / ml 200 ng / ml

Detektion 1 pg/ ml Klon A85-1 Klon R40-82 Klon R6-60.2

(Biotin-AK)

** alle Antikérper der Firma BD Biosciences, Heidelberg
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Tabellen 11a-c: Antigen-spezifische Immunglobulin-ELISA:

Tab. 11a: Ova-spezifische Ig-ELISA

Material und Methoden

Ova-lgE Ova-lgG1 Ova-lgG2c
Beschichtungspuffer PBS PBS PBS
Beschichtung pur. a-IgE-AK 2 pug / ml | endoOva, endoOva,
Klon R35-72, 10 pg / ml, 10 ug / ml,
BD Hyglos Hyglos
Standard m-a-Ova AK, 2 ug/ ml | Serum nach Serum nach
Klon 2C6, Ova-Alum-Immunisierung Ova-Alum-Immunisierung
AbD Serotec, Siehe Tab. 13 Siehe Tab. 13
Dusseldorf
Detektion Ova:HRP, 50 pg/ml, | a-lgG1-AK Biotin, 1 u g/ ml | aus IgG2c
AbD Serotec, Klon A85-1, Quantitation kit,
Dusseldorf BD Bethyl
Tab. 11b: SEB-spezifische Ig-ELISA
SEB-IgE SEB-IgG1 SEB-lgG2c
Beschichtungspuffer Carbonatpuffer Carbonatpuffer Carbonatpuffer
Beschichtung SEB, SEB, SEB,
5ug/ml, 5 Mg/ ml, 5 Mg/ ml,
ToxinTech ToxinTech ToxinTech
Standard Serum nach Serum nach Serum nach
SEB-Alum-Immunisierung | SEB-Alum-Immunisierung | SEB-Alum-Immunisierung
Siehe Tab. 13 Siehe Tab. 13 Siehe Tab. 13
Detektion 0-IgE-AK Biotin, 0-lgG1-AK biotin, aus IgG2c
Klon R35-118, Klon A85-1, Quantitation kit,
BD BD Bethyl
Tab. 11c: anti-Epidermis-lg-ELISA
a-Epidermis-IgE a-Epidermis-lgG1 a-Epidermis-lgG2¢
Beschichtungspuffer Carbonatpuffer Carbonatpuffer Carbonatpuffer
Beschichtung Epidermislysat, Epidermislysat, Epidermislysat,
10 ug/ ml 10 yg/ ml 10 ug/ ml
Standard Nicht verflighar Nicht verflgbar Nicht verflgbar
Detektion 0-lgE-AK Biotin, 0-lgG1-AK biotin, aus lgG2c
Klon R35-118, Klon A85-1, Quantitation kit,
BD BD Bethyl
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2.1.8 Computerprogramme

Argus X1

AxioVision Rel 4.8

BZ-II Viewer/ Analyzer
Complete Skin Investigation CSI
FACSDiva™

FlowJo 7

Gen5

MS Office Paket 2010
Photoshop CS5

Prism 6®

Material und Methoden

Biostep, Jahnsdorf

Carl Zeiss, Jena

Keyence, Essen

Courage + Khazaka electronic, Koln
BD Biosciences, Heidelberg

TreeStar, USA

Biotek Instruments, Bad Friedrichshall
Microsoft, USA

Adobe Systems, Miinchen

GraphPad, USA
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Material und Methoden

2.2. Versuchstiere

Tab. 12: Verwendete Mauslinien

Linie Abkiirzung Literatur/ Quelle

C57BL/6J Wildtyp, WT eigene Zucht

MyD88knock-out MyD88ko (141), eigene Zucht

MyD88lox-stop-lox MyD88LSL (142), eigene Zucht

Keratin5Cre K5Cre (143, 144), eigene Zucht

MyD88LSL*K5Cre K5indMyD88 Kreuzung, eigene Zucht

TRIFknock-out TRIFko (145), aus Tierhaltung ,HET*, Uni Bonn, erhalten
TLR2knock-out TLR2ko (146), aus Tierhaltung ,HET*, Uni Bonn, erhalten
Stat3flox Stat3flox (147), eigene Zucht

DeleterCre DeleterCre unveréffentlicht (Forster TU Mlnchen), eigene Zucht

Alle Experimente wurden vom Landesamt fiir Natur, Umwelt und Verbraucherschutz
Nordrhein-Westfalen genehmigt und unter Einhaltung der deutschen Tierschutzgesetze

durchgefiihrt.

2.2.1 Generierung Keratinozyten-spezifischer MyD88kmck-in_Mzuse

Zur Analyse der Funktion MyD88-abhingiger Signalwege in Keratinozyten in vivo wurde mit
Hilfe des Cre-lox-Systems eine Mauslinie generiert, die eine Zelltyp-spezifische Re-
Expression von MyD88 in Keratinozyten erlaubt. Dazu wurden MyD88LSL-Méuse (142), bei
denen in das erste Intron des MyD88-Gens eine loxP-flankierte Stop-Kassette eingesetzt ist,
mit Keratin5Cre-Médusen (143, 144) verpaart.

Die Stop-Kassette beinhaltet eine Polyadenylierungssequenz, die einen Transkriptionsstop
auslost, sodass keine MyD88-RNA und kein Protein gebildet werden. Die homozygoten
Mause sind also MyD88-defizient, wie konventionelle knock-out-Méuse (141). Keratin5 (K5)
wird in den basalen Keratinozyten exprimiert, also der regenerativen Zellschicht der
Epidermis.

In den Nachkommen dieser Verkreuzung, die homozygot fiir MyD88LSL und heterozygot
K5Cre sind (K5™MyD88), wird die loxP-flankierte Stop-Kassette durch die Cre-
Rekombinase in K5-exprimierenden Zellen aus dem Intron entfernt und das MyD88-Gen
kann wieder transkribiert werden. Da dieser Vorgang nicht reversibel ist, bleibt das MyD88-
Gen funktionell, auch wenn im weiteren Verlauf der Keratinozyten-Proliferation und
-Differenzierung die K5-Expression wieder verschwindet.

K5MMyD88-Miuse verfiigen also iiber eine Zelltyp-spezifische Expression von MyDS8S,
wihrend die iibrigen Korperzellen MyD88-defizient sind.
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Material und Methoden

a) MyD88LSL = ,knock-out” b) Keratin5Cre = ,Wildtyp“

n,lch \‘

MyD88 =)L — hyD33 Cre Recombinase

Intron1

c) K5"MyD88
Keratin5-induzierte MyD88-Expression:
reexprimiert in epidermalen Keratinozyten

_ R

[MyD88 >~ MyD33 |

loxP
remains Intron1

Abb. 11: Zelltyp-spezifische Re-Expression von MyD88 in epidermalen Keratinozyten. Verkreuzung
von a) MyD88LSL- und b) Keratin5Cre-Mé&usen ermoglicht die Generierung von c) Keratinozyten-
spezifischen MyD88knock-in-Mausen (K5™'MyD88), bei denen das Gen in Keratinozyten wieder
funktionell ist.

Der durch Deletion der loxP-flankierten Stop-Kassette entstandene MyD88-Genlocus ist
wegen verbleibender Reste der loxP-Sequenzen (Abb. 11c) etwa 150 bp groBer als das
Wildtyp-MyD88-Gen. Dies erlaubt bei der Genotypisierung die Unterscheidung des Wildtyp-
Allels vom Cre-lox-induzierten Zelltyp-spezifischen Allel (Tab. 11 / Tab. 12b).

Dieser Ansatz der Zelltyp-spezifischen Re-Expression bietet gegeniiber einer ebenfalls
moglichen Zelltyp-spezifischen MyD88-Deletion den Vorteil, dass auch bei nur partieller
Cre-lox-induzierter Rekombination ein Phénotyp auftreten kann. Gen-Dosis-Effekte sind fiir
MyD88-Expression nicht bekannt. Dariiber hinaus verhindert dieses Vorgehen, dass

redundante Mechanismen die Funktion des untersuchten Gens verdecken.

2.2.2 Genetik der Versuchstiere und Tierhaltung

Die Versuchstiere wurden unter spezifisch-pathogen-freien (SPF) Bedingungen gehalten und
grundsdtzlich als Wurfgeschwister verpaart, um die Streuung der Ergebnisse durch
genetischen Drift und unterschiedliche mikrobielle Flora moglichst gering zu halten. Das

heif3t, die Elterntiere wurden so verpaart, dass nach Mendelscher Vererbung in jedem Wurf
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Material und Methoden

Tiere mit allen fiir die Versuchskontrollen nétigen Genotypen geboren werden konnen. Daher
wurde jedes Tier per Ohrmarkierung registriert und per PCR (Polymerase Chain Reaction,
Polymerasekettenreaktion) die genomische DNA aus der Schwanzspitze genotypisiert. Fiir
K5MMyD88-Miuse wurde diese Genotypisierung aus Blut wiederholt, um eine Keimbahn-
Transmission des Cre-induzierten Wildtyp-Allels auszuschlieBen (Tab. 13 und Abschnitt
2.2.3). Im Blut wurde das durch K5Cre re-exprimierte MyD88-Wildtyp-Gen dabei nicht
nachgewiesen. Zu beachten ist, dass das Keratin5-Protein in der Eizelle vorliegen kann. Daher
diirfen keine K5Cre-positiven Weibchen fiir eine Cre-lox-Verpaarung eingesetzt werden.
Denn dies birgt die Gefahr, dass schon in der befruchteten Eizelle eine Cre-lox-
Rekombination stattfinden kann und somit die loxP-flankierte Sequenz somatisch und
Keimbahn-géingig deletiert werden kann (143). Dies gilt nicht nur fiir MyD88LSL-Maduse,

sondern fiir jede loxP-tragende Mauslinie.

Tab. 13: Schematische Darstellung der PCR-Produktbanden bei Genotypisierung von K5"MyD88-Mausen und
Wurfgeschwistern aus Schwanzbiopsie und Blut

Genotyp MyD88 | MyD88LSL | K5Cre MyD88 MyD88 MyD88 | K5ndMyD88 = K5ndMyD88
und interne +/+ p/p +c p/+ p/+ +lc | pl+ +lc p/- +lc p/- +lc
Bezeichnung: | (Wildtyp) aus aus Blut aus aus Blut
Schwanz- Schwanz-

** * biopsie (**) biopsie *
Phanotyp: MyD88erof | MyD88def | MyD88prof | MyD88rrof | MyD88prof - MyD88prof | K5ndMyD88 = K5ndMyD88
Allel,
BandengroRe:
K5Cre — — — — —
300 bp
MyD88 ,\WT* — —
Re-exprimiert
durch Cre
492 bp
MyD88 — — — — —
Wildtyp
350 bp
MyD88 LSL — — — — — —
825 bp

** flir AD-Induktion eingesetzte Tiere. MyD88prof = profizient. MyD88def = defizient. Bei K5ndMyD88-Mausen
wurde die Genotypisierung aus Blut wiederholt, um auszuschlieBen, dass das Cre-induzierte MyD88-,WT*-Allel
somatisch vorliegt.

Die Zelltyp-spezifische Re-Expression von MyD88 in K5MMyD88-Miusen wurde iiberdies
auf Proteinebene per MyD88-Western Blot aus verschiedenen Geweben iiberpriift (Abb. 45).

Um einen Ergebnis-verfilschenden Effekt der Cre-Expression in Keratinozyten
auszuschlieBen, wurde ein Kurzzeit-AD-Versuch mit einem Behandlungszyklus durchgefiihrt,
bei dem MyD88-profiziente Tiere mit den Genotypen MyD8SLSLP*, MyDS8SLSLP"*
K5Cre™, MyD8SLSL"" sowie als Kontrolle MyD88-defiziente Mause mit dem Genotyp
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Material und Methoden

MyDS8SLSLPP (Tab. 13) verglichen wurden. Es ergaben sich keine auffallenden

Abweichungen der verschiedenen MyD88-profizienten Genotypen.

2.2.3 Genotypisierung der Versuchstiere

Alle gentechnisch verdnderten Mause wurden vor Versuchsbeginn per Ohrlochung markiert
und per PCR genotypisiert. Dazu wurden ca. 3 mm der Schwanzspitze biopsiert. Das Gewebe
wurde in Lysepuffer mit Proteinase K bei 56 °C unter Schiitteln fiir mindestens 2 h inkubiert
und anschlieBend die DNA gefillt: Die Gewebelysate wurden aufgeschiittelt, per
Zentrifugation (13.000 rpm, 10 min) von Haarresten befreit und der klare Uberstand in ein
neues Reaktionsgefdl tiberfiihrt. Dann wurde 100 % Isopropanol im Volumen 1:1 zugefiigt
und die Reaktionsgefale invertiert, bis die DNA sichtbar ausfiel. Diese wurde erneut
zentrifugiert, der Uberstand entfernt und die DNA dann durch Zugabe von 70 % EtOH weiter
gereinigt und erneut zentrifugiert. Der EtOH wurde vollstindig entfernt und die DNA in
TE-Puffer aufgenommen und bei ca. 50 °C mindestens 30 min gelost.

Zum Ausschluss einer Keimbahntransmission des Cre-induzierten Wildtyp-Allels bei
MyDS88LSL*K5Cre-Méusen wurde die Genotypisierung von Méusen mit Cre-induziertem
Wildtyp-Allel aus peripherem Blut aus der Schwanzvene wiederholt, da im Blut keine
Keratinozyten und somit bei sauberer Probennahme kein K5Cre-induziertes MyD88-Allel
vorhanden sein sollte. Hierzu wurden mithilfe eines Skalpells und einer Na-heparinisierten
Glaskapillare einige pl antikoaguliertes Blut aus der Schwanzvene entnommen und die DNA
aus dem Blut mithilfe des QiaAmp Mini DNA Kits isoliert.

Die so gewonnene Schwanzbiopsie-DNA oder Blut-DNA wurde in die den Mauslinien
entsprechenden Genotypisierungs-PCRs (Tab. 14a+b) eingesetzt und die PCR-Produkte auf
ein 1 % TAE-Agarosegel mit dem DNA-Farbstoff SybrSafe und neben einer 100bp-DNA-

Leiter aufgetragen.

Tabellen 14a+b: Reaktionsansatz, Primersequenzen und PCR-Zyklen fiir die Genotypisierung

Tab. 14a: Reaktionsansatz flir Typisierungs-PCR

Reaktionsansatz fiir Genotypisierungs-PCR a 20 ul mit MyTaq Red Mix:

4yl | MyTaq Red-Puffer

0,7 ul | Vorwarts-Primer

0,7 ul | Rickwarts-Primer

0,05 pl | MyTaq Polymerase
13,05 pl | Reinstwasser

1,5 pl | genomische DNA

39



Material und Methoden

Tab. 14b: Primersequenzen und PCR-Zyklen fiir Genotypisierung

Gen bzw. Allel, Primersequenzen Denatu- | Melting  Annealing  Elongation | Ende
BandengréBe rierung

MyD88ko: WT AGACAGGCTGAGTGCAAACTTGTGCTG  94°C 94 °C 62 °C 72°C 72°C
~1000bp AGCCTCTACACCCTTCTCTTCTCCACA 5 min 30s 60s 90s 10 min
MyD88ko: ko AGCCTCTACACCCTTCTCTTCTCCACA 94 °C 94 °C 62 °C 72°C 72°C
~1000bp ATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAG 5 min 30s 60s 90s 10 min
MyD88LSL: WT | ACACGTAGCTGCCTGCAGACACAC 94 °C 94 °C 59°C 72°C 72°C
~350bp/ 492bp | GGACTCCTGGTTCTGCTGCTTACCT 5 min 30s 45s 7558 5 min
MyD88LSL: LSL | CTAGCCTTGGCATATTAATCTTG 94 °C 94 °C 62 °C 72°C 72°C
825bp CTGAAGAGGAGTTTACGTCCAG 5 min 60's 60 s 90s 10 min
Keratin5Cre ATGCCAATGCCCCCTCAGTTCCT 94 °C 94 °C 62 °C 72°C 72°C
~300bp TGCCCCTTTTAATCCCTTCCAGA 3 min 30s 40s 60 s 5 min

2.3 Ovalbumin-induziertes AD-Modell

Fiir die Induktion von AD-Symptomen bei Méusen stand ein etabliertes Krankheitsmodell zur
Verfiigung. Dabei wurde iiber einen Gesamtzeitraum von sieben Wochen die Riickenhaut der
per Isofluraninhalation narkotisierten Tiere mehrfach durch Aufkleben und Abziehen eines
medizinischen Pflasters gereizt (,fape-stripping®). AnschlieBend wurde ein mit 100 pl
Antigenlosung (in isotonischer NaCl-Losung) getrinktes steriles Mullstiick mit
medizinischem Pflaster fiir eine Woche appliziert (148-150) (Abb. 12). An Tag 1 jeder
Behandlungswoche wurden die Tiere rasiert und die Haut viermal durch Aufkleben und
Abziehen frischer Pflaster gereizt, an Tag 3 wurde erneut dreimal ein Pflaster appliziert und
entfernt, um anschlieend ein frisches Mullstiick mit neuer Antigenlosung aufzubringen, das
an Tag 7 der jeweiligen Woche wieder entfernt wurde. In der dritten Behandlungswoche
wurde an Tag 6 (bzw. insgesamt Tag 49), d. h. einen Tag vor Versuchsende, zusétzlich
zweimal ein Pflaster appliziert und abgezogen und noch einmal ein frisches Antigen-
getranktes Mullstlick aufgebracht.

Verwendete Antigene waren 100 pg Ovalbumin (Ova) sowie 5 pg Staphylokokken-
Enterotoxin B (SEB), die einzeln und in Kombination verwendet wurden, aulerdem wurde
eine Kontrollbehandlung mit isotonischer NaCl-Losung durchgefiihrt.

Es wurden drei Zyklen dieser Behandlung durchgefiihrt, welche jeweils von zwei Wochen
Regenerationspause unterbrochen wurden. Nach Ende des Experiments wurden die lokale
Hautentziindung, die Immunreaktion in den Haut-drainierenden Lymphknoten, sowie die
systemische Antikorperantwort der Tiere ausgewertet.

Es wurden ausschlie8lich Wurfgeschwister-Weibchen verwendet, die bei Versuchsbeginn ein
Alter von ca. 8-10 Wochen hatten. Tiere aus verschiedenen Wiirfen wurden gleichméfig auf

die verschiedenen Behandlungsgruppen verteilt.
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Material und Methoden

a
Patching with
Shaving and tape striping OVA 100 pg per 100 ul in saline
Skin:HA&E,
Day 1 49,50 | “RNA for RTPCR

Sensitization — Sensitization — Sensitization »  Serum anti- OVA Abs
Spleen cylokines
AHR

Antigen-getranktes
Mullpﬂastel

Abb. 12: Epikutane Sensibilisierung von Mausen. a) Schema und Verlaufsprotokoll. Mause wurden
unter Narkose am Riicken rasiert. Dann wurde die Haut durch mehrfaches Aufkleben und Abziehen
eines medizinischen Pflasters gereizt. AnschlieBend wurde entweder 100 pg Ova in 100 pl
isotonischer NaCl-Lésung oder nur die NaCl-Lésung als Kontrolle auf ein steriles ca. 1 cm? groRes
Mullstiick aufgebracht und dieses mithilfe eines weiteren medizinischen Pflasters zwischen den
Schulterblattern platziert. Dieses Pflaster wurde in jeder Behandlungswoche am dritten Tag nach
erneuter Hautirritation durch ein frisches Pflaster mit neuem Ova-/ NaCl-getranktem Mullstiick
ersetzt. In der letzten Behandlungswoche wurden die Tiere zusatzlich an Tag 49 entsprechend
behandelt. Am Tag 50 wurde der Versuch beendet und die Tiere zur Probenentnahme schmerzfrei
getotet (149). b-d) Aufnahmen des Behandlungsablaufes

mpe -str. Jpplng

Ova (151, 152) ist das Speicherprotein aus dem Hiihnerei. Es gehort zur Proteinfamilie der
Serpine (153) und ist ein hdufig verwendetes Modell-Antigen und -Allergen. Im Gegensatz zu
den meisten Serpinen hat es keine Proteaseaktivitit (153). Es induziert im Organismus als
Fremdeiweill iiberwiegend Tu2-Antworten, wobei die genaue Wirkungsweise nicht gut
untersucht ist. Zwar wird Ova physiologischerweise nicht perkutan aufgenommen, jedoch ist
eine Assoziation von Ova-Sensibilisierung mit AD bei Patienten gut beschrieben (154).
Vermutlich ist an der Erkennung und zelluldren Aufnahme von Ova der Mannoserezeptor
beteiligt (155, 156).

Das Superantigen SEB von Staphylokokkus aureus (157) ist ein wichtiger Faktor fiir die
Krankheitsprogression bei AD-Patienten (128, 129). Auch bei Méiusen wurde bereits
beschrieben, dass epikutan verabreichtes SEB Hautentziindungen auslésen kann (158) und in
Kombination mit Ova AD-Symptome verstirkt (150). SEB kann als Superantigen T-Zellen

aktivieren, hat aber auch andere Funktionen, die bereits in Abschnitt 1.3.2 behandelt wurden.
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Um die Rolle von MyD88 bei der Pathogenese und Progression von AD zu untersuchen,
wurden diese Antigene einzeln und in Kombination in dem beschriebenen Mausmodell

verwendet.

2.3.1 Bestimmung des transepidermalen Wasserverlustes (TEWL)

An Tag 50 nach Beginn der AD-Induktion, d.h. unmittelbar nach dem dritten
Behandlungszyklus und ca. 18-24 h nach der letzten Behandlung, wurden die Versuchstiere
narkotisiert. Zunichst wurde das Pflaster vom behandelten Hautareal entfernt und 1 min
abgewartet, so dass lberschiissige Feuchte sich verfliichtigen konnte, danach wurde der
transepidermale Wasserverlust (TEWL) als Mal fiir die Barrierefunktion des behandelten
Hautareals bestimmt. Erst anschlieBend wurden die Tiere zur Probenentnahme schmerzfrei

getotet.

EVAFORATION Cylindrical

L}/? Capsule

- ——_ Relative
Thermistors ™ Humidity
- L Sensors

Abb. 13: Prinzip der TEWL-Messung (159). Eine zylindrische Sonde wird auf das zu untersuchende
Hautareal aufgelegt. In ihr befinden sich Sensoren, die Temperatur und Luftfeuchtigkeit bestimmen,
ein Computerprogramm wertet daraus die Verdunstungsrate aus.

Die TEWL-Messung erfolgte mit Hilfe einer Tewameter®-Sonde. Auch bei gesunder Haut
verdunstet stetig eine geringe Menge Wasser, diese Menge steigt schon bei kleinen nicht
sichtbaren Verletzungen der Hautbarriere an. Die verwendete Sonde besteht aus einem
offenen Zylinder, der auf die Haut aufgesetzt wird (Abb. 13). In ihm befinden sich
Feuchtigkeits- und Temperatursensoren, die die Ermittlung der Verdunstungsrate in Gramm
Wasser pro Quadratmeter pro Stunde (g/ m?*h) erlauben. Die Werte konnen iiber das

Computerprogramm CSI ausgelesen werden.
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2.4 Organentnahme und Aufbereitung

Unbehandelte Tiere fiir in vitro-Versuche und Kontrolltiere, sowie Versuchstiere nach AD-
Induktion wurden zur Probenentnahme schmerzfrei getotet. Probenentnahmen erfolgten unter
aseptischen Bedingungen und Gewebe fiir Zellkultur wurden bei der Weiterverarbeitung
oberflachlich desinfiziert, kiihl gehalten und moglichst schnell in Antibiotika-haltiges
Kulturmedium {tiberfiihrt.

2.4.1 Blutentnahme

Kleine Mengen Blut kdnnen iiber Punktion der Vena facialis im Unterkieferbereich oder
durch Anritzen der Schwanzvene auch von lebenden Tieren gewonnen werden. Dies wurde
fiir Genotypisierungen (Abschnitt 2.2.3) und Serum-Immunglobulinspiegel unbehandelter
Tiere genutzt.

Wihrend einer Organentnahme am toten Tier kann eine grofe Menge Blut durch
Herzpunktion gewonnen werden. Zur Gewinnung von Serum wurde das Blut ohne
Antikoagulanzien aufgenommen, mindestens 30 min bei RT aufbewahrt und anschlieend
2x 15 min bei 13.000 rpm zentrifugiert, um Serum und koagulierte zelluldre Blutbestandteile

voneinander zu trennen. Das Serum wurde bei -20 °C gelagert.

2.4.2 Haut

Ein ausreichend groBes Areal des Riickens (bei Versuchsmdusen das behandelte Hautareal
nach Abziehen des Pflasters) wurde freiprapariert und von Unterhautfettgewebe entfernt. Fiir
Gewebeschnitte zur Histologie wurden die Hautstiicke in PBS zwischengelagert und
anschlieBend in Einbettmedium fiir Gefrierschnitte auf Trockeneis senkrecht stehend

eingebettet. Solche Gefrierpriaparate wurden bei -80 °C gelagert.

2.4.3 Ohren- und Schwanzhaut fiir Keratinozytenisolierung

Die Ohren und der Schwanz von unbehandelten oder Versuchsmédusen wurden an der Wurzel
abgetrennt und in sterilem PBS auf Eis gelagert. Vor der Verarbeitung wurde das Gewebe zur

oberflichlichen Desinfektion ca. 20 s in 70 % EtOH geschwenkt.
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2.4.4 Lymphknoten

Die craniale Riickenhaut wird von den brachialen Lymphknoten drainiert, die beiderseits
zwischen Schulterblatt und Achselhohle lokalisiert sind. Sie sind nach Entfernung der
Riickenhaut leicht zu finden und freizulegen, da sie auch bei unbehandelten Méusen relativ
grof3 sind und in diesem Bereich wenig Fettgewebe vorliegt. Die Lymphknoten wurden zur
Zellisolierung, durchflusszytometrischen Férbung und Kultivierung in Immunzellmedium

aufgenommen und bis zur weiteren Verarbeitung auf Eis gelagert.

2.4.5 Milz

Die Milz befindet sich bei Méusen an der linken Flanke im oberen Peritoneum. Sie wurde
nach Entnahme in PBS auf Eis gelagert. Milzen von Versuchsmiusen wurden gewogen, um
zu untersuchen, ob bei Maiusen nach AD-Induktion wie auch bei AD-Patienten eine

VergroBerung der Milz als Zeichen einer systemischen Immunreaktion vorkommt.

2.4.6 Grofle Rohrenknochen zur Gewinnung von Knochenmarkszellen

Knochenmark wurde von unbehandelten Tieren entnommen, um daraus in vitro Antigen-
prasentierende Immunzellen zu generieren. Dazu wurden die grolen Rohrenknochen der
Beine, Femur und Tibia, freipripariert und bis zur weiteren Verarbeitung in PBS auf Eis

gelagert.

2.5 Zellkultur

Primire Zellen wurden unter einer Sterilbank aus Mausorganen isoliert und entsprechend der
erwarteten Zellzahl in einem passenden Volumen Kulturmedium aufgenommen.

Zur Bestimmung der Lebend-Zellzahl wurde ein Aliquot der Zellsuspension 1:10 in einer
0,1 % Trypanblau-Losung verdiinnt. Diese dringt in tote bzw. perforierte Zellen ein, daher
erscheinen diese blau. Die nicht gefdrbten, lebenden Zellen wurden mittels Neubauer-
Zihlkammer quantifiziert und anschlieBend auf die gewiinschte Konzentration eingestellt.
Zentrifugation von Zellen erfolgte stets bei 4 °C mit 300 g fiir 10 min. Die Kultivierung und
Stimulierung lebender Zellen erfolgte im Brutschrank bei 37°C, 5% CO2 und
wassergesittiger Atmosphire (Luftfeuchtigkeit 90 %).
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2.5.1 Generierung von dendritischen Zellen oder Makrophagen aus dem Knochenmark

Knochenmark wurde aus den groBen Rohrenknochen Femur und Tibia gewonnen. Die
freipriparierten Knochen wurden ca. 10-20 s in 70 % EtOH geschwenkt und dann in kaltem
PBS gelagert. Mit einer scharfen Schere wurden die Enden der Knochen entfernt und dann
mittels einer RPMI-gefiillten Spritze mit einer 27 g-Kaniile das Knochenmark aus den
Knochen in eine Petrischale gespiilt. Die Knochenmarkzellen wurden durch Resuspension mit
einer 1 ml-Pipette vereinzelt, zentrifugiert, in Immunzellmedium aufgenommen und die
Zellzahl mittels Neubauerzdhlkammer bestimmt.

Die Knochenmarkzellen wurden in einer Dichte von 5%10% 10 ml auf Petrischalen ausgesit
und mit 2 % GM-CSF-Uberstand fiir dendritische Zellen oder 10% M-CSF-Uberstand fiir
Makrophagen fiir 6 Tage kultiviert. An Tag 3 wurde erneut 10 ml Immunzellmedium mit
GM-CSF oder M-CSF zugefligt.

An Tag 6 wurden die differenzierten unreifen dendritischen Zellen (BMDC) aus den
Kulturschalten gespiilt bzw. die Makrophagen (BMMph) mithilfe eines Zellschabers geerntet.
Die Zellen wurden gezihlt und in einer Dichte von 0,5*10° / 500 pl in 48-well-Platten
ausgesit und iiber Nacht bzw. fiir 48 h (fiir Mannoserezeptorexpression von Makrophagen)
mit Liganden stimuliert. An Tag 7 bzw. Tag 8 (fiir SEB-Stimulation von Makrophagen)
wurden Zellkulturiiberstinde fiir ELISA abgenommen und bei -20 °C gelagert, die Zellen

konnten geerntet und fiir die Durchflusszytometrie gefarbt werden.

2.5.2 Isolierung primérer muriner Keratinozyten

Keratinozyten ex vivo wurden aus Mausohren und der Schwanzhaut gewonnen. Die {ibrige
Haut erwies sich wegen dichtem Haarwuchs und schlechter Ausbeute als ungeeignet. Die
verwendeten Maiuse sollten mindestens 8-10 Wochen alt oder alter sein, da sich die
Keratinozyten-Isolierung bei jlingeren Tieren (5-6 Wochen) wegen der Proliferationsphase
des Haarzyklus schwieriger darstellt (160).

Ohren wurden in dorsale und ventrale Hautschicht geteilt, der Schwanz wurde mit einem
Skalpell der Lange nach aufgeschnitten, um die Haut von Knochen und Gewebe zu befreien.
Die so aufgetrennten Hautstiicke wurden ca. 90 min in Trypsin-EDTA bei 37 °C und 5 % CO2
inkubiert, um den Verbund von Epidermis und Dermis entlang der Basallamina aufzutrennen.
Danach wurde die Epidermis mithilfe einer gebogenen Pinzette isoliert, in 100 um-Zellsiebe
tiberfiihrt und darin in Laufpuffer aufgenommen. Das im Laufpuffer enthaltene BSA inhibiert
verbliebenes Trypsin, EDTA verbessert die folgende Vereinzelung der epidermalen Zellen.
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Mit der Riickseite des Stempels einer sterilen 5 ml-Spritze wurden die Epidermis-Fragmente
durch die Zellsiebe gerieben und diese Zellsuspension dann weiter durch 70 um- und 40 um-
Zellsiebe gefiltert. AnschlieBend wurden die Zellen zentrifugiert, in Keratinozytenmedium

aufgenommen und die Zellzahl mittels Neubauerzédhlkammer bestimmt.

2.5.3 Magnetische Aufreinigung epidermaler Keratinozyten

Um eine mogliche Beeinflussung der kultivierten Keratinozyten durch verbliebene
Langerhanszellen, epidermale T-Zellen oder Melanozyten auszuschlieBen, wurden
Keratinozyten vor Kultivierung mittels magnetischer Zellseparation (MACS (161)) negativ,
d. h. unmarkiert, selektiert.

Dazu wurden mindestens 2*107 Zellen (aus vier bis sechs Tieren) nach der Vereinzelung in
Laufpufter fiir die MACS-Markierung aufgenommen, wie im Herstellerprotokoll beschrieben.
Mittels Zugabe von Fc-Blockierungslosung wurden unspezifische Bindungsstellen fiir
Antikorper blockiert und 10 min bei 4 °C inkubiert. Dann wurden anti-MHCII-beads (gegen
Langerhanszellen), anti-CD117-beads (gegen Melanozyten) und anti-CD3g-Biotin-Antikdrper
(gegen T-Zellen) zugegeben und 15 min bei 4 °C inkubiert. Die Zellen wurden mit Laufpuffer
gewaschen (1200 rpm, 4 °C, 10 min), mit anti-Biotin-beads (Miltenyi) fiir die CD3e-
Markierung inkubiert (15 min, 4 °C) und erneut mit Laufpuffer gewaschen. Danach wurden
sie in 500 pl frischem Laufpuffer aufgenommen und im octoMACS-Separator-Magnet auf
spezielle Trennsdulen fiir groBe Zellen (Large Cell Columns) tibertragen. Die unmarkierten
Keratinozyten konnten die im Magneten befindliche Trennsdule passieren und wurden in
einem Reaktionsgefd3 aufgefangen, wihrend die mit beads markierten Zellen zuriickgehalten
und nach Entfernung der Sdule aus dem Magneten in ein frisches Reaktionsgefd3 ausgespiilt
wurden.

Der Erfolg der Zellseparation wurde mittels Durchflusszytometrie iiberpriift. Dazu wurden die
Proben mit Fluorochrom-gekoppelten Antikorpern gegen CD3g, CD117 und MHCII inkubiert

und am Durchflusszytometer analysiert.

2.5.4 Kultivierung und Stimulierung primiirer Keratinozyten

Primire Keratinozyten wurden entweder nach der Vereinzelung oder nach der magnetischen
Aufreinigung in Keratinozytenmedium in kollagenisierten 96-well-Flachbodenplatten

40,25%10°/ 250 ul oder nicht kollagenisierten half-area-Flachbodenplatten 4 0,5%10° / 100 pl
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ausgesit, ggf. Stimuli zugefiigt und kultiviert. Alle 2-3 Tage wurde das Medium gewechselt
und die gesammelten Zellkulturiiberstinde bei -20 °C auftbewahrt.

Die Kollagenisierung erfolgte mit einer 1:1-Mischung von Kollagen A in PBS fiir 30 min bei
37 °C und 5 % COa, anschlieend wurden die Kulturplatten einmal mit PBS gewaschen und
sofort verwendet.

Die Zellen auf kollagenisierten Kulturplatten wurden an Tag 7 fiir den MTT-Test verwendet
(Mediumwechsel an Tag 2 und 4). Die Zellen in unkollagenisierten Kulturplatten wurden wie

beschrieben eine weitere Woche bis Tag 14 kultiviert und erst dann analysiert.

2.5.5 Lymphknotenzellen

Die die obere Riickenhaut drainierenden brachialen Lymphknoten wurden vorsichtig mithilfe
einer feinen gebogenen Pinzette prapariert und sofort in RPMI-Medium auf Eis gelagert. Sie
wurden in PBS mit 1 mg / ml Kollagenase D und 300 U / ml DNase I versetzt und 10 min bei
37 °C und 5 % CO:z inkubiert. AnschlieBend wurden die Lymphknoten mit der Riickseite des
Stempels einer 5 ml-Spritze durch ein 100 um-Zellsieb gerieben, gewaschen, in frischem
Medium aufgenommen und die Zellzahl mittels Neubauer-Zahlkammer bestimmt und ein
Aliquot wurde fiir die Durchflusszytometrie gefarbt.

Die Lymphknotenzellen wurden in einer Dichte von 1*10°/250 ul in 96-well-
Flachbodenplatten ausgesdt und mit Antigenen stimuliert: 100 pg / ml endoOva oder
5 ng / ml SEB. Zusitzlich wurde eine unstimulierte Mediumkontrolle aller Proben mitgefiihrt.
Nach drei Tagen Inkubation wurden die Zellkulturiiberstinde gesammelt und bei -20 °C
gelagert. Die Zellen wurden entweder verworfen oder fiir die Durchflusszytometrie

verwendet.

2.5.6 Proliferations- / Viabilitits-Test mittels MTT-Farbreaktion

Der MTT-Test ist ein Proliferations- / Viabilititstest fiir kultivierte Zellen. Dazu werden die
Zellen in definierten Kulturbedingungen mit dem wasserldslichen schwach gelben Reagenz
MTT versetzt, welches von zelluldren Enzymen wie Dehydrogenasen und Reduktasen durch
Reduktion in den blau-violetten Farbstoff Formazan umgesetzt wird.

In dieser Arbeit wurden in Mikrotestplatten kultivierte Keratinozyten an Tag 7 bzw. Tag 14
zentrifugiert, der Zelliiberstand fiir £LISA abgenommen und bei -20 °C gelagert und die
Zellen mit frischem Medium + 5 % MTT-Gebrauchslosung (5 mg / ml in PBS) weitere 3 h

inkubiert. Eine Negativkontrolle mit Medium + MTT ohne Zellen wurde mitgefiihrt.
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AnschlieBend wurden die Zellen zentrifugiert, der Zelliiberstand vorsichtig verworfen und die
Zellen mit 100 pl Isopropanol + 5 % Essigsdure lysiert. Die so vorbereiteten Mikrotestplatten
wurden am Tecan Plattenphotometer zunichst 3 min geschiittelt und dann die Absorption bei
570 nm und der Referenzwellenlinge 630 nm bestimmt. Bei der Auswertung wurde der

Messwert der Negativkontrolle von den Proben subtrahiert.

2.6 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ermoglicht die Unterscheidung von Zellen in einer Suspension nach
GroBe und Granularitdt. Dazu werden die Zellen einzeln durch eine optische Mess-Zelle
geleitet. Weiterhin kdnnen durch Einsatz von Lasern Zellen unterschieden werden, die ein-
oder mehrfach Fluoreszenz-markiert sind, v. a. durch die Bindung Fluoreszenzfarbstoff-
gekoppelter  Antikorper. Fir Immunzellen sind mittlerweile mehrere hundert
Oberflichenmarker beschrieben, die unterschiedliche Zellpopulationen oder —Funktionen
charakterisieren, und entsprechende Antikorper sind kommerziell erhiltlich. Auch
intrazelluldre Antigene konnen so markiert werden. Die Fluoreszenz-Eigenschaften der
Suspensionszellen kdnnen zur Auswertung als dot plot oder Histogramm dargestellt werden
und mit Hilfe der Computersoftware konnen einzelne Populationen nach dem Ein- oder
Ausschlussverfahren tiber mehrere Schritte weiter differenziert werden.

Wihrend dieser Arbeit wurde das Durchflusszytometer FACSCanto II verwendet, welches
iiber sechs verschiedene Fluoreszenzkanile verfiigt. Es wurden pro Messung 10* Zellen (bei
homogenen Zellproben wie BMDC) bis zu 10° Zellen (fiir die Analyse von kleinen
Subpopulationen in heterogenen Zellproben, z. B. Lymphknotenzellen) aufgenommen.

Zur durchflusszytometrischen Messung wurden entweder Zellen ex vivo isoliert oder aus
Kultur geerntet, in Laufpuffer aufgenommen und bei 4 °C gehalten. Ca. 0,5-1*10° Zellen pro
Farbung wurden eingesetzt und in einer 96-well-Rundbodenplatte in 30 pl Volumen mit
Fc-Blockierungs-Reagenz versetzt, um unspezifische Bindungen der zu verwendenden
Antikorper zu verhindern. Nach 5 min Inkubation bei 4 °C wurden weitere 30 ul einer
vorbereiteten Antikorpermischung zugesetzt und weitere 15 min bei 4 °C inkubiert. Dann
wurden 100 pl Laufpuffer zugefiigt und die Mikrotestplatten zentrifugiert (6 min, 1200 rpm,
4 °C). Der Uberstand wurde vorsichtig durch einmaliges Ausschlagen der Platte entfernt und

die Zellen in neuem Laufpuffer aufgenommen.
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Bei Verwendung biotinylierter Antikorper folgte noch ein Inkubationsschritt mit
Fluoreszenzfarbstoff-markiertem Streptavidin fiir 10 min bei 4 °C mit anschlieBender
Zentrifugation und Aufnahme in neuem Puffer wie beschrieben.

Zur Markierung intrazelluldrer Antigene wurden die Zellen nach der Oberflichenmarkierung
wie beschrieben zentrifugiert und in PBS + 1 % PFA fiir 20 min bei RT fixiert. Nach erneuter
Zentrifugation wurden die Zellen in Laufpuffer + 0,01 % Saponin aufgenommen, um die
Durchlassigkeit der Zellmembran zu erhdhen, und die entsprechenden Antikorper zugefiigt.
Nach 20 — 30 min Inkubation bei 4 °C und anschlieBender Zentrifugation erfolgte ein Wasch-
Schritt mit Laufpuffer + 0,01 % Saponin, die Zellen wurden ein letztes Mal zentrifugiert und
wieder in normalem Laufpuffer aufgenommen.

Im Falle, dass eine Messung der Zellen am selben Tag nicht moglich war, wurden auch rein
Oberflichen-markierte Zellen in PBS + 1 % PFA fixiert und iiber Nacht bei 4 °C gelagert. Bei
noch nicht etablierten Immunfirbungen wurde eine Kontrollprobe mitgefiihrt, bei der der

Antikorper durch einen unspezifischen Antikorper des gleichen Isotyps verwendet wurde.

2.7 Histologie

Aus bei -80 °C gelagerten Gewebepriaparaten wurden im Kryostat bei ca. —22 °C 10 pm dicke
Querschnitte durch die Haut angefertigt und auf Superfrost-Objekttrigern platziert. Nach
Trocknung der Gefrierschnitte wurden sie 10 min in eiskaltem Aceton fixiert und entwéssert
und bis zur histologischen Farbung bei —80 °C aufbewahrt. Vor der Verwendung wurden sie
aufgetaut und in destilliertem Wasser rehydriert.

Gefarbte Préparate wurden bei 4 °C im Dunkeln aufbewahrt und am Keyence BZ-9000
Mikroskop bei 200-facher VergroBerung fotografiert. Es wurden je zwei reprisentative
Aufnahmen pro Probe bzw. Maus gemacht. Dermale Zellen im Haut-Querschnitt wurden je

2

Bildaufnahme entsprechend 0,25 pum*® Fliache ausgezdhlt. Die Anzahl epidermaler

Langerhanszellen und T-Zellen wurde im Haut-Querschnitt je 1 mm Epidermisldnge

angegeben.

2.7.1 Hamatoxylin-Eosin (HE)-Fiarbung

Die HE-Firbung ist eine Gewebe-Ubersichtsfirbung. Sie stellt saure Strukturen wie Zellkerne

und Ribosomen blau-violett und basische Strukturen wie Plasma und Kollagen rot dar.
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Rehydrierte Gefrierschnitte wurden 10 min in Hé&matoxylin gefdrbt und 2x kurz in
Leitungswasser gewaschen. Dann wurden sie 20-30 s in 70 % Ethanol + 1 % HCI
differenziert und 10 min in Leitungswasser gebldut. Durch den hohen pH-Wert des
Leitungswassers schldgt die zundchst briunliche Fiarbung in blauviolettes Hadmalaun um.
Danach wurden die Schnitte 30 s in 70 % EtOH gespiilt und 30 s in alkoholischem Eosin
gefarbt. Anschliefend erfolgte Spiilen und Entwéssern 2 min in 95 % EtOH und weiter
2x 2min in 100 % EtOH. Nach Kldrung der Schnitte fiir 5 min in Xylol und Trocknung

wurden sie in Entellan eingedeckelt.

2.7.2 Toluidinfirbung

Mithilfe von Toluidinblau kdnnen in der Histologie Mastzellen bzw. deren Granula angefarbt
werden. Diese erscheinen dann dunkel violett (Metachromasie, in der Haut keine anderen
metachromatischen  Gewebe), andere  Gewebestrukturen erscheinen  dunkelblau
(orthochromatisch).

Dazu wurden Gefrierschnitte 1 min in destilliertem Wasser geschwenkt, 10 min in
0,01 % wassriger Toluidinblaulosung angefarbt, erneut 1 min in destilliertem Wasser
geschwenkt und trocknen gelassen (alternativ in einer aufsteigenden Alkoholreihe und Xylol

entwiéssern). Anschliefend wurden sie mit Entellan eingedeckelt.

2.7.3 Immunfluoreszenz-Farbungen

Gefrierschnitte wurden aufgetaut und vor der Rehydrierung in PBS die einzelnen Schnitte
bzw. Objekte auf jedem Objekttrager mit einem wasserabweisenden ImmEdge-Stift umrahmt.
Nach jedem Inkubationsschritt wurden die Objekttrager 3x 5 min in PBS gewaschen.

Die Blockierung unspezifischer Bindestellen erfolgte mit 300 pl Blockierungspuffer pro
Schnitt fiir 30-60 min bei RT und bei einer Biotin-Streptavidin-Farbung zusitzlich mit dem
Biotin-Avidin-Blocking kit. Alle verwendeten Antikdrper wurden 1:100 in Probenpuffer
verdiinnt eingesetzt. Die Antikorper bzw. Antikorperkombinationen wurden zu 100 pl pro
Schnitt fiir jeweils 1-2 h bei RT oder iiber Nacht bei 4 °C in Probenpuffer inkubiert.

Wurde eine Kombination aus direkt und indirekt markierten Antikdrpern verwendet, so wurde
zundchst der indirekt markierte Erstantikdrper, dann der entsprechende Zweitantikorper und
zuletzt die direkt markierten Antikérper inkubiert, jeweils unterbrochen von Waschschritten,
so dass unerwiinschte Bindungen zwischen direkt markierten und Sekunddrantikdrpern

vermieden wurden. Nach der Fiarbung wurden die Schnitte in aushdrtendem DAPI-haltigen
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Einbettmedium eingedeckelt. DAPI interkaliert in die DNA und ldsst Zellkerne nach
Anregung mit UV-Licht fluoreszieren.
Bei noch nicht etablierten Immunfarbungen wurde eine Kontrollprobe mitgefiihrt, bei der der

Antikdrper durch einen unspezifischen Antikorper des gleichen Isotyps ersetzt wurde.

2.8 Engyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Mittels ELISA wurden in Serum oder Zellkulturiiberstand geldste Proteine spezifisch
quantifiziert. Fir ELISA von Serumproben wurden Nunc Medisorp-Platten verwendet,
ansonsten Greiner half area-ELISA-Platten, Bindekapazitit mittel. ELISA-Mikrotestplatten
sind mit Polystyrol beschichtet, welches Protein-bindende Eigenschaften besitzt.

Die Platte wurde mit Erstantikorper oder Antigen beschichtet, iiber Nacht bei RT inkubiert
und anschlieBend 3x mit ELISA-Waschpuffer gewaschen und fiir 60 min mit Probenpuffer
abgesittigt. Nach 3x Waschen wurden Serumproben oder Zellkulturiiberstinde (ggf. in
verschiedenen Verdiinnungen) und eine siebenstufige Standardreihe mit Negativkontrolle in
Doppelbestimmung aufgetragen und 1-2 h bei RT oder iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Fiir
Antigen-spezifische Ig erfolgte die Inkubation immer {iber Nacht. Detektionsantikdrper bzw.
—Antigen wurden nach erneutem Waschen zugefiigt und ebenfalls 1-2 h bei RT oder iiber
Nacht bei 4 °C inkubiert. War der Detektionsantikdrper nicht direkt HRP-gekoppelt, sondern
biotinyliert, wurde nach erneutem Waschen Streptavidin-HRP zugegeben und 20-30 min bei
RT im Dunkeln inkubiert. Es folgten ein letzter Waschschritt und die Farbentwicklung mittels
TMB-Substrat, die mit Schwefelsdure gestoppt wurde, sobald eine gut sichtbare Auftrennung
der Standardreihe vorlag. Die Absorption wurde im Mikrotestplattenphotometer bei 450 nm
und der Referenzwellenlédnge 630 nm gemessen. Die Konzentration der Proben konnte dann

per Software anhand der Standardreihe berechnet werden.

2.8.1 Referenzseren fiir die Quantifizierung Antigen-spezifischer Immunglobuline

Fiir die relative Quantifizierung Antigen-spezifischer Immunglobuline (auBler Ova-IgE, dort
ein anderes Verfahren, siche Tab. 11a) wurden standardisierte Seren von Méusen verwendet,

die mit dem Antigen und Alum als Adjuvans immunisiert worden waren.
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Fiir jede zu immunisierende Maus wurden 50 ug Ova bzw. 10 pg SEB in 100 pl sterilem PBS
mit 100 pl Alum versetzt und unter wiederholtem Aufschiitteln mindestens 30 min bei RT
adsorbieren lassen.

Mindestens zehn Wildtyp-Mausen wurden an Tag 0 und 14 (Ova) bzw. an Tag 0, 14 und 28
(SEB) 200 pl des jeweiligen Antigen-Alum-Gemischs i. p. injiziert, um die Produktion
spezifischer AntikOrper anzuregen. Zehn Tage nach der letzten Immunisierung wurden die
Tiere schmerzfrei getdtet und eine moglichst groBe Menge Blut zur Gewinnung von Serum
abgenommen. Die Seren wurden vereinigt, ggf. per ELISA mit einer vorherigen Charge
abgeglichen und anschliefend als Standardreihe in den entsprechenden ELISA eingesetzt.
Dabei wurde eine definierte Verdiinnung dieses Referenzserums mit einer bestimmten Zahl

relativer Einheiten gleichgesetzt.

Tab. 15: Relative Quantifizierung Antigen-spezifischer Immunglobuline mittels Seren immunisierter Mause

Ova-lgG1  Ova-lgG2c  SEB-IgE  SEB-lgG1  SEB-lgG2c
Verdinnung flir hochsten Standardwert 1:500 1:500 1:10 1:100 1:10
Verdinnungsstufen 1:5 1:2 1:2 1:2 1:2
entspricht relativen Einheiten 1000 100 10 100 10

2.8.2 Herstellung eines Epidermislysates fiir die Detektion von Autoimmun-Antikorpern

Zur Detektion von Autoimmun-Antikdrpern gegen Bestandteile des Epidermisgewebes wurde
ein Lysat aus der Epidermis von vier unbehandelten weiblichen Wildtypméusen hergestellt.
Dazu wurden Ohren- und Schwanzhaut aufgetrennt und 20 min bei RT in einer 3,8 %
Ammoniumthiocyanat-Losung inkubiert. Danach konnte die Epidermis abgelost werden und
wurde in Lysepuffer + 2 % B-Mercaptoethanol (ohne Proteinase K!) aufgenommen. Das
Gewebe wurde in diesem Puffer 15 min im Ultraschallbad aufgeschlossen und anschlieSend
durch ein 100 um-Zellsieb gerieben. AnschlieBend wurde die Suspension wie Lysate fiir den
Western Blot weiterverarbeitet (Abschnitt 2.9) und die Konzentration per Nanodrop ermittelt.
10 pg / ml Epidermislysat in Carbonatpuffer wurden zur Beschichtung von ELISA-Platten

verwendet.

2.9 Western Blot

Per Western Blot wurde die Proteinexpression von MyD88 in verschiedenen Organen von

K5"MyD88-Miusen iiberpriift. Dazu wurden bei -80 °C gelagerte Organe aufgetaut und

52



Material und Methoden

100 ug Gewebe abgewogen, zerschnitten, in ein Schraubgefal mit ~20 Glaskugeln {iberfiihrt,
und mit 40 pl Protease-Inhibitor in 1 ml PBS versetzt. Das Gewebe wurde dann im
Precelly‘s® Homogenisator 4x 30 s bei 6500 rpm homogenisiert, in fliissigem Stickstoff
schockgefroren, und anschlieBend in heilem Wasser oder Heizblock aufgetaut. Danach wurde
das Lysat 15 min bei 13.000 rpm und 4 °C zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und
darin die Proteinkonzentration per Nanodrop bestimmt. Die Proteinlysate wurden bei -20 °C
gelagert.

Die Proteinlysate wurden per Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
(SDS-PAGE) der GroBe nach aufgetrennt. Das verwendete Polyacrylamidgel bestand aus
zwei Phasen: Die Taschen zur Auftragung der Proben bestanden aus einem schmalen gering
konzentrierten Sammelgel, dass eine Aufkonzentration der Proben am Anfang der
Elektrophorese gestattet. Darunter geschichtet befand sich das dichtere Trenngel, in dem die
lysierten Proteine dann der GroBe nach aufgetrennt wurden.

Zur Auftrennung per SDS-PAGE wurden alle zu vergleichenden Proben auf die gleiche
Konzentration eingestellt und dann vier Teile Lysat mit einem Teil 5x Lammli-Puffer
versetzt. Die so vorbereiteten Proben wurden zur Denaturierung im Heizblock 5 min auf
95 °C erhitzt und danach je 20 pl pro Tasche auf das Polyacrylamid-Gel aufgetragen. Von
dem Proteinstandard wurden 10 pl pro Tasche aufgetragen.

Zur Aufkonzentration der Proben im Sammelgel wurde die Elektrophorese zunichst fiir
10 min bei 100 V gestartet und anschlieBend auf 150 V ca. 45-60 min laufen gelassen, bis die
Lauffront der Proben das Ende des Gels erreicht hatte.

Eine zugeschnittene Nitrozellulosemembran und vier Lagen zugeschnittenes Blotting-Papier
wurden in Blotting-Puffer getrinkt. Zwei Lagen Blotting-Papier wurden in die Blotting-
Apparatur gelegt. Darauf wurde die Membran platziert, das Acrylamidgel vorsichtig dariiber
geschichtet, und zwei weiteren Lagen Blotting-Paper aufgelegt. Mittels einer Glaspipette
wurden eventuelle Luftblasen aus dieser Blotting-Anordnung entfernt. Das Blotten erfolgte
bei 20 mA / cm? Gel fiir 90 min. Dabei wurden durch den Stromfluss die Proteine aus dem
Gel auf die Membran iibertragen.

Mithilfe einer Ponceau S-Losung wurde die Membran danach fiir 3 min unter Schwenken
angefarbt, um zu kontrollieren, dass die Proteine aus dem Acrylamidgel auf die Membran
iibergegangen waren, anschlieBend wurde die Membran unter Schwenken 2x mit A. dest. und
1-2x mit TBST gewaschen, um den Farbstoff wieder zu entfernen.

Vor der Immundetektion der gesuchten Proteine wurde die Membran 1 h unter Schwenken in

Blockierungspuffer inkubiert, um unspezifische Bindungen der zu verwendenden Antikdrper
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zu vermindern, anschlieBend wurde 2x 10 min mit TBST gewaschen. Die Primdrantikorper
gegen GAPDH (Positivkontrolle) und MyD88 wurden in 2,5 % Magermilch in PBS verdiinnt,
es konnten beide auf der selben Membran verwendet werden. Die Membran wurde mit 5 ml
Antikorperlosung in eine Folie eingeschweilit und 2 h bei RT oder iiber Nacht bei 4 °C
inkubiert. Danach wurde die Membran 3x 10 min in TBST gewaschen, um iiberschiissige
Antikorper zu entfernen. Die Infrarot-Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Sekundirantikrper
wurden analog zu den Primérantikdrpern inkubiert und anschlieBend die Membran wiederum
3x 10min mit TBST gewaschen. Danach konnten die fertigen Western Blots im Infrarot-
Imager gescannt werden, um die Fluoreszenz-Signale der gebundenen Antikdrper zu

detektieren.

2.10 Auswertungen und Statistik

Ergebnisse wurden in der Regel in mindestens drei unabhidngigen Versuchen mit je
mindestens drei biologischen Replikaten bestétigt. In Ausnahmeféllen war dies nicht mdglich
und wurde entsprechend kenntlich gemacht als vorldufige Resultate. Abweichend von der
angegebenen Stichprobengrofle der Versuchsproben wurden unbehandelte Kontrollen /
Negativkontrollen meist aus 3-4 biologischen Replikaten analysiert, sofern dies wegen
geringer Schwankungen der Daten ausreichend war (z. B. kein entziindliches Infiltrat in
unbehandelter Haut). Insgesamt wurden die Versuche zur AD-Induktion bei allen Genotypen
und Versuchsgruppen in mindestens vier unabhingigen Experimenten mit je 3-5 Tieren pro
Gruppe durchgefiihrt. Computergestiitzte Datenberechnungen wurden mit MS Excel 2010
(Microsoft, USA) durchgefiihrt und mit Prism 6 (Graphpad Software, USA) grafisch
dargestellt. Je nach Art und Streuung der biologischen Daten wurde der Mittelwert (MW) mit
Standardabweichung (Stabw) oder Standardfehler (Stdf) aufgetragen. Bei Auswertungen mit
einzelnen extrem abweichenden Werten wurde die Darstellung von Median und Interquartilen
gewihlt. Bei Untersuchungen mit grolen Schwankungen zwischen einzelnen Experimenten,
aber gleichem relativen Ergebnis, wurde ein représentativer Versuch dargestellt.
Irrtumswahrscheinlichkeiten wurden ebenfalls mit Prism 6 unter Zuhilfenahme des
Student’schen t-Tests bestimmt. Folgende Signifikanzniveaus wurden unterschieden:
*p<0,05/** p<0,01/***p<0,001. Irrtumswahrscheinlichkeiten {iber der Grenze von

5 % wurden als genaue Werte angegeben.
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3 Ergebnisse

In dieser Arbeit wurde die Rolle MyD88-induzierter Signalwege bei der Pathogenese der AD
im Mausmodell untersucht. Zwar wird MyD88 ubiquitir exprimiert, jedoch gibt es Zelltyp-
spezifische Unterschiede in der Funktion (162). Um speziell die Funktion von MyD88 in
epidermalen Keratinozyten untersuchen zu konnen, wurden nicht nur konventionelle
MyD8ggknock-out Miuse (141) fiir die Versuche eingesetzt, sondern auch MyD88-defiziente
Maiuse, die eine durch die Cre-Rekombinase induzierte Re-Expression von MyDS88
ermOglichen, da sie eine loxP-flankierte Stop-Kassette im ersten Intron des MyD88-Gens
tragen (142). Im weiteren Verlauf der Arbeit wurden diese Méuse mit Keratin5SCre-Méusen
verpaart (144), um MyD88 selektiv in epidermalen Keratinozyten zu exprimieren.

Die Ergebnisse wurden zur besseren Ubersicht in drei Abschnitte entsprechend der

Fragestellung der Arbeit (Abschnitt 1.4) aufgeteilt.

3.1 Der Phanotyp von MyD8S8LSL-Miausen

Die Funktionalitit der Stop-Kassette in den MyD88LSL-Méusen wurde durch Kultur von
BMDC und Stimulierung mit 7LR-Liganden und anschlieBender Messung von TNF im
Zelliiberstand bestitigt (Abb. 14a). Dabei wurden die homozygoten MyD88LSLPP-Tiere mit
homozygoten MyDg88°k-0ut Tjeren sowie mit den entsprechenden MyD88-profizienten

Kontrollen (heterozygote und Wildtyp-Tiere) verglichen.
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Abb. 14: Vergleich der Linien MyD88*"%°ut ynd MyD88LSL. a) TNF-Sekretion nach TLR-Stimulation
von MyD88-profizienten und -defizienten BMDC. b) IgE-Spiegel im Serum unbehandelter Mause.
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Es konnte kein phénotypischer Unterschied zwischen den beiden MyD88-defizienten
Mauslinien oder den heterozygoten Tieren und Wildtypmausen festgestellt werden. Auch die
IgE-Spiegel im Serum unbehandelter Tiere (Abb. 14b) (163) sowie die Keratinozytenkulturen
und AD-Versuche zeigten keine Unterschiede zwischen den beiden MyD88-defizienten
Linien und zwischen den entsprechenden Kontrollen. Auf die Ergebnisse wird in den

entsprechenden Abschnitten eingegangen.

3.2 Die Rolle von MyD88 bei der Antigen-Erkennung der verwendeten
Allergene

Um zu untersuchen, wie die fiir die AD-Versuche verwendeten Antigene Ova und SEB
Antigen-prasentierende Zellen in vitro beeinflussen, wurden aus dem Knochenmark
Makrophagen generiert und mit Endotoxin-freiem endoOva oder SEB stimuliert sowie zur
Kontrolle verschiedene TLR-Liganden verwendet. AnschlieBend wurden im Zelliiberstand
Zytokine per ELISA gemessen und die Zellen wurden per Durchflusszytometrie analysiert.
Neben MyD88-defizienten und —profizienten Zellen wurden als zusétzliche Kontrolle

TRIFkrock-out_7allen sowie TLR2K0k-0ut_7a]len verwendet.

2000+
[ MyD88profizient
[ Mstedefizient
TRlenock—out
== TLRzknock—out

1500+

1000+

TNF [pg / ml]
von BMMph

500+

Medium LPS Pam3Cys  poly(l:C) SEB endogradeOva

ein reprasentativer Versuch von zwei unabhangigen Experimenten
MW / Stabw

Abb. 15: Zytokinproduktion von Knochenmarks-generierten Makrophagen durch SEB-Stimulation ist
sowohl von MyD88 als auch von TRIF abhangig.

Die Messung der TNF-Sekretion nach Stimulation der Makrophagen (Abb. 15) ergab, dass
endoOva die Zellen nicht zur Zytokinproduktion aktiviert hatte, also wie erwartet frei von
Endotoxin-Riickstinden war. Die verwendeten TLR-Liganden verhielten sich ebenfalls wie
erwartet. Der TLR4-Ligand LPS war von MyD88 und TRIF abhingig, der TLR2-Ligand

Pam3Cys von MyD88 und TLR2, und der TLR3-Ligand poly(I:C) war von TRIF abhéngig.
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Auch die Stimulation mit SEB fiihrte zu Zytokinfreisetzung, nicht jedoch bei MyDS88-
defizienten oder bei TRIF-defizienten Zellen. Da das verwendete SEB auf Endotoxin-
Riickstinde getestet ist, kann LPS-Kontamination als Ursache ausgeschlossen werden. In
Makrophagen wird SEB also vermutlich {iber TLR4 erkannt, was bisher einmal diskutiert
wurde (136). Eine Beteiligung von TLR2, die in einer anderen Studie vorgeschlagen wurde
(135), ist hier nicht erkennbar. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass auch weitere
Rezeptoren, insbesondere auch weitere TLRs, eine Rolle spielen, dazu miissten z. B. weitere

TLRkock-out_7e]len analysiert werden.
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Abb. 16: Expression des Mannoserezeptors auf Knochenmarks-generierten Makrophagen nach 48 h
Stimulation mit Endotoxin-freiem Ova oder SEB, vorlaufige Ergebnisse. a) Makrophagen wurden als
CD11b* F4/80" Zellen definiert und b) die Fluoreszenzintensitat des Mannoserezeptors MMR (CD206)
wurde als Histogramm dargestellt. c) zeigt die quantitative Auswertung der Expressionsstarke des
Mannoserezeptors.

Da neuere Erkenntnisse eine Rolle des Mannoserezeptors bei der Erkennung und zelluldren
Aufnahme von Ova implizieren (156) und fiir den Mannoserezeptor weiterhin eine Rolle bei
der Entstehung von Allergien beschrieben wird (155), wurden die aus dem Knochenmark
generierten und mit Allergenen stimulierten Makrophagen (Abb. 15a) durchflusszytometrisch
auf die Expression des Mannoserezeptors (Abb. 16b) untersucht. Die Spezifitit des

Antikdrpers wurde durch Verwendung einer Isotypkontrolle sichergestellt. Der grofite Teil der
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Makrophagen exprimiert den Mannoserezeptor. Ein prozentualer Anstieg der MMR*-Zellen
war daher nicht aussagekriftig. Deswegen wurde die mittlere Fluoreszenz-Intensitit
analysiert, die die Expressionsstirke wiederspiegelt. Hierbei wurde festgestellt, dass beide
Allergene, sowohl SEB als auch das endoOva, das keine Zytokinfreisetzung induziert, die
Expression des Mannoserezeptors im Vergleich zu unstimulierten Kontrollzellen leicht
verstarken (Abb. 16b). Interessanterweise ergab die Quantifizierung, dass endoOva in
MyD88-defizienten Zellen zu einer stirkeren MMR-Expression als in MyD88—profizienten
Zellen fiihrte, wéihrend bei SEB das Gegenteil der Fall war, hier reagierten MyDS88-
profiziente Zellen deutlich stirker (Abb. 16¢). Dies kdnnte mit der Auspragung stirkerer Trz-
und fehlender Tui-Antworten in MyD88-defizienten Tieren korrelieren und moglicherweise
auf eine verstirkte Ausprigung von allergischen Immunantworten in MyD88-defizienten
Maiusen hinweisen, da der Mannoserezeptor an der Entstehung von Allergien beteiligt

ist (155).

3.3 Der Immunstatus von naiven MyD88-defizienten Miiusen

Unter SPF-Bedingungen zeigten MyD88-defiziente Méuse keinen offenkundigen Phinotyp,
abgesehen von gelegentlich auftretendem leicht verzogertem Wachstum. Sie konnten ein
dhnliches Alter wie Kontrolltiere erreichen. MyD88-defiziente Weibchen waren jedoch fast
infertil und wiesen in Verpaarungen eine hohe verfriihte Sterblichkeit auf. MyD88-defiziente
Mainnchen hingegen waren normal fortpflanzungsfahig. Heterozygote Méause sind MyD88-
profizient und mit Wildtypen vergleichbar.

Um festzustellen, ob bei naiven MyD88-defizienten Tieren bereits ein immunologischer
Phinotyp vorliegt, der auf eine verdnderte Pathogenese von Allergien hinweisen konnte,
wurden die Immunglobulinspiegel von MyD88-defizienten und —profizienten Tieren
bestimmt (Abb. 17).

Besonders die bei allergischen und parasitdren Erkrankungen beteiligten IgE-Antikorper
(Abb. 17a) waren in MyD88-defizienten Tieren gegeniiber den Kontrollen stark erhoht (163),
wie auch das ebenfalls mit Tu2-Antworten assoziierte IgG1 (Abb. 17b). Hingegen gab es
keine bedeutsamen Unterschiede bei dem Tui-assoziierten IgG2c (Abb. 17c¢), sowie den
,nhatlirlichen® (T-Zell-unabhiangigen) IgM-Antikorpern (Abb. 17¢). Die Spiegel der ebenfalls
T-Zell-unabhédngigen [gG3-Antikorper (Abb. 17d) waren bei MyD88-defizienten Mausen

niedriger als bei den Kontrollen.
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Abb. 17: Immunglobulinklassen in MyD88-profizienten und —defizienten Mausen. IgE (a) und IgG1 (b)
sind in MyD88-defizienten Tieren erhdht gegenliber den Kontrollen, 1gG3 (d) ist erniedrigt, IgG2c (c)
und IgM (e) sind unveradndert.

Die Haut naiver MyDg88-defizienter Tiere unterschied sich histologisch nicht von den
Kontrollen. Auch die =zellulire Zusammensetzung der Haut-drainierenden brachialen
Lymphknoten war in MyD88-profizienten und —defizienten Mé&usen vergleichbar. Die
entsprechenden Analysen unbehandelter Tiere wurden in die Untersuchungen in Abschnitt 3.4

mit eingeschlossen.

Erhohte IgE-Spiegel beim Menschen sind beim sogenannten Hyper-IgE-Syndrom bekannt,
das mit leichten Fehlbildungen, AD-@hnlichen Hautverinderungen und rezidivierenden
Infektionen einhergeht. Es entsteht durch Mutationen im STAT3-Gen (164), einem
Transkriptionsfaktor, der die Zellproliferation und auch Kanzerogenese fordert (165). Um zu
untersuchen, ob dies auch bei der Maus der Fall ist und ob eine mechanistische Verbindung
zum Phénotyp MyD88-defizienter Méduse besteht, wurden STAT3-defiziente Miuse generiert.
Dies war moglich durch Verkreuzung von STAT3flox-Miusen (147) mit DeleterCre-Miusen,
die eine ubiquitire Deletion der loxP-flankierten DNA-Sequenz ermdoglichen. Eine
heterozygote STAT3-Deletion wirkt dominant negativ (147), eine homozygote STAT3-
Deletion ist embryonal letal (166). Es wurden IgE-Spiegel in Seren von STAT3-Wildtyp- und
STAT3-heterozygoten Wurfgeschwistern gemessen. Stat3-heterozygote Méuse hatten erhdhte
IgE-Spiegel im Serum, jedoch war dieser Anstieg wesentlich geringer als bei MyD88§-
defizienten Méausen (Abb.18, vgl. Abb. 17a). Eine STAT3-Nullmutation fiihrt auerdem zum
Fehlen einer IL-17A-Produktion (167), was auch bei MyD88-defizienten Miusen der Fall ist
(168, 169). Die weitere vergleichende Analyse MyD88-defizienter und STAT3-defizienter
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Maiuse konnte daher zusitzliche Erkenntnisse iiber Verbindungen beider Signalwege sowie

die Pathogenese von allergischen u. a. Erkrankungen ermoglichen.
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Abb. 18: IgE-Spiegel bei STAT3-defizienten Maiusen (Stat3® *DeleterCre) sind hoher als bei
Wurfgeschwisterkontrollen.

3.4 Ova-induzierte AD in MyD88-defizienten Méusen

Fiir die AD-Induktion bei der Maus wurden die Versuchstiere in drei Behandlungszyklen {iber
einen Gesamtzeitraum von sieben Wochen behandelt. Die Riickenhaut wurde wiederholt
durch Aufkleben und Abziehen eines Pflasters (Tegaderm) gereizt, dann wurden auf einem
sterilen Mullvlies (Cutisoft) die in NaCl geldsten Allergene Ova und / oder SEB aufgebracht
und diese mit einem weiteren medizinischen Pflaster auf der gereizten Haut befestigt.
Kontrolltiere wurden entsprechend nur mit dem Losemittel NaCl behandelt. Am Ende des
Versuches wurden die Tiere schmerzfrei getdtet und die behandelte Haut, die Haut-
drainierenden brachialen Lymphknoten sowie das Serum auf Parameter einer allergischen

Immunreaktion untersucht.

3.4.1 AD-Symptome in der Haut

Makroskopisch erschien die Haut der iiber siecben Wochen behandelten Tiere meist leicht
schuppig, teilweise gerdtet und gelegentlich gab es leichte oberflichliche Lésionen mit der
Freisetzung von etwas Lymphfliissigkeit in das aufgebrachte Mullvlies. Teilweise waren die
Pflaster bereits von den Tieren selbst durch Kratzen beschéddigt oder entfernt worden. Dies
sollte jedoch keinen Einfluss auf das Ergebnis haben, da das Vlies unter den Pflastern ohnehin
einen Tag nach der Applikation trocken erschien, d. h. die Antigenldsung bereits in die Haut
eindiffundiert war. Eine Quantifizierung dieser makroskopischen Beobachtungen war wegen

der Schwierigkeit einer Standardisierung nicht moglich.
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Fir Bestimmung des transepidermalen Wasserverlustes (TEWL) als MalB fiir die
Barrierefunktion der Haut stand in einem Experiment eine Tewameter-Sonde zur Verfiigung
(Abb. 13). Dabei wird die Verdunstungsrate der Haut durch Auflegen einer Mess-Sonde
bestimmt. Bei einer Beeintrdchtigung der Barrierefunktion der Haut steigt der TEWL-Wert

an.
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p=0,07 ') MyD88profizient

204 L 2

s ot

NacCl Ova

TEWL [g / m?*h]
an Tag 50
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Abb. 19: Transepidermaler Wasserverlust (TEWL) an Tag 50 (Ende der AD-Induktion). Die MyD88-
profizienten Ova-behandelten Tiere zeigten tendenziell einen hoéheren Wert, d. h. stédrkere
Barriereschadigung, als die Tiere der anderen Versuchsgruppen.

Diese TEWL-Messung ergab in den MyD88-profizienten Mausen nach Ova-Behandlung
hohere Werte als in den anderen Versuchsgruppen, was auf eine stirkere Barrierestorung der
Haut hinweist. Zum Vergleich: der TEWL-Wert naiver Mause nach Rasur der Riickenhaut
betrigt ~1 g / m?*h. Das Gerit zur TEWL-Messung stand nur bei einem Versuch zur
Verfiigung. Da die Messwerte schwankungsanfillig sind, sollte der Versuch wiederholt
werden, um das Ergebnis zu bestédtigen. Moglicherweise beeinflusst MyD88 im AD-Modell
die Keratinozytendifferenzierung, die groBen Einfluss auf den transepidermalen

Wasserverlust hat (170).

Zur histologischen Beurteilung entziindlicher Verdnderungen der Haut nach AD-Induktion
wurden Gefrierschnitte angefertigt, die die behandelten Hautareale im Querschnitt zeigen.
Mittels verschiedener histologischer Farbemethoden wurden Struktur und Immunzellen in
diesen Gewebeschnitten dargestellt.
Mit Hilfe einer HE-Farbung konnte die fiir AD typische Verdickung der Epidermis
quantifiziert werden (Abb. 20). Wihrend in der NaCl-behandelten Kontrollgruppe nur eine
leichte MyD88-unabhéngige Verdickung der Epidermis auftrat, war die Epidermis nach Ova-
Behandlung in MyD88-profizienten Tieren noch deutlich stirker verdickt (Akanthose). Diese
Akanthose entsteht durch Hyperproliferation der Keratinozyten als Reaktion auf die
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Barrierestdrung. Dariiber hinaus waren kleine interzellulire Odeme (Spongiose) erkennbar

(Abb. 20b, Pfeile), welche ebenfalls ein typisches Merkmal von AD-Lisionen sind (171).
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Abb. 20: Epidermisdicke des behandelten Hautareals nach AD-Induktion. a) Bei MyD88-profizienten
Mausen flihrte Ova-Behandlung zu einer signifikant verdickten Epidermis gegeniliber den Ubrigen
Versuchsgruppen. b) HE-gefarbte Haut, reprasentative Aufnahmen. Pfeile weisen aus Spongiose hin.

Dieses Ergebnis weist im Hinblick auf die TEWL-Messung darauf hin, dass durch die
Hyperproliferation der Keratinozyten die Barrierestorung nicht ausgeglichen werden konnte.
Dariiber hinaus impliziert diese Beobachtung, dass die induzierte Barrierestérung nicht nur
von der Hautirritation und Antigenapplikation abhdngig war. Da der TEWL bei MyD88-
defizienten Miusen geringer als bei MyD88—profizienten Mdusen war, scheint durch eine
MyD88-abhingige Immunreaktion die Barrierestorung verstdrkt bzw. die Wiederherstellung

der Barriere gehemmt zu werden.

Immunbhistologisch wurde die Dichte der Langerhanszellen in der Epidermis ausgewertet
(Abb. 21). Diese nehmen in die Epidermis gelangende Antigene auf und wandern
anschlieend in die Haut-drainierenden Lymphknoten ein. Daher sinkt ihre Anzahl in der
Epidermis wihrend der AD-Induktion. Die chronische Hautirritation und NaCl-Behandlung
filhrte im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen auch schon zu einer Verminderung der
epidermalen Langerhanszellen. Dieser Effekt war jedoch nicht MyD88-abhingig.

Die Anzahl der verbliebenen Langerhanszellen in den MyD88-profizienten Méusen nach
Ova-Behandlung war wie erwartet deutlich vermindert gegeniiber den NaCl-behandelten

Kontrollen. In MyD88-defizienten Méusen war die Anzahl der Langerhanszellen nach Ova-
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Behandlung nicht signifikant verédndert gegeniiber den NaCl-Kontrollen. Dies bedeutet, dass

die Ova-induzierte Emigration der Langerhanszellen aus der Epidermis MyD88-abhéngig ist.

a
*k%
30+ p=0,13
—* (- Mstsdefizient

o [ ] profizient
5 xx MyD88
< 3 T *kk
=0 204
o] —
NE
53
£ g
o W
2E 104
® £

o

%

= n=8-12

MW/ Stdf
0 T T
naiv NaCl Ova

Langerin DAPI
Abb. 21: Langerhanszellen in der Epidermis a) In MyD88-profizienten Mausen nimmt nach Ova-
Behandlung die Frequenz der Langerhanszellen gegeniiber den Kontrollen ab. Dieser Effekt ist in
MyD88-defizienten Mausen nicht erkennbar. b) Immunhistologisch angefarbte Langerhanszellen in
unbehandelter Maushaut.

Ein weiterer Typ von epidermalen Immunzellen sind residente T-Zellen, die an der
Wundheilung beteiligt sind (172). Die Dichte dieser Zellen in der Epidermis wurde ebenfalls
ausgewertet (Abb. 22). Es gab keinen Unterschied in der Anzahl der T-Zellen zwischen den
verschiedenen Versuchsgruppen. Moglich wiren Unterschiede in der Aktivierung bzw.
Zytokinproduktion dieser Zellen, dies konnte per ELISA aus einem Proteinlysat des

behandelten Hautareals untersucht werden.
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Abb. 22: Epidermale T-Zellen. a) Ova-Behandlung fiihrte zu keiner Veranderung der Anzahl
epidermaler T-Zellen. b) Immunhistologisch angefarbte T-Zellen in der Haut.
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In die Dermis wandern bei Entziindungen zahlreiche Immunzellen ein und bilden so das
entziindliche Leukozyten-Infiltrat, das auch in der HE-Firbung als Ubersicht dargestellt
werden kann. Um dieses Infiltrat zu differenzieren, wurden weitere histologische und

Immunfluoreszenz-Féarbungen durchgefiihrt.

Mastzellen spielen eine grof8e Rolle bei allergischen Erkrankungen. Sie degranulieren nach
Bindung von IgE-Antikdrpern und setzen dabei u. a. Histamin frei. Neben Vasodilatation und
Odembildung tragen Mastzellen vermutlich auch zur Auslésung von Juckreiz bei. Mastzellen
konnen einfach und spezifisch mit Toluidinblau angeférbt werden und erscheinen dann rot-
violett im sonst bldulich gefarbten Gewebe. Wie in Abb. 23 gezeigt, war die Anzahl der
Mastzellen in der Haut schon nach chronischer Hautirritation und NaCl-Behandlung sowohl
in MyD88-profizienten als auch —defizienten Mdusen gleich stark erhoht. Zusétzliche Ova-
Behandlung fiihrte zu keinem weiteren Anstieg der Mastzell-Zahl in der Dermis. Daher ist die
Anzahl von Mastzellen in diesem Modell kein Parameter fiir eine Ova-induzierte allergische
Entziindung. Moglich wére, dass die Ova-Behandlung die Freisetzung von Mediatoren durch
Mastzellen beeinflusst. Dies wurde jedoch hier nicht ndher untersucht.

Eine immunhistologische Farbung des Mastzellmarkers c-Kit (CD 117) ergab ein dhnliches
Ergebnis (Daten nicht gezeigt), jedoch konnen c-Kit-positive Zellen in der Dermis auch
basophile Granulozyten sein, weswegen der Toluidinfirbung der Vorzug fiir die

systematische Auswertung gegeben wurde.
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Abb. 23: Mastzellen in der Haut. a) Die Anzahl der Mastzellen in der Haut war nach chronischer
Hautirritation angestiegen, jedoch unabhangig von Antigen oder Genotyp. b) Exemplarische
Aufnahme gereizter Haut: Toluidin farbt die Mastzellgranula rot-violett an (violette Pfeile), in der
Epidermis ist auch hier die Spongiose (interzellulire Odeme, schwarze Pfeile) nach AD-Behandlung
gut sichtbar.

64



Ergebnisse

Makrophagen wandern in Entziindungsherde ein und konnen Antigene, Pathogene und
zerstorte Zellen aufnehmen und abbauen. Sie wurden in der Haut immunhistologisch durch
Féarbung des Makrophagenmarkers F4/80 nachgewiesen und quantifiziert (Abb. 24). Da auch
dendritische Zellen F4/80 exprimieren konnen, wurde in einem AD-Versuch zusitzlich eine
Doppelfarbung mit dem Oberflichenmarker CD11c¢ durchgefiihrt, der dendritische Zellen
definiert. Da keine F4/80" CD11c" doppelt positiven Zellen auftraten, kann angenommen
werden, dass es sich bei den dermalen F4/80" Zellen in dieser Analyse rein um Makrophagen
handelt.

Wiederholte Hautirritation ohne Antigenbehandlung fiihrte zum Influx von Makrophagen
unabhdngig von MyD88. Nach zuséitzlicher Ova-Behandlung gab es bei MyD8&8-profizienten
Maiusen einen weiteren Anstieg der Makrophagenzahl, was auf eine stirkere Entziindung
hindeutet. In MyD88-defizienten Miusen dagegen gab es keine Verdnderung gegeniiber
NaCl-behandelten Kontrolltieren.
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Abb. 24: Makrophagen in der Dermis. a) Wiederholte Hautirritation und NaCl-Behandlung fiihrte zu
einer MyD88-unabhangigen Infiltration der Dermis durch Makrophagen. Nach Ova-Behandlung war
die Anzahl der Makrophagen in der Dermis MyD88-abhangig weiter erhoht gegeniber den NaCl-
Kontrollen. b) Immunbhistologisch angefarbte Makrophagen in der Haut

Die Infiltration der Dermis mit T-Helferzellen wurde per CD4-Fiarbung nachgewiesen
(Abb. 25). Da auch dendritische Zellen CD4 exprimieren konnen, wurde in einem Versuch
eine Doppelfairbung mit CD4 und MHCII durchgefiihrt, welches nur von Antigen-
priasentierenden Zellen exprimiert wird, nicht aber von T-Zellen. Es traten keine doppelt-
positiven Zellen auf, sodass angenommen werden kann, dass alle dermalen CD4" Zellen in
dieser Analyse T-Helferzellen waren.

Durch chronische Hautirritation kam es zu einem starken Anstieg der Anzahl von

T-Helferzellen in der Dermis. Im Gegensatz zu den Makrophagen war die Anzahl von
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T-Helferzellen nach AD-Induktion in den MyD88-defizienten Tieren interessanterweise
deutlich groBer als in den MyD88—profizienten Tieren (Abb. 25a), auch schon nach NaCl-
Behandlung. T-Helferzellen miissen erst von in den Lymphknoten ausgewanderten
dendritischen Zellen aktiviert werden und durch angeborene Immunzellen wie Makrophagen
zum Ort der Entziindung rekrutiert werden. Da in MyD88-defizienten Maiusen nach
Behandlung weniger Makrophagen in der Dermis vorhanden waren, war die Beobachtung,
dass dennoch mehr T-Helferzellen als in MyD88-profizienten Méusen auftraten, zunéchst
iberraschend. Auf das u. a. von Keratinozyten produzierte Zytokin TSLP als eine mogliche

Ursache (173) wird in Abschnitt 3.4.4 und 4.4.4 eingegangen.
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Abb. 25: T-Helferzellen in der Dermis. a) Wiederholte Hautirritation und Behandlung mit NaCl oder
Ova flihrte zu einer starken T-Helferzell-Rekrutierung in die Dermis. Diese war bei MyD88-defizienten
Mausen starker ausgepragt als bei MyD88-profizieten Mausen. b) Immunhistologische Farbung von
T-Helferzellen in der Haut.

3.4.2 AD-induzierte Imnmunantwort in Haut-drainierenden Lymphknoten

Die dem behandelten Hautareal néchstgelegenen brachialen Lymphknoten wurden isoliert,
um die Induktion der adaptiven Immunantwort zu untersuchen, die dort nach Einwanderung
von Antigen-prisentierenden Zellen aus der Haut stattfindet.

In Abb. 26 ist die absolute Zellzahl dieser Lymphknoten pro Maus dargestellt. Die chronische
Hautirritation induzierte bereits eine MyD88-unabhédngige Vergroferung der Lymphknoten
als Zeichen einer Entziindung. Diese wurde durch zusédtzliche Ova-Applikation MyD88-

abhingig verstirkt.
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Abb. 26: Zellzahl der Haut-drainierenden brachialen Lymphknoten naiver und AD-behandelter
Mause. Chronische Hautirritation und NaCl-Behandlung fiihrte zu einer MyD88-unabhdngigen
VergroRBerung der Lymphknoten. Ova-Behandlung flihrte bei MyD88-profizienten Mausen zu
signifikant vergroRerten Lymphknoten gegeniiber den lbrigen Versuchsgruppen.

Tabellen 16a-c: Zellulare Zusammensetzung brachialer Lymphknoten nach AD-Induktion

Tab. 16a: Zelltypen in brachialen Lymphknoten nach AD-Induktion®, prozentualer Anteil

MyD88defizient NaCl MyD88proﬁzient NaCl MyDggdeﬁzient Ova MyDBSproﬁzient Ova
B220+ B-Zellen 30,0+28 33,1+£10,2 35408 37826
CD3* T-Zellen 52,6 £3,5 478+104 446+15 429+13
CD11c* dendritische Zellen 53+0,3 56+0,1 6,0+1,3 6,104

Tab. 16b: Subpopulationen von Lymphknotenzellen*, prozentualer Anteil

MyD88defizient MyD88proﬁzient MyD88deﬁzient MyD88proﬁzient
NaCl NaCl Ova Ova
CD5* B1-Zellen von B220* 132+18 12,8 £3,0 11,3+£24 98+13
CD4+ T-Helferzellen von CD3* 486+ 1,6 473141 46,0+ 1,0 456+ 1,2
CD8+* zytotoxische T-Zellen von CD3* 39,0+24 39,6 £0,4 39,3£0,9 39,2+23
[6-T-Zellen von CD3* 6,9+1,0 79134 88+20 95+1,1
CDB8* dendritische Zellen von CD11c* 1,3+0,1 4607 1,9+£0,2 1,7£04
CD317+ plasmazytoide dendritische Zellen von CD11¢* 6,5+0,7 53+21 87+21 73+11

Tab. 16¢: Aktivierungszustand der Lymphknotenzellen®, prozentualer Anteil

MyD88deﬁzient MyD88proﬁzient MyD88deﬁzient MyD88proﬁzient
NaCl NaCl Ova Ova
IgM* IgD- unreife dendritische Zellen von B220* 42+0,7 3,7+£0,2 50+04 36+05
CD69* CD25* aktivierte T-Helferzellen von CD3* CD4* 12,7+0,8 11,7101 126+1,2 115+08
MHCII+* aktivierte dendritische Zellen von CD11¢* 396+1,1 349+6,3 286+14 340+£15

* jeweils dargestellt fiir ein représentatives Experiment mit n=3-4

Die Zusammensetzung dieser Lymphknotenzellen wurde durchflusszytometrisch analysiert
(Tab. 16a-c). Nach Ova-Behandlung waren prozentual mehr B-Zellen und weniger T-Zellen
vorhanden, das Verhiltnis von CD4" und CD8" T-Zellen #nderte sich nicht, der Anteil von
v6-T-Zellen und plasmazytoiden dendritischen Zellen stieg leicht an. Nach Ova-Behandlung
wurde ein etwas hoherer Aktivierungszustand der Zellen von MyD88-profizienten Miusen

gemessen, d. h. weniger unreife B-Zellen und mehr aktivierte dendritische Zellen.
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Zur Untersuchung der Zytokinproduktion Antigen-spezifischer T-Zellen, die in vivo im
Verlaufe des Versuchs gebildet worden waren, wurden die isolierten Lymphknotenzellen fiir
drei Tage in vitro mit Endotoxin-freiem endoOva restimuliert. AnschlieBend konnten im
Zelliiberstand Zytokine nachgewiesen werden, die von den in der Zellsuspension vorhandenen
Ova-spezifischen T-Zellklonen produziert worden waren. Dies gab Aufschluss iiber die Art
der adaptiven Immunantwort, die von den T-Helferzellen vermittelt wurde. Das Tui-Zytokin
IFN-y wurde nach Ova-Restimulation nur von den Lymphknotenzellen der Ova-behandelten
MyD88-profizienten Mause verstirkt freigesetzt (Abb. 27a). Auch die IL-17A-
produzierenden Twui7-Zellen waren nur in den Zellen der MyDS88-profizienten Ova-
behandelten Méuse nachweisbar (Abb. 27b). IL-10 hingegen, das von Tu2-Zellen und auch
von regulatorischen T-Zellen produziert werden kann, wurde von Lymphknotenzellen
MyD88-defizienter Méduse sogar in hoherem Mafle freigesetzt als von MyD88-profizienten
Maiusen (Abb. 27¢) und zeigte, dass auch die MyD88-defizienten Tiere Ova-spezifische
T-Zellen gebildet hatten.
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Abb. 27: Zytokinproduktion von kultivierten Lymphknotenzellen nach Restimulation mit Ova (a-c)
oder SEB (d-f). IFN-y und IL-17A wurden MyD88-abhangig produziert, IL-10 wurde von MyD88-
defizienten Zellen in groRerem MaRe freigesetzt als von MyD88-profizienten Zellen. Ova-
Vorbehandlung in vivo flhrte zu starker Zytokinproduktion durch Ova-spezifische T-Zellen nach Ova-
Restimulation in vitro.
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Die Lymphknotenzellen wurden auBlerdem auch mit SEB stimuliert, um sie mit den Zellen
von SEB- / Ova+SEB-behandelten Tieren vergleichen zu konnen (Abschnitt 3.5). Da SEB ein
Superantigen ist, das T-Zellen unabhéngig von Antigenprésentation aktivieren kann, wurden
Zytokine auch von Zellen produziert, die nicht in vivo mit SEB in Kontakt gekommen waren.
Interessanterweise unterschieden sich die Zytokinspiegel von MyD88-profizienten und
MyD88—defizienten Méusen, was darauf hinweisen konnte, dass SEB auch konventionelle
Antigen-Funktion hat und in der Lymphknotenzellsuspension von Antigen-prédsentierenden
Zellen den T-Zellen préasentiert wird. Alternativ. widre auch mdglich, dass eine
unterschiedliche T-Zell-Aktivierung in vivo die unterschiedlichen Zytokinspiegel in vitro
bedingt. SEB-spezifisches IFN-y wurde von MyD88-profizienten Zellen stirker produziert als
von MyD88—defizienten Zellen und dariiber hinaus von Lymphknotenzellen von Ova-
behandelten Maiusen in groBeren Mengen freigesetzt als von NaCl-behandelten Miusen
(Abb. 27d). Dies ist ein weiterer Hinweis auf eine stidrkere Voraktivierung der Zellen. SEB-
spezifisches IL-17A wurde von MyD88-profizienten Zellen in groBen Mengen freigesetzt,
von MyD88—defizienten Zellen nur minimal (Abb. 27¢). Im Gegensatz zu IFN-y und IL-17A
wurde das regulatorische Zytokin IL-10 von MyD88-defizienten Zellen stirker produziert als
von MyD88-profizienten Zellen (Abb. 27f). Dies korreliert mit den verstirkten
Tu2-Antworten in MyD88-defizienten Miusen, die z. B. auch hohere IgE-Spiegel im Serum
aufweisen. Bei Zellen aus Ova-behandelten Méausen war die SEB-spezifische IL-10-
Produktion allerdings vermindert. In der Zusammenschau mit der hoheren IFN-y-Produktion
dieser Zellen weist das darauf hin, dass SEB in Lymphknotenzellen von Ova-behandelten
Maiusen eine stirkere proinflammatorische Reaktion auslost als nach NaCl-Behandlung. Dies

konnte ein Hinweis auf die Rolle von SEB bei der Krankheits-Progression von AD sein.

Beziiglich der IL-10-Messung in Lymphknotenzellen ist zu beriicksichtigen, dass dieses
Zytokin auch von Antigen-prisentierenden Zellen und B-Zellen freigesetzt wird, so dass die
Quelle dieses Zytokins in der Lymphknotenkultur durch intrazelluldre Zytokinfarbung oder

Aufreinigung der Zellpopulationen vor der Restimulation weiter eingegrenzt werden miisste.

Da zur Differenzierung von Tui7-Zellen IL-23 notwendig ist, wurde in BMDC die IL-23-
Produktion untersucht. IL-23 ist ein pro-inflammatorisches Zytokin und gehort zur IL-12-
Familie. MyD88-defiziente Zellen produzierten nach Stimulation kein IL-23 (Abb. 28), dies
ist also vermutlich eine Ursache fiir die beobachtete fehlende IL-17A-Produktion in den

Lymphknoten.
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Abb. 28: IL-23-Produktion von dendritischen Zellen ist abhangig von MyD88. Ein reprasentativer
Versuch von zwei unabhangigen Experimenten.

Per durchflusszytometrischer Analyse wurde zusitzlich der Anteil regulatorischer T-Zellen in
den Lymphknotenkulturen bestimmt. Dazu wurde der Transkriptionsfaktor FoxP3 in
T-Helferzellen gefdarbt. Hierbei wurden keine bedeutenden Unterschiede zwischen den
verschiedenen Lymphknotenzellen unterschiedlich vorbehandelter Tiere festgestellt
(Abb. 29). Nach Restimulation mit Ova lag der Anteil von Treg-Zellen bei ca. 5-7 %, nach
Restimulation mit SEB war der Anteil auf ca. 12-15 % angestiegen, d. h. neben der
Expression pro-inflammatorischer Zytokine wurde durch SEB auch die Expansion von

Treg-Zellen induziert.
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Abb. 29: Regulatorische T-Zellen in restimulierten Lymphknotenzellen von AD-behandelten Mausen.
a) Ova-Restimulation b) SEB-Restimulation. Zwischen Zellen von NaCl- oder Ova-vorbehandelten
Tieren sowie zwischen MyD88-profizienten und —defizienten Tieren gab es keine Unterschiede. SEB-
Stimulation fihrte zur Vermehrung von T,g-Zellen in vitro.

3.4.3 Systemische Immunabwehr und Immunglobulinspiegel nach AD-Induktion

Eine Vergroferung der Milz (Splenomegalie) ist ein Symptom, das auf ein systemisches
Entziindungsgeschehen hinweist. Eine Beteiligung der Milz wurde bereits bei verschiedenen

AD-Modellen gezeigt, indem in Milzzellen spezifische Allergen-induzierte Immunantworten
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nachgewiesen wurden (158, 174, 175). Die Milz ist ein wichtiges immunologisches Organ, in
dem B- und T-Lymphozyten proliferieren, und ist vermutlich an der AD-abhdngigen
Antikorperproduktion beteiligt. Um zu untersuchen, ob diese symptomatische Splenomegalie
auch bei Miusen nach AD-Induktion auftritt, wurden nach einem Versuch die Milzen der
Versuchstiere entnommen und gewogen (Abb. 30). Tatsdchlich wurde nach Ova-Behandlung
in den MyD88-profizienten Mausen eine tendenziell vergroBBerte Milz gefunden, bei MyD88-
defizienten Mdusen war dies nicht der Fall. Weitere Messungen, auch von unbehandelten

Tieren, miissten hier erfolgen, um diesen Befund zu bestdtigen.
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Abb. 30: Milzgewicht nach AD-Induktion. Ova-behandelte MyD88-profiziente Tiere wiesen eine
tendenziell vergroBRerte Milz auf im Vergleich zu den Kontrollen.

Die natiirlichen Immunglobuline IgM und auch 1gG3 werden unabhingig von T-Helferzellen
schon friih im Verlaufe einer Entziindung gebildet. Sie besitzen eine limitierte Keimbahn-
codierte Spezifitdt und gehdren daher zur angeborenen bzw. natiirlichen Abwehr. Wie in
Abb. 31 im Vergleich zu Abb. 17 dargestellt, wird die Produktion dieser Antikdrper durch die
chronische Hautirritation induziert und MyD88-abhingig verstirkt. Eine zusitzliche

Regulation durch Ova-Applikation war nicht festzustellen.
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Abb. 31: Natilirliche Antikdrper nach AD-Induktion. a) IgM- und b) 1gG3-Spiegel waren in MyD88-
profizienten Méausen hoher als in MyD88-defizienten Mausen. Der Vergleich mit unbehandelten
Tieren zeigt, dass tape-stripping die Produktion der Antikorper unabhadngig vom Antigen induzierte.
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Obwohl naive MyD88-defiziente Méuse deutlich hohere IgE-Spiegel als MyD88—profiziente
Maiuse aufwiesen (Abb. 17), zeigte sich nach der siebenwochigen Behandlungsphase der
Tiere kein signifikanter Unterschied mehr. Die IgE-Spiegel von MyD88-profizienten Tieren
waren stark angestiegen und erreichten &hnlich hohe Werte wie bei MyD88-defizienten
Maiusen (Abb. 32). Dies bedeutet, dass die IgE-Produktion in den MyD88-defizienten Tieren

durch die AD-Behandlung weit weniger erhoht wurde.
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Abb. 32: Gesamt-IgE-Spiegel nach AD-Induktion. Bei MyD88-profizienten Mausen zeigte sich eine
starke Erhohung der IgE-Spiegel durch AD-Induktion mit Ova. Bei MyD88-defizienten Mausen, die
schon vor Behandlung sehr hohe IgE-Spiegel aufwiesen, war die weitere Erhohung deutlich
schwicher, sodass sich die IgE-Spiegel in MyD88-profizienten und —defizienten Mausen nach Ova-
Behandlung anndherten.
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Abb. 33: Ova-spezifische Immunglobulinspiegel nach AD-Induktion. a) Ova-IgE- und b) Ova-lgG1-
Spiegel waren bei MyD88-defizienten Mausen im Vergleich zu MyD88-profizienten Mausen leicht bis
moderat vermindert, c) Ova-1gG2c-Spiegel waren bei MyD88-defizienten Mdusen stark vermindert.

Wichtig fiir die Beurteilung der Ova-induzierten Immunantwort sind die Allergen-
spezifischen Antikorper (Abb. 33), insbesondere Ova-spezifisches IgE. Bei den Ova-
spezifischen IgE-Spiegeln konnten keine bedeutenden Unterschiede zwischen den Genotypen

nachgewiesen werden (Abb. 33a). Bei Ova-IgGl gab es eine moderate Verminderung in
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MyD88-defizienten gegeniiber MyD88-profizienten Tieren (Abb. 33b), die Ova-IgG2c-
Spiegel waren bei MyD88-defizienten Tieren deutlich niedriger, was wie erwartet eine

schwichere Tui-Antwort widerspiegelt (Abb. 33c).

3.4.4 Zusammenfassung MyD88-abhiingige AD-Induktion

Zusammenfassend wurde bei der Analyse der Ova-abhdngigen AD-Induktion festgestellt,
dass MyD&88-abhingige Signalwege an der Entstehung von Allergie-Symptomen beteiligt
sind. MyD88-defiziente Méuse zeigten deutlich verminderte Akanthose, d.h. weniger
Epidermishyperplasie, eine verringerte Emigration von Langerhanszellen aus der Epidermis,
sowie verminderte Infiltration von Makrophagen, aber verstirkte T-Helferzellrekrutierung in
die Dermis. Die Induktion der adaptiven T-Helferzell-Antwort in den Haut-drainierenden
Lymphknoten war bei MyD88-defizienten Maédusen Tmz-polarisiert, wihrend die Ova-
spezifischen T-Zellen von MyD88-profizienten Mause sowohl Tuz- als auch Tui/17-Zytokine
freisetzen konnten. Natiirliche Antikdrper waren in MyD88-profizienten Médusen stirker
erhoht als in MyD88-defizienten Méusen. Bei den Ova-spezifischen Antikdrpern waren in
MyD88-defizienten Méusen nur die Thz2-Isotypen IgE und IgG1 produziert worden, wihrend
MyD88-profiziente Méuse auch Tui-assoziiertes IgG2c produzierten.

3.5 MyD88-abhiingige Verstarkung der AD-Symptome durch
Staphylokokken-Enterotoxin B (SEB)

Das Superantigen SEB spielt bei AD-Patienten eine wichtige Rolle fiir das Fortschreiten der
Erkrankung. Bei 90 % aller AD-Patienten ist die Haut dauerhaft mit Staphylokokkus aureus
besiedelt, der wiederkehrende Infektionen auslosen kann, gegeniiber nur 5 % in der
Normalbevdlkerung (125, 126). Um zu untersuchen, welche Rolle MyD88 bei dieser SEB-
induzierten Hautentziindung spielt, wurden Méuse fiir die Dauer des AD-Versuchs nicht nur
mit Ova, sondern auch mit SEB oder Ova+SEB behandelt, dies wird im Folgenden als
SEB-Sensibilisierung bezeichnet. Die Entziindungsparameter wurden analog zur
AD-Induktion mit NaCl- / Ova-Behandlung ausgewertet. Zum Vergleich der Ergebnisse wird

auf die Auswertungen in Abschnitt 3.2 verwiesen.
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3.5.1 Hautentziindung nach SEB-Sensibilisierung

Nach epikutaner Behandlung mit SEB / Ova+SEB wurde am letzten Versuchstag der
transepidermale Wasserverlust per Tewameter®-Sonde bestimmt (Abb. 34). Nach
Behandlung mit SEB waren die TEWL-Werte MyD88-defizienter Méause tendenziell besser
als die MyD88-profizienter Méuse, was wie nach Behandlung mit Ova (Abb. 19) auf eine
bessere Barrierefunktion in MyD88-defizienten Maiusen hinweist. Nach kombinierter
Ova+SEB-Behandlung war dies nicht der Fall, sowohl MyD88-defiziente als auch
MyD88-profiziente Tiere hatten tendenziell erhohte TEWL-Werte. Da das Messgerét bisher
nur in diesem einen Versuch zur Verfligung stand, miissten weitere Untersuchungen diese

Beobachtung bestétigen.
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Abb. 34: Transepidermaler Wasserverlust nach SEB-Sensibilisierung. GrolRe Schwankungen zwischen
den Versuchsgruppen wegen kleiner Stichprobengrolie.

Nach epikutaner Behandlung der Mduse mit SEB war nur eine minimale Verdickung der
Epidermis messbar (Abb. 35a), die sich kaum von den NaCl-behandelten Tieren abhob
(Abb. 20). Nach kombinierter Ova+SEB-Behandlung war dagegen eine fiir AD typische
Verdickung der Epidermis feststellbar (Abb. 35a). Diese war abhidngig von MyDS8S, fiel
jedoch weniger stark aus als nach Behandlung der Mause nur mit Ova (Abb. 20).

Behandlung mit SEB fiihrte genau wie mit Ova zu einer MyD88-abhidngigen Emigration der
Langerhanszellen aus der Epidermis. Nach kombinierter Ova+SEB-Behandlung dagegen war
kein klarer Effekt nachweisbar, da die Streuung der Ergebnisse deutlich gréfer als nach
Behandlung mit einem einzelnen Antigen war (Abb. 35b). Dies konnte darauf hinweisen, dass
die kombinierte Behandlung keinen kumulativen Effekt auf die Langerhanszell-Migration hat,

sondern diese storen konnte.
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Abb. 35: Histologie der Epidermis nach SEB-Sensibilisierung. a) Die Epidermis wurde kaum durch SEB,
aber deutlich durch Ova+SEB-Behandlung verdickt. b) Langerhanszellen wanderten auch nach SEB-
Sensibilisierung MyD88-abhangig aus, nach Ova+SEB-Behandlung traten gréRere Schwankungen auf.
c) Epidermale T-Zellen akkumulierten nach Ova+SEB-Behandlung bei MyD88-profizienten Tieren.

Die Anzahl der epidermalen T-Zellen war nach einzelner Behandlung mit SEB nicht
verdndert (Abb. 35¢), ebenso wie nach Behandlung mit NaCl oder Ova (Abb. 22). Nach
kombinierter Ova+SEB-Behandlung kam es dagegen zu einer starken Akkumulation von
T-Zellen in der Epidermis, die abhingig von MyD88 war (Abb. 35¢). Die néhere Analyse
ergab, dass diese zusitzlich in die Epidermis eingewanderten T-Zellen CD8" waren
(Abb. 36b). CD8" T-Zellen konnen zytotoxische oder auch tolerogene T-Zellen sein
(176, 177).

Interessanterweise waren bei diesen mit Ova+SEB-behandelten MyD88-profizienten Mausen
auch die meisten in der Epidermis verbliebenen Langerhanszellen CD8" (Abb. 36a). Dies
konnte darauf hinweisen, dass diese Langerhanszellen die epidermalen CD8" T-Zellen durch
Kreuz-Prasentation iiber MHCI-Molekiile stimulieren konnten. Vorldufige Ergebnisse
zeigten, dass die MHCI-Expression in der Haut nach kombinierter Ova+SEB-Behandlung
stark erhoht ist (Daten nicht gezeigt), was diese Vermutung stiitzen wiirde. Hier sind jedoch
weitere Untersuchungen notig.

Kombinierte Ova+SEB-Behandlung fiihrte offenbar nicht zu einer additiv verstirkten
Entziindung gegeniiber der Behandlung mit den einzelnen Antigenen, sondern schien die
Immunreaktion in der Epidermis qualitativ zu verdndern. Moglich wire, dass die zelluldre
Aufnahme und Prozessierung der Antigene Ova und SEB kompetitiv gestort wird oder dass es

zur Bildung von Komplexen aus Ova und SEB kommt, die die Antigenaufnahme veréndern.
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Abb. 36: CD8a-Expression auf Langerhanszellen und T-Zellen in der Epidermis nach Ova+SEB-
Behandlung. a) CD8a* Langerhanszellen b) CD8a* T-Zellen in der Epidermis. c) Mikroskopische
Aufnahme bei 200x und d) 400x VergrofRerung. CD8a* Langerhanszellen erscheinen gelb (Langerin
grin + CD8a rot), CD8a* T-Zellen erscheinen violett (CD3¢ blau + CD8a rot).

In der Dermis wurde nach SEB-Sensibilisierung der Influx von Makrophagen und
T-Helferzellen quantifiziert (Abb. 37a). SEB fiihrte zu einer MyD88-unabhingigen
Einwanderung von Makrophagen, die etwas stirker als nach NaCl-Behandlung war. In
MyD88-profizienten Tieren stieg die Makrophagenzahl nach kombinierter Ova+SEB-
Behandlung noch deutlich weiter an auf fast den doppelten Wert gegeniiber einzelner
Behandlung mit Ova (Abb. 24). Hier handelt es sich vermutlich um einen additiven Effekt
beider Antigene.

Die Anzahl von T-Helferzellen in der Dermis wurde durch SEB-Behandlung nicht stirker
erhoht als nach NaCl-Behandlung. Auch hier waren deutlich mehr T-Helferzellen in der Haut
von MyD88-defizienten Maiausen vorhanden. Interessanterweise stieg nach kombinierter
Ova+SEB-Behandlung die Anzahl der T-Helferzellen bei MyD88-profizienten Méusen so
stark an, dass ihre Anzahl hoher war als bei den MyD88-defizienten Mausen (Abb. 37b).
Auch hier kdnnte ein MyD88-abhingiger additiver Effekt beider Antigene vorliegen.
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Abb. 37: Entziindungszellen in der Dermis nach SEB- / Ova+SEB-Behandlung. a) Die Anzahl dermaler
Makrophagen war nach Ova+SEB-Behandlung MyD88-abhangig verstarkt gegenliber der MyD88-
unabhangigen Makrophageninfiltration nach einzelner SEB-Behandlung. b) Nach einzelner SEB-
Behandlung waren wie auch nach NaCl- oder Ova-Behandlung in der Haut von MyD88-defizienten
Mausen mehr T-Helferzellen vorhanden als bei MyD88-profizienten Mausen. Wahrend die Anzahl in
MyD88-defizienten Tieren nach Ova+SEB-Behandlung unverdndert blieb, stieg sie in MyD88-
profizienten Tieren stark an.

3.5.2 Immunantwort in den Haut-drainierenden Lymphknoten nach SEB-

Sensibilisierung
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Abb. 38: Zellzahl der Haut-drainierenden brachialen Lymphknoten nach SEB-Sensibilisierung. Die
VergroRerung der Lymphknoten war im Gegensatz zur AD-Induktion mit Ova nicht MyD88-abhéangig.

Die Haut-drainierenden Lymphknoten waren nach SEB- oder Ova+SEB-Behandlung im
Vergleich zu NaCl-Behandlung vergrofert, tendenziell war die Zellzahl nach kombinierter
Behandlung etwas hoher als nach Einzelbehandlung mit SEB (Abb. 38). Im Gegensatz zu
einzelner Behandlung mit Ova war hier jedoch kein signifikanter MyD88-abhingiger Effekt
vorhanden. Die Anzahl der Lymphknotenzellen MyD88-profizienter Tiere nach kombinierter
Ova+SEB-Behandlung war niedriger als nach Einzelbehandlung mit Ova (Abb. 26), was
unerwarteterweise auf eine schwichere Immunreaktion in den Lymphknoten hindeutet. Diese

Beobachtung korreliert jedoch mit der ebenfalls abgeschwichten Auswanderung von
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Langerhanszellen aus der Epidermis MyD88-profizienter Tiere nach der kombinierten
Behandlung (Abb. 35b), die auch wursdchlich fiir die verminderte Aktivierung von

Immunzellen in den Lymphknoten sein konnte.

Bei der durchflusszytometrischen Analyse der Lymphknoten (Tab. 17a-c) ergaben sich einige
Unterschiede in der relativen zelluliren Zusammensetzung im Vergleich zu NaCl-/ Ova-
behandelten Tieren (vgl. Tab. 16a-c). So waren die Anteile der B-Zellen etwas geringer,
insbesondere nach SEB-Behandlung. Interessanterweise war die Frequenz an B1-Zellen nach
SEB-Behandlung auf das Doppelte erhoht im Vergleich zu allen anderen
Behandlungsgruppen. Bl-Zellen vermitteln vermutlich wie vd-T-Zellen zwischen
angeborener und adaptiver Immunitit (178), sie sind an der Immunantwort gegen
Polysaccharid-Antigene beteiligt. Jedoch war dieser Anstieg von B1-Zellen nach kombinierter
Ova+SEB-Behandlung nicht zu sehen. Moglicherweise konnte hier durch Co-Administration
von Ova eine Hemmung der Bl-Proliferation stattfinden. Weiter war der Anteil der
CDS8" dendritischen Zellen sowohl nach SEB- als auch nach Ova+SEB-Behandlung héher als
nach AD-Induktion mit NaCl oder Ova. SEB einzeln oder in Kombination mit Ova fiihrte also
zur Expansion dieser Zellen. Dariiber hinaus fiel auf, dass der Prozentsatz aktivierter
dendritischer Zellen nach Ova+SEB-Behandlung wesentlich vermindert war gegeniiber den
anderen Behandlungsgruppen. Dieses Ergebnis weist ebenfalls auf eine abgeschwichte

Immunantwort durch die kombinierte Behandlung mit beiden Antigenen hin.

Tabellen 17 a-c: Zellulare Zusammensetzung brachialer Lymphknoten nach SEB- / Ova+SEB-
Behandlung

Tab. 17a: Zelltypen in brachialen Lymphknoten nach SEB- /Ova+SEB-Behandlung®, prozentualer Anteil

MyD88deﬁzient MyD88proﬁzient MyD88deﬁzient MyD88proﬁzient
SEB SEB Ova+SEB Ova+SEB
B220* B-Zellen 238+10,8 28257 293+23 33,1+£35
CD3* T-Zellen 60,0+ 0,7 54,5+7.2 46,0+ 2,8 40,4 2,1
CD11c* dendritische Zellen 6,6 +0,4 85+24 6,212 7,711

Tab. 17b: Subpopulationen von Lymphknotenzellen*, prozentualer Anteil

MyD88defizient MyDggprofizient MyDggdeﬁzient MyDggprofizient

SEB SEB Ova+SEB Ova+SEB
CD5* B1-Zellen von B220* 235+ 11,7 20,9 + 3,1 11,2+14 13,6 £2,5
CD4* T-Helferzellen von CD3* 51,8132 46,8 +3,7 50,8 £1,0 48329
CD8* zytotoxische T-Zellen von CD3* 391+25 431+£5,1 38,1+22 414+19
['6-T-Zellen von CD3* 58+1,6 85+13 6,9+1,2 80+1,6
CD8+* dendritische Zellen von CD11c* 13,4+ 31 12,6 £0,6 91+04 99+1,0
CD317+ plasmazytoide dendritische Zellen von CD11c¢* 48116 28+02 57+21 2904
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Tab. 17¢: Aktivierungszustand von Lymphknotenzellen®, prozentualer Anteil

MyD88deﬁzient MyD88proﬁzient MyD88deﬁzient MyD88proﬁzient
SEB SEB Ova+SEB Ova+SEB
IgM* IgD- unreife dendritische Zellen von B220* 10,0 £ 3,1 6,3+£23 7411 6,6+23
CD69+ CD25* aktivierte T-Helferzellen von CD3* CD4* 124 +£19 94+1,0 10,7 +£0,9 75+13
MHCII** aktivierte dendritische Zellen von CD11c¢* 286+134 374+£85 141149 20644

* jeweils dargestellt fiir ein reprasentatives Experiment mit n=3-4

Die Lymphknotenzellen wurden fiir drei Tage in Kultur mit Ova oder SEB restimuliert, um
die Zytokinfreisetzung der entsprechenden Antigen-spezifischen T-Zellen zu untersuchen.
Dabei zeigte sich, dass kombinierte Ova+SEB-Behandlung zu einer deutlich verstirkten
Zytokinproduktion Ova-spezifischer T-Zellen im Vergleich zu Zellen von nur mit Ova
behandelten Tieren fiihrte (vgl. Abb. 27a-c). Die IFN-y-Freisetzung von Lymphknotenzellen
aus Ova+SEB-behandelten MyD88-profizienten Tieren nach Ova-Restimulation war etwa um
das Doppelte erhoht gegeniiber der einzelnen Behandlung der Méuse mit Ova (Abb. 39a), die
Menge von IL-10 lag etwa 30 % hoher (Abb. 39c¢). Dies impliziert, dass SEB mdoglicherweise
einen Adjuvans-Effekt auf die Zytokinproduktion Ova-spezifischer T-Zellen hat. IL-17A
wurde von MyD88-profizienten Zellen nach Ova+SEB-Behandlung in &#hnlich groBlen
Mengen produziert wie nach einzelner Ova-Behandlung (Abb. 39b). Unerwarteterweise war
auch die IL-17A-Produktion MyD88-defizienter Zellen erhoht, jedoch war die Streuung der
Ergebnisse sehr grof3, sodass die Ursache vermutlich experimentelle Schwankungen sind.

Im Gegensatz zur Ova-Stimulation konnten nach Restimulation mit SEB nur Spuren der
T-Zell-Zytokine im Zelliiberstand gemessen werden, wenn die Miuse zuvor mit SEB oder
Ova+SEB behandelt worden waren. Zellen von Méiusen, die nur mit NaCl oder Ova behandelt
worden waren, reagierten dagegen mit starker Zytokinproduktion auf SEB-Stimulation
in vitro (vgl. Abb. 27d-f). Die wiederholte SEB-Behandlung in vivo fiihrte somit zu einer
anhaltenden Anergie SEB-spezifischer T-Zellen, obwohl andererseits die T-Zell-Antwort auf

Ova durch kombinierte Ova+SEB-Behandlung sogar verstirkt worden war.
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Abb. 39: Zytokinproduktion von Lymphknotenzellen SEB-sensibilisierter Tiere nach Restimulation mit
Ova (a-c) oder SEB (d-f). Die Zytokinproduktion durch Ova-Restimulation war bei Zellen von Ova+SEB-
behandelten Tieren verstarkt im Vergleich zu nur mit Ova-behandelten Tieren. Die Zytokinfreisetzung
bei SEB-Restimulation von Zellen, die in vivo mit SEB in Kontakt gekommen waren, war kaum
messbar und stark supprimiert im Vergleich zur Zellen von Mausen, die nicht mit SEB behandelt
worden waren.

Um zu untersuchen, ob die fehlende Produktion pro-inflammatorischer Zytokine durch SEB-
spezifische T-Zellen auf eine generelle T-Zell-Anergie zuriickgeht, oder moglicherweise eine
Expansion regulatorischer T-Zellen erfolgt war, wurde per intrazelluldrer Farbung fiir die
Durchflusszytometrie  der  Anteil FoxP3" regulatorischer T-Zellen nach  der
Lymphknotenkultivierung untersucht. Nach Ova-Restimulation befanden sich unter den
T-Helferzellen aller Versuchsgruppen ca. 8 % natiirliche Treg-Zellen (Abb. 40a), ebenso viele
waren auch in den kultivierten Lymphknotenzellen von NaCl- oder Ova-behandelten Tieren
vorhanden (Abb. 28a). Regulatorische T-Zellen wurden also durch Ova-Restimulation in vitro
nicht expandiert. Nach SEB-Restimulation waren in Lymphknotenkulturen von SEB-
behandelten Tieren ca. 10 % Treg-Zellen, nach Ova+SEB-Behandlung ca. 7 % vorhanden,
beides jeweils unabhingig vom Genotyp der Tiere (Abb. 40b). Dies war deutlich weniger als
der Anteil von Treg-Zellen in SEB-stimulierten Lymphknotenzellen von NaCl- oder Ova-
behandelten Maéusen. In diesen Kulturen betrug der Anteil der Treg-Zellen ca. 15 %,

80



Ergebnisse

unabhéngig von Genotyp und Behandlung (Abb. 28b). D. h. Zellen, die in vivo noch nicht mit
SEB in Kontakt gekommen waren, reagierten in vitro u. a. mit der Expansion regulatorischer
T-Zellen auf dieses Toxin.

Daraus kann geschlossen werden, dass die durchgefiihrte wiederholte epikutane SEB-
Behandlung in vivo eine generelle T-Zell-Anergie induzierte, die in vitro persistierte und nicht
auf einer Vermehrung entziindungshemmender regulatorischer T-Zellen beruhte. Eine solche
SEB-induzierte SEB-Anergie wurde bereits beschrieben (179, 180). Dass mehrmalige in vivo-
Behandlung mit SEB dafiir notwendig ist, wurde durch eine einwdchige Kurzzeit-Behandlung
der Maiuse entsprechend dem AD-Induktionsschema kontrolliert. In diesem vorldufigen
Versuch war die Zytokinproduktion der Lymphknotenzellen von SEB-behandelten Tieren

deutlich stirker als nach der hier dargestellten siebenwdchigen AD-Induktion (Daten nicht

gezeigt).
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Abb. 40: Regulatorische T-Zellen in restimulierten Lymphknotenzellen nach SEB-Sensibilisierung. Der
Anteil von T.g-Zellen war unabhdngig von der Versuchsgruppe dhnlich hoch. Im Vergleich zu Treg-
Zellen von Mausen, die nicht mit SEB behandelt worden waren, blieb hier eine Expansion dieser
Zellen aus.

3.5.3 Systemische Immunreaktion und Immunglobulinspiegel nach SEB-Sensibilisierung

Die Milzen der Versuchsméuse eines Experiments wurden gewogen, um zu untersuchen, ob
eine VergroBerung des Organs als Ausdruck eines systemischen Entziindungsgeschehens
vorlag. Im Gegensatz zur Ova-Behandlung (Abb. 30) war hier kein Effekt erkennbar. Nach
Behandlung mit SEB schwankten die Werte relativ stark, sodass hier bei einer grofleren
Stichprobenmenge moglicherweise eine tendenzielle VergroBerung der Milz erkennbar
werden konnte. Nach Behandlung mit Ova+SEB war kein Unterschied im Milzgewicht

erkennbar. Ob die Milzen von MyD88-profizienten Miusen tatsdchlich tendenziell groBer
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waren als von MyD88—defizienten Maiusen, miisste ebenfalls durch eine groBere

Stichprobenmenge geklirt werden.
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Abb. 41: Milzgewicht nach SEB-Sensibilisierung. Wegen geringer Stichprobengréfe kann nur
vermutet werden, dass SEB-Behandlung eine leichte VergréRerung der Milz induzieren kdnnte.

Die Serum-Spiegel der natiirlichen Antikorper IgM und IgG3 wiesen dhnliche Werte wie nach
NaCl- oder Ova-Behandlung auf. Sie waren bei MyD88-profizienten Mausen stirker erhoht
als bei MyD88-defizienten Maiusen, Unterschiede zwischen SEB- oder Ova+SEB-
Behandlung gab es jedoch nicht (Abb. 42). Dies unterstreicht, dass die chronische
Hautirritation durch tape stripping groBBeren Einfluss auf die Produktion dieser Antikorper

hatte als die Behandlung mit Antigenen.
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Abb. 42: Natirliche Antikdrper nach SEB-Sensibilisierung. a) 1gM- und b) IgG3-Spiegel wiesen
dhnliche Werte auf wie nach AD-Induktion mit NaCl oder Ova. MyD88-profiziente Mause hatten
héhere Spiegel natiirlicher Antikorper im Serum als MyD88-defiziente Mause.

Die Gesamt-IgE-Spiegel lagen bei MyD88-defizienten Mausen nach SEB-Sensibilisierung
weiter deutlich hoher als bei MyD88-profizienten Méusen (Abb. 43), eine Anndherung wie
nach Ova-Behandlung (Abb. 32) war nicht erkennbar. Insgesamt lagen die IgE-Spiegel nach
SEB-Behandlung fast doppelt so hoch wie nach NaCl-Behandlung und ebenso nach
Ova+SEB-Behandlung fast doppelt so hoch wie nach einzelner Ova-Behandlung (vgl.
Abb. 32). D. h. auch bei MyD88-defizienten Tieren konnen die von vornherein stark erhéhten

IgE-Spiegel im Serum durch entsprechende Behandlung noch deutlich mehr ansteigen.
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Abb. 43: Gesamt-IgE-Spiegel nach SEB-Sensibilisierung. MyD88-defiziente Mause hatten auch hier
stark erhohte IgE-Spiegel. Im Vergleich zu NaCl- / Ova-behandelten Mdusen waren die Werte noch
deutlich hoher.

Die Co-Administration von Ova+SEB hatte weiterhin groBen Einfluss auf die Produktion
Antigen-spezifischer Antikorper (Abb. 44). Die Spiegel der Ova-spezifischen Antikorper aller
drei Isotypen waren nach Ova+SEB-Behandlung stark erhoht gegeniiber einzelner
Behandlung mit Ova (Abb. 44a-c). SEB verstérkte also die Immunreaktion gegen Ova, was
auch schon bei der Zytokinproduktion Ova-spezifischer T-Zellen in restimulierten
Lymphknotenzellen beobachtet wurde (Abb. 39). Im Gegenteil dazu waren SEB-spezifische
Antikorper nach kombinierter Ova+SEB-Behandlung vermindert gegeniiber der einzelnen
Behandlung mit SEB, wegen starker Schwankungen sind diese Ergebnisse jedoch nicht
signifikant (Abb. 44d-f). Moglicherweise storen die beiden Antigene wechselseitig die
Immunreaktion gegen das jeweils andere Antigen, da sie unterschiedliche Mechanismen
aktivieren, die unterschiedliche Zytokinmilieus benotigen.

Wie auch schon bei der AD-Induktion mit NaCl oder Ova hatten MyD88-abhingige
Signalwege keinen groBen Einfluss auf die Produktion Ova-spezifischer Tu2-Antikorper
(Abb. 44a+tb). Lediglich Ova-IgG2¢ wurde, wie auch nach einzelner Ova-Behandlung
gesehen, in MyD88-defizienten Méusen schwécher produziert als in MyD88-profizienten
Kontrollen (Abb. 44c). Gegen SEB produzierten MyD88-defiziente Méuse sogar tendenziell
mehr IgE und IgGl als MyD88-profiziente Méuse, SEB-IgG2¢ wurde von MyD88-
defizienten Mausen wiederum schwicher gebildet (Abb. 44d-f). Da im Referenzserum SEB-
Alum-immunisierter Méause nur Spuren von IgG2c vorhanden waren, konnte diese Messung
nur iiber die optische Dichte ausgewertet werden. Sowohl SEB-IgE als auch SEB-IgG2c
waren nur sehr schwach nachweisbar im Vergleich zu nicht mit SEB behandelten

Kontrolltieren.

83



Ergebnisse

a d
E 20009 807 =007 1 myDsgcefzient
g k%% E"E Y] D88proﬁzient
m 1500+ *% 2 9 Y
5 — - 2% a0
7] 8 £
2 10004 e
2 Q9
g 75 207
g 500+ ﬂ °©
@ 7
g i
e} [ r 04
SEB Ova+SEB SEB Ova+SEB
n=8-15 n=6-13
MW/ Stdf MW / Stdf
b e
—_—kk 8000+
6 o _—
_ 6.0x10 Xk 6 O MyD88def|Z|em
— = profizient
8% 2 3 6000 . \vyD8s
= D
§ % 4.0x10°+ %E
:_Z,) 5 £ W 40004
N o o9
22 2.04106 Qs
23  © 20001
> = (=4
o 7))
0d—r T T 0-
SEB Ova+SEB SEB Ova+SEB
n=11-12
MW / Stdf ”Mu';gtdf
c f
300000 = 0.25+
((\‘) p=0,15 8 (] MyDSSdefizient
—_— 10) ..
90) 5 k=) 0.204 [ ] MstaprOﬂZlent
@ ‘0 2000004 2a
2£ £0 015
2 2s
2
No No 0104
2 = 100000+ 4=} - A .
o3 9 Null-Linie: i. Vgl. mit
= @ 0.054 MyD88-profizienten Mausen,
o » die nicht mit SEB behandelt
0- 0.00- worden waren
SEB Ova+SEB SEB Ova+SEB
n4-8 n=8-10
MW / Stdf MW / Stdf

Abb. 44: Ova- und SEB-spezifische Immunglobulinspiegel nach SEB-Sensibilisierung. a-c) Ova-
spezifische Antikorperspiegel von IgE und IgG1 waren unabhangig von MyD88, Ova-lgG2c-Spiegel
waren tendenziell in MyD88-profizienten Mausen hoher, d-f) SEB-spezifische Antikdrperspiegel
dagegen waren hoher in MyD88-defizienten Mausen. d+f) an der Nachweisgrenze.

3.5.4 Zusammenfassung MyD88-abhiingige SEB-Sensibilisierung bei AD

Co-Administration von Ova+SEB im Mausmodell zur AD-Induktion verstdrkte viele Ova-
induzierte Entziindungsparameter wie Makrophagen- und T-Helferzell-Infiltration in die
Dermis, Zytokinproduktion Ova-spezifischer T-Zellen im Lymphknoten und Produktion von
Antikorpern. Diese Effekte waren MyD88-abhidngig. Co-Administration von Ova+SEB
verdnderte dariiber hinaus MyD88-abhédngig die Immunreaktion epidermaler T-Zellen und
hemmte die Produktion SEB-spezifischer Antikdrper im Vergleich zu einzelner SEB-
Behandlung. Die wiederholte SEB- oder Ova+SEB-Behandlung induzierte eine generelle
T-Zell-Anergie.
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3.4 Keratinozyten-spezifische Rolle von MyD88 bei AD

3.4.1 Keratinozyten-spezifische MyD88kckin_M:iuse

Zur Analyse der Zelltyp-spezifischen Funktion von MyD88-abhéngigen Signalwegen wurden
Keratinozyten-spezifische MyD88 ok n_Miuse generiert. Dazu wurden MyD8SLSL-Miuse,
welche eine von loxP-Stellen flankierte Stop-Kassette im ersten Intron des MyD88-Gens
tragen (142) mit Keratin5Cre-Mdusen verkreuzt. Diese tragen das Cre-Rekombinase-
Transgen unter dem Promotor des Keratin5-Gens, das in basalen epidermalen Keratinozyten
exprimiert wird (144). In den Nachkommen, die homozygot fiir MyD88LSL und heterozygot
fiir K5Cre waren (K5™MyD88), wurde die Stop-Kassette durch die Cre-Rekombinase
deletiert. So wurde in diesen Tieren eine Re-Expression von MyD88 in epidermalen

Keratinozyten induziert, wihrend der restliche Organismus MyD88-defizient war.

Zur routinemifBigen Bestitigung der Zelltyp-spezifischen Re-Expression von MyDS88 in
K5"MyD88-Miusen auf molekularer Ebene wurde bei diesen Tieren die Genotypisierung
nicht nur aus DNA aus der Schwanzspitze, sondern zusitzlich aus Blut-DNA durchgefiihrt.
Da im Blut keine K5-exprimierenden Zellen vorkommen, wiirde eine dort nachgewiesene
Cre-induzierte MyD88-Wildyp-Bande darauf hinweisen, dass bei dieser Maus eine
Transmission dieses Allels in die Keimbahn aufgetreten ist, was bei Cre-loxP-Verkreuzungen
in seltenen Fillen vorkommen kann. Solche Tiere diirften nicht fiir Versuche oder
Verpaarungen verwendet werden. Da das Cre-Protein (auch bei anderen Cre-Transgen-
tragenden Mauslinien!) in der Oozyte vorliegen kann, wurden fiir die Zucht der K5™MyD88-
Mause keine K5Cre-Transgen-tragenden Weibchen verpaart, sondern K5Cre stets iiber das
Minnchen vererbt. Zusitzlich wurde bei je drei Miusen jeden Genotyps (K5M™MyDSS,
MyD88-profizient, MyD88-defizient) per Western Blot die Proteinexpression von MyD88 in
verschiedenen Organlysaten untersucht (Abb. 45, unverdffentlichte Daten unserer
Arbeitsgruppe). Die Proteinmengen wurden per Nanodrop angeglichen und GAPDH wurde
als konstitutiv exprimiertes Kontrollprotein mitgefiihrt.

Die Lunge enthilt Epithelgewebe, welches jedoch kein K5 exprimiert. Entsprechend war dort
in K5™MyD88-Miusen kein MyD88-Protein nachweisbar. In der Milz kommt kein
Epithelgewebe vor, auch hier war in K5™MyD88-Miusen wie erwartet kein MyD88-Protein

nachweisbar. Im Thymus kommt Epithelgewebe vor, welches wiahrend der Embryonalphase
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vorlibergehend K5 exprimiert, so dass in dem aus diesen Zellen entstandenen Gewebe MyD88
dauerhaft re-exprimiert wird. Hier war in den K5™MyD88-Miusen ein schwaches MyD8§8-
Signal erkennbar, jedoch deutlich weniger als in MyD88-profizienten Méusen. Im Thymus
findet die T-Zell-Selektion statt, d. h. T-Zellen mit autoreaktivem oder nicht-funktionellem
T-Zell-Rezeptor werden dort vor der endgiiltigen Differenzierung eliminiert. Ob die
Expression von MyD88 die T-Zell-Selektion beeinflusst, ist nicht bekannt. Ob T-Zellen von
MyD88-defizienten Maiusen einen Differenzierungsdefekt haben, der auf die Thymus-
Selektion zuriickzufiihren ist, miisste in weiteren Untersuchungen analysiert werden.

In der Haut wurde sowohl in K5™MyD88-Miusen als auch in MyD88-profizienten Miusen
ein dhnlich starkes MyD88-Signal nachgewiesen, sowohl bei MyD88 als auch GAPDH waren
einige kleinere Banden als Zeichen einer Proteindegradation zu sehen. Hier sollte die
Proteinisolation optimiert werden. Zur weiteren Sicherung, dass in K5"MyD88-Miusen
dieses Signal nur von den Keratinozyten stammt, sollten {iberdies Epidermis und Dermis
voneinander getrennt lysiert und fiir einen Western Blot verwendet werden. Dies war wegen

geringer Proteinausbeute und auftretender Degradation schwierig umzusetzen.

GroRenstandard 37kD

K5'“"MVD88 MvDsspwl‘izier.l MvDssdefi:ier_t

Lunge

Milz

Thymus

Haut

o-GAPDH rot, ca. 35 kD

Abb. 45: Organ-spezifische Expression von MyD88 in K5"MyD88-Mausen im Western Blot. Nur in
der Haut war bei K5MMyD88-Miusen ein deutliches MyD88-Signal darstellbar. Unveréffentlichte
Daten unserer Arbeitsgruppe.

Zum Vergleich der Immunglobulinspiegel von unbehandelten K5™MyD88-Miusen und

MyD88-defizienten und —profizienten Méusen wurden die Seren dieser Tiere analysiert.
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Abb. 46: Immunglobulinspiegel von naiven K5"MyD88-Mausen. a) Die starke Uberproduktion von
IgE bei MyD88-defizienten Mausen war bei K5"MyD88-Mé&usen teilweise unterdriickt, die Spiegel
lagen jedoch immer noch etwas hoher als bei MyD88-profizienten Kontrollen. b) Die 1gG1-Spiegel
waren bei K5™MyD88-Mausen nur leicht niedriger als bei MyD88-defizienten Tieren und waren
immer noch hoch signifikant erhoht im Vergleich zu MyD88-profizienten Tieren. c) Keine
Unterschiede bei IgG2c. d) IgG3 war bei K5"MyD88-Miusen ebenso wie bei MyD88-defizienten
Mausen stark erniedrigt gegenliber MyD88-profizienten Mausen.

Keratinozyten-spezifische Re-Expression von MyDS88 inhibierte interessanterweise die in
MyD88-defizienten Tieren stark erhohte IgE-Produktion, jedoch nicht vollstandig (Abb. 46a).
Die IgG1-Spiegel waren bei K5™MyD88-Miusen gegeniiber MyD88-defizienten Miusen
leicht vermindert, aber weiterhin stark erhoht gegeniiber MyD88—profizienten Tieren
(Abb. 46b). Auf die Serum-Spiegel von IgG2c, IgG3 (Abb. 46¢c+d) und auch IgM (nicht
gezeigt, kein Unterschied zwischen MyD88-profizient und -defizient), hatte K5-induzierte
MyD88-Expression keinen Einfluss.

3.4.2 Ausschluss eines zytotoxischen Effekts der Cre-Rekombinase auf Keratinozyten
bei K5"'MyD88-M:iusen

Um auszuschliefen, dass die Expression der Cre-Rekombinase in den Keratinozyten einen
unerwiinschten Effekt auf die Versuchsergebnisse hat, wurden MyD88-profiziente Mduse mit
und ohne K5Cre-Insertion sowie WT-Méuse in einem einwdchigen AD-Versuch verglichen.
Als Negativkontrolle wurden auch MyD88-defiziente Tiere mitgefiihrt. Als erster Parameter
wurde die Haut- und Epidermisdicke mittels HE-Farbung dargestellt (Abb. 47).
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Abb. 47: Ausschluss eines unerwiinschten Effektes des K5Cre-Transgens auf die Epidermis nach AD-
Induktion. Nach einer einwoéchigen Behandlung zur AD-Induktion wurde die Haut der Tiere
histologisch mittels HE-Farbung dargestellt (exemplarische Bilder). Bei der Epidermisdicke gab es
keine erkennbaren Unterschiede zwischen Wildtyp-Tieren, sowie MyD88-profizienten Mausen, die
das K5Cre-Transgen trugen oder die es nicht trugen. Auch bei der Beurteilung des dermalen

entziindlichen Infiltrates (Dichte der Zellkerne) in den Praparaten trateh keine bedeutsamen
Unterschiede auf.

Die Epidermis von Tieren aller drei MyD88-profizienten ,,Genotypen™ war nach der
jeweiligen Antigen-Behandlung dhnlich stark verdickt, bei MyD88-defizienten Kontrolltieren
fehlte diese Epidermishyperplasie wie erwartet. Bei der Beurteilung des entziindlichen
Infiltrates, was durch die Dichte der Zellkerne charakterisiert werden kann, traten ebenfalls
keine bedeutsamen Unterschiede auf.

Auch die Lymphknotenzellen dieser Tiere wurden untersucht, um auszuschlieBen, dass das

K5Cre-Transgen unerwarteterweise die Induktion der adaptiven Immunantwort storen konnte.
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Sowohl bei der Zellzahl als auch bei der Restimulation traten keine Unterschiede auf, die eine

weitere Analyse notwendig gemacht hitten (Abb. 48).
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Abb. 48: Ausschluss eines unerwiinschten Effektes des K5Cre-Transgens auf die AD-Induktion in den
Lymphknoten. a) Zellzahl von brachialen Lymphknoten nach AD-Induktion. b+c) Zytokinproduktion
von Lymphknotenzellen Ova-behandelter Tiere nach Restimulation. Es traten keine bedeutsamen
Unterschiede auf zwischen Zellen von Méausen, die das K5Cre-Transgen trugen und solchen, die es
nicht trugen.

3.4.3 AD in Keratinozyten-spezifischen MyD88*"°ck-in_M:usen

Die Rolle von Keratinozyten-spezifischen MyD88-Signalwegen in vivo bei AD wurde durch
zusitzlichen Einsatz von K5™MyD88-Miusen im Vergleich zu den parallel analysierten
MyD88-defizienten und MyD88-profizienten Wurfgeschwistern im  beschriebenen
Mausmodell untersucht. Der Ubersicht halber werden die Ergebnisse fiir die K5™MyD88-
Maiuse hier gesondert dargestellt. Da nach NaCl-Behandlung keine wesentlichen Unterschiede
zwischen MyD88-profizienten und —defizienten Méusen auftraten, werden im Folgenden fiir
die K5™MyD88-Miuse meist nur die Ergebnisse nach Ova-Behandlung behandelt, NaCl-

behandelte Kontrollen sind jedoch stets mitgefiihrt worden.
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Abb. 49: Entziindungszeichen der Haut nach AD-Induktion in K5"MyD88-Mé&usen.
a) Transepidermaler Wasserverlust b) Epidermisdicke c) Anzahl von Langerhanszellen in der
Epidermis d) T-Helferzellen in der Dermis. MyD88-Signalwege in Keratinozyten beeinflussten den
transepidermalen Wasserverlust, die Langerhanszellmigration, und die T-Helferzellrekrutierung in der
Dermis, nicht aber die Epidermishyperplasie.

Fiir die Bestimmung des transepidermalen Wasserverlustes des behandelten Hautareals am
Versuchsende stand nur in einem reprasentativen Versuch das Messgerit zur Verfiigung. Die
vorldufigen Daten (Abb. 49a) zeigen, dass die Barrierefunktion in K5™MyD88-Miusen
schlechter war als in MyD88-defizienten Méusen und dhnliche TEWL-Werte aufwies wie bei
MyD88-profizienten Maéusen. Dies weist darauf hin, dass MyD88-Signalwege in
Keratinozyten die Entziindungsreaktion der Epidermis fordern, die zur erhdhten
Durchléssigkeit der Barriere fiihrt. Hier sollten weitere Versuche folgen, um die
Stichprobengrofle zu erh6hen und damit die Beobachtung zu sichern.

Abb. 49b zeigt, dass die in Abb. 20 dargestellte Allergen-induzierte Verdickung der
Epidermis im Verlaufe der Behandlung mit Ova, die bei MyD88-defizienten Tieren ausblieb,
durch Keratinozyten-intrinsische MyD88-Expression nicht wiederhergestellt werden konnte.
Dies weist darauf hin, dass zur Induktion dieser Akanthose Signale notwendig sind, die von
anderen Zelltypen MyD88-abhingig produziert werden.

Die in Abb. 21 gezeigte MyD88-abhingige Verminderung der Anzahl von Langerhanszellen
in der Epidermis, welche auf eine Emigration der Zellen hindeutet, konnte hingegen durch
Keratinozyten-spezifische MyD88-Signalwege partiell wieder hergestellt werden (Abb. 49c).
Ob dies ein essenzieller Mechanismus fiir die Antigen-abhidngige Emigration ist, oder ob sie
auch allein durch intrinsische Signalwege der Langerhanszellen induziert werden kann,

konnte anhand dieser Versuche nicht festgestellt ~werden. Dazu  sollten
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Langerin™MyD88-Miuse generiert und der AD-Induktion unterzogen werden. Méglich ist
auch eine Interaktion mit weiteren Zelltypen.

Ein weiterer von Keratinozyten iiber MyD88-Signalwege beeinflusster Effekt war die
Infiltration der Dermis mit T-Helferzellen (Abb. 49d). MyD88-defiziente Mause wiesen nach
AD-Induktion deutlich mehr T-Helferzellen in der Epidermis auf als MyD88-profiziente
Kontrollen. In NaCl-behandelten K5™"MyD88-Miusen entsprach die Anzahl der dermalen
T-Helferzellen zwar den MyD88-defizienten Tieren. Jedoch waren nach Ova-Behandlung nur
so viele T-Helferzellen in der Haut von K5M™MyD88-Miusen wie bei MyD88-profizienten
Kontrolltieren (Abb. 49d). Hier vermindern MyD88-abhingige Signalwege in Keratinozyten
offenbar die Ova-induzierte Einwanderung von T-Helferzellen in die Dermis.

Die Infiltration der Dermis mit Makrophagen wurde durch MyD88-Expression in
Keratinozyten nicht beeinflusst, in der Dermis der K5M™MyD88-Miuse waren ebenso viele

Makrophagen vorhanden wie in MyD88-defizienten Méusen (Daten nicht gezeigt).

Zur weiteren Analyse der beobachteten Langerhanszell-Migration wurde eine
Chemokinbestimmung per ELISA durchgefiihrt. Dabei wurde die Menge des v. a. von
Langerhanszellen und dermalen dendritischen Zellen sekretierten Chemokins CCL17 aus
Zelliberstanden der kultivierten Haut-drainierenden Lymphknoten bestimmt. Die absolute
Quantifizierung von Langerhanszellen in den Lymphknoten per Durchflusszytometrie war

wegen des geringen Anteils dieser Zellen nicht aussagekréftig.

Ova-Restimulierte Lymphknoten
nach AD-Induktion

500+ Sk (| Mstsdefizient
%% % = k5"MyDss

— 4004 El \jyDsgProfizient
[ * %k y
> 300-
= *
N~ ———
hr 200+
3

100+ n=4-9

MW / Stdf
0l= T
NaCl Ova

Abb. 50: CCL17-Sekretion restimulierter Lymphknoten nach AD-Induktion.

Die CCL17-Menge in den Lymphknoten (Abb. 50) verhielt sich reziprok zur Anzahl der
Langerhanszellen in der Epidermis nach AD-Induktion (Abb. 49c). Dies bestdtigt die

Beobachtung, dass CCL17-produzierende dendritische Zellen inklusive der Langerhanszellen
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nach Ova-Behandlung MyD8&88-abhingig aus der Haut in die Lymphknoten migrieren, und

dass dies zum groB3en Teil durch Signale von Keratinozyten induziert wird.

Wie zuvor beschrieben, wurden Haut-drainierende Lymphknoten von Versuchsmiusen
analysiert und mit endoOva restimuliert. Bei der Analyse von Lymphknoten-Zellzahl,
zelluldrer Zusammensetzung und Zytokinfreisetzung Ova-spezifischer T-Zellen wurde kein
Einfluss von MyD88-Signalwegen in Keratinozyten auf die T-Zell-Aktivierung gefunden.
Lymphknotenzellen von K>"MyD88-Miusen entsprachen in allen untersuchten Parametern
den Lymphknotenzellen von MyD88-defizienten Tieren. Abb. 51a zeigt exemplarisch dafiir
die Zellzahl der brachialen Lymphknoten.

Die IgE-Spiegel in unbehandelten und NaCl-behandelten K5™"MyD88-Miusen waren stark
vermindert gegenliber MyD88-defizienten Mausen und lagen nur noch leicht hdoher als bei
MyD88-profizienten Méusen (Abb. 51b). Nach AD-Induktion mit Ova wurde allerdings kein
Effekt der MyD88-Expression in Keratinozyten auf die Hohe der Antigen-spezifischen oder
Gesamt-Immunglobulinspiegel gefunden. Die Seren dieser Tiere entsprachen denen der
MyD88-defizienten Versuchstiere. Abb. 51b zeigt dazu exemplarisch die Gesamt-IgE-Spiegel
nach AD-Induktion.
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Abb. 51: Haut-drainierende Lymphknoten und Antikdrperbildung von K5"MyD88-Mausen

Somit haben MyD88-abhingige Signalwege in Keratinozyten eine Rolle bei der
homoostatischen Regulation der IgE-Sekretion, nicht aber bei der Antikorperproduktion nach
AD-Induktion. Die lokale Entziindung in der Haut dagegen wird klar von Keratinozyten
MyD88-abhéngig beeinflusst, indem die Auswanderung von Langerhanszellen aus der
Epidermis angeregt wird, sowie die Infiltration der Dermis mit T-Helferzellen kontrolliert

wird.
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3.4.4 Freisetzung von Entziindungsmediatoren durch primire murine Keratinozyten

in vitro

Um zu untersuchen, welche Entziindungsmediatoren von Keratinozyten MyD88-abhéngig
gebildet werden, die die in vivo beobachteten Effekte auf Langerhanszell-Migration und
T-Zell-Rekrutierung vermitteln konnten, wurden primére epidermale Keratinozyten von
MyD88-defizienten und MyD88—profizienten Mdusen isoliert. Diese wurden in Kultur mit
verschiedenen Antigenen stimuliert und anschlieend die Proliferation / Viabilitit sowie die
Freisetzung von Entziindungsmediatoren im Zelliiberstand bestimmt. Als zusitzliche
Kontrolle wurden Zellen von TRIF-defizienten Tieren mitgefiihrt. TRIF ist neben MyD88 das
zweite Adaptermolekiil von TLR4 und das einzige Adaptermolekiil von TLR3.

Durch  magnetische  Zellseparation isolierter = Keratinozyten und anschlieBende
durchflusszytometrische Bestitigung der Zellseparation wurde eine mogliche Kontamination
der Kultur mit anderen epidermalen Immunzellen wie Langerhanszellen und yd-T-Zellen
iberpriift (Abb. 52a). Jedoch war die Ausbeute sowie Kultivierungsfahigkeit der magnetisch
separierten Zellen wesentlich vermindert und der Vergleich mit nicht auf diese Weise
aufgereinigten Keratinozytenkulturen ergab keine qualitativen Unterschiede der Ergebnisse.
Daher wurde im weiteren Verlauf der Experimente auf dieses Verfahren verzichtet und die

Zellen nach der Isolierung und Vereinzelung sofort kultiviert.
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Abb. 52: Reinheit isolierter und kultivierter Keratinozyten. a) Entfernung von epidermalen
Immunzellen durch magnetische Zellseparation b) Auf kollagenisiertem Objekttrager kultivierte
Keratinozyten

Abb. 52b zeigt exemplarisch eine Immunfluoreszenz-markierte Kultur {iberwiegend
konfluenter Keratinozyten. Sowohl morphologisch als auch durch die panCytokeratin-
Féarbung lieB sich eine sichtbare Kontamination mit anderen Zelltypen ausschlieen. Durch
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eine Doppelfarbung mit CD90.2 wurde iberpriift, ob in der Kultur Fibroblasten aus der
Dermis vorkommen. Dies war nicht der Fall.

Unverdffentlichte Daten aus unserer Arbeitsgruppe zeigten iiberdies, dass frisch isolierte
Suspensionen von Epidermiszellen nur sehr geringe Anteile der genannten Zelltypen
enthielten. Uberdies ist das Zellkulturmedium fiir Keratinozyten selektiv, da es BMDC zum
schnellen Absterben brachte, was vermutlich auch fiir andere Immunzellen gelten konnte.
Vereinzelte Immunzellen zwischen den frisch isolierten Keratinozyten sollten daher nach
einer 7 oder 14 Tage dauernden Kultur mit mehrfachem Mediumwechsel keinen messbaren
Einfluss mehr auf die proliferierenden Keratinozyten haben.

Weiterhin wurde die Reinheit der Keratinozytenkultur tiberpriift, indem mit CCL17 sowie
IL-17A zwei Proteine, die in der Epidermis hauptsidchlich von Langerhanszellen bzw.
v6-T-Zellen produziert werden, in Zellkulturiiberstinden von verschiedenen Zeitpunkten und
nach Zugabe verschiedener Stimuli gemessen wurden. Beides war in mindestens drei
unabhingigen Experimenten nicht nachweisbar (Daten nicht gezeigt), was das Vorhandensein

von Langerhanszellen oder epidermalen T-Zellen in der Kultur unwahrscheinlich macht.
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Abb. 53: Kinetik der Zytokinproduktion von Keratinozyten im Verlauf der Kultivierung. a) IL-1a wurde
MyD88-abhangig produziert. b) TSLP war dagegen in MyD88-defizienten Zellen stark erhoéht
gegeniber Kontrollen. Die sekretierten Mengen beider Zytokine stiegen im Verlauf der Kultivierung
stark an.

Alle zwei bis drei Tage wurde das Medium der kultivierten Keratinozyten gewechselt und die
Zelliiberstande fiir ELISA bei -20 °C gelagert. Die Messung von Zytokinen wie IL-1a und
TSLP aus diesen Uberstéinden ergab, dass die Produktion pro-inflammatorischer Mediatoren
mit der Kultivierungsdauer der Zellen anstieg. AuBBerdem wurde festgestellt, dass MyD88-
defiziente Keratinozyten wenig bis kein IL-la produzierten, dafiir sehr viel mehr TSLP

freisetzten als MyD88-profiziente Zellen (Abb. 53).
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Um zu untersuchen, ob den Unterschieden in der Zytokinfreisetzung zwischen MyDS88-
profizienten und MyD88—defizienten Keratinozyten eine unterschiedliche Proliferation /
Viabilitdt der Zellen zugrunde liegt, wurden MTT-Tests der kultivierten Zellen durchgefiihrt.

In kollagenisierten Kulturplatten wurde die Proliferation / Viabilitit der Keratinozyten nach
7 Tagen Kultur gemessen (Abb. 54a), auch TRIF-defiziente Zellen wurden mitgefiihrt.
Hierbei zeigten sich keine Unterschiede zwischen den drei Mauslinien und kaum
Unterschiede zwischen den verschiedenen Stimuli. Eine Ausnahme stellten die TRIF-
defizienten mit endoOva+SEB stimulierten Zellen dar. Thre Viabilitit war ca. 30 % geringer
als die der iibrigen Versuchsansitze. Diese Beobachtung konnte auf einer veridnderten
Antigen-Aufnahme gegeniiber einzeln mit Endotoxin-freiem Ova oder SEB stimulierten
Zellen beruhen, bei der TRIF-abhédngige Signalwege eine Rolle spielen.

Daneben wurden Keratinozyten auch ohne Kollagenbeschichtung der Kulturplatten kultiviert,
um zu untersuchen, ob es Unterschiede in der Adhidsionsfahigkeit der Zellen gibt. Nach
14 Tagen zeigte sich eine um ca. 20 % schwichere MTT-Reaktion in den MyD88-
profizienten Zellen im Vergleich zu MyD88-defizienten oder TRIFKk-0u_Zellen (Abb. 54b).
Dies konnte entweder auf verstirkte Proliferation und / oder stirkere Adhdrenz der MyD88-
defizienten und TRIFknock-out_7ellen hinweisen, die mit unterschiedlicher
Differenzierungsfahigkeit einhergehen konnte und somit eine Rolle bei der epidermalen

Akanthose nach AD-Induktion in vivo spielen konnte.
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Abb. 54: Proliferation / Viabilitdt primarer Keratinozyten. a) Nach 7 Tagen Kultur auf Kollagen traten
keine Unterschiede zwischen Genotypen oder verwendeten Stimuli auf mit Ausnahme mit Ova+SEB
in TRIFko¢out 7allen, b) Nach 14 Tagen Kultur ohne Kollagen hatten MyD88-defiziente oder TRIFk"
°ut_Zellen eine ca. 30 % bessere Viabilitat als Kontrollzellen.
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In den Zellkulturiiberstinden konnten die Zytokine IL-1a, GM-CSF und TSLP sowie die
Chemokine KC (CXCL1) und CCL2 nachgewiesen werden (Abb. 55). Mit Ausnahme von
TSLP war die Expression aller genannten Proteine stark von MyD88 abhéngig, nicht jedoch
von TRIF. In MyD88-defizienten Zellen wurden sie in weit geringerem Malle produziert als
in den beiden anderen Genotypen. Im Gegensatz dazu war die Produktion von TSLP in

MyD88-defizienten Keratinozyten stark erhoht.
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Abb. 55: Entziindungsmediatoren kultivierter primarer Keratinozyten. a) IL-1a, b) GM-CSF, c¢) CCL2,
d) KC wurden MyD88-abhéangig produziert. e) TSLP-Produktion war in MyD88-defizienten Zellen stark
erhoht.
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Die bei der Keratinozytenkultur verwendeten TLR-Liganden und Allergene sollten
Aufschluss dariiber geben, wie die Freisetzung von Entziindungsmediatoren durch diese
Antigene beeinflusst wird, und somit néhere Erkenntnisse iiber die Rolle der Keratinozyten
bei der allergischen Sensibilisierung bringen. Jedoch war der Einfluss der eingesetzten
Stimuli auf die Sekretion dieser Proteine mit wenigen Ausnahmen gering. Ursache hierfiir ist
vermutlich das kiinstliche in vitro-Milieu, das die Keratinozyten wahrscheinlich unspezifisch

stimuliert.

3.4.5 Primire Keratinozyten aus nicht-betroffener Haut von AD-behandelten Méusen

Bei AD-Patienten sind verschiedene Parameter beschrieben, in denen sich unbetroffene /
asymptomatische Hautstellen von denen gesunder (nicht-atopischer) Probanden
unterscheiden. Dies wird hauptsidchlich mit der individuellen Barrierefunktion in Verbindung
gebracht, die bei AD-Patienten gestort ist, z. B. durch Mutationen im Filaggrin-Gen (108).
Um zu untersuchen, ob die Induktion von AD im Mausmodell Einfluss auch auf die
Epidermis von entfernten unbehandelten Hautstellen hat, wurden Keratinozyten aus Ohren
und Schwanzhaut von Versuchsméusen isoliert und kultiviert. So sollte ein Einfluss der lokal
applizierten Allergene auf entfernte unbehandelte Hautareale untersucht werden, da dies
durch die Verwendung von Wurfgeschwister-Tieren gegen eine genetische oder
umweltbedingte Ursache fiir mdgliche Unterschiede zwischen naiven und behandelten
Mausen sprechen wiirde.

K5MMyD88-Miuse wurden in diesem Versuch aus verschiedenen Griinden nur bei der Ova-
Behandlung mitgefiihrt: In dieser Arbeit wurde der Einfluss von MyD88-Signalwegen in
Keratinozyten im Ova-induzierten AD-Modell genauer untersucht und dargestellt. Es traten
bei der Entziindung nach NaCl-Behandlung kaum MyD88-abhédngige Unterschiede auf. Aus
Zuchtgriinden war die Anzahl der verfiigharen K5M"MyD88-Tiere zum Zeitpunkt dieses

Versuchs limitiert.

Bei der Isolierung der Keratinozyten zeigten sich deutliche Unterschiede in der Zellausbeute
(Abb. 56). Bei allen Genotypen war die erhaltene Zellzahl pro Maus nach Ova-Behandlung
um ca. 30 % hoher als in den anderen Behandlungsgruppen. Lediglich die NaCl-behandelten
MyDS88-profizienten Tiere zeigten ebenfalls eine etwas erhohte Zellzahl. Dies konnte ein

Hinweis auf eine durch die AD-Induktion verursachte Hyperproliferation der Keratinozyten
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auch in weit von der Lidsion entfernten Hautstellen sein. Dies wiirde entweder auf eine
adaptive Reaktion oder auf eine systemisch erhohte Barrierepermeabilitit hinweisen.

Zwar wurde auch bei den Keratinozyten der naiven TRIF-defizienten M&use eine hdhere
Zellzahl erzielt als in den MyD88-defizienten und MyD88-profizienten Tieren, jedoch
stammten die TRIF-defizienten Maiause aus einer anderen Tierhaltungsanlage, so dass
genetische und mikrobielle Unterschiede zwischen den Mauslinien als Ursache dieses
Ergebnisses nicht ausgeschlossen werden kdnnen. Dariiber hinaus ist hier die Stichprobe noch

zu klein, um die Ergebnisse abschlieend beurteilen zu kénnen.
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Abb. 56: Zellausbeute bei der Keratinozyten-Isolation naiver und AD-vorbehandelter Mause

Die Proliferation / Viabilitit sowie die Sekretion von Entziindungsmediatoren der
Keratinozyten von Versuchstieren wurde analog zu den Keratinozyten unbehandelter Mause
(Abb. 57, vgl. Abb. 54) bestimmt. Im Gegensatz zu den Keratinozyten unbehandelter Miuse
war nach NaCl- oder Ova-Behandlung zu beobachten, dass die Keratinozyten MyDS88-
profizienter Miuse tendenziell eine bessere Proliferation / Viabilitit aufwiesen als die Zellen
von MyD88-defizienten oder auch K5™"MyD88-Miusen. Die Keratinozyten der SEB- oder
Ova+SEB-vorbehandelten Méuse wiesen zwar nach MTT-Test eine deutlich schlechtere
Proliferation / Viabilitdt auf als nach NaCl- oder Ova-Vorbehandlung. Da jedoch diese
Versuchsgruppen nicht parallel verarbeitet wurden, konnte es sich um experimentelle
Schwankungen handeln. Hier sollten weitere Versuche durchgefiihrt werden, um

festzustellen, ob die Ergebnisse sich bestétigen lassen.
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MTT-Messung
Keratinozyten von AD-Versuchstieren

*

0.4+ * O MyDSSdefizient

*
0.3 M H = KsmdMyDSB
7 : . MyDBBprofizient
0.2
0.1 :
n=3-5
0.0 MW / Stabw
Ova

NaCl SEB Ova+SEB

Formazan [DeltaOD]

Abb. 57: Proliferation / Viabilitdt von kultivierten Keratinozyten aus AD-behandelten M&usen

Die Messung der von den Keratinozyten freigesetzten Zytokine ergab, dass die AD-Induktion
auf der Riickenhaut tatsdchlich auch Einfluss auf Keratinozyten von entfernten unbehandelten
Hautstellen hatte, in diesem Fall Ohr- und Schwanzhaut. Wie Abb. 58e zeigt, sekretierten
MyD88-defiziente Zellen von Ova- und Ova+SEB-behandelten Méusen deutlich mehr TSLP
als die NaCl-behandelte Kontrollgruppe sowie die Zellen der nur mit SEB behandelten Tiere.
In MyD88-profizienten Zellen, die weitaus weniger TSLP freisetzen, war dieser Effekt nicht
erkennbar. Nach Vorbehandlung der Tiere mit Ova und / oder SEB war die TSLP-Produktion
im Gegenteil sogar vermindert gegeniiber den NaCl-Kontrollen.

IL-1a (Abb. 58a), dessen Sekretion MyD88-abhéingig verstirkt wurde und dessen Wirkung
iiber den MyD8&88-abhingigen IL-1R vermittelt wird, wurde in Keratinozyten von MyD&8-
profizienten Ova-vorbehandelten Tieren verstirkt produziert, hingegen in MyD88-defizienten
Zellen vermindert gegeniiber den NaCl-Kontrollen. Fir GM-CSF, KC und CCL2
(Abb. 58b-d) waren die Ergebnisse weniger eindeutig und lassen noch keine Aussage zu, ob
AD-Induktion in vivo eine Verdnderung unbeteiligter Keratinozyten in vitro vermitteln
konnte.

Da die NaCl- und Ova-behandelten Tiere und Zellen separat von den SEB- und Ova+SEB-
Gruppen bearbeitet wurden, kann hier kein unmittelbarer Vergleich gezogen werden,
Schwankungen zwischen einzelnen Versuchen sind moglich. Deswegen sollten die
Versuchsgruppen Ova und Ova+SEB bei Folgeversuchen parallel bearbeitet werden, um
festzustellen, ob es sich um experimentelle Schwankungen handelt oder ob Keratinozyten von
SEB- und Ova+SEB-behandelten Miusen grundsitzlich schlechter proliferieren und weniger

Zytokine freisetzen als nach NaCl- oder Ova-Behandlung der Méuse.
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Abb. 58: Entziindungsmediatoren kultivierter Keratinozyten aus AD-vorbehandelten Mausen. a) IL-1a
und e) TSLP waren nach Ova-Behandlung der Tiere deutlich erhoht gegeniiber NaCl-behandelten
Mausen. Bei b) GM-CSF, c) CCL2 und d) KC war kein deutlicher Effekt erkennbar.

3.4.6 Anti-epidermale Autoimmun-Antikorper in MyD88-defizienten Méusen vor und
nach AD-Induktion

Die Expression von TSLP wird nicht nur mit allergischen Erkrankungen, sondern neuerdings
auch mit Autoimmunreaktionen in Verbindung gebracht (181) und bei schwerer AD kénnen
Autoimmun-Antikorper gegen Bestandteile des Hautgewebes nachgewiesen werden (116).
Daher wurden die Seren der Versuchstiere auf das Vorhandensein von Antikdrpern gegen ein
Epidermislysat naiver Wildtyptiere mittels ELISA getestet (Abb. 59). In Seren von
unbehandelten MyD88-profizienten Mausen war wie erwartet kein Signal messbar, wéhrend
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die Seren der AD-Versuchstiere tatsidchlich IgE- und IgGl-Antikorper gegen das Lysat
aufwiesen. Die Spiegel dieser IgE-Antikérper waren nach kombinierter Behandlung mit
Ova+SEB am hochsten. In MyD88-defizienten Méusen waren interessanterweise schon vor
jeglicher Behandlung gegen das Epidermislysat gerichtete Antikdrper messbar und die Werte

stiegen durch AD-Induktion nicht mehr weiter an.
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Abb. 59: Anti-epidermale Autoimmun-Antikérper vor und nach AD-Induktion in MyD88-profizienten
und —defizienten Mausen. a) Spezifische 1gG1l- und b) IgE-Spiegel waren in MyD88-defizienten
Mausen schon vor Behandlung stark erhoht. Bei MyD88-profizienten Madusen wurden sie erst durch
die AD-Behandlung detektierbar. Die Spiegel spezifischer IgG2c-Autoimmun-Antikorper waren an
der Nachweisgrenze und deshalb nicht darstellbar.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurden als niichstes die Seren von K5™"MyD88-Miusen auf den
Nachweis dieser gegen die Epidermis gerichteten Autoimmunantikdrper untersucht (Abb. 60).
Die Messung fiihrte hdufig zu hohem Hintergrundsignal, daher sind die detektierten
Unterschiede relativ gering, die Methode sollte weiter optimiert werden. Es zeichnete sich
jedoch ab, dass MyD88-Expression in Keratinozyten die Produktion dieser Auto-Antikorper
vermutlich inhibiert, moglicherweise jedoch nur partiell. Dies konnte darauf hinweisen, dass
auch andere Zelltypen wie Fibroblasten die Produktion von TSLP MyD88-abhingig

regulieren und méglicherweise so die Immunglobulinspiegel beeinflussen.
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Abb. 60: Anti-epidermale Autoimmun-Antikdrper bei K5"*MyD88-M&usen

Aufgrund dieser Beobachtungen wurde die Haut naiver und akut gereizter Tiere ndher
histologisch untersucht. Dabei zeigte sich in HE-Féarbungen, dass in der Haut MyD88-
defizienter Tiere stets eine etwas hdohere Zahl von Eosinophilen vorhanden war, was
vermutlich in Zusammenhang mit der erhohten TSLP-Sekretion und den erhohten IgE-Werten

stehen konnte, da beides dafiir bekannt ist, Eosinophile zu aktivieren (182, 183):

p—0 1
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Abb. 61: Eosinophile in der HE-Farbung von unbehandelter und akut gerelzter Haut 24h nach
einmaliger Behandlung. a) Tendenziell mehr Eosinophile in MyD88-defizienten-Mé&usen.
b) HE-Farbung zur Darstellung von Eosinophilen (kraftige Eosinfarbung, Pfeile). Vorlaufiges Ergebnis

Da es sich hier um vorldufige Daten handelt und die Eosinophilen-Quantifizierung mittels
HE-Féarbung schwierig ist, sollte diese Analyse evtl. mittels Immunfarbung fortgefiihrt
werden, bei der das Eosinophilen-spezifische Oberfldchenmolekiil Siglec-F markiert werden

kann.
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3.4.7 Zusammenfassung der MyD88-abhiingigen Rolle von Keratinozyten bei der AD

Keratinozyten spielen iiber Signalwege des angeborenen Immunsystems eine aktive Rolle bei
der Induktion allergischer Immunreaktionen. Sie fordern die Emigration von
Langerhanszellen aus der Epidermis und regulieren die T-Helferzell-Rekrutierung in die
Dermis. Keratinozyten konnen MyD88-abhingig die Entziindungsmediatoren IL-1a,
GM-CSF und CCL2 produzieren, die an der Langerhanszell-Emigration beteiligt sind. TSLP
wird von MyD88-defizienten Zellen in stark erhdhten Mengen produziert im Vergleich zu
MyDS88-profizienten Zellen. Nach AD-Vorbehandlung der Méuse war die Zytokinproduktion
in vitro von Keratinozyten aus entfernt liegenden unbeteiligten Hautarealen verdndert,
insbesondere wurde mehr IL-la von MyD88-profizienten Zellen und mehr TSLP von
MyD88-defizienten Zellen nach Ova-Behandlung im Vergleich zu NaCl-Kontrollen gebildet.
TSLP konnte die Produktion von gegen die Epidermis gerichteten Autoimmun-Antikérpern

fordern.
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4 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Rolle von MyD88-vermittelten Signalwegen bei der
Pathogenese der AD im Mausmodell untersucht. Ein besonderer Fokus wurde dabei auf die
Rolle der epidermalen Keratinozyten gelegt, welche die ersten Zellen sind, die mit an die
Haut gelangenden Allergenen in Kontakt kommen.

Die Funktion von MyD88 wurde bisher vor allem bei Infektionen untersucht, da es fiir die
Signalweiterleitung von Pathogen-erkennenden TLRs notwendig ist. Da auch endogene
Gefahrensignale Liganden fiir TLRs darstellen konnten, ist die Analyse der Funktion von
MyD88 auch in nicht-infektidsen Entziindungsreaktionen von Interesse.

Die durchgefiihrten Untersuchungen ergaben, dass MyD88 eine entscheidende Rolle bei der
Entwicklung einer Antigen-abhingigen allergischen Hautentziindung spielt. Dazu gehorten
die Entwicklung einer Akanthose, die Migration von Langerhanszellen, das entziindliche
Zellinfiltrat in der Dermis, die Zytokinproduktion in den Haut-drainierenden Lymphknoten
und die Antikorperspiegel.

Epidermale Keratinozyten konnen verschiedene Zytokine und Chemokine produzieren,
welche Hautentziindungen und Wundheilungsreaktionen beeinflussen konnen. Selektive
MyD88-Re-Expression in Keratinozyten spielte eine wichtige Rolle fiir die Entziindung in der
Haut bei AD. Um die Immunfunktionen der Keratinozyten ndher zu untersuchen, wurden sie
von unbehandelten sowie von AD-vorbehandelten Tieren isoliert und in vitro analysiert.
MyD88-Expression von Keratinozyten regulierte die Expression von Entziindungsmediatoren.
Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten dariiber hinaus darauf hin, dass wiederholte lokale
Hautirritation und Antigen-Applikation auch einen systemischen Effekt auf Keratinozyten
von entfernten unbeteiligten Hautstellen haben kann.

Weiterhin konnten MyD88-defiziente Miuse in entsprechenden Experimenten eine stdrkere
Auspriagung von Autoimmunreaktionen aufweisen, da im Serum naiver MyD88-defizienter

Tiere Auto-Antikorper nachgewiesen werden konnten.

4.1 Genetik und Immunsystem der Versuchstiere

MyDS88 ist ein zentrales Adaptermolekiil im angeborenen Immunsystem. Es vermittelt die
Signalweiterleitung der meisten TLRs sowie der Zytokinrezeptoren IL-1R und IL-18R. Somit

spielt es eine wichtige Rolle bei der Erkennung von Pathogenen und der Induktion von
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Entziindungsreaktionen. Weiterhin ist es beteiligt an der Kontrolle der erworbenen Immunitit,
sowie an der Ausbildung von Toleranz. MyD88-defiziente Zellen produzieren keine

pro-inflammatorischen Zytokine nach Stimulierung mit TLR-Liganden.

4.1.1 Genetik von MyD8S8LSL-Miusen

Fiir diese Arbeit wurde eine MyD88-defiziente Mauslinie verwendet, die eine selektive
Re-Expression des MyD88-Gens in einzelnen Zellpopulationen erlaubt. Bei diesen
MyDS88LSL-Méusen ist in das erste Intron des MyD88-Gens eine loxP-flankierte Stop-
Kassette eingesetzt (142), die bei Verkreuzung mit einer Cre-Rekombinase-exprimierenden
Mauslinie in den entsprechenden Cre-exprimierenden Zellen deletiert wird. So wird eine
Zelltyp-spezifische Re-Expression von MyD88 erreicht. Eine durch das Cre-lox-System
induzierte Rekombination ist nicht immer vollstindig, sondern kann ggf. nur partiell
funktionieren. Ein Vorteil der Zelltyp-spezifischen Re-Expression gegeniiber einem Zelltyp-
spezifischen knock-out durch Verwendung von MyD88flox-Tieren (184) besteht deshalb
darin, dass bei der selektiven Re-Expression mittels MyD88LSL-Tieren auch bei partieller
Rekombination ein Phianotyp auftritt. Dies ist bei selektivem knock-out nicht zu erwarten, da
fiir die MyD88-Expression kein Gen-Dosis-Effekt beobachtet wird. Dariiber hinaus kénnten
beim selektiven knock-out redundante Mechanismen einen Phénotyp verdecken.

Um sicherzustellen, dass die loxP-flankierte Stop-Kassette der MyD88LSL-Méuse
funktioniert, wurden homozygote MyDS88LSL-Maiuse funktionell mit konventionellen
MyD88ko”"-Méiusen verglichen. Wie in konventionellen MyD88ko”-Miusen konnte auch in
den MyD88LSL-Mausen im Western Blot kein MyD88-Protein nachgewiesen werden und
keine MyD88-abhdngige Produktion von Zytokinen. Auflerdem wiesen sie gleichsam stark
erhohte IgE-Spiegel im Serum auf. Dies zeigt, dass MyD88LSL-Méuse ebenso wie
MyD88ko”"-Miuse komplett MyD88-defizient sind. Weiterhin wurden MyD88-heterozygote
Miuse mit Wildtypen verglichen, um nachzuweisen, dass ein funktionelles MyD88-Allel
ausreicht, um die komplette Genfunktion wiederherzustellen. Serum-IgE-Spiegel und TNF
von stimulierten BMDC waren bei MyD88-heterozygoten (= profizienten) Mausen auf dem
gleichen Niveau wie bei Wildtypméusen. Da heterozygote Miuse also so reagieren wie
Wildtypen, wurden diese Tiere als MyD88-profiziente Kontrolltiere verwendet. Dies hatte
den Vorteil, dass fiir die Versuche keine Wildtypmiduse als Wurfgeschwister geziichtet

werden mussten.
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4.1.2 Zuchtschema und Reproduktionserfolg von MyD88-defizienten und —profizienten

Tieren

Unter SPF-Bedingungen sind MyD88-defiziente naive Mause groBtenteils unauffillig, es
wurde lediglich vereinzelt leicht verzogertes Wachstum der Jungtiere beobachtet. Allerdings
hatten MyD88-defiziente Weibchen auf dem verwendeten C57BL/6J-Mausstamm aus eigener
Zucht eine verminderte Fruchtbarkeit und hohe verfriihte Mortalitdt in Verpaarung. Dies trat
in beiden Mauslinien, sowohl MyD88* als auch MyDS8SLSL, auf. Aus diesem Grund wurden
stets MyD88-profiziente (heterozygote) Weibchen mit MyD88-defizienten Mainnchen
verpaart, so dass sich unter den Nachkommen im Durchschnitt gleich viele homozygote und
heterozygote Wurfgeschwister fiir die Versuche befanden. Ahnliche Beobachtungen iiber
verminderte Reproduktion von MyD88-defizienten Tieren wurden vereinzelt berichtet, aber
bisher nicht systematisch beschrieben oder untersucht. Unterschiede zwischen verschiedenen
Mausstimmen (z. B. C57BL/6J bzw. BALB/c) sind wahrscheinlich.

Im Zusammenhang mit dem Immundefekt der MyD88-defizienten Tiere ist theoretisch nicht
vollstindig auszuschlieBen, dass die verminderte Reproduktionsfihigkeit von MyDS88-
defizienten C57BL/6J-Weibchen an asymptomatischen aufsteigenden Genitalinfektionen,
z. B. durch Chlamydia muridarum, liegen konnte (185, 186), die bei der routinemifigen
Uberwachung der Tierhaltung nicht untersucht oder erkannt wiirden. Es erscheint allerdings
sehr unwahrscheinlich, dass solche Erreger unter SPF-Bedingungen auftreten und unerkannt
bleiben konnten. Eine weitere Moglichkeit wére eine gestorte immunologische Toleranz
gegeniiber den Embryonen, da MyD88 wie erwdhnt auch eine Rolle bei Toleranzausbildung
spielt. Insbesondere im Zusammenhang mit der starken Auspridgung von Tui-Antworten beim
Stamm C57BL/6J konnte dies erschwerte Implantation der Embryonen und gestorte
Plazentabildung zur Folge haben und so Aborte oder Mangelversorgung fordern, was auch
zum Tod MyD88-defizienter trichtiger Weibchen in Verpaarung flihren konnte. Hinweise
darauf ergeben sich aus Studien iiber die Expression von MyD88 im murinen Uterus wéihrend
der embryonalen Implantationsphase (187) sowie einer MyDS88-abhingigen
entziindungshemmenden Funktion humaner Plazentazellen (188). TLRs sind entscheidend am
Reproduktionserfolg beteiligt (189). MyD88-defiziente C57BL/6J-Weibchen kénnten daher
ein Modell fiir weibliche Fertilititsstorungen oder Gestations-assoziierte Erkrankungen

darstellen.
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4.1.3 Erhohte IgE-Spiegel in naiven MyD88-defizienten Miusen

MyD88-defiziente Méuse wiesen deutlich erhohte IgE-Spiegel im Vergleich zu Kontrolltieren
auf. Dies konnte darauf hinweisen, dass sie stirkere Allergie-Symptome entwickeln konnten,
was die Hygiene-Hypothese untermauern wiirde. Diese besagt, dass das Fehlen von
ausreichenden infektionsbedingten ~TLR-Stimulationen durch westlichen Lebensstil
ausschlaggebend fiir die ansteigende Pravalenz allergischer Erkrankungen ist (90).
Die Entwicklung und Frequenz von Immunzellen unbehandelter MyD88-defizienter Tiere ist
weitgehend normal (163). Eine Rolle von MyD88 bei der Differenzierung von
hidmatopoetischen Zellen ist nicht bekannt. Insbesondere die Frequenz unterschiedlicher
B-Zell-Populationen in MyD88-defizienten und MyD88-profizienten Tieren wurde in unserer
Arbeitsgruppe durchflusszytometrisch untersucht (unveréffentlichte Daten). Hierbei ergaben
sich keine Unterschiede, die einen Anhaltspunkt fiir die verdnderten Immunglobulinspiegel in
MyD88-defizienten Mausen darstellen konnten. Der Phianotyp von MyD88-defizienten Tieren
wird somit als Folge von fehlenden Stimuli in intakten Zellen verstanden.
Die erhohten IgE-Spiegel in MyD88-defizienten Miusen wurden bereits beschrieben (163),
auch IRAK4-Mutationen konnen zu erhohten IgE-Spiegeln fiihren (190). Die Ursache ist
jedoch nicht genau bekannt. Das humane genetisch bedingte Hyper-IgE-Syndrom (191) geht
mit leichten Fehlbildungen, Allergie-dhnlichen Entziindungen und rezidivierenden
Infektionen einher und kann im Einzelfall diagnostisch mit AD verwechselt werden (192).
Jedoch ist das Hyper-IgE-Syndrom nach bisherigen Studien nicht durch TLR-assoziierte
Gendefekte bedingt (193-195). Stattdessen sind mittlerweile eine Vielzahl von STAT3-
Mutationen als Ausloser fiir das Hyper-IgE-Syndrom entdeckt worden (164, 167). Eine
Mutation im STAT3-Gen fiihrt zum Fehlen der Produktion von IL-17A. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde beobachtet, dass auch MyD88-defiziente Méuse kein IL-17A produzieren
konnen, wie es in anderen Entziindungsmodellen bereits beschrieben wurde (168, 186, 196).
Ein gemeinsamer Defekt bei Hyper-IgE-Syndrom und MyD88-Defizienz erscheint daher
moglich. Um zu tiberpriifen, ob ein Fehlen von STAT3 auch bei Méusen erhohte IgE-Spiegel
bedingt, wurden im Rahmen dieser Arbeit STAT3-defiziente ,.STAT31*DeleterCre-Mause*
generiert, bei denen das loxP-flankierte STAT3-Gen durch systemische Cre-Expression
deletiert wird. Eine homozygote Deletion von STAT3 ist embryonal letal (166), heterozygote
Maiuse sind lebensfdhig, wobei nach Deletion ein trunkiertes Protein bleibt, das dominant
negativ wirkt (147). Im Serum dieser Méuse traten erhdhte IgE-Spiegel auf. Diese Mauslinie
konnte daher als Modell fiir das Hyper-IgE-Syndrom verwendet werden. Ein weiteres Gen,
das durch Mutation bei Patienten zu erhohten IgE-Spiegeln und AD-dhnlichen Symptomen
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fiihrt, ist Dock8 (197, 198). Dock8 ist MyD88-abhingig fiir die durch STAT3-vermittelte

Hemmung des Antikérperklassenwechsels zu IgE notwendig.

4.2 Die Rolle von MyD88 bei der Pathogenese von AD im Mausmodell

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Méuse des Stamms C57BL/6J untersucht. Dieser Stamm ist
einer der am besten analysierten Labormausstimme und ist durch starke Tui-dominierte
Immunantworten charakterisiert. Fiir Allergiemodelle, die groBtenteils Tuz-vermittelt sind,
wird tiblicherweise der Stamm BALB/c eingesetzt, der weniger durch Tui- und deutlich mehr
durch Tr2-Immunantworten geprigt ist (199). Dies war fiir diese Arbeit nicht praktikabel, da
die in der Arbeit untersuchten genetisch manipulierten Mauslinien alle auf dem C57BL/6J-
Hintergrund beruhen. Bei der chronischen AD tritt im Gegensatz z. B. zu allergischem
Asthma keine reine Tme-Immunantwort, sondern vielmehr ein dysreguliertes gemischtes
Tui-Tu2-Milieu auf (87, 88, 200). Daher konnte die Pathologie des AD-Modells in beiden
Mausstdmmen unterschiedliche Auspridgungen haben.

Auch die C57BL/6J-Tiere reagierten auf wiederholte Hautirritation und Ova-Behandlung mit
einer Entziindung der behandelten Hautstelle, die viele Charakteristika von humaner AD
zeigt. In den Haut-drainierenden Lymphknoten waren Ova-spezifische T-Zellen nachweisbar,
die Tui-, Tui7-, und auch Tu2-/ Treg-Zytokine produzierten. Dies bildet das dysregulierte
T-Helferzell-Milieu von AD-Patienten gut nach. Allerdings war das wichtige Allergie-
assoziierte Tmz-Zytokin IL-4 in restimulierten Haut-drainierenden Lymphknotenzellen nach
der siebenwochigen AD-Induktion unter oder an der Nachweisgrenze, bei BALB/c-Méusen
wird es wesentlich stirker produziert ((201) und eigene unverdffentlichte Daten). In der
akuten stark Tmz-vermittelten Induktionsphase der AD nach einwdchiger Behandlung konnte
Ova-spezifische 1L-4-Produktion von Lymphknotenzellen aber auch von C57BL/6J-Méusen
nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt und unverdffentlichte Daten unserer
Arbeitsgruppe). Eine Erhohung der Gesamt-Immunglobulinspiegel sowie die Bildung von
Ova-spezifischen Antikorpern nach der siebenwochigen AD-Induktion wurden ebenfalls
nachgewiesen.

Dies bestitigt, dass die Induktion von Allergiesymptomen in diesem Mausmodell gut
nachzustellen ist. Einige Parameter jedoch, wie Akanthose, Langerhanszell-Migration und die
erwahnte IL-4-Sekretion, unterschieden sich deutlich geringer zwischen Ova- und NaCl-

Behandlung als in frilheren Arbeiten unserer Arbeitsgruppe an Maiusen auf BALB/c-
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Hintergrund ((201) und eigene unverdffentlichte Daten) und waren daher nicht direkt

vergleichbar.

Bei MyD88-defizienten Miusen trat nach wiederholter Hautirritation und NaCl-Behandlung
wie erwartet (202) eine leichte Entziindung im Vergleich zu unbehandelten Tieren auf, jedoch
wurde sie im Gegensatz zu MyD88-profizienten Mausen nicht durch Ova-Behandlung
verstirkt. Dies impliziert die Beteiligung von zwei unterschiedlichen Mechanismen: einem
durch wiederholte Hautirritation induzierten MyD88-unabhéngigen Mechanismus sowie
einem durch zusétzliche Ova-Behandlung induzierten, MyD88-abhéngigen Mechanismus. Ein
dquivalenter Effekt wurde bereits fir MyD88-abhédngige Signalwege in Langerhanszellen
beschrieben, welche fiir eine Candida-Infektion, nicht aber fiir Kontakthypersensibilitéit
notwendig waren (203). Hingegen waren bei einer anderen Studie {ber
Kontakthypersensibilitit MyD88-abhingige Signalwege sehr wohl beteiligt, mit
unterschiedlichen Funktionen von IL-1 und IL-18 in unterschiedlichen Zelltypen (204).

Dies deutet darauf hin, dass die beteiligten Mechanismen von der Art des Antigens abhéngen,
in diesem Fall Protein-Antigene (Candida) bzw. Haptene (Kontakthypersensibilitit). Bei dem
fiir die AD-Induktion verwendeten Ova handelt es sich ebenfalls um ein Protein. Welche Art
von ,,Antigen* bei den NaCl-behandelten Kontrollmédusen eine Rolle spielen kdnnte, ist nicht

bekannt, moglich wiren endogene Gefahrensignale oder Bestandteile der Hautflora.

Verschiedene Parameter der allergischen Hautentziindung waren im Ova-abhidngigen
AD-Modell abhingig von MyD88. Die Ausbildung einer Akanthose, d. h. der Verdickung der
Epidermis durch verstirkte Proliferation der Keratinozyten und einer Spongiose, d. h.
Entstehung von interzelluliren Odemen, war in MyD88-defizienten Miusen nach
Ova-Behandlung nicht zu beobachten. Die Epidermisdicke entsprach den NaCl-behandelten
Kontrolltieren beider Genotypen. Uber die Mechanismen, die zu einer Hyperproliferation der
Keratinozyten fiithren, ist wenig bekannt, Typ [-IFN-produzierende plasmazytoide
dendritische Zellen (202) und IL-22-produzierende T-Zellen sind offenbar beteiligt (205).
Keratinozyten-intrinsisch beteiligt sind Barriereproteine (206), der EGF-Rezeptor (207) und
FGF-Rezeptoren (208).

Die durch Ova-Applikation induzierte Langerhanszell-Migration aus der Epidermis blieb in
MyD88-defizienten Tieren aus, hier entsprach die Anzahl der verbliebenen Langerhanszellen
ebenfalls den NaCl-behandelten Kontrolltieren, bei denen nur eine geringfiigige

Langerhanszell-Emigration zu beobachten war. Auch hier gibt es also vermutlich zwei
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Mechanismen, die wie bereits ausgefiihrt von der Art des Antigens bzw. der Aktivierung der
Zellen abhéngig sind (203, 204).

Die Rolle von Langerhanszellen bei der Pathogenese von AD ist umstritten, sie konnten nicht
nur zur Sensibilisierung beitragen (209, 210), sondern auch Toleranz induzieren (176, 211).
Moglicherweise ist ihre Funktion abhingig von der Art der Antigene, dem Stadium der
Entziindung oder von unterschiedlichen Subpopulationen.

In der Dermis war die Anzahl der Mastzellen nicht durch MyD88 beeinflusst, in diesem
Modell spielten also nur durch die Hautirritation induzierte MyD88-abhidngige Signalwege
eine Rolle. Interessanterweise ist die Proliferation und Aktivierung von Mastzellen in anderen
Modellen durchaus von MyD88 abhingig ((212, 213) und unverdffentlichte Daten unserer
Arbeitsgruppe). Dariiber hinaus war bei BALB/c-Midusen die Anzahl von Mastzellen in der
Haut durch Ova um ca. das Doppelte erhoht gegeniiber den mit NaCl behandelten Tieren
(201), was auf weitere Unterschiede bei der Pathogenese von AD in verschiedenen
Mausstimmen hinweist. Moglich wédre, dass auch im AD-Modell die Aktivierung der
Mastzellen (im Gegensatz zu ihrer reinen Anzahl) MyD88-abhdngig ist, dies wurde im
Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht. Diese Analyse konnte z. B. durch eine
Histaminmessung in den Hautproben der behandelten Miuse erfolgen.

Die Anzahl von Makrophagen in der Dermis war in MyD88-defizienten Mausen nach
Ova-Behandlung deutlich geringer als in MyD88-profizienten Tieren, d. h. ihre Rekrutierung
zum Ort der Antigen-vermittelten Entziindung war stark MyD88-abhéngig. Haut-residente
Makrophagen konnten entweder direkt iiber Bindung der Antigene an eigene Rezeptoren
aktiviert werden, oder durch von anderen Zellen wie z. B. Keratinozyten oder Makrophagen
freigesetzte Immunmediatoren.

Das Gegenteil war fiir die Infiltration der Dermis mit T-Helferzellen der Fall. Thre Anzahl war
in MyD88-defizienten Tieren stark erhoht gegeniiber MyD88-profizienten Kontrollen. Dies
trat auch nach NaCl-Behandlung auf. Da Makrophagen und Langerhanszellen als Zellen des
angeborenen Immunsystems die Initiierung einer Entziindungsreaktion beeinflussen, war es
erstaunlich, dass eine schwicher erscheinende Entziindungsreaktion in MyD88-defizienten
Tieren mit einer stirkeren T-Helferzell-Antwort des adaptiven Immunsystems einhergeht.

In Abschnitt 4.4.4 wird auf die mogliche MyD88-abhingige Rolle der Keratinozyten fiir die

Rekrutierung von T-Helferzellen eingegangen.

Weiterhin wurde die Zytokinproduktion in Haut-drainierenden Lymphknoten {iberpriift. In

den Zellkulturiiberstanden von ex vivo restimulierten Lymphknotenzellen nach AD-Induktion
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wurde die Ova-spezifische Sekretion von IFN-y, IL-17A und IL-10 nachgewiesen. IFN-y und
IL-17A wurden nur von Zellen aus MyD88-profizienten Mausen sekretiert, in Zellen von
MyD88-defizienten Tieren fehlten diese Zytokine komplett. IFN-y wird in der chronischen
Phase der AD produziert (87). Es ist ein wichtiges Tui-Zytokin, das durch IL-12-Produktion
von Antigen-prasentierenden Zellen induziert wird (214). Zwar ist die Produktion von IFN-y
nicht direkt MyD88-abhingig. Jedoch konnen MyD88-defiziente Méuse keine Tui-Antworten
auslosen, daher war dieses Ergebnis erwartet worden.

Dass auch IL-17A bei der epikutanen Sensibilisierung mit Ova induziert wird und eine Rolle
bei der Pathogenese von Allergien spielt, wurde bereits beschrieben (215). Auch die
Notwendigkeit eines MyD88-induzierten Signalweges fiir die Produktion von IL-17A ist
bereits flir verschiedene Entziindungsmodelle, insbesondere fiir Infektionen, beschrieben
worden (169, 196). Ebenso korreliert die MyD88-abhéngige IL-17A-Produktion mit der
Stiarke von allergischem Asthma (216). Die Ursache fiir das Fehlen von IL-17A-Antworten in
MyD88-defizienten Méausen ist nicht genau beschrieben. MyD88-Signalwege in Antigen-
prasentierenden Zellen sind, soweit bekannt, vor allem fiir Tui-Polarisierung von T-Zellen
verantwortlich (163). Allerdings induzieren Tui-Zytokine wie IL-1 oder IL-23 auch die
Tui7-Differenzierung (217-219). IL-17A wird in groBen Mengen von CD4" Tui7-Zellen
produziert, aber auch andere T-Zellen, insbesondere auch y3-T-Zellen sekretieren dieses
Zytokin (220).

Ein intrinsischer Defekt von MyD88-defizienten T-Zellen, der die Differenzierung zu
THi17-Zellen verhindert, wire ebenfalls denkbar. Um dies zu untersuchen, wurde in einem
vorldaufigen Versuch eine MLR (mixed leukocyte reaction) zur T-Zell-Aktivierung
durchgefiihrt. Nach Co-Kultur von MyD88-profizienten oder -defizienten BMDC mit
MyD88-profizienten oder -defizienten T-Zellen aus der Milz wurde die Zytokinsekretion in
den Zelliiberstainden gemessen. Dieser Versuch ergab keine klaren Hinweise auf einen
solchen T-Zell-Defekt, da T-Zellen von MyD88-defizienten Tieren IL-17A produzieren
konnten. Die sekretierten Mengen schwankten, sodass dieses Experiment wiederholt werden
miisste (Daten nicht gezeigt). Neben Tui7-Zellen konnen auch CD8" T-Zellen und
v6-T-Zellen IL-17A produzieren, die aus der Milz isolierten T-Zellen waren jedoch
vorwiegend T-Helferzellen. Da MyD88-defiziente BMDC kein IL-23 bilden, welches fiir die
IL-17A-Induktion verantwortlich ist, konnte hier eine wichtige Ursache fiir die fehlende
Differenzierung von Tui7-Zellen (219) liegen. y5-T-Zellen bendtigen keine T-Zell-Rezeptor-
Aktivierung fiir die Sekretion von IL-17A, sodass in weiteren Versuchen zwischen

verschiedenen Arten von T-Zellen unterschieden werden sollte.
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Weiterhin gibt es Hinweise auf einen moglicherweise aktiv IL-17A-hemmenden Effekt in
MyD88-defizienten Méusen. Die Abwesenheit von MyDS88 fiihrt zu verstarkter Produktion
von TSLP in Keratinozyten, was in dieser Arbeit erstmals direkt gezeigt wurde und auch
Typ I IFN wird wahrscheinlich ohne MyD88 verstirkt gebildet (221). Uberexpression beider
Zytokine wurde mit einer verminderten IL-17A-Produktion in Verbindung gebracht (222,
223). Auch die erhohten IgE-Spiegel in MyD88-defizienten Tieren konnen mit verminderter
IL-17A- und erhohter TSLP-Produktion in ursédchlichem Zusammenhang stehen (183, 223,
224).

IL-10 ist ein Zytokin, dass von Tmu2-Zellen, Treg-Zellen, B-Zellen und auch dendritischen
Zellen produziert werden kann (225). Bei der Lymphknoten-Restimulation mit Ova wurde
festgestellt, dass Zellen von MyD88-defizienten Ova-behandelten Mausen IL-10 freisetzen
konnen, sogar in groeren Mengen als Zellen von MyD88-profzienten Médusen. Da die
Lymphknotenzellen ein heterogenes Gemisch aus verschiedenen Zelltypen sind, ist nicht
feststellbar, welche Zellen in Kultur an der IL-10-Produktion beteiligt waren. Eine messbare
Menge IL-10 von den wenigen vorhandenen dendritischen Zellen ist jedoch
unwahrscheinlich. Somit konnen neben T-Zellen auch die B-Zellen an der Ova-spezifischen
IL-10-Produktion  beteiligt gewesen sein. Zur weiteren Analyse konnten die
Lymphknotenzellen vor der Kultivierung per magnetischer Zellsortierung in T- und B-Zellen
aufgetrennt werden. Oder es konnte nach der dreitdtigen Restimulation eine intrazelluldre
Zytokinfarbung fiir die Durchflusszytometrie durchgefiihrt werden, bei der durch Markierung
Zelltyp-spezifischer ~ Antigene die IL-10-produzierenden  Zellpopulationen  genau
unterschieden werden konnen.

Regulatorische T-Zellen waren in den Lymphknotenzellen aller Versuchsgruppen in
dhnlichen Anteilen vorhanden. Eine Antigen-abhéingige Expansion von regulatorischen

T-Zellen in vitro fand nicht statt.

Die Serum-Konzentrationen der natiirlichen (T-Zell-unabhingigen) Antikorperklassen IgM
und IgG3 wurden unabhédngig von Ova durch wiederholte Hautirritation MyD88-abhéngig
erhoht. IgG3 war auch in unbehandelten MyD88-profzienten Maidusen hoher als in
MyD88-defizienten Tieren. Im Gegensatz zu den T-Zell-abhingigen adaptiven Isotypen
verfiigen natiirliche Antikorper nur liber Keimbahn-codierte B-Zell-Rezeptor-Spezifititen
(1, 2). IgM ist immer der initial von reifen aktivierten B-Zellen sekretierte Isotyp, bevor ein
Klassenwechsel je nach Art der Entziindung induziert wird (1, 2). Murines IgG3 (226) ist

vornehmlich gegen bakterielle Toxine gerichtet. Es wurde beschrieben, dass die Bildung von
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LPS-spezifischem IgG3 iliber TLR4 erfolgt (227). Diese Beobachtung passt zusammen mit
dem nach AD-Induktion MyD88-abhingig erhohten IgG3 zu einer Beteiligung von LPS aus
der Hautflora und TLR-Signalen bei der Pathogenese der Erkrankung.

Bei extrinsischer AD finden sich erhdhte IgE-Spiegel im Serum. Aus diesem Grund wurden
die Gesamt-IgE-Spiegel der Versuchstiere vor und nach AD-Induktion gemessen. Wéhrend
unbehandelte MyD88-defiziente Tiere stark erhohte IgE-Spiegel im Vergleich zu MyD88—
profizienten Tieren aufweisen, glichen sich die Mengen von Gesamt-IgE im Serum nach
AD-Induktion an. Das heif3t, bei MyD88-profizienten Tieren wurden die IgE-Spiegel durch
AD-Induktion wie erwartet erhoht. Im Gegensatz dazu fand bei MyD88-defizienten Tieren
durch die Behandlung kaum noch eine weitere Erhohung der IgE-Spiegel statt.

Durch epikutane Ova-Behandlung wird auch die Produktion von Ova-spezifischen
Antikérpern  induziert (148). MyD88-defiziente Méiuse konnten Ova-spezifische
IgE-Antikorper in  vergleichbarer Menge wie MyD88-profiziente Maiuse bilden.
Ova-spezifisches IgG1 wurde von MyD88-defizienten Mausen in mafig geringerer Menge als
von Kontrolltieren produziert. Die Spiegel des Tui-assoziierten Ova-spezifischen 1gG2c¢ (das
in Méusen des Stamms C57BL/6J den Isotyp IgG2a ersetzt (140)) waren hingegen bei
MyD88-defizienten Méusen in wesentlich geringerem Malle als von —profizienten Miusen
vorhanden. Dies entspricht den Beobachtungen, dass MyD88-defiziente Tiere nach
Immunisierung mit Ova+CFA (Complete Freund’s Adjuvans, komplettes Freund-Adjuvans)
kaum Ova-spezifisches IgG2c produzieren im Vergleich zu Wildtypmdusen (163).
Inzwischen wurde berichtet, dass fiir den Antikorper-Klassenwechsel zu IgG2c
B-Zell-intrinsische MyD88-Expression notwendig ist, welche die Produktion von IFN-y durch
T-Zellen anregt (228).

4.3 Die Rolle von MyD88 bei der Progression von AD durch

Co-Administration des Superantigens SEB

Toxin-bildende Stidmme von Staphylokokkus aureus treten vermehrt auf der Haut von
AD-Patienten auf und spielen vermutlich eine Rolle bei der Progression der Erkrankung.
Insbesondere das Superantigen SEB wird hierfiir verantwortlich gemacht (129, 157). Auch bei
der Ova-abhingigen AD-Induktion im Mausmodell wurde beschrieben, dass SEB die

allergischen Entzlindungssymptome verstirkt (150). Chronische Hautirritation und
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SEB-Applikation im Rahmen dieser Arbeit fiihrte zu Entziindungsreaktionen in der Haut
sowie zur Produktion von natiirlichen Antikérpern. Die Zytokinproduktion SEB-spezifischer
T-Zellen sowie Expansion regulatorischer T-Zellen nach Restimulation in vitro blieb jedoch
fast aus, wohingegen T-Zellen, die in vivo noch nicht mit SEB in Kontakt gekommen waren,
eine starke pro-inflammatorische Reaktion auf SEB-Stimulation in vitro zeigten. Dieses
Ergebnis entspricht der durch SEB-Behandlung induzierten T-Zell-Anergie (179, 180).

Dass epikutan appliziertes SEB Hautentziindungen ausldsen kann, wurde bereits beschrieben
(158). Die hier erhaltenen Ergebnisse zeigten dariiber hinaus, dass diese SEB-induzierte
Entziindung auch abhéngig von MyD88 war. Da SEB vornehmlich als Superantigen fungiert,
das T-Zellen durch direkte Bindung des T-Zell-Rezeptors aktiviert, war dies nicht erwartet
worden. Offenbar kann SEB also auch als konventionelles Antigen und eigenstdndiges
Allergen wirken, was durch den Nachweis SEB spezifischer IgE-Antikdrper untermauert
wird.

SEB kann MyD88-abhéngige Entziindungsreaktionen auslosen (133), wenig beschrieben ist
jedoch, wie dies geschieht. Eine weitergehende Untersuchung zeigte, dass die Bindung von
SEB an MHCII die MyD88-abhingige Signalkaskade einleitet (134). Interessanterweise
wurde ebenfalls beschrieben, dass Monozyten von AD-Patienten einen selektiven Defekt in
der TLR2-abhingigen Zytokinproduktion aufweisen (229), was die Abwehr von
Staphylokokken-Infektionen erschweren konnte.

Um zu untersuchen, wie SEB vom angeborenen Immunsystem erkannt wird, wurden aus dem
Knochenmark in vitro Makrophagen generiert und mit SEB stimuliert. Diese Aktivierung der
BMMph war abhiangig von MyD88 und auch TRIF. Eine Beteiligung von TLR2 war in der
Vergangenheit vorgeschlagen worden (135), konnte hier aber nicht nachgewiesen werden.
Dies konnte bedeuten, dass TLR4 fiir die SEB-induzierte Zytokinproduktion von
Makrophagen notwendig ist, da dieser Rezeptor beide Molekiile fiir die Signalweiterleitung
benoétigt. Eine Rolle von TLR4 bei der Erkennung von SEB wurde auch bereits diskutiert
(136). Das hier verwendete SEB war auf Endotoxin-Kontamination getestet, daher steht auch
nicht zu vermuten, dass dieses Ergebnis auf LPS-Riickstinde zuriickzufiihren ist. Die
Beteiligung anderer TLRs aufler TLR2 wire moglich. Weiterhin wurde beobachtet, dass SEB
in BMMph die Expression des Mannoserezeptors MyD88-abhéngig erhohte. Dies untermauert
eine Funktion von SEB als Allergen, da der Mannoserezeptor an der zelluliren Aufnahme von

Allergenen beteiligt sein soll (155).
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Als Modell fiir die Krankheitsprogression von AD durch Superantigene wurden Mause iiber
den gesamten Zeitraum der AD-Induktion mit der Antigenkombination Ova+SEB behandelt.
Diese Co-Administration filhrte nicht zu einer schlicht additiv  verstirkten
Entziindungsreaktion. Vielmehr implizieren die Ergebnisse, dass die Antigene die
Immunreaktion auf das jeweils andere Antigen verdndern bzw. stdren konnten. So war die
Epidermisdicke und die Zellzahl in den brachialen Lymphknoten nach Ova+SEB-Behandlung
geringer als nach einzelner Behandlung mit Ova, auch die Langerhanszell-Migration und die
Aktivierung von dendritischen Zellen im Lymphknoten war abgeschwécht im Vergleich zur
einzelnen Ova-Behandlung, die SEB-spezifischen Antikorperspiegel waren nach kombinierter
Ova+SEB-Behandlung niedriger als nach einzelner SEB-Behandlung.

Die meisten Entziindungsparameter waren auch nach kombinierter Ova+SEB-Behandlung in
MyD88-defizienten Miusen schwicher ausgepréigt als in MyD88-profizienten Tieren, also
ebenso wie nach einzelner Ova-Behandlung abhingig von MyD88. Die Spiegel von
SEB-spezifischem IgE und IgG1 waren jedoch in MyD88-defizienten Mausen hoher als in
MyDS88-profizienten Mausen. Dies konnte bedeuten, dass MyD88-abhédngige Signalwege die
Produktion SEB-spezifischer Antikdrper hemmen.

Ein prominenter Effekt bei Ova+SEB-behandelten MyD88-profizienten Miusen war das
Auftreten von CD8" T-Zellen und CD8" Langerhanszellen in der Epidermis, die nach
Behandlung mit den einzelnen Antigenen gar nicht bis kaum zu beobachten war. Die
Co-Lokalisation von CD8" Antigen-présentierenden Zellen und CD8" T-Zellen konnte auf
den Prozess der Kreuzprisentation hinweisen, bei dem Antigene iiber MHCI den
zytotoxischen T-Zellen prasentiert werden (230). Dies impliziert eine verdnderte Aufnahme
der Antigene in die Antigen-prisentierenden Zellen. Fiir die klassische Antigenprasentation
iiber MHCII-Molekiile an T-Helferzellen werden Antigene iiber Makropinozytose
aufgenommen. Die Kreuzpridsentation erfordert hingegen eine Antigenaufnahme {iber
Clathrin-abhiangige Endozytose (231-233). Gestirkt wurde diese Theorie durch vorldufige
Ergebnisse, die eine wesentlich hohere MHCI-Expression in einer Immunfluoreszenzfiarbung
der Haut MyD88-profizienter Tiere nach Ova+SEB-Behandlung im Vergleich zur
Behandlung mit einzelnen Antigenen und im Vergleich mit MyD88-defizienten Tieren ergab
(Daten nicht gezeigt). Dies wire bei stirkerer Kreuzprasentation iiber MHCI zu erwarten. Um
darzustellen, ob die Expression des Mannoserezeptors in der Haut nach Ova+SEB-
Behandlung ebenfalls erhoht war, wurde eine weitere Immunfluoreszenzfiarbung
durchgefiihrt. Bei einem vorldufigen Versuch erschienen MMR" Zellen in den gefirbten

Hautpréparaten morphologisch wie Langerhanszellen sowie Makrophagen oder andere
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dermale Zellen, es war jedoch kein Unterschied in der Fluoreszenz-Intensitdt verschiedener
Préparate zu erkennen (Daten nicht gezeigt).

Deswegen sollten die in vitro-Experimente zur MMR-Expression in BMMph weitergefiihrt
werden und neben einzelner Stimulierung mit endoOva oder SEB sollte auch eine
Co-Stimulation der Makrophagen mit beiden Antigenen erfolgen. Im Zusammenhang mit der
hier ausgefiihrten Theorie wére zu erwarten, dass die MMR-Expression durch Verwendung
der kombinierten Stimuli im Vergleich zur Einzelstimulation wesentlich ansteigt. Fiir den
Nachweis eines synergistischen Effektes miisste die MMR-Expression in MyD88-profizienten
Zellen um mehr als das Doppelte gegeniiber den Einzelstimulationen ansteigen, in MyD88-

defizienten Zellen miisste dieser Effekt ausbleiben.

4.4 MyD88-induzierte Signalwege in murinen Keratinozyten

Die Zelltyp-spezifische Expression von MyD88 in Keratinozyten in vivo wurde durch Einsatz
von K5™MyD88-Miusen untersucht, bei denen MyDS88 selektiv nur in epidermalen
Keratinozyten exprimiert wird, wihrend alle iibrigen Korperzellen MyD88-defizient sind.
Dies hatte zwei Vorteile gegeniiber einer selektiven Deletion von MyD88 in Keratinozyten
einer sonst MyD88-profizienten Maus. FEinerseits wird so vermieden, dass redundante
Mechanismen einen Phénotyp verdecken konnten, andererseits tritt bei diesem Ansatz auch
dann ein Phédnotyp auf, wenn die Cre-lox-induzierte Re-Expression von MyD88 nicht
vollstédndig, sondern nur partiell sein sollte. Bei nur partieller Deletion im umgekehrten Falle
ware das nicht unbedingt zu erwarten, da fiir die Funktion von MyD88 kein Gen-Dosis-Effekt
bekannt ist.

Die Zelltyp-spezifische Re-Expression von MyD88 in K5"MyD88-Miusen wurde neben der
routineméfigen Genotypisierung aller Tiere mittels DNA-Proben aus Haut und Blut auch auf
Proteinebene per Western Blot aus je drei Mausen pro Genotyp bestétigt. Wie erwartet war bei
MyDS88-profizienten Méusen in allen untersuchten Organen MyD88-Protein vorhanden, bei
MyD88-defizienten Miusen in keinem der untersuchten Organe. Bei K5™MyD88-Miusen
wurde in der Haut MyD88-Protein nachgewiesen, nicht aber in der Lunge, die K5-negatives
Epithelgewebe enthédlt oder der Milz, die kein Epithel enthdlt. Im Thymus konnten Spuren
von MyD88-Protein nachgewiesen werden, deutlich weniger als in MyD88-profizienten
Maiusen. Thymuszellen konnen K5 exprimieren (234). Ob MyD88-abhédngige Signalwege im
Thymus die dort stattfindende T-Zell-Selektion beeinflussen konnten, ist nicht bekannt.
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4.4.1 AD-Induktion in K5"‘MyD88-M:iusen

Um die Rolle von MyD88-abhingigen Signalwegen in Keratinozyten in vivo zu untersuchen,
wurde die AD-Induktion an Keratinozyten-spezifischen MyD88 ok n_Mzusen (K5™MyD88)
durchgefiihrt und zum Vergleich MyD88-defiziente und —profiziente Wurfgeschwister in den
Versuchen mitgefiihrt.

Re-Expression von MyD88 in Keratinozyten fiihrte interessanterweise nicht zu einer
Verdickung der Epidermis nach Ova-abhingiger AD-Induktion, wie sie in MyD88-
profizienten Tieren zu beobachten war. Dies weist darauf hin, dass Keratinozyten-intrinsische
Signale nicht ausreichen, um diesen Effekt herbeizufithren, sondern dass hierflir eine
Kommunikation mit anderen MyD88-profizienten Zelltypen stattfinden muss.

Seit langem ist bekannt, dass IL-17A und IFN-y die Produktion von pro-inflammatorischen
Zytokinen durch Keratinozyten anregen konnen (235). Diese beiden T-Zell-Zytokine konnten
im Rahmen dieser Arbeit nur in den restimulierten Lymphknoten von MyD88-profizienten
Méusen, nicht aber von MyD88-defizienten und K5™MyD88-Tieren nachgewiesen werden.
Es steht zu vermuten, dass dies auch in der Haut der Fall ist, was mittels Organ-ELISA aus
Proteinlysaten der Haut untersucht werden konnte.

Im Rahmen einer Studie iiber Psoriasis (205) wurde beschrieben, dass bei Méusen das durch
IL-23 induzierte Tui7-Zytokin IL-22 entscheidend fiir die Entwicklung einer Akanthose ist.
IL-23 gehort zur IL-12-Familie und wird MyD88-abhéngig vornehmlich von dendritischen
Zellen produziert. Es wirkt pro-inflammatorisch und induziert u. a. IL-17A und IL-22 (205).
Zwar sind Psoriasis und AD zwei immunologisch verschiedene Krankheitsprozesse, jedoch
sind bei beiden Erkrankungen Tui7-Zellen beteiligt. Daher wire es moglich, dass auch bei AD
dieser Mechanismus fiir die Ausbildung der Akanthose notwendig ist.

In dieser Arbeit wurde die MyD88-Abhingigkeit der IL-23-Produktion in BMDC bestitigt.
Ebenso produzierten Lymphknotenzellen von MyD88-defizienten Versuchsmdusen nach
Restimulation kein IL-17A und kein IL-22, auch nicht nach polyklonaler, Antigen-
unabhéngiger Aktivierung durch ConA (Daten nicht gezeigt). Zwar wurde beschrieben, dass
IL-23 von humanen Keratinozyten produziert werden kann (236), was nahelegen wiirde, dass
Keratinozyten-spezifisches MyD88okin die Akanthose wiederherstellen kénnte. Jedoch ist
die IL-23-Produktion fiir murine primdre Wildtyp-Keratinozyten bisher nicht explizit gezeigt
worden und war auch bei den in dieser Arbeit kultivierten Keratinozyten nicht messbar.

Weitere Faktoren konnen eine Akanthose, d. h. Hyperproliferation der Keratinozyten und
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damit einhergehende Verdickung der Epidermis vermitteln. Dazu gehoren z. B. FGF1 und
FGF2 (Fibroblast Growth Factor) (208).

Durch in vitro-Versuche mit primdren Keratinozyten konnte gezeigt werden, dass
MyD88-defiziente Keratinozyten eine vergleichbare Proliferation / Viabilitdt (nach
MTT-Test) aufwiesen wie MyD88-profiziente-Keratinozyten. Ein intrinsischer Defekt
MyD88-defizienter Keratinozyten, der Ursache fiir die fehlende Akanthose nach
AD-Induktion sein konnte, ist daher unwahrscheinlich. Im Gegenteil zeigten
MyD88-defiziente Keratinozyten nach Kultivierung ohne Kollagenmatrix sogar eine hohere
Proliferation / Viabilitdt als MyD88-profiziente Keratinozyten, d. h. es waren vermutlich
mehr Zellen vorhanden. Dies konnte auf stirkere Proliferations- und/oder
Adhésionsfahigkeit hindeuten und damit auf eine unterschiedliche Differenzierungsfahigkeit.
Im Gegensatz zur Akanthose wurden jedoch andere untersuchte AD-Parameter durch
Keratin5-induzierte MyD88-Signalwege beeinflusst. Diese umfassten Serum-IgE-Spiegel in
unbehandelten Tieren, die Ova-abhingige Auswanderung der Langerhanszellen aus der
Epidermis und die AD-induzierte Infiltration der Dermis mit T-Helferzellen. Diese Parameter
waren in K5™MyD88-Tieren auf vergleichbarem oder #hnlichem Niveau wie bei Wildtypen.
Dies bedeutet, dass Keratinozyten iiber Expression von Rezeptoren und Freisetzung von
Entziindungsmediatoren mit anderen Immunzellen interagieren und dass dafiir
MyD88-abhingige Signalwege notwendig sind. Ob Keratinozyten Antigene auch selber
aufnehmen und prozessieren, oder durch Zytokinproduktion anderer Zellen aktiviert werden,

ist unklar.

4.4.2 Ex vivo kultivierte primire Keratinozyten

Um zu analysieren, welche MyD88-abhéngig von Keratinozyten produzierten Faktoren die
IgE-Spiegel naiver Méuse, die Ova-induzierte Langerhanszell-Migration sowie die Hemmung
der T-Helferzell-Infiltration in die Dermis vermitteln kdnnten, wurden primdre murine
Keratinozyten aus Ohren und Schwanzhaut isoliert. Die Isolierung aus der dicht behaarten
Haut z. B. des Riickens war wegen storendem Fell, dickem Unterhautfettgewebe und
schlechter Ausbeute nicht praktikabel.

Nach der Aufreinigung wurden die Zellen mit verschiedenen Stimuli kultiviert. Dabei wurde
festgestellt, dass bereits unstimulierte Keratinozyten eine Vielzahl von Zytokinen und
Chemokinen MyD88-abhingig freisetzen und dass durch zusdtzliche Stimulation mit

TLR-Liganden oder Allergenen keine bedeutenden Unterschiede in der Zytokinsekretion
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erzielt werden konnten. Dies liegt vermutlich zum Teil an der Zusammensetzung des
Keratinozytenmediums, welches als Supplemente u. a. die immunologisch wirksamen
Substanzen Hydrocortison und Insulin enthélt, aulerdem bovines Hypophysenextrakt,
welches reich an Hormonen ist. All diese Substanzen haben auch immunologische Funktionen
und konnen daher die Ergebnisse beeinflussen. Dariiber hinaus werden Keratinozyten durch
die Vereinzelung vor der Kultivierung angeregt, zu proliferieren und neue Zellverbénde
auszubilden, wie es bei einer Wundheilung in vivo geschieht. Bei langer Kultivierungsdauer
konnen die Keratinozyten auch terminal ausdifferenzieren und apoptotisch werden, in diesem
Fall ist auch keine Stimulation mehr moglich.

Fiir weitere Analysen sollten entweder ex vivo-isolierte Keratinozyten von unterschiedlich
vorbehandelten Tieren verwendet werden oder spezielle hormon- und serumfreie
Keratinozytenmedien getestet werden. Allerdings sind diese Medien meist auf humane
Keratinozyten abgestimmt und nicht unbedingt fiir murine Keratinozyten geeignet.
Unabhingig von den verwendeten Stimuli wurde gezeigt, dass die Sekretion von Zytokinen
im Verlauf der Kultivierungsdauer ansteigt, d. h. mit der Anzahl der proliferierenden Zellen.
IL-1a, GM-CSF, CXCL1 und CCL2 wurden MyD88-abhingig produziert, die jeweils im
Zelliiberstand gemessene Menge war bei MyD88-defizienten Keratinozyten sehr viel geringer
als bei MyD88-profizienten Zellen, GM-CSF konnte bei MyD88-defizienten Zellen gar nicht
nachgewiesen werden. CCL2 (237) und CXCLI (238) werden bekanntermalien
MyD88-abhéngig induziert, flir GM-CSF wurde dies noch nicht explizit beschrieben. IL-1a
wird MyD88-unabhingig gebildet, fiihrt aber iiber den MyD88-abhingigen IL-1R zur
Produktion der {ibrigen vorgenannten Entziindungsmediatoren (239), was auch die
MyD88-abhingige GM-CSF-Produktion erkldart. Bei der hier beobachteten verstirkten
IL-1a-Produktion von MyD88-profizienten Zellen kdnnte es sich um einen feedback-loop
handeln, da GM-CSF wiederum die IL-1-Produktion verstarken kann (240).

Die MyD88-abhingige Produktion dieser Entziindungsmediatoren in Keratinozyten konnte
die in den K5™MyD88-Miusen wieder hergestellte Auswanderung der Langerhanszellen aus
der Epidermis nach Ova-Behandlung erklédren. Insbesondere IL-1 und GM-CSF fordern diese
Zellmigration und Allergen-Sensibilisierung (241). GM-CSF induziert {iberdies CCL17 (242),
das fiir die Langerhanszell-Emigration notwendig ist (201).
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4.4.3 Keratinozyten von AD-behandelten Miusen

Um die Rolle von Keratinozyten bei der Pathogenese der AD noch ndher zu untersuchen,
wurden Keratinozyten von AD-behandelten Maiusen isoliert. Dies war nicht aus der
behandelten Riickenhaut moglich, sondern nur aus Ohren und Schwanzhaut. Dieses Vorgehen
erlaubte einen interessanten Einblick darauf, ob die AD-Induktion einen systemischen
Einfluss auf Keratinozyten aus nicht-ldsionalen (nicht behandelten) entfernt liegenden
Hautarealen hat.

Bereits bei der Zellisolation fiel auf, dass die Ausbeute an Keratinozyten von
Ova-behandelten Tieren groBer war als die von Kontrolltieren. Die in vitro-Sekretion von
IL-1o war in Keratinozyten von Ova-behandelten MyD88-profizienten Mausen deutlich
gegeniiber Kontrolltieren erhoht. Auch die Produktion von CXCL1 war nach
Ova-Vorbehandlung MyD88-profizienter Tiere etwas hoher als von NaCl-Kontrollen. Ein
solcher Effekt wurde in den MyD88-defizienten Tieren nicht beobachtet, was zu erwarten
war, da MyDS8S8 fiir die Produktion dieser Zytokine notwendig ist (238, 239).

Tatsdchlich scheint wiederholte lokale Hautirritation und Antigen-Applikation also einen
systemischen Effekt auf die Epidermis zu haben. Verstirkte Keratinozytenproliferation
schwicht die Barriere zunichst, weil die terminale Differenzierung verzogert wird (243).
Jedoch konnte einerseits die ebenfalls verstdrkte Zytokinsekretion dem entgegensteuern und
andererseits konnte nach der Proliferation und dann anschlieBender Differenzierung die
Barriere als adaptive Reaktion verstirkt ausgebildet werden.

Beim Menschen werden die Unterschiede in der Barrierefunktion sowie der Produktion von
Entziindungsmediatoren zwischen asymptomaler Haut von AD-Patienten im Vergleich zur
Haut von gesunden Probanden grdftenteils als Folge einer genetischen Disposition fiir
Barrieredefekte und Allergien beschrieben (244). Diskutiert wird aber auch in der humanen
Situation die Induktion einer systemischen Reaktion der Haut auf lokale Irritation (200, 245).
Dartiber hinaus wurde fiir verschiedene Entziindungsmodelle der Haut und des Darms, jedoch
bisher nicht fiir allergische Entziindungen, die Infiltration der Haut mit residenten langlebigen
CD8" Gedichtnis-T-Zellen beschrieben (246, 247).

Bei der beschriebenen MyD88-abhingigen Akkumulation von CDS8" T-Zellen in der
Epidermis nach kombinierter Ova+SEB-Behandlung konnte es sich um eine solche Reaktion
handeln. Sie wurde nicht durch Keratinozyten-intrinsische MyD88-abhidngige Signalwege
induziert, sondern nur in MyD88-profizienten Maiusen und nur nach kombinierter

Ova+SEB-Behandlung beobachtet. Hierfiir sind also andere Zelltypen notwendig.
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In einer aktuellen Studie wurde beschrieben, dass nach AD-Induktion auch Mastzellen
systemisch proliferieren, insbesondere auch im Darm (248). Ob die Akkumulation von
Mastzellen und T-Zellen nach AD miteinander in Verbindung steht, konnte durch
Immunhistologie von unbeteiligten Hautarealen AD-behandelter Méuse untersucht werden.

Wie die CD8" T-Zellen in das Gewebe rekrutiert werden, ist noch unklar, konnte von
verschiedenen Zelltypen abhidngen und konnte auBlerdem abhédngig von der Art der
Entziindung und des Organs unterschiedlich erfolgen. Moglich wire die Beteiligung von
Chemokinen wie CCL17, CCL2, CCL5, und / oder CXCL10, welche T-Zellen rekrutieren
konnen (249). Im Rahmen dieser Arbeit wurde die MyD88-abhingige Produktion von CCL2
durch Keratinozyten beobachtet. CCL17 wurde von BMDC gréBtenteils unabhidngig von
MyD88 sekretiert (durch Zugabe von GM-CSF fiir die Differenzierung), nicht jedoch von
murinen Keratinozyten (Daten nicht gezeigt), CCL5 war in BMDC MyD88-abhingig
verstiarkt (Daten nicht gezeigt) und wurde bei Keratinozyten ebenfalls nicht nachgewiesen.
Weitere Untersuchungen sind notwendig, um die Funktion dieser T-Zellen zu

charakterisieren.

4.4.4 TSLP

Das Zytokin TSLP wurde interessanterweise von MyD88-defizienten Keratinozyten in sehr
viel groBeren Mengen freigesetzt als von MyD88-profizienten Keratinozyten, was im
Gegensatz zu allen anderen in dieser Arbeit von Keratinozyten nachgewiesenen
Entziindungsmediatoren steht. Es wurde berichtet, dass die Expression von TSLP in
Keratinozyten und auch dendritischen Zellen auch MyD88-abhingig durch TLR-Liganden
induziert werden kann (223, 250). In dieser Arbeit konnte keine TSLP-Produktion von BMDC
nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt), eine mdgliche Verunreinigung der
Keratinozytenkultur durch Langerhanszellen oder auch andere dendritische Zellen wurde
ausgeschlossen.

Die Produktion von TSLP ist mit Tu2-Antworten wie Allergien assoziiert. Es ist beschrieben,
dass experimentelle Uberexpression von TSLP in der Haut ein Asthmamodell in der Maus
verstirkt (251). Experimentelle Uberexpression von TSLP in der Lunge fiihrt zu erhohten
IgE-Spiegeln im Blut (252). Im Verlaufe dieser Arbeit wurde festgestellt, dass
MyD88-defiziente Miuse per se erhohte IgE-Spiegel im Blut aufweisen. Daher konnte die
verstiarkte Expression von TSLP in MyD88-defizienten Tieren eine Ursache fiir die erhdhten

IgE-Spiegel sein. Dieser Zusammenhang wurde jedoch noch nicht beschrieben. Bisher sind
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als Ursachen fiir erhohte IgE-Spiegel STAT3-Mutationen (wie beim Hyper-IgE-Syndrom)
und DOCKS8-Mutationen bekannt (197, 198). Beide Molekiile werden durch MyDS88-
abhingige Signalwege aktiviert, wie dies mit TSLP in Zusammenhang steht, ist unbekannt.

Seit kurzem ist bekannt, dass TSLP iiberdies die Differenzierung von alternativ aktivierten
Makrophagen, kurz M2-Makrophagen fordert, die ebenfalls an allergischen Entziindungen
beteiligt sind (253). In einem Modell fiir invasive Staphylokokkus aureus-Infektionen wurde
eine verstirkte Rekrutierung von M2-Makrophagen in MyDg88kck-out_Miusen beobachtet
(254). M2-Makrophagen exprimieren den Mannoserezeptor (MMR) (255), dieser ist offenbar
an der Internalisierung von Allergenen beteiligt (155). Im Rahmen dieser Arbeit wurde
festgestellt, dass in Knochenmarks-generierten Makrophagen die Expression des MMR durch
Stimulation mit dem Allergen Ova verstirkt wird. In MyD88-defizienten Zellen war die
MMR-Expression nach Ova-Stimulation wesentlich stirker erhdht als in MyD88-profizienten
Zellen. Diese Beobachtung korreliert also mit der stark erhohten TSLP-Produktion von
MyD88-defizienten Keratinozyten und konnte darauf hinweisen, dass in MyD88-defizienten
Mause in vivo durch hohe TSLP-Spiegel mehr M2-Makrophagen differenzieren konnten als in
MyD88-profizienten Méusen. Dies sollte in Versuchsméusen histologisch weiter untersucht

werden.

Keratinozyten aus nicht-ldsionaler Haut von Maéusen nach AD-Induktion wurden wie
Keratinozyten von naiven Miusen kultiviert. Dabei wurde festgestellt, dass die Zellen von
MyD88-defizienten Mausen nach Ova-Behandlung groflere Mengen von TSLP freisetzten als
NaCl-behandelte Kontrolltiere. Im Gegensatz dazu war die Sekretion von TSLP durch
Keratinozyten von MyD88-profizienten und K5"MyD88-Miusen nach Ova-Behandlung
sogar etwas niedriger als von Kontrolltieren. Da TSLP eine wichtige Rolle fiir die
Wiederherstellung der Mucosa-Barriere spielt (256) und zusammen mit TGF-B eine
tolerogene Immunantwort gegeniiber der kommensalen Flora einleitet (257), konnte fiir die
Hautbarriere die gleiche Funktion angenommen werden. Dies wiirde den niedrigeren
TEWL-Wert als Mal} fiir die geringere Hautbarriere-Durchléssigkeit von Ova-behandelten
MyD88-defizienten Maiusen im Vergleich zu MyD88—profizienten Méusen erkldren.
AuBerdem konnte durch diesen Barriere-autbauenden Effekt von TSLP die Emigration von
Langerhanszellen gehemmt werden, was neben dem Fehlen von IL-la und GM-CSF ein
weiterer Faktor wire, der die fehlende Langerhanszell-Auswanderung in MyD88-defizienten

Mausen erklaren wiirde.
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Weiterhin konnte die starke TSLP-Produktion von MyD88-defizienten Tieren auch die stark
erhohte Zahl von dermalen T-Helferzellen nach AD-Induktion vermitteln, die in
K5MMyD88-Miusen nicht auftrat, da TSLP das Tu2-Chemokin CCL17 in dendritischen
Zellen induzieren kann (258) und Haut-infiltrierende T-Zellen zur Produktion von
Tu2-Zytokinen aktivieren kann (173)

Von entziindlichen Epithelzellen freigesetztes TSLP kann dariiber hinaus Mastzellen
aktivieren (259), allerdings trat in dem in dieser Arbeit angewendeten AD-Modell eine
MyD88-unabhéngige und Allergen-unabhingige Erhohung der Mastzellen auf, die offenbar
bereits durch die wiederholte Hautirritation ausgelost wurde. Histologisch wurden keine
Unterschiede im  Grad der Degranulation beobachtet. Die Analyse von
Entziindungsmediatoren, die durch Mastzellen freigesetzt werden, oder die Anwendung
anderer Entziindungsmodelle konnten mdglicherweise klaren, ob dies auch fiir durch
MyD88-Defizienz erhohte TSLP-Produktion zutrifft. Unverdffentlichte Daten unserer
Arbeitsgruppe zeigten eine durch MyD88 vermittelte Vermehrung von Mastzellen in der Haut
nach chronischer Bestrahlung mit UV B-Licht. Da dies in MyD88-defizienten Méusen
komplett ausblieb, ist TSLP wahrscheinlich nicht der einzige notwendige Faktor fiir die
Aktivierung von Mastzellen.

Bisherige Studien beschreiben fiir TSLP eine Allergie-fordernde Funktion (260), wenngleich
nicht immer ausgeschlossen werden kann, dass die Expression von TSLP als Reaktion auf
eine Barrierestorung notwendig sein konnte, um die Wundheilung und Wiederherstellung der
Barrierefunktion einzuleiten. Dies wére analog zu seiner oben beschriebenen Funktion fiir die
Mucosa im Darm. Interessant ist in diesem Zusammenhang eine aktuelle Studie, die
beschreibt, dass TSLP-Produktion zwar mit Allergen-Sensibilisierung und Anaphylaxie
assoziiert, jedoch nicht ursichlich verkniipft ist (261).

TSLP kommt vermutlich auch eine Schliisselrolle beim ,,atopischen Marsch®* oder der
»Allergiekarriere® zu, d. h. der Progression bei Atopikern von AD zu anderen allergischen
Erkrankungen und insbesondere Asthma (262-264). Auch nach AD-Induktion bei der Maus
ist eine allergische Reaktion der Lunge durch intranasale Antigen-Provokation beschrieben
(265), ebenso wie im Darm durch orale Antigenaufnahme (248). Es wire von Interesse, diese
Reaktion bei MyD88-defizienten und Kontrolltieren nach AD-Induktion zu vergleichen und
auch die TSLP-Produktion in der Lunge zu bestimmen. Trotz verminderter
Entziindungssymptome der Haut nach AD-Induktion konnten MyD88-defiziente Tiere eine
gleich starke oder stirkere Antigen-vermittelte Hypersensibilitdt in der Lunge ausbilden. Dies

wiirde die wichtige Rolle von TSLP beim atopischen Marsch bestétigen. Im anderen Falle
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wiirden solche Versuche fiir eine mdglicherweise protektive Rolle von TSLP iiber die

Wiederherstellung der Barrierefunktion sprechen.

4.4.5 Die Korrelation von MyD88-Defizienz, TSLP-Expression und Autoimmunitit

Die Produktion von TSLP wird in Keratinozyten durch Aktivierung von Rezeptoren fiir
dsRNA induziert (266, 267), die nicht MyD88-abhingig wirken. Bei den
Keratinozytenkulturen fiir diese Arbeit wurde auch der TLR3-Ligand poly(I:C) verwendet mit
der Erwartung, dass dieser die TSLP-Produktion verstirkt. Dies konnte jedoch nicht
beobachtet werden, was vermutlich an der beschriebenen unspezifischen Aktivierung der
Zellen durch die Kulturbedingungen lag. Bei Aufnahme ins Zytoplasma kann poly(I:C) auch
iiber den intrazelluliren Mustererkennungsrezeptor MDAS (Melanoma Differentiation-
Associated protein 5) erkannt werden (268). Dazu miisste poly(I:C) mit Liposomen
komplexiert werden, um eine Aufnahme {iber Endosomen zu erreichen, was z. B. durch die
Mischung mit dem Transfektionsreagenz DOTAP (N-[1-(2,3-Dioleoyloxy)]-N,N,N-
trimethylammoniumpropanmethylsulfat) (269) moglich ist. Auf diesem Wege konnte
untersucht werden, ob eine Verstirkung der TSLP-Produktion in Keratinozyten durch
Aktivierung intrazellulirer MyD88-unabhingiger Mustererkennungsrezeptoren moglich ist.
Frithere unver6ffentlichte Daten (Weighardt et al., unveroffentlicht) weisen darauf hin, dass
MyD88-defiziente Méuse verstirkt Typ I-IFN bilden konnen, da in MyD88-defizienten
BMDC der Rig-1 (Retinoic acid inducible gene I)-Signalweg verstiarkt war. Rig-I ist ein
weiterer intrazelluldrer Mustererkennungsrezeptor, der virale RNA erkennt (270). Typ I-IFN
sind fiir die Abwehr viraler Infektionen notwendig, aber auch an Autoimmunerkrankungen
beteiligt. Dies konnte darauf hinweisen, dass MyD88-defiziente Miause moglicherweise
verstirkte ~ Autoimmunreaktionen ausbilden. Typ [-IFN  wird hauptsidchlich  von
plasmazytoiden dendritischen Zellen produziert (202). Ob bei MyD88-defizienten Miusen ein
Phinotyp der plasmazytoiden dendritischen Zellen vorliegt, ist unbekannt. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde bei der durchflusszytometrischen Analyse der Lymphknotenzellen aller
Versuchsgruppen festgestellt, dass die Frequenz von CD317" plasmazytoiden dendritischen
Zellen bei MyD88-defizienten Mausen hoher war als bei MyD88-profizienten Méusen. Hier
sollten weitergehende Untersuchungen folgen, z. B. immunhistologische Darstellung von
plasmazytoiden dendritischen Zellen in den Hautpréparaten der Versuchstiere.

Es wurde bereits eine verstidrkte Aktivierung des TLR3-Signalweges in Abwesenheit von

MyDS88 in Zellkultur nachgewiesen (221), der ebenfalls Typ I-IFN induziert. Uberdies wurde
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systemische und auch epidermale Uberexpression von TSLP nicht nur mit erhdhten
IgE-Spiegeln und Allergien (252), sondern auch mit Autoimmunitit in Verbindung gebracht
(181, 271, 272). In einem anderen Modell hingegen wird ein vor Autoimmunitét schiitzender
Effekt von TSLP vorgeschlagen (273), wobei in diesem Fall mit TSLP-Rezeptor-defizienten
Maiusen gearbeitet wurde, was nicht direkt vergleichbar ist. Auch konnte TSLP in
unterschiedlichen Organen verschiedene Funktionen ausiiben. In der erstgenannten Studie
(181) wurden Miuse untersucht, die iiber eine Keratin5-induzierte TSLP-Uberexpression
verfiigen. Dieses Modell kommt den in dieser Arbeit verwendeten K5™MyD88-Miusen
mechanistisch relativ nah, da auch hier der Keratin-Promotor verwendet wurde, und die
Keratin5-induzierte Re-Expression von MyD88 die TSLP-Produktion von Keratinozyten
offenbar stark hemmt. Weiter zu untersuchen wire noch, wie die TSLP-Expression in anderen
Organen bzw. Zelltypen wie z. B. Fibroblasten durch MyD88 beeinflusst werden, und ob die
Keratin5-induzierte Re-Expression von MyD88 auch Einfluss auf die TSLP-Produktion
anderer Zelltypen hat. Da Keratin5 auch im Thymus exprimiert werden kann (234), kann bei
Mausen, die mithilfe des Keratin5-Promotors gentechnisch verdndert wurden, ein Einfluss auf

die T-Zell-Entwicklung im Thymus nicht ganz ausgeschlossen werden.

Da auch bei Patienten mit schwerer AD IgE-Antikorper gegen Bestandteile der Epidermis
nachgewiesen wurden (116), wurde dieser Parameter auch im Rahmen dieser Arbeit bei
Versuchstieren nach AD-Induktion bestimmt. Fiir diesen Zweck wurde eine bereits
beschriebene Nachweismethode (116) adaptiert und modifiziert. Insbesondere wurde fiir
einen hoheren Probendurchsatz statt Western Blot ein ELISA durchgefiihrt.

Auf diese Weise konnten in Seren von MyDS88-profizienten Mausen nach AD-Induktion
Auto-Antikdrper gegen ein Epidermislysat unbehandelter Wildtyp-Tiere nachgewiesen
werden, jedoch nicht bei naiven Tieren. Die Menge an Auto-Antikdrpern war nach
kombinierter Ova+SEB-Behandlung hoher als in den mit nur einem Antigen behandelten
Versuchsgruppen und spiegelt die bei Patienten beschriebene AD-Progression durch SEB
(274) wieder. Insbesondere die so nachgewiesenen spezifischen Antikdrper des
Tuz2-assoziierten IgE-Isotyps zeigen die Beteiligung von Auto-Antikorpern bei schwerer AD
auch im Mausmodell, da sie klassische Allergiesymptome wie Histaminfreisetzung aus
Mastzellen ausldsen kdnnen.

Interessanterweise wiesen MyD88-defiziente Méuse schon vor jeglicher Behandlung diese
Auto-Antikorper auf und nach Behandlung stiegen sie noch etwas weiter an, erreichten aber

nach Ova+SEB-Behandlung keinen hoheren Wert als die Seren MyD88-profizienter
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Kontrollen, d. h. die Antikdrperspiegel kdnnen mdglicherweise nicht iiber einen bestimmten
Wert hinaus gesteigert werden.

Nicht nur Epidermislysat, sondern auch ein Lysat einer Keratinozyten-Zelllinie ist als
»Antigen zum Nachweis von Auto-Antikdrpern gegen das Epidermisgewebe geeignet (116),
daher ist es unwahrscheinlich, dass Antikorper gegen Bakterien der Hautflora diesen Effekt
verursachen. Es konnte versucht werden, die genauen Auto-Antigene zu identifizieren, da dies

ein Angriffspunkt fiir Therapien sein konnte.

Zusammen mit den erhohten Spiegeln von Gesamt-IgE und —IgG1l bei unbehandelten
MyDS88-defizienten Miausen steht zu vermuten, dass diese Erhohung mindestens teilweise
durch das Vorliegen verschiedener Auto-Antikorper bedingt ist. Zur Sicherung dieser
Vermutung sollte mit der gleichen Methode das Vorhandensein von Auto-Antikdrpern gegen
Lysate anderer Organe, z. B. der Niere oder des Magens, untersucht werden, da das Auftreten
weiterer Auto-Antikorper in MyD88-defizienten Méausen moglich ist.

Auto-Antikorper konnen zu gewebeschddigenden Entziindungsreaktionen beitragen. Meist
muss daflir jedoch zundchst eine Gewebeverletzung vorliegen, die die Freisetzung der
entsprechenden Auto-Antigene und deren Bindung an die zirkulierenden Antikorper
ermoglicht. Trotz der vorhandenen Auto-Antikorper in unbehandelten MyD88-defizienten
Maiusen treten keine ,spontanen® Entziindungen auf. Auch sind MyD88-abhingige
Signalwege fiir die Induktion vieler Entziindungsmediatoren notwendig, sodass das
Vorhandensein von Auto-Antikdrpern an sich moglicherweise noch keine Gewebeschiden

auslosen kann, wenn MyDS88 fehlt.

Weiter wire es von Interesse, die Rolle von MyD88-vermittelten Signalwegen bei
Autoimmunerkrankungen zu untersuchen. Verschiedentlich gibt es Berichte, dass MyDS88 die
Entwicklung von Autoimmunitét unterdriicken kann (275-279).

Bei verschiedenen humanen Immundefizienz-Syndromen, die mit erhohten IgE-Spiegeln
einhergehen, tritt auch Autoimmunitit auf (280). Zwar ist fiir diese Erkrankungen kein
direkter Effekt in MyD88-abhéngigen Signalwegen bekannt, jedoch korreliert dies sehr gut
mit den im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Daten und der vorliegenden Literatur.

Die Psoriasis (Schuppenflechte) als immunologisches Gegenstiick zur AD wére im Anschluss
an diese Arbeit besonders geeignet, um Autoimmunreaktionen bei MyD88-defizienten
Maiusen zu untersuchen. Ein Mausmodell fiir Psoriasis kann z. B. durch topische Applikation

von Imiquimod (Aldara®, 3M) induziert werden, allerdings ist dieser Wirkstoff ein
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TLR7/8-Ligand und wird daher direkt MyD88-abhingig erkannt. Hier wiirde aller
Wahrscheinlichkeit nach die erwartete Entziindung in MyD88-defizienten Méusen ausbleiben,
da das Antigen nicht vom Organismus erkannt werden kann. Besser geeignet wire ein TLR3-
oder Rig-I-Ligand oder auch eine andere Substanz, die nicht direkt MyD88-abhidngige
Signalwege aktiviert. Neuere Untersuchungen weisen darauf hin, dass Stearinsiure, eine
Tragersubstanz von Aldara®, ebenfalls eine immunstimulatorische Wirkung hat, die einen
anderen noch unbekannten Signalweg unabhédngig von TLR7 aktiviert (281). Somit konnte
versucht werden, die Entziindungsreaktion nach Applikation reiner Stearinsdure zu
untersuchen.

Maiuse des Stamms BALB/c haben ein Tm2-polarisiertes Immunsystem, somit u. a. mehr 1L-4
und IgE, stirkere Allergiesymptome und auch mehr IL-17A als C57BL/6-Méiuse (eigene
Daten und vgl. frithere Experimente unserer Arbeitsgruppe (201)). Es wire daher interessant,
im direkten Vergleich zu untersuchen, ob diese BALB/c-Méduse mehr TSLP und hohere
Serumspiegel von Auto-Antikdrpern als C57BL/6-Méuse aufweisen. Dies wiirde die
Relevanz von TSLP nicht nur fiir Allergien, sondern auch fiir Autoimmunerkrankungen

unterstreichen.

4.5 Klinische Relevanz und Ausblick

AD ist eine in Industrienationen mit wachsender Prévalenz auftretende Erkrankung im
Kindesalter. Sie kann durch quédlenden Juckreiz zu schlecht heilenden Wunden und hohem
Leidensdruck fiithren. Zwar heilt sie hdufig bis zum Erreichen des Erwachsenenalters aus,
jedoch 1ist sie mit dem spiteren Auftreten anderer atopischer Erkrankungen wie
Nahrungsmittelallergien, Rhinitis und Asthma assoziiert. Als schwere Komplikation kénnen
u. a. wiederkehrende Infektionen und anaphylaktische Reaktionen auftreten. Berufsbedingte
AD und die Progression von allergischer Rhinitis zu Asthma sind erhebliche Faktoren fiir
krankheitsbedingte Fehltage im Beruf bis hin zur Berufsunfdhigkeit. Daher sind allergische
Erkrankungen ein hoher volkswirtschaftlicher Kostenfaktor (282).

Die Héufung atopischer Erkrankungen in Industrieldindern wird mit Lebensstil-Faktoren in
Zusammenhang gebracht. Wenige Infektionen im Kindesalter, Erndhrungs- und
Hygienegewohnheiten sowie Umweltverschmutzung beeinflussen die Hautbarriere und

kommensale Besiedelung sowie die Reaktion des Korpers auf exogene Substanzen.
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Heutige Praventions- und TherapiemaBBnahmen beschrinken sich hauptsichlich auf
Symptom-Minderung und sind héufig unzureichend. Da {iber die ursdchliche Entstehung
dieser Erkrankungen noch zu wenig bekannt ist, sind weitere Forschungen zur Identifizierung
moglicher Therapie-Ansatzpunkte notwendig. Die in dieser Arbeit untersuchte Beteiligung
von MyD88-abhéngigen Signalwegen und der Rolle der Epidermis bei der Pathogenese von
AD brachte einige neue Hinweise darauf, dass Allergien keine rein sterilen Erkrankungen
sind, sondern im Kontext mit kommensalen und pathogenen Mikroben entstehen. Eine
pharmazeutische Modulation von Rezeptoren oder Entziindungsmediatoren des angeborenen
Immunsystems konnte neue kausale Therapieoptionen fiir allergische Erkrankungen er6éffnen.
So konnen TLR-Liganden Allergiesymptome abschwéchen (283-285), was zundchst den
erhaltenen Daten widerspricht, die in MyD88-defizienten Maiusen, also ohne
TLR-Aktivierung, schwichere Entziindungssymptome zeigten. Im Gegensatz dazu steht
aullerdem, dass AD-Patienten unter hédufigen Hautinfektionen leiden, die das Hautbild
verschlechtern, nicht lindern. Offensichtlich miissen bei der Immunmodulation von AD
vielfdltige mikrobielle und immunologische Faktoren bertlicksichtigt werden. Insbesondere
das Zusammentreffen verschiedenartiger Antigene durch gleichzeitiges Aufbringen von
Allergenen und mikrobiellen Antigenen auf vorgeschidigte Haut (endogene Gefahrensignale)
konnte unerwartete Reaktionen auslosen. Gut bekannt ist in dem Zusammenhang, dass
Infektionen auch Autoimmunreaktionen auslosen konnen (286). Daher miissen weitere
Arbeiten mogliche Nebenwirkungen einer immunmodulatorischen AD-Behandlung im

Kontext mit Infektionsabwehr, Autoimmunitit und Tumorentstehung klaren.
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Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis

Fiir Mengen-, Groflen-, Zeit- oder andere physikalische Angaben wurden SI- (Internationales
Einheitensystem) oder gesetzliche Einheiten gewihlt.

Fiir gidngige Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, Summenformeln oder die
darauf beruhenden Namen benutzt (z. B. NaCl/ Natriumchlorid).

Weitere Abkiirzungen und Symbole, die mehrfach verwendet wurden, sind im Folgenden
aufgelistet:

+ positiv

- negativ

o anti

A. dest. Lat. aqua destillata, destilliertes Wasser

Abb. Abbildung

AD Atopische Dermatitis

AK Antikorper

APC Allophycocyanin

APS Ammoniumperoxodisulfat

AV Avidin

B-Zelle B-Lymphozyt: bone marrow lymphocyte (im Knochenmark reifend)

bio Biotin

BMDC Bone Marrow-Derived Dendritic Cells
(Knochenmarks-generierte dendritische Zellen)

BMMph Bone Marrow-Derived Macrophages
(Knochenmarks-generierte Makrophagen)

bp Basenpaar

BSA Bovines Serumalbumin

CCL C-C motif Ligand

CD Cluster of Differentiation

CpG Cytosin-Phosphat-Guanin Oligodesoxynukleotide

Cre cyclization recombination

CXCL C-X-C motif Ligand

Cy Cyanin

DAPI 4’ 6-Diamidin-2-phenylindol

DC Dendritic Cell (dendritische Zelle)

DeltaOD Differenz der optischen Dichte bei zwei Wellenldngen
(bei Absorptionsmessungen)

DNA Deoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsiure)

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat

dsRNA Doppelstrangige RNA

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGF Epidermal growth factor

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay

endoOva Endograde Ova (Endotoxin-frei)

et al. Lat. et alii (und andere)

EtOH Ethanol

FACS Fluorescence activated cell sorting (Durchflusszytometrie)
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FCS
FITC
flox

Fox
FSC

GAPDH
GM-CSF

HE
HRP

IFN
Ig

IL
IL-17
IRAK
IRF

K .
K5™MyD88
KC

LPS
LRR

m
M-CSF
MACS
MCDB
MCP-1
MDAS5
MFI
MHC
MMR

mRNA
MTT
MW
MyD

NF-xB
NK-Zelle

OD
Ova

p
PBS

PCR

PE
PerCP
PFA
poly(I:C)
PRR

Abkiirzungsverzeichnis

Fetal calf serum (fotales Kdlberserum)
Fluorescein-Isothiocyanat

Flanked by loxP

Forkhead box

Forward scatter (Vorwirtsstreulicht)

Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
Granulocyte Macrophage-Colony Stimulation Factor

Hdamatoxylin-Eosin
Horse radish peroxidase (Meerrettich-Peroxidase)

Interferon

Immunglobulin

Interleukin

IL-17A

Interleukin-1 receptor-associated kinase
Interferon regulatory factor

Keratin
Keratin-5-Cre-induzierte MyD88-Re-Expression
Keratinocyte-derived Chemokine (CXCL1)

Lipopolysaccharid
Leucine-rich repeats

Maus

Macrophage-Colony Stimulation Factor

Magnetic Activated Cell Sorting (magnetische Zellsortierung)
Molecular, Cellular, and Developmental Biology

Monocyte Chemotactic Protein-1 (= CCL2)

Melanoma Differentiation-Associated protein 5

mittlere Fluoreszenzintensitit

Major Histocompatibility Complex

Macrophage Mannose Receptor

(Mannoserezeptor; urspriinglich auf Makrophagen identifiziert)
messenger RNA
1-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl1)-3,5-diphenylformazan, (Thiazolyl blue formazan)
Mittelwert

Mpyeloid Differentiation Primary Response Gene

Nuclear Factor 'kappa-light-chain-enhancer’ of activated B-cells
Natiirliche Killerzelle

Optische Dichte
Ovalbumin

loxP

Phosphate buffered Saline (Phosphat-gepufferte Salzlosung)
Polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreation)
Phycoerithrin

Peridinin-Chlorophyll-Protein

Paraformaldehyd

Polyinosinic:polycytidylic acid

Pattern Recognition Receptor (Mustererkennungsrezeptor)
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pur.

R
Rantes
Rig-1
RNA
rpm
RPMI
RT

S. aureus
SAV

SEB

SDS
SDS-PAGE
SPF

SSC

Stabw

Stdf

STAT

T-Zelle
Tab.
TAE

Taq

Tarc
TBS
TBST

TE
TEMED
TEWL
THl/ 2/ 17-Ze11e
TIR

TLR
TMB
TNF
Treg-Zelle
TRIF
Tris
TSLP

WT

Abkiirzungsverzeichnis

purified (aufgereinigt, unkonjugierte Antikdrper)

Rezeptor

Regulated upon Activation, Normal T-cell Expressed, and Secreted (=CCLY)
Retinoic acid inducible gene |

Ribonucleid acid (Ribonukleinsédure)

Rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)

Rosswell Park Memorial Institute

Raumtemperatur

Staphylokokkus aureus

Streptavidin

Staphylokokken-Enterotoxin B

sodium dodecyl sulphate (Natriumlaurylsulfat oder Natriumdodecylsulfat)
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Spezifisch pathogenfrei

Side scatter (Seitwartsstreulicht)

Standardabweichung

Standardfehler

Signal transducer and activator of transcription

T-Lymphozyt (Thymus-abhhéngig)

Tabelle

Tris-Acetat-EDTA

Thermophilus aquaticus

Thymus and Activation Regulated Chemokine (= CCL17)
Tris-buffered Saline

Tris-buffered Saline-Tween 20

Tris-EDTA

Tetramethylethylendiamin

Transepidermal Water Loss (Transepidermaler Wasserverlust)
T-Helferzellen vom Typ 1/2/ 17

Toll/interleukin-1 receptor

Toll-like Rezeptor

Tetramethylbenzidin

Tumornekrosefaktor (alt TNF-a)

Regulatorische T-Zelle

TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-f§
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

Thymic Stromal Lymphopoietin

Wildtyp
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