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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Jeder Organismus ist einer Vielzahl von Mikroorganismen, wie Viren, Pilzen,
Bakterien sowie einzelligen (Protozoen) und mehrzelligen (Bandwlrmer) Parasiten
ausgesetzt. Daher hat sich im Laufe der Evolution, vor allem bei den Saugetieren,
ein komplexes System aus Abwehrmechanismen gebildet, das den Korper vor
eintretenden Pathogenen schitzt und ausgeldste Infektionen bekdmpfen soll. Dabei
gibt es allgemeine Schutzmechanismen, aber auch spezifische Reaktionen, wie die
Bildung von Antikdrpern. Aufgebaut wird das Immunsystem aus einem Netzwerk aus
lymphatischen Organen im Kdrper und verschiedenen Zelltypen, die in der Lage sind,
durch unterschiedliche Rezeptoren und ldsliche Mediatoren auf Pathogene zu
reagieren.

Die unterschiedlichen Immunreaktionen des Korpers werden in angeborene

beziehungsweise adaptive Immunitat unterteilt.

1.1.1 Die angeborene Immunitat

Die angeborene Immunitat stellt die ersten Abwehrmechanismen gegen ein
Pathogen. Hierzu gehdren zunachst verschiedene Korperfunktionen wie die
physikalische Barriere der Haut und der Schleimhaute durch den leicht sauren pH-
Wert bzw. die Durchlassigkeit der einzelnen Hautschichten, aber auch die Talg- und
Schweil3produktion. Die Augen werden durch die Tranenproduktion und dem Enzym
Lysozym, welches sich auch im Speichel der Mundhohle befindet, vor
Mikroorganismen und Infektionen geschuitzt. Bei den Atemwegen Ubernehmen diese
Aufgabe der produzierte Schleim und die Flimmerepithelien, die gebundene Erreger
abtransportieren kdonnen. Die Magensaure und verschiedene Enzyme sind fur die
Zerstorung der Pathogene im Magen verantwortlich. Der Darm wird durch die
naturliche Darmflora geschitzt. Aulerdem werden durch die Entleerung des Darms,

sowie der Harnblase, Pathogene ausgeschieden.
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Neben diesen physikalischen Barrieren des Korpers zahlen zum angeborenen
Immunsystem Zellen, die zur Phagozytose befahigt sind, das Komplementsystem
und Entzindungsreaktionen. Phagozytierende Zellen sind zum Beispiel
Makrophagen, die allgemeine Bakterienbestandteile erkennen, diese dann
aufnehmen und anschliel3end Zytokine und Chemokine freisetzen. Die Zytokine und
Chemokine beeinflussen andere Zellen des Immunsystems und I6sen unter anderem
deren Auswanderung aus dem Blut an den Infektionsherd aus. Die Gesamtheit der
durch Zytokine und Chemokine ausgeldsten Vorgange bezeichnet man als
Entzindungsreaktion. Diese wird durch verschiedene Merkmale charakterisiert wie
Roétung, Warme, Schmerz und Schwellung.

Rote, Warme und Schwellung werden durch die Erweiterung und erhohte
Durchlassigkeit der Blutgefalle bedingt, wodurch der Blutfluss verstarkt wird und
Flussigkeit austreten kann. Der Schmerz entsteht durch die Migration und Diapedese
von angelockten Leukozyten und deren Aktivitat. Zu diesen Leukozyten gehdren
hauptsachlich neutrophile Granulozyten, die ebenfalls Bakterien erkennen und
aufnehmen.

Sowohl Makrophagen als auch neutrophile Granulozyten besitzen aulerdem die
Fahigkeit das Komplementsystem zu aktivieren, welches aus einer Reihe von
Plasmaproteinen besteht. Durch das Komplement werden die Oberflachen der
Mikroorganismen mit Fragmenten bedeckt, die anschlieBend von phagozytierenden
Zellen erkannt werden konnen. Aulierdem werden zusatzlich Mediatoren produziert,
die zur Entzindungsreaktion beitragen.

Kann der Erreger nicht allein durch das angeborene Immunsystem eingedammt
werden, wird das adaptive Immunsystem aktiviert. Die Verbindung zwischen beiden
Systemen bilden antigenprasentierende Zellen (APCs), hauptsachlich dendritische
Zellen (DCs). Diese sind in der Lage, Pathogene aufzunehmen, zu den
drainierenden Lymphknoten zu wandern und dort Peptide der aufgenommenen
Pathogene den Lymphozyten zu prasentieren (Macatonia et al., 1987). Die
Auswanderung der DCs in die Lymphknoten wird bei der Entzindungsreaktion durch
die erhohte Flussrate der Lymphflussigkeit begunstigt.

Um das adaptive Immunsystem aktivieren zu kdnnen, mussen phagozytierende
Zellen bestimmte Rezeptoren an ihrer Oberflache tragen, mit denen sie das
Pathogen erkennen. Zu den wichtigsten Rezeptoren in diesem Zusammenhang

gehoren die Rezeptoren der Toll-like Familie. Die Signalweiterleitung Uber diese
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Rezeptoren fuhrt zur Produktion von Chemokinen und Zytokinen. Diese sind nicht
nur fur die angeborene Immunitat von Bedeutung, sondern auch zur Expression von
kostimulatorischen Molekulen, die wiederum fur die Aktivierung der adaptiven

Immunantwort essentiell sind.

1.1.2 Das adaptive Immunsystem

Zusatzlich zum angeborenen Immunsystem verfligen Vertebraten Uber das so
genannte adaptive Immunsystem. Dieses entwickelte sich vor etwa 500 Millionen
Jahren. Es wird aktiv, wenn das angeborene System einen Erreger nicht alleine
einddmmen kann. Die Verbindung zwischen angeborenem und adaptivem
Immunsystem bilden antigenprasentierende Zellen, vor allem DCs (Akira et al., 2001).
Eine aktivierte DC sezerniert Zytokine, welche die angeborene und die adaptive
Immunitat fordern. Die Zelle aktiviert anschlieend Lymphozyten in den regionalen
Lymphknoten durch Prasentation  von einem Peptid uber  den
Haupthistokompatibilitatskomplex (MHC; major histocompatibily complex). Im
Gegensatz zur angeborenen Immunitat, bei der mit verschiedenen Rezeptoren
konservierte Oberflachenmerkmale erkannt werden, besitzen die Lymphozyten
jeweils nur Rezeptoren flur ein spezifisches Peptid, die sich unter den einzelnen
Lymphozyten unterscheiden. Dabei entsteht die Erkennungsvielfalt durch die Anzahl
der Zellen. Wird ein Lymphozyt durch Erkennung seines Antigens auf einer DC
aktiviert, kommt es zur klonalen Selektion. Dabei teilt sich die Zelle und bildet Klone,
welche die gleiche Spezifitat besitzen, wie die Ursprungszelle.

Antigenrezeptoren finden sich auf T- und auf B-Lymphozyten, die jeweils
unterschiedliche Bereiche der Antigenerkennung abdecken. B-Zellen sind in der
Lage, Antigene aullerhalb von Korperzellen zu erkennen, wohingegen T-Zellen

Antigene erkennen kdnnen, die innerhalb von Zellen gebildet werden.
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1.2 Die MHC-Molekiile

Fir die Antigenerkennung im Lymphknoten muss das Peptid in gebundener Form auf
einem MHC-Molekul von einer antigenprasentierenden Zelle (APC) vorliegen. Es gibt
zwei verschiedene MHC-Molekdlle, die in ihrer Gesamtheit vergleichbare Strukturen
zeigen (Abbildung 1).

Das MHC [-Molekll besteht aus zwei Polypeptidketten, einer groReren a-Kette, mit
den Untereinheiten a1-3, welche die Membran durchspannt, und einer kleineren
Kette, dem B2-Mikroglobulin (Abbildung 1 a). Das Peptid wird in einer Furche
gehalten, die durch die Einheiten a1 und a2 gebildet wird. Fir die Bindung befinden
sich an den Enden der Furche unveranderliche Bereiche, die mit den freien Amino-
und Carboxylenden Kontakt aufnehmen. Auferdem gibt es zusatzliche
Verankerungspunkte mit ahnlichen Aminosauren im Peptid. Die restliche Sequenz
des Peptides ist fur die Bindung nicht von Bedeutung. Allerdings darf die Lange nur 8
bis 10 Aminosauren betragen (Falk et al., 1990). Der MHC-Lokus wird im Menschen
mit HLA (human leukocyte antigen) und in der Maus mit H2 (histocompatibility 2)
bezeichnet. Sowohl beim Menschen, als auch bei der Maus gibt es drei Hauptloci,
die human HLA-A, -B und —C und murin H2-K, -D und —L benannt sind.

Die MHC I-Molekiile interagieren mit CD8" T-Zellen zur Prasentation intrazellularer
Proteine. Klassisch werden zelleigene, endogene Proteine prozessiert, die aber auch
von virusinfizierten Zellen oder Tumorzellen stammen kdénnen und somit der
Identifizierung solcher Zellen dienen. Uber einen Mechanismus, der als Cross-
Prasentation bezeichnet wird, kbnnen auch nicht zelleigene, exogene Antigene auf
MHC I-Molekiilen exprimiert werden. Dies ist fiir die Aktivierung von naiven CD8" T-
Zellen hin zu Effektor-CTLs unerlasslich.

Das MHC II-Molekul besteht aus einer a- und einer B-Kette, die beide die Membran
durchziehen (Abbildung 1 b). Die Peptidbindungsfurche unterscheidet sich von der
der MHC I-Molekule. Die Furche ist an den Enden geodffnet, wodurch die Enden der
Peptide zuganglich sind. Gebunden werden Peptide, die von Enzymen auf eine
Lange von 13 bis 17 Aminosauren gekurzt werden. Die Peptide werden Uber
Seitengruppen in Taschen des MHC-Molekils verankert. Aul3erdem interagiert das
Peptidrickgrat mit Seitengruppen konservierter Aminosaurereste. Die Gene des
MHC Il bezeichnet man beim Menschen mit HLA-DR, -DP und —-DQ, bei der Maus
mit H2-A und —-E.
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MHC II-Molekiile interagieren mit CD4" T-Zellen. Die Aufgabe dieser Zellen ist es,
andere Immunzellen zu aktivieren, weswegen sich MHC lI-Molekile nicht auf
Gewebezellen, sondern auf B-Zellen, DCs und Makrophagen befinden. CD4" T-
Zellen l6sen in den verschiedenen Zelltypen, nach Erkennung des Antigen:MHC-
Komplexes, unterschiedliche Reaktionen aus. So werden B-Zellen zur Freisetzung
von Antikdrpern und Makrophagen zur Zerstérung des Erregers in ihren Vesikeln

angeregqgt.

B,-Mikroglobulin
a3 B2

Abbildung 1 Schematische Darstellung der MHC I- und -lI-Molekiile

(a) Das MHC I-Molekiil besteht aus einer a-Kette mit den Untereinheiten a1-a3 und dem f2-
Mikroglobulin. Die geschlossene Peptidbindungsfurche wird gebildet aus den Einheiten a1 und a2 und
beherbergt Peptide einer Lange von 8 bis 10 Aminosauren. (b) Das MHC II-Molekiil besteht aus einer
a- und einer B-Kette, die sich jeweils aus zwei Untereinheiten zusammensetzen. Die offene
Peptidbindungsfurche wird gebildet aus den Einheiten a1 und 1. Die Peptidlange betragt 13 bis 17
Aminosauren. (Janeway et al., 2001)

1.2.1 Bildung der MHC I:Peptid-Komplexe

Die Peptide, die von einem MHC I-Molekul prasentiert werden kbnnen, stammen von
Proteinen, die im Zytosol der Zelle zirkulieren und konstitutiv durch das Proteasom
degradiert werden. Wurde eine Zelle mit Viren infiziert, welche die
Biosynthesemechanismen der Zelle Ubernehmen, um ihre eigenen Proteine
produzieren zu konnen, befinden sich virale Proteine im Zytosol, die ebenfalls

degradiert werden konnen. Die Peptide werden vom Proteasom, einem zylindrischen
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Komplex, durch zytosolische Proteolyse gespalten (Schubert et al., 2000; Yewdell,
2002; Yewdell and Bennink, 2001), wobei der richtige C-Terminus des Peptides
gebildet wird. Aus dem Zytosol werden die Peptide durch TAP (transporter
associated with Antigen processing), einem Heterodimer aus TAP-1 und -2, in das
Lumen des endoplasmatischen Reticulums (ER) transportiert (Momburg et al., 1994).
Der TAP-Komplex bevorzugt Peptide mit hydrophoben oder basischen
Aminosaureresten am Carboxylende. Im ER sind fur die Bildung des richtigen N-
Terminus intrazelluldare Aminopeptidasen (Kloetzel, 2004) wie zum Beispiel ERAP |
verantwortlich. Eine besondere Eigenschaft von ERAP | ist, dass es vornehmlich
Peptide mit einer Lange von 9 bis 16 Aminosduren kurzt, was der Lange, der von
TAP transportierten Peptide entspricht (Uebel and Tampe, 1999). Wenn das Peptid
mit dem MHC [-Molekidl im ER assoziiert, kann es von einer zweiten Aminopeptidase
(ERAP II) erneut getrimmt werden.

Die Zusammensetzung des MHC I-Molekuls findet ebenfalls im ER statt. Neu
synthetisierte MHC I-a-Ketten werden ins ER transportiert und binden dort an
Calnexin, einem Chaperon-Protein. Dieses wird durch das 2-Mikroglobulin abgeldst.
Das Heterodimer aus a:B2-Mikroglobulin lagert sich nun an mehrere Proteine an, zu
denen Calreticulin und Tapasin gehdren. Das Tapasin ermdglicht eine Bindung an
den TAP-Komplex, an dem das Heterodimer auf ein geeignetes Peptid warten kann.
Die MHC I-Molekdle liegen im ER in einem nur teilweise gefalteten Zustand vor. Die
endgultige Faltung vollzieht sich erst mit der Bindung des Peptides.

Der fertige Komplex aus Peptid und MHC | wird letztlich an die Zelloberflache

transportiert und kann dort mit CD8" T-Zellen interagieren.

1.2.2 Bildung der MHC Il:Peptid-Komplexe

Peptide fur den MHC lI-Komplex werden aus extrazellularen Proteinen gebildet. Bei
der Phagozytose oder der rezeptorvermittelten Endozytose werden Pathogene
aufgenommen und in einem Phagosom eingeschlossen. Mikroorganismen werden
unter anderem durch H;O,, NO und O, abgetdtet. Proteine werden im sauren
Bereich durch proteolytische Spaltung in Peptide zerlegt (Villadangos et al., 1999).

Wie die MHC I- werden auch die MHC II-Molekule im ER gebildet. Im ER befinden
sich zahlreiche Polypeptidketten, deren Bindung in der freien Furche des MHC Il es

-12 -
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zu verhindern gilt. Diese Rolle ibernimmt die MHC ll-assoziierte invariante Kette (li),
welche die Bindungsfurche blockiert. AuRerdem sorgt die invariante Kette fur den
Transport des Moleklls aus dem ER zu einem endosomalen Kompartiment mit
niedrigem pH-Wert, den Lysosomen (Lamb and Cresswell, 1992; Roche et al., 1991).
Die invariante Kette wird von Proteasen geschnitten, so dass nur noch ein Rest in
der Furche verbleibt, den man als CLIP-Fragment (class-ll-associated invariant-chain
peptide) bezeichnet. Das CLIP-Fragment muss die Bindungsfurche durch
Abdissoziation oder Verdrangung raumen, um die Peptidanlagerung zu ermdglichen.
Dieser Vorgang und die Beladung der MHC lI-Moleklle werden durch M-Molekile
katalysiert (Cella et al., 1997; Inaba et al., 2000; Watts, 2001). Anschlief3end wird der
MHC II:Peptid-Komplex an die Zelloberflache transportiert.

Neben den klassischen MHC II-Molekulen existieren weitere MHC [I-Molekule. Eine
Variante besitzt einen genetischen Defekt im humanen HLA-DM-Gen (murin H-2M).
Aus dieser Mutation resultieren Molekule, die ebenfalls aus einer a- und einer (-
Kette bestehen, allerdings eine geschlossene Bindungsfurche besitzen und somit
nicht zur Peptidprasentation befahigt sind. lhre Aufgabe besteht vielmehr in der
Stabilisierung leerer MHC II-Molekule, sowie in der Katalyse der Peptidbindung und
der Freisetzung des CLIP-Fragments. Eine weitere wichtige Funktion von HLA-DM ist
das Lésen von Peptiden aus der Bindungsfurche, die lediglich unstabil gebunden
werden koénnen. Dadurch kénnen andere Peptide mit einer festeren Bindung
prasentiert werden, was als ,peptide edditing“ bezeichnet wird. Der Vorteil einer
stabileren Bindung liegt in der Zeitspanne, die von der Prasentation an der
Zelloberflache bis zum Kontakt mit der T-Zelle uberbrickt werden muss.

Eine zweite Variante (human HLA-DO, murin H-20) wird von Thymusepithelzellen
und B-Zellen produziert. Anders als HLA-DM wird HLA-DO nicht an der
Zelloberflache prasentiert, sondern in intrazellularen Vesikeln. Seine Hauptaufgabe
ist die Regulation des HLA-DM. Durch die Bindung der beiden atypischen MHC II-
Molekule aneinander, wird die katalytische Funktion des HLA-DM bei der CLIP-
Freisetzung und die Bindung anderer Peptide inhibiert. Gesteuert wird das Verhaltnis
zwischen HLA-DM beziehungsweise —DO durch die Produktion von IFNy. Wahrend
einer Immunantwort wird IFNy von T-Zellen und NK-Zellen produziert und fuhrt zu
einer erhoéhten Bildung von HLA-DM, welches schlie3lich die inhibitorische Wirkung
des HLA-DO uberwinden kann.
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1.3 Dendritische Zellen

Zuerst beschrieben wurde eine Subpopulation von dendritischen Zellen in der Haut
durch Paul Langerhans, der ihnen eine neurologische Funktion zuordnete. Erst als
um 1970 Ralph Steinman dendritische Zellen in der Milz beschrieb, konnten die nach
ihrem Entdecker benannten Langerhans Zellen dieser Zellart zugeordnet werden
(Steinman et al., 1980). Dendritische Zellen (DCs) entstehen aus myeloiden
Vorlauferzellen im Knochenmark. Nach ihrer Bildung verteilen sich DCs uber die
Blutbahn im Korper bzw. migrieren zu peripheren lymphatischen Organen. Im
immaturen Zustand sind die Zellen klein und rund und exprimieren nur geringe
Mengen an MHC- und kostimulatorischen Molekulen. Nach ihrer Aktivierung bilden
sie Zellauslaufer (Dendriten) aus, die der Oberflachenvergrofierung dienen.
AuRerdem exprimieren die Zellen groRe Mengen an MHC-Molekilen und
kostimulatorischen Molekulen. Durch die Oberflachenvergroflerung kann eine
aktivierte DC mit 100 bis 3000 T-Zellen interagieren (Banchereau and Steinman,
1998).

Dendritische Zellen der Milz kdénnen in zwei Klassen unterteilt werden. Die
plasmacytoiden DCs (pDC) sezernieren grol’e Mengen an Interferonen und sind
hauptsachlich bei der Immunantwort gegen Viren beteiligt (Colonna et al., 2004),
nicht aber bei der Aktivierung von naiven T-Zellen. Charakterisiert werden die Zellen
durch die Expression von B220 und einer mittleren Expression von CD11c. Sie
entwickeln sich im Knochenmark und kénnen in der Peripherie lange uberleben (Liu
et al., 2007). Im Gegensatz dazu dienen die konventionalen DCs (cDC) der
Aufnahme wund Prasentation von Antigenen und der T-Zell-Aktivierung. Sie
exprimieren hohe Level an CD11c und lassen sich in die Unterklassen der CD11b"
cDCs, der CD11b"CD4" ¢DCs und der CD11b°CD8" ¢cDCs unterteilen (Shortman and
Naik, 2007). Anders als die DCs in der Milz, die auch als residente DCs bezeichnet
werden, entwickeln sich migratorische DCs in peripheren Geweben und wandern
konstitutiv zu den Lymphknoten. Zu ihnen zahlen verschiedene epitheliale DCs, wie
pulmonale CD103"CD11b" (Bursch et al., 2007a; Sung et al., 2006) und CD103
CD11b"DCs, dermale CD103"CD11b’langerin® und CD103'CD11b*langerin™ und die

bereits erwahnten langerin® Langerhans Zellen (LC) (Romani et al., 2003).
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1.3.1 Aktivierungsmechanismen dendritischer Zellen

1.3.1.1Phagozytose

Dendritische Zellen besitzen im unreifen Zustand vielfaltige Mechanismen zur
Aufnahme von extrazellularem Material Uber die Phagozytose. Sie exprimieren eine
Vielzahl an Phagozytoserezeptoren, wie Lektine, Scavenger Rezeptor und
Pathogen-Rezeptoren (Banchereau et al., 2000). Die Expression der verschiedenen
Rezeptoren wirkt selektiv flr verschiedene DC-Subpopulationen, wodurch eine
selektive Aufnahme von Pathogenen ermdglicht wird. CD8" DCs in der Milz kénnen
apoptotische Zellen effektiver aufnehmen, als andere Populationen in dem gleichen
Organ (lyoda et al., 2002). Im Vergleich dazu werden Leishmanien hauptsachlich von
CD8 DCs phagozytiert (Ritter et al., 2004). Bei der Phagozytose werden die
gebundenen Pathogene zunachst von der Zellmembran umschlossen, anschlieend
schniren sich Vesikel, sogenannte Phagosomen oder endozytotische Vakuolen, vom
Aktin-Cytoskelett ab. Die Phagosomen beinhalten verschiedene Endopeptidasen,
Exopeptidasen, Esterasen und Reduktasen (Maric et al., 2001; Riese and Chapman,
2000). Im Vergleich zu Makrophagen ist das Potenzial von DCs zur Degradation eher
gering (Delamarre et al., 2005). Zum Teil aufgrund einer ineffizienten Rekrutierung
von lysosomalen Proteasen zum Phagosom (Lennon-Dumenil et al., 2002), aber
auch durch eine fehlende Ansauerung der Phagosomen, deren pH zwischen 7 und
7,5 im neutralen Bereich liegt (Savina et al., 2006). DCs bilden demnach ein Milieu,
das die Proliferation von Mikroben verhindert und diese teilweise degradiert.
Allerdings fungieren sie eher als Produktionsstatte fur Peptide und induzieren somit
die T-Zellaktivierung.

Manche Mikroben haben Strategien entwickelt der Erkennung durch
rezeptorvermittelter Phagozytose zu entgehen. Diese Pathogene kdnnen durch
Makropinozytose, der rezeptorunabhangigen Aufnahme von umgebender Flussigkeit,

erkannt werden (Sallusto et al., 1995).
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1.3.1.2Die Toll-like Rezeptoren

Zuerst entdeckt wurde Toll bei der Taufliege (Drosophila melanogaster) (Anderson et
al., 1985), bei der die Toll-Proteine eine entscheidende Rolle bei der Embyogenese
und der Entwicklung der dorso-ventralen Achse spielen. Erst spater konnte ein
Zusammenhang der Toll-Proteine mit dem Immunsystem der Taufliege hergestellt
werden, indem eine antibakterielle und antifungizide Auswirkung gezeigt werden
konnte (Lemaitre et al.,, 1996). Die Sequenzhomologie der toll-Gene zwischen
Saugetier und Taufliege (Medzhitov et al., 1997) bedingte die gleiche
Namensgebung. Bei Saugetieren nehmen die Toll-like Rezeptoren (TLR) eine
Schlusselrolle bei der angeborenen Immunitat ein. Dabei besitzt nicht jede Art die

gleiche Fulle von Rezeptoren.

Tabelle 1 Spezifitaten der TLRs im Mensch und in der Maus

Ligand TLR Adapter Spezies
PAM;CSK4 1,2 MyD88, MAL Mensch, Maus
PAM,CSK4 2,X MyD88, MAL Mensch, Maus
MALP-2, LTA, Zym 2,6 MyD88, MAL Mensch, Maus
dsRNS 3 TRIF Mensch, Maus
LPS, VSV-G, MMTV- 4 MyD88, MAL, TRIF, Mensch, Maus
G TRAM

Flagellin 5 MyD88 Mensch, Maus
ssRNS, 7 MyD88 Mensch, Maus
Imidazoquinoline

ssRNS, 8 MyD88 Mensch
Imidazoquinoline

CpG-ODN 9 MyD88 Mensch, Maus
Unbekannt 10 Unbekannt Mensch
Profilin 11 MyD88 Maus
Unbekannt 12 Unbekannt Maus
Unbekannt 13 Unbekannt Maus

TLRs sind transmembrane Proteine, die Uber die Bindung an so genannte PAMPs
(pathogen-associated molecular patterns) verschiedene Pathogene erkennen
konnen. PAMPs sind Sequenzen, die haufig der Funktion des Pathogens dienen,
wodurch sie nicht entfernt werden oder mutieren kdnnen. Zu solchen Strukturen
gehoren Lipopolysaccharide, Lipoproteine, Lipopeptide, Flagellin, doppelstrangige
Virus-RNS, CpG-Motive von bakterieller und viraler DNS sowie andere RNS und

DNS. Eine Aufstellung der einzelnen TLRs, ihrer Liganden und ihr Vorkommen im
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Mensch und in der Maus ist in Tabelle 1 dargestellt. Charakterisiert wird die Struktur
der TLRs durch multiple Kopien von Leucin-reichen Motiven in ihrer extrazellularen
Domane und einem TIR-Motiv (Toll-IL-1-Rezeptor) (O'Neill, 2006) in der
cytoplasmatischen Domane.

Durch die Aktivierung eines Toll-like-Rezeptors kdnnen verschiedene Signalketten
ausgelost werden, an deren Ende der Transkriptionsfaktor NFkB aktiviert wird
(Abbildung 2).

TLRs, die Nukleinsduren erkennen, befinden sich intrazellular in Endosomen. Zu
ihnen zahlen TLR 3, -7, -8 und -9 (Heil et al., 2003). TLR 1, -2, -4 und -6 werden auf
der Zelloberflache exprimiert, wobei ihr Vorkommen in Phagosomen und
Komponenten des endocytotischen Abbauwegs nicht ausgeschlossen werden kann.
Bindet ein Ligand seinen TLR, wird eine Konformationsanderung in der TIR-Domane
im cytoplasmatischen Teil des Rezeptors ausgeldst, wodurch diese an eine TIR-
Domane eines Adapter-Proteins binden kann. Es existieren funf verschiedene
Adapter-Proteine, von denen das bekannteste MyD88 (myeloid differentiation factor
88) ist (Medzhitov et al., 1998).

MyD88 besitzt aulerdem eine Todesdomane, die an die Todesdomane einer
rekrutierten Serin/Threonin-Kinase namens IRAK (IL7-receptor associated kinase)
bindet. Das aktivierte IRAK bindet an den Adapter TRAF-6 (Cao et al., 1996). TRAF-
6 wiederum aktiviert TAK1 (eine MAP-Kinase-Kinase-Kinase), die den IKK-Komplex
phosphoryliert. Durch die Phosphorylierung wird die inhibitorische Wirkung des kB
aufgehoben. Dieses bildet im nicht-phosphorylierten Zustand ein Dimer mit NFkB
(Courtois, 2005). Durch die Freisetzung des NFkB ist dieses in der Lage in den
Zellkern einzuwandern und an verschiedene Promotoren zu binden. Dadurch werden
Gene aktiviert, die an der adaptiven Immunantwort und an der Sekretion
proinflammatorischer Zytokine beteiligt sind.

Neben dem durch MyD88 induzierten Signalweg, gibt es auch noch einen MyD88-
unabhangigen Weg. Als Adapter-Molekul dient hierbei TRIF (T/R-domain-containing-
adaptor-inducing-IFN- B) bzw. TICAM-1 (TIR-containing-adaptor-molecule-1) (Kaisho
and Akira, 2001). TRIF ist ebenfalls in der Lage, TRAF-6 zu binden, wodurch die
gleiche Signalkaskade, wie bei MyD88 ausgeldst wird. Allerdings kann TRIF auch an
andere Kinasen binden, was zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren fuhrt, die
man mit IRF (interferon regulatory factors) bezeichnet. Dieser Signalweg fuhrt zur

Transkription von IFN-f.
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Abbildung 2 TLR-Signalwege

Toll-like-Rezeptoren (TLR) befinden sich an der Zelloberflache (TLR 1, -2, -4 und -6) beziehungsweise
in Endosomen (TLR 3, -7, -8 und -9). Die Signalweiterleitung zum Zellkern erfolgt iber verschiedene
Adapter-Molekiile, Uber die Signalkaskaden ausgeldost werden, die zur Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren flihren. (Verandert nach Akira, www.biken.osaka-u.ac.jp/act/act_akira_e.php)

1.4 T-Lymphozyten

T-Lymphozyten lassen sich in verschiedene Subpopulationen aufteilen. Bereits bei
ihrer Entwicklung spalten sie sich in a:B- bzw. y:8-T-Zellen, je nach Aufbau ihres
Rezeptors.

y:0-T-Zellen besitzen, im Gegensatz zu den a:3-T-Zellen, eine geringere Vielfalt in
ihren T-Zell-Rezeptoren (TCR). Sie erkennen unter anderem Lipide und Nukleotide
und befinden sich in peripheren Geweben und nur selten in lymphatischen Organen
(Hayday, 2000). Allerdings kénnen diese T-Zellen auch als APCs agieren (Moser and
Brandes, 2006).
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Die meisten Subpopulationen der T-Zellen entspringen der Gruppe der a:B-T-Zellen.
Diese lassen sich aufgrund der Expression von Corezeptormolekiilen in CD4"- bzw.
CD8"-T-Zellen unterscheiden.

Aktivierte CD8'-T-Zellen werden auch als zytotoxische Lymphozyten (CTLs)
bezeichnet. Ihre Aufgabe ist es, virusinfizierte und entartete endogene Zellen zu
erkennen und abzutdten.

Im Gegensatz zu den CD8'-T-Zellen bilden die CD4"-T-Zellen, auch Helferzellen
genannt, eine Vielzahl an Untergruppen aus. Dazu gehort die klassische Unterteilung
in TH1- und TH2-Zellen.

Die Hauptfunktion der TH1-Zellen liegt in der Kontrolle von bakteriellen Infektionen in
Makrophagen. HierfUr sezernieren sie Interleukin 2 (IL-2), Interferony (IFNy) und
Tumornekrosisfaktor-g (TNF-) (Munoz-Fernandez et al., 1992; Stout and Bottomly,
1989). Einige Bakterien sind in der Lage, sich in den intrazellularen Vesikeln der
Makrophagen zu vermehren, da diese nicht mit den zelleigenen Lysosomen
verschmelzen. Erkennt eine TH1-Zelle mikrobielle Bestandteile auf einem
Makrophagen, interagiert sie mit diesem und steigert die Fahigkeit des Makrophagen,
die Infektion zu bekampfen. Die zweite Funktion besteht in der Produktion von
kostimulatorischen Signalen flr aktivierte B-Lymphozyten. Dies fuhrt zur Produktion
von Antikérpern gegen extrazellulare Pathogene. Aulerdem werden B-Zellen durch
TH1-Zellen zum Isotyp-Klassenwechsel angeregt.

TH2-Zellen haben ebenfalls die Aufgabe naive B-Zellen zu aktivieren und einen
Isotypwechsel zu induzieren (Parker, 1993). Hierbei wird vor allem der Wechsel zu
IgE-Antikdrpern gefdérdert, die fur die Parasitenbekampfung von Noéten sind. Die
Zellen setzen daflr IL-4, -5 und -13 frei (Croft and Swain, 1991).

Eine Untergruppe der TH2-Zellen sind die TH17-Zellen. Bisher konnte ihnen nur eine
Rolle bei der Helminthen-Bekampfung zugesprochen werden, Uber weitere
Funktionen ist allerdings noch nichts bekannt (Tato and O'Shea, 2006).

Eine weitere Gruppe der CD4'-T-Zellen hat, im Gegensatz zu den bisher
beschriebenen, supprimierende Funktionen und werden als regulatorische T-Zellen
(Treg) bezeichnet. Ihre Aufgabe ist es, T-Zell-Antworten einzuddammen und vor

autoimmunen Antworten zu schutzen.
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1.4.1 Entwicklung der T-Lymphozyten

T-Lymphozyten entwickeln sich zunachst aus einer lymphatischen Vorlauferzelle im
Knochenmark, wandern aber fur ihre weitere Reifung in den Thymus. Haben die
Zellen den Thymus erreicht, differenzieren sie dort weiter und treten anschlief3end in
eine Phase der Proliferation ein. Bereits zum Beginn der Differenzierung entstehen
zwei getrennte T-Zell-Linien, die sich durch den Aufbau ihres Rezeptors
unterscheiden und als a:3- bzw. y:0-T-Zellen bezeichnet werden. Zunachst fehlen
den Vorlauferzellen aber noch jegliche Oberflachenmolektle. Nach der anfanglichen
Proliferation exprimieren die Zellen dann die ersten charakteristischen Marker wie
CD2 und Thy-1. Zellen in diesem Stadium werden als ,doppelt negative® Zellen
bezeichnet, da sie keines der beiden Corezeptormoleklle CD4 oder CD8 exprimieren.
Aulerdem besitzen die Zellen noch keinen CD3:T-Zell-Rezeptor-Komplex. Reifen die
Zellen weiter heran, beginnen sie mit der Expression von CD25, der a-Kette des IL-2-
Rezeptors, und von CD44 in geringem Ausmal} (Godfrey et al., 1993). In diesem
Stadium wird das Gen fur die B-Kette des TCR umgelagert. Die fur diese
Umlagerung essenziellen Rekombinasen werden von den RAG (recombination
activation genes)-Genen kodiert. Die Loci fur die a- bzw. B-Kette exprimieren beide
V- und J-Gen-Segmente. Zusatzlich gibt es fur die a-Kette noch ein D-Gen-Segment.
Die umgelagerte [(3-Kette verbindet sich anschlieBend mit einer pra-T-Zell-a-Kette
(pTa). Der dadurch entstehende pra-TCR wird zusammen mit den CD3-Molekullen an
der Zelloberflache exprimiert. Die Zellen vermehren sich und beginnen mit der
Expression von CD4 und CD8 (Egerton et al., 1990) und werden als ,doppelt
positiv® bezeichnet. Darauf folgt die Umlagerung der Gene fir die a-Kette. Der
entstandene TCR muss zur weiteren Entwicklung der Zellen eine positive Selektion
erfahren. Dabei werden die Zellen auf ihre Fahigkeit getestet, MHC-Molekile
erkennen zu kénnen. Hierflr exprimieren lymphatische DCs, nicht-hamatopoetische
Epithelzellen und mesenchymale Fibroblasten MHC I- und -II-Molekule, welche
Selbst-Antigene gebunden haben (Starr et al., 2003). Kénnen die T-Zellen an die
MHC-Molekiile binden, erhalten sie ein Uberlebenssignal. Zuséatzlich durchlaufen die
Zellen eine negative Selektion, bei der getestet wird, wie hoch die Affinitat bei der
Bindung von Selbst-Antigenen ist. Diese darf nur gering sein, da sonst eine Reaktion
der T-Zellen auf endogene Peptide unvermeidlich ist (Fowlkes and Pardoll, 1989; von

Boehmer et al., 1989). Nach der Selektion beenden die Thymozyten die Expression
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eines der beiden Corezeptormoleklle und werden zu ,einfach positiven® T-Zellen
(Fowlkes and Pardoll, 1989). Die gereiften Zellen wandern aus dem Thymus in die
Peripherie aus, wo sie standige Uberlebenssignale durch die Bindung an
MHC:Selbst-Peptid-Komplexe erhalten missen (Rooke et al., 1997; Takeda et al.,
1996).

1.4.2 Die Signalweiterleitung des T-Zell-Rezeptors

Der T-Zell-Rezeptor (TCR) ist ein Heterodimer, bestehend aus den
Transmembranglykoproteinketten a und [ (Abbildung 3). Beide Ketten sind
miteinander Uber eine Disulfidbricke verbunden. Die Ketten bestehen aus einer
aminoterminalen variablen (V-)Region, einer konstanten (C-)Region, einer
Gelenkregion, die fur die Ausbildung der Disulfidbricke ein Cystein beinhaltet, einer
hydrophoben Transmembrandomane, welche die Lipiddoppelschicht durchdringt und
einem cytoplasmatischen Schwanz. Fur die Expression des TCR mussen dessen
Gene fur die a- und die p-Kette umgelagert werden.

Die Antigenerkennung durch den TCR kann nur in einem Komplex mit einem MHC-
Molekul auf einer APC erfolgen (Garboczi et al., 1996). Hierfur sind unter anderem
die Corezeptoren der T-Zellen CD4 und CD8 von Bedeutung. Sie erhdhen die
Bindungsstarke zwischen dem TCR und dem Peptid:MHC-Komplex. Der CDA4-
Corezeptor besteht aus den Untereinheiten D1-D4. Die D1-Domane stellt die
Bindung zum MHC-Molekul durch Kontakt mit der f2-Kette her. Der CD8-Corezeptor
besteht aus einer a- und einer B-Kette, gebildet aus jeweils einer
Immunglobulindomane und einer langen Polypeptidkette. Wahrscheinlich entsteht die
Bindung zum MHC durch die a-Kette des Rezeptors mit der a3-Doméane des MHC I-
Molekuls (Zamoyska, 1998). Beide Corezeptoren interagieren mit ihrer zytosolischen

Doméane mit der Lck-Kinase.
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Abbildung 3 Schematische Darstellung des T-Zell-Rezeptors

Der T-Zell-Rezeptor besteht aus einer a- und einer 3-Kette. Beide erkennen zusammen mit einem der
beiden Corezeptoren CD4 beziehungsweise CD8 das auf einem MHC-Molekdil prasentierte Antigen.
Fir die Signalweiterleitung in die Zelle dient der assoziierte CD3-Komplex, bestehend aus den Ketten
y, 0 und zwei Ketten ¢, die an der Zelloberflache exprimiert werden. Im Zellinneren befinden sich
zusatzlich zwei (-Ketten. (verandert nach Janeway et al., 2001)

Nachdem der TCR seinen Peptid:MHC-Komplex erkannt hat, muss ein Signal in die
Zelle weitergegeben werden. Da der cytoplasmatische Teil des Rezeptors nur sehr
kurz ist, sind akzessorische Molekile noétig. Hierfur steht der TCR mit vier anderen
Signalketten in Kontakt. Die Ketten werden insgesamt als CD3 bezeichnet und
befinden sich ebenfalls auf der Zelloberflache. Im Zellinneren befinden sich zwei (-
Ketten. Zur Signalweiterleitung besitzen die CD3-Ketten jeweils ein ITAM-Motiv
(immunoreceptor tyrosine-based activation motifs), jede (-Kette drei ITAM-Motive.
Nach der Erkennung des Antigens, werden zunachst die ITAM-Motive durch die
Kinasen Lck und Fyn phosphoryliert (Nakayama et al., 1989). Dadurch wird eine
Signalkaskade aktiviert, deren nachster Schritt die Bindung von ZAP-70 (-Ketten-
assoziiertes-Protein) an die ITAM-Motive der {-Ketten ist. Diese Bindung hat eine
Aktivierung des ZAP-70 zur Folge. Daraus resultiert wiederum die Aktivierung zweier
weiterer Molekule, LAT (linker of activation in T-cells) und BLNK (b-cell linker). LAT
ist mit der Innenseite der Plasmamembran assoziiert und in der Lage durch seine
Tyrosinreste Proteine zu rekrutieren und zu binden, die dann das Signal an andere

Zielorte leiten kdénnen. Durch die Phosphorylierung von LAT und BLNK werden
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letztlich drei Signalwege ausgeldst, die zur Aktivierung der Transkriptionsfaktoren
NFkB, NFAT (nuclear factor of activated T-cells) und AP-1 im Zellkern fuhren.

1.4.3 Kooperation zwischen DCs und T-Lymphozyten

Haben dendritische Zellen ein Pathogen aufgenommen, reifen sie zu effektiven
antigenprasentierenden Zellen (APCs) heran. Diese Reifung ist mit einer
grundlegenden Veranderung der DC verbunden. Sie migrieren Uber die Lymphe zu
den drainierenden Lymphknoten und verlieren ihre Fahigkeit Antigene aufzunehmen
(Banchereau et al., 2000). Im Gegenzug werden grole Mengen an MHC-Molekulen
exprimiert und proinflammatorische Molekiile ausgeschuttet. Fur die Aktivierung einer
mdglichst grolRen Anzahl an pathogenspezifischen Lymphozyten, vergroRert die DC,
durch Ausbildung so genannter Dendriten, ihre Oberflache. Die Interaktion zwischen
DC und Lymphozyt bendtigt zunachst verschiedene Adhasionsmolekule, die von
beiden Zellen exprimiert werden mussen (Sallusto and Lanzavecchia, 2000). Auf der
T-Zelle sind dies CD2, LFA-1 und ICAM-3, die auf der DC an LFA-3, ICAM-1, ICAM-2
und DC-SIGN binden (van Kooyk and Geijtenbeek, 2002; van Kooyk et al., 1989)
(Abbildung 4 a). Die zunachst leichte Bindung ermdglicht es den T-Zellen die MHC-
Molekule auf den DCs nach ihrem spezifischen Antigen zu untersuchen. Hat die T-
Zelle dieses Antigen erkannt, vollzieht sich eine Konformationsanderung im LFA-1,
wodurch die Affinitdt von ICAM-1 und ICAM-2 erhoht wird. Die Bindung der T-Zelle
an die DC wird dadurch gefestigt und kann fur mehrere Tage anhalten. Aulerdem
wird das MTOC (microtubule organizing centre) im Zellinneren der T-Zelle neu
orientiert. Die Kontaktstelle zwischen der DC und der T-Zelle bezeichnet man als
immunologische Synapse (Lee et al., 2002). Diese Umlagerung scheint sich nicht nur
aufgrund der T-Zell Stimulation zu vollziehen, sondern dient auch der Rezeptor-
vermittelten Signalweiterleitung. Die Rezeptoren und Adhasionsmolekule einer
Immunzelle sind nicht statisch an eine Stelle der Zelloberflache gebunden, sondern
konnen sich mehr oder weniger frei bewegen. Beim Kontakt zwischen zwei Zellen
konzentrieren sich die Adhasionsmoleklle und Rezeptoren an dieser Stelle auf der
Zellmembran. Die Anordnung unterliegt dabei einer Unterteilung in zwei Bereiche
(Abbildung 4 b). Im zentralen supramolekularen Aktivierungscluster (cSMAC) ordnen
sich die Rezeptoren an, die zur Zellaktivierung und zur Signaltransduktion nétig sind.
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Im pSMAC, dem peripheren supramolekularen Aktivierungscluster, konzentrieren
sich die Adhasionsmolekile wie LFA-1, die den anhaltenden Kontakt zwischen den
Zellen und die Ausbildung der immunologischen Synapse gewahrleisten (Grakoui et
al., 1999; Krummel and Davis, 2002; Monks et al., 1998). Der aktivierte Lymphozyt
proliferiert, wobei alle seine entstehenden Klone zu Effektor-T-Zellen differenzieren.
Um die Aktivierung der T-Zelle in Gang zu setzen, sind zwei Signale von Noéten. Das
erste Signal stammt von der Interaktion des Peptid:MHC-Komplexes und dem TCR.
Das zweite Signal wird Uber costimulatorische Molekile (Figdor et al., 2004;
Steinman et al., 2003), wie zum Beispiel B7-Molekule (CD80/B7.1 und CD86/B7.2),
vermittelt, die an den CD28-Rezeptor binden (Borriello et al., 1997). Das
costimulatorische Signal muss dann durch die Bindung anderer Liganden an ihre
Rezeptoren, wie CD40-Ligand an CD40, aufrecht gehalten werden. Durch die
Aktivierung der T-Zelle, tritt diese in die G1-Phase des Zellzyklus ein und
synthetisiert IL-2 und die a-Kette des IL-2-Rezeptors. Durch die Bindung von IL-2 an

den Rezeptor, kdnnen die Zellen den restlichen Zellzyklus durchlaufen.

CD80/
CD86

CD45
TCR-CD3

CD45
CD28

CD3

Abbildung 4 Antigenerkennung des TCR auf einem MHC-Molekiil durch Bildung einer
immunologischen Synapse

(a) Die stabile Bindung des TCR an ein MHC-Molekll und die Peptiderkennung bendtigen die
Expression verschiedener costimulatorischer Molekile. Dargestellt ist das MHC-Molekul in grin,
costimulatorische Molekiile in blau und inhibitorische Molekiile in gelb. (b) Die immunologische
Synapse kann in verschiedene Bereiche unterteilt werden. Im Zentrum des supramolekularen
Aktivierungsclusters (cSMAC) befinden sich die Rezeptoren und Liganden, die der Zellaktivierung und
der Signalweiterleitung dienen. In der Peripherie des supramolekularen Aktivierungsclusters (pSMAC)
ordnen sich Molekule der Zelladhasion an.
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Hat eine T-Zelle die Entwicklung zur Effektorzelle durchlaufen und trifft erneut auf ihr
spezifisches Antigen, bedarf es keinem zweiten Signal durch kostimulatorische
Moleklle mehr, um eine Immunantwort auszuldsen.

Zur Eindédmmung der Immunantwort, werden die meisten Effektorzellen durch
Apoptose (programmierter Zelltod) eliminiert. Makrophagen uUbernehmen die
Beseitigung der abgestorbenen Zellen. Einige Effektorzellen bleiben dem
Immunsystem allerdings erhalten und dienen als immunologisches Gedéachtnis,
welches eine schnellere Bekampfung des Pathogens bei einem erneuten Kontakt

ermoglicht.

1.5 Die transkutane Immunisierung

Durch den Fortschritt der letzten Jahrzehnte im Bezug auf das Verstandnis der
Komplexitat des Immunsystems konnten neue Immunisierungsmethoden geschaffen
werden. Viel versprechend sind hier Kombinationen aus einem synthetischen
Stimulans und antigenen Bestandteilen. Die Ziele sind dabei
Immunisierungsmethoden zu generieren, die auf ein breites Spektrum von
Pathogenen und Krankheiten angewandt werden kénnen. AuRerdem kann auf eine
einfache Handhabung geachtet werden, die zum Beispiel auf den Gebrauch von
Injektionen und Kanulen verzichtet und somit eine Selbstmedikation der Patienten
moglich macht beziehungsweise erleichtert. Speziell in Entwicklungslandern lie3en
sich auf diese Weise Verschleppungen von Krankheiten durch die
Wiederverwendung von Kanulen vermeiden.

Eine vielversprechende Immunisierungsmethode stellt in diesem Zusammenhang die
transkutane Immunisierung (TCI) dar. Das Prinzip beruht auf der Kombination eines
Antigens und eines Adjuvanzes, die zusammen auf die Haut aufgetragen werden.
Durch diese Kombination kann eine potente adaptive Immunantwort ausgelost
werden, die durch das SALT (skin associated lymphoid tissue) vermittelt wird
(Streilein, 1983).

Da die Haut als aulierste und oftmals erste Barriere gegen eindringende Erreger gilt,
kann sie mehr oder weniger zu den immunologischen Organen gezahlt werden.

AulRerdem wird sie bei verschiedenen Methoden benutzt um das Immunsystem zu
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beeinflussen. Fir die Applikation von Wirkstoffen muss die Beschaffenheit der Haut
bertcksichtigt werden. Sie besteht aus der Epidermis, der Dermis und der Subkutis.
Die Epidermis wiederum besteht aus funf Schichten: dem Stratum corneum, Stratum
lucidum, Stratum granulosum, Stratum spinosum und Stratum basale. Das Stratum
corneum besteht wie die beiden nachfolgenden Schichten aus toten Zellen,
wohingegen die beiden inneren Schichten aus lebenden Zellen aufgebaut werden.
Besonders von Bedeutung ist hier das Stratum basale, welches aus Keratinozyten,
Melanozyten und Langerhans Zellen besteht. Ein limitierender Faktor fur eine
Immunisierung Uber die Haut ist die GroRe der Wirkstoffe, welche die einzelnen
Schichten passieren mussen. Das Stratum corneum beschrankt diese Moleklle auf
500 kDa (Bos and Meinardi, 2000). Sind die Wirkstoffe groRer, missen geeignete
Behandlungen angewendet werden, die den Durchtritt ermdglichen. Dazu gehéren
das Behandeln der Haut mit Schmirgelpapier (Belyakov et al., 2004) oder
Klebestreifen (Seo et al., 2000; Yagi et al., 2006), was die abgestorbenen Zellen
entfernen soll, oder die Behandlung mit Wasser (Glenn et al., 1998a; Glenn et al.,
2000), was die Hautschichten aufquellen lassen soll. Alle diese Methoden flihren zu
einer hoheren Durchlassigkeit, aber auch zur Bildung von inflammatorischen
Reaktionen der Haut.

Die Dermis zeigt einen vollig anderen Aufbau. Hier ist das SALT lokalisiert. Des
Weiteren finden sich BlutgefaRe und Immunzellen, wie DCs, Makrophagen,
Lymphozyten und Granulozyten. Die Dermis ist elastischer als die Epidermis und
beinhaltet aulRerdem das Interstitium, in dem sich die Immunzellen bei einer

Verletzung oder Inflammation schnell bewegen konnen.

1.5.1 Mechanismen der transkutanen Immunisierung

Die Entwicklung eines Vakzines erfordert die Auswahl eines Antigens, welches vom
Immunsystem erkannt werden kann. In vielen Fallen werden hierfir Proteine wie
Ovalbumin (Kahlon et al., 2003; Klimuk et al., 2004) genutzt, die bisher eine
Vorbehandlung der Haut voraussetzen. Die einfache Anwendbarkeit wird dadurch
beschrankt, weswegen die Verwendung von definierten Peptiden zur Induktion einer
CTL-Antwort eine gute Alternative darstellt. Ein aufkommendes Problem bei der
Applikation von Peptiden, die direkt auf MHC I-Molekule binden kénnen, ist die
- 26 -
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Moglichkeit einer Bindung an jede nicht-professionelle APC. Dadurch kann eine
Anergie in T-Zellen ausgelost werden, die den Verlust von potentiellen Effektorzellen
zur Folge hat. Eine Perspektive bildet hier die Verwendung von langeren Peptiden,
welche von den MHC |-Molekulen vor der Prasentation prozessiert werden missen,
was maturen APCs vorbehalten ist (Zwaveling et al., 2002).

FiUr die Induktion einer Immunantwort muss dem Antigen ein geeignetes Adjuvanz
beigefugt werden. Neben Enterotoxinen wie CT (Cholera Toxin) oder LT (Escherichia
coli Toxin) (Partidos et al., 2004) kommen auch kleinere Komponenten in Frage.
Hierzu gehort das synthetische Imidazoquinolin Imiquimod (R837), welches einen
Liganden fur den TLR7 darstellt (Hemmi et al., 2002). Bereits publiziert wurde, dass
Imiquimod IFN a (Sidky et al., 1992), TNF-a, IL-1a, IL-6 und IL-8 induziert (Gibson et
al., 1995; Reiter et al.,, 1994; Testerman et al., 1995; Witt et al., 1993). Fur die
Kombination von Imiquimod und einem Antigen ist bekannt, dass potente
inflammatorische Immunantworten induziert werden kénnen (Palamara et al., 2004a)
ohne die Notwendigkeit einer Vorbehandlung der Haut (Rechtsteiner et al., 2005),

allerdings kommt es nicht zur Ausbildung von Gedachtniszellen.

1.5.2 Therapeutische Tumorvakzine

Im Bereich der Tumorforschung ist bekannt, dass so genannte Tumor-assoziierte
Antigene (TAA) eine Vielzahl an Epitopen hervorbringen kdnnen, die uber MHC-
Molekiile CD4*- und CD8" T-Zellen prasentiert werden (Van den Eynde and van der
Bruggen, 1997). Die aktivierten CD8" T-Zellen koénnen Tumorzellen durch
Ausschittung ihrer Granula oder Anschalten eines Apoptose-Signalwegs toten. CD4"
T-Zellen hingegen sezernieren Zytokine, die die CTL-Antwort unterstitzen, sowie die
Zell-Proliferation des Tumors inhibieren (Pittet and Mempel, 2008). Die Suche nach
diesen TAA und die Charakterisierung der verschiedenen Epitope ermdglicht die
Generierung von aktiven Manipulationen der Immunreaktion gegen Tumorzellen, die
als Impfstoffe zusatzlich oder alternativ zu bisherigen Therapien, wie Radio- oder
Chemotherapie, eingesetzt werden konnten. Impfstoffe oder Vakzine (vom
lateinischen vaccina ,die von Kihen Stammende®) bilden eine erfolgreiche Methode

um verschiedenen Krankheiten in Menschen vor zu beugen. In der Vergangenheit
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konnten bereits einige Krankheiten nahezu vollstandig durch Impfstoffe ausgerottet
werden. Hierzu zahlen Polio und Pocken (1999). Neuere Entwicklungen zeigen viel
versprechende Erfolge gegen bakterielle und virale Infektionen.

Das Prinzip einer erfolgreichen Immuntherapie ist die Induktion von Effektor-T-Zellen
aus antigenspezifischen CD8" T-Zellen (Rosenberg et al., 2004). Eine Mdglichkeit
der Aktivierung und Vermehrung von CTLs ist der Gebrauch von dendritischen Zellen
aus dem Patienten. Die Zellen wurden dabei mit verschiedenen Tumorantigenen, wie
Peptide, Proteine, Tumorlysate und mRNA, beladen. Die Problematik bei dieser
Methode liegt in der Praparation der DCs, da durch die Erkrankung an sich und die
zusatzlichen Behandlungen des Patienten sowohl die Qualitat als auch die Quantitat
der Zellen beeinflusst werden (Almand et al., 2000; Sasawatari et al., 2006).
AuRerdem ist eine solche Behandlung zeitaufwendig und sehr kostenintensiv. Eine
mogliche Weiterentwicklung zum Einsatz von DCs in einer Immuntherapie ist deshalb
die Peptid-Beladung der Zellen in vivo mit gleichzeitiger Applikation eines TLR-
Liganden. Erste Erfolge zeigte hier die subkutane Injektion von IFA (incomplete
Freund’s adjuvant) zusammen mit CpG, woraus eine starke CTL-Antwort gegen
Tumorzellen resultierte (Davila and Celis, 2000).

Eine geeignete Methode stellt hier die transkutane Immunisierung dar, da sie den
DCs in der Haut ein Antigen liefert und die Zellen gleichzeitig aktivieren kann (Glenn
et al., 2000). Als Erweiterung zu einer Immunisierung mit einem Peptid der Lange
von 8 bis 10 Aminosauren, wurden bereits Versuche mit langeren Peptiden publiziert.
Diese bestehen aus multiplen Epitopen und formen stabile lineare Komplexe
(Hiranuma et al., 1999; Shirai et al., 1994). Aullerdem werden im Mausmodell
Epitope mit Uberlappenden CTL- und TH-Epitopen mit einigem Erfolg eingesetzt
(Fayolle et al., 1991; Noguchi et al., 1994). Warger und Rechtsteiner konnten zeigen,
dass in einem prophylaktischen Tumormodell eine erfolgreiche vollstandige
AbstoBung des Tumors vermittelt werden kann, sofern die Inokulation der Zellen im
Zeitraum der primaren Immunantwort stattfindet (Warger et al., 2007). Eine
vollstandige Absto3ung bei Inokulation zu einem spateren Zeitpunkt konnte nur nach
Induktion einer Gedachtnisantwort mittel Kombination von TCI und Injektion von anti-

CD40-Antikorper erreicht werden.
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1.6 Effekte der UV B-Strahlung

Ultraviolette Strahlung lasst sich anhand von Wellenlangen in drei verschiedene
Arten einteilen: UV A (320-400 nm), UV B (290-320 nm) und UV C (200-280 nm).
Das Sonnenlicht setzt sich hauptsachlich aus UV A und mit geringerer Intensitat aus
UV B zusammen. UV A-Strahlen durchdringen die Haut bis zur Lederhaut und
sorgen fur eine Schadigung der Kollagene und erhdhen das Melanomrisiko durch
Bildung freier Radikale. Sie induzieren vor allem den Zelltod von dermalen DCs in
einer dosisabhangigen Weise. UV B-Strahlen haben Auswirkungen auf die Oberhaut,
dringen aber auch tiefer in die Hautschichten ein. Durch UV B wird in der Haut das
Vitamin D3 freigesetzt, wodurch diese UV-Strahlen nicht nur hautkrebsférdernde
Reaktionen ausldsen, sondern durch das Vitamin D3 auch krebsvorbeugend wirken.
Durch UV B-Bestrahlung kann eine lokale oder systemische Immunsuppression
induziert werden. Dabei I6sen geringe UV-Dosen nur lokale Effekte aus, bei denen
nichtbestrahlte Hautpartien mit einer normalen Immunantwort reagieren. Hohe Dosen
erzielen jedoch systemische Effekte. Bei einer systemischen Immunsuppression
kommt es auch zur Beeinflussung von nichtbestrahlten Bereichen. Die
immunsuppressiven Effekte sind durch zahlreiche Aspekte bedingt. Die
Immunsuppression wird zunachst durch Keratinozyten, spater durch Mastzellen
vermittelt. Beide Zellarten werden durch die Bestrahlung zur Freisetzung von
immunsuppressiven loslichen Mediatoren wie IL-10 (Rivas and Ullrich, 1992), TNF-a
(Kurimoto and Streilein, 1992; Moodycliffe et al., 1994), IL-4 und Prostaglandin E2
(Shreedhar et al., 1998) angeregt. Ein weiterer Effekt ist die Depletion der
Langerhans Zellen in der Epidermis (Toews et al., 1980), die verstarkt aus der Haut
auswandern. Aul3erdem werden ihre Expression von MHC lI-Molekllen und ihre
ATP-Aktivitat beeintrachtigt, was zu einer verminderten Fahigkeit der
Antigenprasentation fuhrt (Aberer et al., 1981; Stingl et al., 1983). Zusatzlich kann die
Zusammenlagerung von Langerhans Zellen und T-Zellen und die T-Zell-Aktivierung
durch Inhibition des Adhasionsmolekils ICAM-1 und der kostimulatorischen Molekule
CD80 und CD86 (Weiss et al., 1995) vermindert werden. Diese eingeschrankte
Fahigkeit der T-Zell-Aktivierung trifft auch auf periphere und aus der Milz stammende
DCs nach UV-Kontakt zu. Auf T-Zell-Ebene induziert die UV B-Strahlung die Bildung
von regulatorischen T-Zellen. Die suppressive Wirkung der UV-Strahlen kann des

Weiteren auf die Wirkung von urocanischer Saure (UCA) zurtckgefuhrt werden
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(Norval et al.,, 1995). UCA ist ein Produkt des metabolischen Stoffwechsels der
Aminosaure Histidin und wird nach der Aktivierung von Histidase gebildet. Es gibt
zwei tautomere Formen (cis und frans UCA). Da den Keratinozyten in der Epidermis
die Enzyme zum Katabolismus, die Urocanasen, der UCA fehlen, sammelt sich
dieses in der Haut an. Durch UV-Strahlung wird die frans- in die cis-Form
umgewandelt. Diese Reaktion ist dosisabhangig bis ein Zustand erreicht wird, in dem
beide Formen zu gleichen Teilen vorkommen. Fir die cis-Form ist bekannt, dass sie
die Fahigkeit der Tumorantigenprasentation von Langerhans Zellen verringert
(Beissert et al., 1997) und bei der Bildung von UV-induziertem Hautkrebs beteiligt ist
(Beissert et al., 2001). Ein schwerwiegender Aspekt sind aullerdem die durch UV-
Bestrahlung hervorgerufenen DNA-Schaden bei Keratinozyten und LCs in der
Epidermis und bei DCs in Lymphknoten, die bestrahlte Hautstellen drainieren. Diese
Schadigungen fuhren in Kontakthypersensitivitatstests zur Suppression der
Immunantwort. Durch die Gabe von Enzymen, welche die Reparatur der
geschadigten DNA fordern, konnte der supprimierende Effekt aufgehoben werden
und die Immunantwort war vergleichbar mit der in unbestrahlten Tieren (Vink et al.,
1998). Die UV C-Strahlung kann in ihrer biologischen Aktivitat vernachlassigt werden,

da diese Strahlen sehr kurzwellig sind und nicht bis zur Erdoberflache durchdringen.

1.7 Zielsetzung der Arbeit

Ziel der Arbeit war es, die immunosuppressiven Effekte, die durch eine UV B-
Bestrahlung ausgeldst werden, zu Uberwinden. Hierfir wurde sich ein bereits
etabliertes System, die transkutane Immunisierung, zu Nutze gemacht. Untersucht
werden sollten mogliche Wirkungsmechanismen nach UV B-Bestrahlung und
transkutaner Immunisierung, wie die Beteiligung verschiedener Zellpopulationen,

sowie die Regulation auf Zytokinebene.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Versuchstiere

C57BL/6

LangEGFP-DTR

CD11c-DTR

DEREG

IL-107

ZVTE Universitatsmedizin Mainz

Eine Kassette aus IRES und einem Fusionsgen des EGFP
Leserahmens und der humanen DTR cDNA wurde in der
untranslatierten 3'Region des Langerin Gens eingebracht.
Es resultiert die Expression eines Fusionsproteins aus
dem Diphtheria Toxin Rezeptor und EGFP in Langerin
exprimierenden dendritischen Zellen. Die Funktion des
Langerin-Gens wird nicht beeintrachtigt. Hintergrund ist
C57BL/6. Zur Verfugung gestellt von Adrien Kissenpfennig,
Marseille (Kissenpfennig et al., 2005)

Ein Fusionsprotein aus dem Diphtheria Toxin Rezeptor
und eGFP wurde unter dem Promotor des CD11c-Gens
eingebracht. Der Hintergrund ist C57BL/6. (Jung et al.,
2002)

Die transgenen DEREG- (depletion of regulatory T cells)
Mause exprimieren einen Diphterietoxin Rezeptor
zusammen mit eGFP unter der Kontrolle des foxp3 Lokus.
(Lahl et al., 2007)

Das IL-10 Gen wurde in embryonalen Stammzellen durch
das Ersetzen eines 500bp langen Fragments
unterbrochen. Betroffen sind die Codons 5 — 55 des ersten

Exons, in denen ein Stop-Codon und eine neo
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IL-12p407™

IFNoR™

MyD88™"

TLR4™

TLR77

Expressions-Kassette entstehen, sowie das Exon 3, in
welches ein Stop-Codon eingebracht wurde. (Kuhn et al.,
1993)

Durch homologe Rekombination in W9.5 embryonalen
Stammzellen wurde eine Mutation in das IL-12p40-Gen
eingebracht. Eingefigt wurde ein Targeting-Vektor mit
einem Neomycin-Resistenzgen, wodurch eine Selektion
Uber G419 ermoglicht wurde. Heterozygote Chimere,
entstanden aus der Injektion in Blastocysten, wurden
miteinander verpaart. Der Hintergrund ist C57BL/6
(Magram et al., 1996).

Das Exon 3 des IFNaR-Locus wurde durch eine

Neomycin-Resistenzkassette ersetzt. Der genetische
Hintergrund ist C57BL/6 (Muller et al., 1994).

Durch homologe Rekombination in E14.1 embryonalen
Stammzellen wurde das MyD88-Gen unterbrochen.
Eingefugt wurde ein Targeting-Vektor mit einem
Neomycin-Resistenzgen, mit dem zwei Exons, die das C-
terminale Ende des MyD88 kodieren, ersetzt wurden.
Weiterverwertung rekombinanter Stammzellen erfolgte
uber die Resistenz zu G418. Hintergrund ist C57BL/6.
(Adachi et al., 1998)

Die Sequenzen, die fur Transmembran- und
zytoplasmatische Domane kodieren, wurden ersetzt durch
eine Neomycinresistenzkassette. Hintergrund ist C57BL/6.
Zur Verfugung gestellt von Prof. Wagner, Minchen
(Hoshino et al., 1999)

Das TLR7-Gen wurde durch das Einfugen einer

Neomycinresistenzkassette inaktiviert. Ersetzt wurde ein
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TRIF"

2.1.2 Zelllinien

EL-4

EG.7

2.1.3 Medien

Testmedium (TM5)

Selektionsmedium (SM)

Lokus, der fur einen leucin-rich repeat Kkodiert.
Hintergrund ist C57BL/6. Zur Verfugung gestellt von
Philipp Yu, Marburg (Hemmi et al., 2002)

Das mutierte Allel Ticam1Lps2 tragt eine durch NEU-
Mutagenese induzierte Leserahmen-Mutation des Toll/IL-1
Rezeptor/Resistenz (TIR) Lokus. Deletiert wurde ein
Guanin im Codon 708 (Hoebe et al., 2003).

Maus —Lymphom-Zelllinie; H2-D";
H2-K°; ATCC-NR: TIB-39

EL-4 mit pAc-neo-OVA-Plasmid;
ATCC-NR: CRL-2113

5% FCS

1 % Glutamin

1 % Na-Pyruvat

1 % Penicillin / Streptomycin

in Iscove’s Medium

1 mg/ml G418
in TM5
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2.1.4 Puffer

ACK-Puffer

Blutpuffer 1

Blutpuffer 2

Cytofix / Cytoperm

FACS-Puffer

Gey’s Lysepuffer

GM-Puffer

-34 -

0,1 mM EDTA

150 mM NH4CI

1 mM KHCO;

in Wasser (pH 7,3)

30 mM EDTA
0,01 % Natrium-Acetat
in PBS

5% FCS
100 U/ml Heparin

in Mem

BD Pharmingen

1 % BSA

0,02 % Natrium-Acetat
1 mM EDTA

in PBS

8,29 g NH4CI

1 g KHCO3

0,037 g EDTA

in 1 L Wasser (pH 7,29)

0,5 % BSA
5 mM EDTA
0,1 % NaN3
in PBS



Material und Methoden

PBS (10x)

Saponinpuffer

1,4 M NaCl
0,1 M NaH2PO4
in ddH20 pH 7,2

1 % BSA

0,02 % Natrium-Acetat

0,1 % Saponin
in PBS

Trypanblaul6sung 0,5 % Trypanblau
0,02 % Natrium-Acetat
in PBS
2.1.5 Antikorper
Verwendung Antigen Klon Markierung Herkunft
FACS CD8a 53-6.7 APC-Cy7 eBioscience
PE
CD11b M1/70 Pacific Blue eBioscience
PE-Cy7
CD11c N418 APC-Cy7 eBioscience
CD19 eBio1D3 biotinyliert eBioscience
CD40 1C10 PE eBioscience
CD86 GL-1 APC eBioscience
CD90.2 30-H12 biotinyliert BD
IFNy XMG1.2 APC eBioscience
Langerin eBiol 31 PE eBioscience
MHC Il M5/114.15.2 | APC eBioscience
Pacific Blue
SIINFEKL-K® | 25.D1.16 Hybridom
Streptavidin PerCP BD
Fluoreszenz- MHC Il M5/114.15.2 Culture
Mikroskopie Collection
Ziege anti Alexa Fluor® Molecular
Ratte 1gG 594 Probes
Zellaufreinigung | CD25 7D4 Biotinyliert BD
in vivo CD40 FGK-45 Hybridom
alL-10R 1B1.2 Hybridom
Ly6G RB68C5 Hybridom
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2.1.6 Reagenzien und Chemikalien

Aldara-Creme
AquaPolymount
Brefeldin A
BSA
Chloroform
DEPC-Wasser
di-n-butylphtalat
Dispase

dNTPs
Dynalbeads
EDTA

Ethanol

FCS

FITC

G418

Glycerin
Glykogen
GM-CSF
Heparin
Iscove’s Medium
Isopropanol
Ketamin
L-Glutamin
MicroBeads
Natrium-Acetat
NaCl

NaH,PO4
Natriumpyruvat
Oligo-dT-Primer
OVA257-264

Penicillin / Streptomycin

3M
Polysciences
Sigma

Roth

Roti®

Roth

Sigma

Roche

PeqglLab
Invitrogen
Sigma

Merck
Vitromex
Sigma

PAA

Roth

Sigma
Kulturiberstand
Ratiopharm
(DMEM) Invitromex
Merck
Ratiopharm
Roth

Miltenyi

Roth

Roth

Roth

Sigma

MBI Fermentas
Dr. Stefan Stevanovic (Universitat
Tabingen)

Serva
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Primer
Propidium-lodid
Puffer 5x

Revert Aid™ M-MuLV Reverse Transkriptase

Rompun
Salbengrundlage
Saponin

SYBR Green
Taqg-Polymerase
TRI-Reagent
Trypanblau

2.1.7 Verbrauchsmaterialien

6-Kavitatenplatte (fur EL-4, EG.7)
48-Kavitatenplatte
96-Kavitatenplatte (U-Form)
Abdeckplatten (steril)

Cell Strainer
Einweg-Handschuhe
Entsorgungsbeutel
FACS-Rohrchen 5 mi
FACS-Ro6hrchen 300 ul

Kanulen

Nescofilm

Plastikrohrchen mit Schraubverschluss
Pipettenspitzen

Reaktionsgefale

Schiffchen

Serologische Glaspipetten
Skalpelle

Spritzen
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biomers.net GmbH
Sigma
Fermentas
Fermentas
Bayer

3M

Sigma
ABgene
Promega
ABgene
Merck

Greiner

Greiner

Greiner

Greiner

BD

Rotiprotect

Roth

Falcon, BD

Greiner

Braun

Roth

Greiner

StarLab

Greiner

Corning incorporated
Hirschmann
Paragon, Dahlhausen

Omnifix
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Zahlkammer

Zellkulturflaschen

2.1.8 Laborgerate

Analysenwaage
FACSCanto
Feinwaage
Fluoreszenzmikroskop
Gefalistander
Icycler
Infrarotlampe
Inkubator
Langhaarschneider
Lichtmikroskop
LSR I

Mausbestrahlungsanlage OB58-BA

Maushalterung
Mehrkanal-Pipette
MIDI MACS
Ohrknippser
Pipetten

Pipetboy
Elektrorasierer
Schieblehre
Sterilbank
Testarm-Messuhr
Tischzentrifuge
UV B-Lampe
UV-Radiometer
Vortex

Zentrifuge
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Neubauer

Greiner

AE100, Mettler
BD Pharmingen
PM2000, Mettler
Olympus
Neolab

Biorad

Philips infraphil

incu safe, Cooper Alloy Stainless

Panasonic

Motic AE 20

BD Pharmingen
Buchler

Kent Scientific
Eppendorf

Miltenyi Biotec
B.Y.T.CO.

Gilson

Integra Biosciences
Braun

Bochem

Hera safe, Heraeus
Mitutoyo

Multifuge, Hereaus
Peqglab

PCE Group

Bender & Hobein AG

Hereaus
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2.2 Methoden

2.2.1 Methoden der Zellkultur

2.2.1.1Kultur der Zelllinien EL-4 und EG.7

Die Kultur der Zellen erfolgt in einem COz-Inkubator bei 37 °C und 5 % CO.. Die EL-
4- und EG.7-Zellen werden zunachst in 48-Kavitatenplatten herangezogen. Als
Medium dient flr die EL-4 Testmedium (5 % FCS), fur die EG.7 Selektionsmedium.
Zur Expansion der Zellen werden diese in 250 ml Zellkulturflaschen Gberfuhrt. Jeden
zweiten Tag werden die Zellen etwa 1:10 gesplittet. Die EG.7-Zellen werden
regelmafig auf die Expression des OVA-Transgens getestet. Hierfur kann mit einem
unmarkierten Antikdrper gegen SIINFEKL —H2-K® und anschlieRend mit einem APC-
markierten a-Maus-lIgG1-Antikorper gefarbt werden. Die Analyse erfolgt im FACS.

2.2.1.2Bestimmung der Lebendzellzahl

Zur Bestimmung der Lebendzellzahl wird ein Aliquot der Zellen in physiologischer
Trypanblaulésung verdunnt. Dadurch erscheinen tote Zellen im Lichtmikroskop blau.
Gezahlt werden die Zellen in einer Neubauer-Zahlkammer mit der Kammertiefe von

0,1 mm (Kammerfaktor 10%). Berechnet wird die Zellzahl wie folgt:

Zellen/ml = gezahlte Zellen pro GroRquadrat x Verdiinnungsfaktor x 10*

2.2.2 Durchflusszytometrie

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie kdnnen fluoreszenzmarkierte Zellen (oder Partikel)
analysiert werden. Die Zellsuspension wird durch eine Nadel angesaugt und in

einzelnen Tropfen, in denen sich jeweils nur eine Zelle befindet, zu den Lasern
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gefuhrt. Durch das Auftreffen des Laserstrahls auf die Zelle und die daraus
entstehende Abschirmung (Messung im Forward Scatter) kann die Grolze der Zelle
bestimmt werden. AuRerdem kdnnen durch die Streuung des Laserstrahls (Messung
im Side Scatter) Informationen Uber die Granularitat der Zelle gewonnen werden.
Wurden die Zellen zuvor mit fluoreszenzgekoppelten Antikdrpern markiert, werden
die Farbstoffe zur Fluoreszenz angeregt und emittieren Licht bestimmter
Wellenlangen. Abhangig von der Anzahl der Detektoren kénnen bei der Farbung mit
verschiedenen Anregungswellenlangen bis zu 12 verschiedene Fluoreszenzen

gleichzeitig gemessen werden.

2.2.2.1Tetramer- und Antikorper-Farbung

Fir die Analyse von zytotoxischen T-Zellen kann die Expression des
antigenspezifischen TCR dienen. Hierfur werden die Zellen mit einem Tetramer
angefarbt. Dieses besteht aus peptidbeladenen MHC-I-Molekdlen, die zusatzlich an
Phycoeritrin (PE) gekoppelt sind. Durch die Prasentation des Peptids auf den MHC-
Molekulen koénnen Antigen-spezifische T-Zellen gebunden und somit angefarbt
werden. Zusatzlich kdnnen Zelllinienmarker und Antikérper fur Oberflachenmarker
genutzt werden.

FiUr die Farbung werden die Zellen in einer 96-Kavitatenplatte mit rundem Boden in
FACS-Puffer aufgenommen. Die Oberflachenfarbung (in 50 pyl Farbeldésung) der
Zellen erfolgt fur 30 Minuten bei 4 °C. Nach der Inkubationszeit werden die Proben
zweimal mit FACS-Puffer gewaschen und zur Analyse in 150 ul FACS-Puffer
aufgenommen. Zur Unterscheidung von toten und lebenden Zellen kann vor der
Messung 1 ul (50 pg/ml) Propidiumiodid-Losung zugesetzt werden, wodurch die

toten Zellen angefarbt werden.
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2.2.2.2Intrazellulare IFNy-Analyse

Fir die IFNy-Analyse von Lymphozyten aus dem Blut werden die Zellen ex vivo mit
Peptid restimuliert. Die Zellen produzieren daraufhin IFNy. Dieses muss in der Zelle
zurtuck gehalten werden. HierfUr wird der Golgi-Apparat der Zelle blockiert. Das
Zytokin sammelt sich in der Zelle an und kann intrazellular angefarbt und gemessen
werden. Hierfir mussen die Zellen fixiert und permeabilisiert werden. Zur
Bestimmung des Hintergrundsignals werden nicht Peptid-restimulierte Zellen
ebenfalls gefarbt.

Die Blutproben werden in Blutpuffer 2 aufgenommen. Nach Erythrozyten-Lyse mit
ACK-Puffer werden die Proben in einer 96-Kavitatenplatte ausgesat. Bendtigt werden
zwei Wells pro Probe. Die Proben werden abzentrifugiert und in je 100 pl TMS mit
50 U/ml Heparin aufgenommen. Beide Proben werden mit 100 pyl TM5 mit Brefeldin A
(1pg/ml) und IL-2 aufgefullt. Die Positivprobe wird zusatzlich mit 1 uM Peptid versetzt.
Anschlielend mussen die Proben fur 6 Stunden bei 37 °C inkubieren. Nach
zweimaligem Waschen mit FACS-Puffer, werden die Zellen auf ihrer Oberflache
gefarbt. Die Farbung erfolgt Uber Nacht bei 4 °C. Nach erneutem Waschen mit
FACS-Puffer mussen die Zellen fur die Intrazellular-Farbung mit 200 pl
Cytofix/Cytoperm fur 30 Minuten fixiert und permeabilisiert werden. Anschlielend
werden die Proben zweimal mit Saponinpuffer gewaschen und intrazellular gefarbt.
Die Verduinnung des Antikdrpers erfolgt ebenfalls in Saponinpuffer. Die Farbung
erfolgt fur 30 Minuten bei 4 °C. Zum Entfernen des Uberschissigen Antikdrpers
werden die Proben gewaschen und koénnen durchflusszytometrisch analysiert

werden.

2.2.2.3In vivo Zytotoxizitatstest

Die Grundlage flr einen in vivo Zytotoxizitatstests ist die Peptid-Beladung und CFSE-
Markierung von Milzzellen, die anschlieBend intravends in immunisierte Mause
injiziert werden. Diese Zellen dienen dann als Zielzellen fur zytotoxische T-Zellen, die
spezifisch flr das exprimierte Peptid sind, fur welches sie durch die Immunisierung

zuvor geprimt wurden. Als Referenz werden Milzzellen benutzt, die nicht Peptid
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beladen wurden und somit nicht von zytotoxischen T-Zellen lysiert werden.
AuRerdem werden diese Zellen mit einer anderen CFSE-Konzentration markiert,
wodurch sich bei der Analyse im FACS zunachst zwei Populationen gleicher Grofie
unterscheiden lassen (Abbildung 5). Kommt es zur Lyse der beladenen Zielzellen
verschiebt sich das Verhaltnis zwischen beiden Populationen. Durch unterschiedliche
Inkubationszeiten in der Maus, lasst sich die Sensitivitat des Tests steuern.

Aus Milzen von syngenen Mausen wird eine Einzelzell-Suspension hergestellt. Die
Erythrozyten werden mit Hilfe von ACK-Puffer lysiert und in PBS auf 2 x 10’
Zellen/ml eingestellt. Die Zellen werden je zur Halfte mit 4 uM CFSE (CFSE""-Zellen)
beziehungsweise 0,4 uM CFSE (CFSE""-Zellen) markiert. AnschlieRend werden die
Zellen fur 4 Minuten im Wasserbad inkubiert. Die Reaktion wird durch Zugabe von
FCS abgestoppt. Nach einem Waschschritt mit Mem/2 % FCS werden die Zellen in
Mem aufgenommen. Die CFSE""-Zellen werden mit 1 uM Peptid beladen und fiir 1
Stunde bei 37 °C inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS werden beide
Populationen auf 6,7 x 10" Zellen/ml eingestellt und im Verhaltnis 1:1 gemischt.

Injiziert werden jeweils 300 pl (2 x 10° Zellen) pro Maus i.v..
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Abbildung 5 Analyse der lytischen Aktivitat in einem in vivo Zytotoxizitatstest

low

Abgebildet ist eine beispielhafte Darstellung zur Analyse der lytischen Aktivitat. Die CFSE™"-Zielzellen
wurden zusatzlich mit dem zur Immunisierung verwendeten Peptid beladen, die CFSE""-Zellen
dienen als Kontrolle. In einer nicht-immunisierten Maus stellen sich beide Zellpopulationen gleich dar
(rechtes Histogramm). Durch die Ausbildung von aktivierten und peptidspezifischen CD8" T-Zellen in
einer immunisierten Maus, werden die Zielzellen lysiert und die Anzahl an CFSE""-Zellen verringert
sich (linkes Histogramm).

Zur Analyse kdnnen Blutproben oder die Milzen der Tiere enthommen werden. Nach
Herstellung von Einzelzellsuspensionen werden die Erythrozyten lysiert und die

Zellen konnen durchflusszytometrisch untersucht werden. Zur Bestimmung des
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Verhaltnisses zwischen CFSE""-Zellen und CFSE™"-Zellen wird eine konstante Zahl
an CFSE""-Zellen gemessen. Die spezifische Lyse der CFSE™"-Zellen errechnet

sich wie folgt:
Spezifische Lyse (%) = 100 x (1- (Nimmu / Nneg))

Nneg = Anzahl der CFSE""-Zellen einer nicht-immunisierten Kontrolle

Nimmu = Anzahl der CFSE'®"-Zellen einer immunisierten Maus

2.2.3 Ex vivo Praparation von Organen und Zellen

2.2.3.1Gewinnung von Epidermispraparaten

Zur Praparation der Epidermis werden die Ohren der Mause vom Kopf abgetrennt.
Nachdem die innere und aullere Halfte mittels Pinzetten voneinander getrennt
wurden, werden die Halften mit der Epidermis nach oben in einer 0,5 %igen
Dispaselosung in Mem/2 % FCS fur 20 Minuten bei 37 °C inkubiert. Anschlie3end
werden die Ohrhalften in PBS Uberfuhrt und die Epidermis abgezogen. Zum
Anfarben der Zellen der Epidermis wird zunachst mit einem unmarkierten MHC II-
Antikérper, verdunnt in PBS/1 % BSA, fur 1 Stunde bei 37 °C gefarbt. Nach
zweimaligem Waschen der Epidermis fur jeweils 15 Minuten mit PBS/1 % BSA
erfolgt die Sekundarfarbung mit einem Ziege anti Ratte Alexa Fluor 594 Antikorper (1
Stunde bei 37 °C). Nach erneutem Waschen, wie zuvor beschrieben, kann die
Epidermis auf einem Tropfen AquaPolymount Eindeckmedium aufgespannt und
unter einem Deckglas versiegelt werden. Die Praparate wurden mit einem Olympus

Fluoreszenzmikroskop analysiert.
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2.2.3.2Milzentnahme

Die Tiere werden mit CO, abgetdtet und mit Ethanol abgespriht. An der linken
Flanke der Tiere kann nach dem Durchtrennen der Haut und der Bauchhaut, die Milz
entnommen werden. Die Milz wird zur Gewinnung einer Einzelzellsuspension auf ein
Zellsieb gegeben und mit einem Spritzenstempel zerrieben. Das Zellsieb wird mit
PBS gespult. Nach anschlieender Erythrozytenlyse kdonnen die Zellen in FACS-

Puffer wenn nétig gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert werden.

2.2.3.3Praparation und Aufbereitung von Lymphknoten

Prapariert wurden sowohl drainierende als auch nicht-drainierende Lymphknoten. Zu
den Haut-drainierenden Lymphknoten zahlen die inguinalen und die axilaren, zu den
nicht-drainierenden die brachialen und cervicalen Lymphknoten Die Lymphknoten
werden in HBSS aufgenommen und mittels zweier Kanullen zerzupft. Nach Zugabe
von Collagenase 2 (50 U/ml) werden die Lymphknoten zum Verdau fur 45 Minuten
bei 37 °C inkubiert. Zur Abstoppung der Reaktion wird 1 ml einer 10 mM EDTA-
Lésung zugegeben. Die gesamte Suspension wird Uber ein 70 um Zellsieb gegeben

und zur Antikérperfarbung in FACS-Puffer aufgenommen.

2.2.3.4Préaparation von CD4"- und regulatorischen T-Zellen

Aus praparierten Milzen (s. Kapitel 2.2.3.2) wird eine Einzelzellsuspension hergestellt,
die mit Gey’s Lysepuffer lysiert wird. Nach dem Abtrennen von grofieren Partikeln
Uber ein 40 um Zellsieb wird die Suspension auf 1 x 10® Zellen/ml in GM-Puffer
eingestellt. Zunachst werden die Milzzellen mit 5 pg/ml des CD25-biotinylierten-
Antikorpers (Klon 7D4) fir 20 Minuten bei 4 °C inkubiert. Nach zweimaligem
Waschen erfolgt die Inkubation mit Streptavidin-Beads (Verdunnung 1:40) ebenfalls
bei 4 °C fur 20 Minuten. Die Zellen werden auf die zuvor mit GM-Puffer gespulten

und in den Magneten eingespannten Separationssaulen gegeben. Nachdem die
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Saulen mit insgesamt 6 ml GM-Puffer gewaschen wurden, werden sie aus der
Magnethalterung gelést und die Zellen mit 5 ml GM-Puffer eluiert. Anschlie3end
werden verunreinigende Zellen (30 % der eluierten Zellen) depletiert, indem anti-
B220-Beads (50 % der Verunreinigung, 8 Beads pro Zelle), MAC 1-Beads (0,5 fache
Menge der anti-B220-Beads) und anti-CD8-Beads (1,5 fache Menge der MAC 1-
Beads) mit den Zellen fir 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert werden. Die
Reaktion wird durch Zugabe von PBS/10 % FCS abgestoppt und die Zellsuspension
in einen Magneten gestellt. AnschlieRend kénnen die sauberen CD25'-Zellen
abgenommen werden. Die verbleibenden Zellen werden nochmals mit PBS/10 %

FCS gespdult und der Separationsvorgang wiederholt.

2.2.4 Tierexperimentelle Methoden

2.2.4.1Blutabnahme

Zur Blutabnahme werden die Mause kurz unter Rotlicht leicht erwarmt um den
Blutfluss zu erhdhen. AnschlieRend werden die Tiere in eine Blutungskammer
gezogen. Die Abnahme erfolgt am Schwanz. Mit einem Skalpell wird die
Schwanzarterie angeschnitten und 2 bis 3 Blutstropfen in 500 ul Blutpuffer 1 oder 2

aufgenommen.

2.2.4.2Herstellung von Knochenmarkchimeren

Zur Analyse von verschiedenen Zellpopulationen kann es von Noéten sein Chimere zu
generieren. Dies ist zum Beispiel der Fall, wenn zwischen der Funktion von
myeloiden (aus dem Knochenmark-stammenden) und lymphoiden Zellen
unterschieden werden soll, aber auch, wenn eine Verwendung von transgenen
Mausen aus gesundheitlichen Grinden nicht direkt mdglich ist.

Die Empfangertiere werden zur letalen Bestrahlung in einer luftdurchlassigen Box in

das Bestrahlungsgerat gestellt. Dieses ist mit einer Cs'*’-Quelle ausgestattet.
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Bestrahlt werden die Tiere mit 9,5 Gy. Das Knochenmark der Spendertiere wird nach
dem Abtrennen und der Praparation der Hinterbeine aus den Knochen gespdult. Die
Knochenmarkszellen werden in PBS aufgenommen und den Empfangertieren 5 x 10°
Knochenmarkszellen in je 200 pl intravends injiziert. In den folgenden 3 Wochen
werden die Tiere mit einem Antibiotikum behandelt, da sie Uber kein funktionsfahiges
Immunsystem verfugen und somit anfallig fur Krankheitserreger sind. Nach 6-8
Wochen besteht eine stabile Zellhombostase und alle myeloiden Zellen wurden

durch Donorzellen ersetzt.

2.2.4.3Betaubung von Versuchsmausen

Fir verschiedene Behandlungen mussen die Mause in Narkose gelegt werden. Dazu
werden zu 2 ml Ketamin-Lésung 800 yl Rompun-Losung gegeben. Dieser Stock
muss vor dem Gebrauch 1:5 mit PBS verdunnt werden. Je nach GroRe und Gewicht

werden den Mausen zwischen 100 und 250 ul i.p. injiziert.

2.2.4. 4Rasur

Fur die Rasur mussen die Mause, wie unter Kapitel 2.2.4.3 beschrieben, betaubt
werden. Die Vorrasur wird mit einem Langhaarschneider vorgenommen. Die
vollstandige Entfernung der Haare erfolgt mit einem Elektrorasierer auf einer Flache

von etwa 10 cm? auf dem Rucken.

2.2.4.5Transkutane Immunisierung (TCI)

FUr die transkutane Immunisierung werden die Mause betaubt und am Vortag rasiert
(s Kapitel 2.2.4.3 und 2.2.4.4). Pro Maus werden 50 mg Aldara-Creme mit 100 pg
OVAg257-264 (SIINFEKL-Peptid, geldst in DMSO) gemischt bis eine homogene Masse

entsteht. Anschlielend wird die gesamte Menge auf den Ricken aufgetragen und
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leicht einmassiert. Fur Kontrollimmunisierungen ohne Wirkstoff wird Salbengrundlage
verwendet, die ebenfalls mit Peptid gemischt und auf die Haut aufgetragen werden
kann.

Fur die Behandlung wahrend der therapeutischen Tumorexperimente wurde die

Immunisierung in wochentlichen Intervallen wiederholt.

2.2.4.6UV B-Bestrahlung

Fir die UV B-Bestrahlung werden die Mause am Vortag rasiert (s Kapitel 2.2.4.3 und
2.2.4.4). Die betaubten Tiere werden in einem Abstand von 30 Zentimetern zur UV-
Quelle bestrahlt, wodurch eine Energie von 90 mJ/cm? erzeugt wird. Zur Bestimmung
der Bestrahlungszeit wird die Strahlungsintensitat mit einem UV-Radiometer

bestimmt. Die Bestrahlungsdauer berechnet sich wie folgt:

mdJ/cm? = mW/cm? x sec

Zum Schutz der Augen und Ohren vor Verbrennungen wird der gesamte Kopf mit
Aluminiumfolie abgedeckt.
Fur die Behandlung wahrend der therapeutischen Tumorexperimente wurde die

Bestrahlung in wochentlichen Intervallen wiederholt.

2.2.4.7DTH (delayed type hypersensitivity)-Modell

Die Versuchsmause werden durch das Auftragen einer DNFB-L6sung auf den
rasierten Rucken sensibilisiert. Die Losung setzt sich zusammen aus einem 4:1
Gemisch von Aceton und Olivendl und 0,5 % DNFB. Aufgetragen werden 50 ul. Fur
den Zweitkontakt werden den Tieren vier Tage spater 20 ul einer 0,2 %igen DNFB-
Lésung auf die Ohren aufgetragen. Die Ohrschwellung wird durch Messung der

Ohrdicke vor und 24 Stunden nach dem Zweitkontakt bestimmt.
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2.2.4.8Auftragen einer FITC-Losung

Zur Markierung von Hautzellen kann eine FITC-L6sung auf den rasierten Rucken von
betaubten Tieren aufgetragen werden. Die Losung setzt sich zusammen aus einem
1:1 Verhaltnis von di-n-butylphtalat und Aceton, 5 % DMSO und 5 mg/ml FITC.
Aufgetragen werden 400 pl pro Maus.

2.2.4.9Injektion von Antikorpern

FKG-45 Je 100 pug Antikoérper werden in 300 ul PBS ab dem Tag der ersten

Immunisierung 3-mal im Abstand von 24 Stunden i.v. injiziert.

alL10R 250 ug Antikérper in 150 yl PBS werden am Tag vor der ersten

Immunisierung i.p. injiziert.

RB68C5 Je 150 pg Antikorper in 150 ul PBS werden ab dem Tag vor der ersten

Immunisierung 3-mal im Abstand von 24 Stunden i.v. injiziert.

2.2.410 Tumorinokulation und GroBRenbestimmung

Die Tumorzellen EL-4 oder EG.7 werden in der Log-Phase ihres Wachstums s.c. in
die linke Flanke der Mause injiziert. Gespritzt werden 4 x 10° Zellen pro Maus in
100 pl PBS. Das Wachstum wird dreimal pro Woche dokumentiert. Hierfur wird der
Tumor mit einer Schieblehre in zwei Dimensionen vermessen und die GroRe in mm?

bestimmt. Erreicht der Tumor eine GréRe von 400 mm? werden die Tiere abgetotet.
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2.2.5 Bestimmung der IL-12p35 Menge nach Immunisierung

2.2.5.1RNA-Praparation

Die Zellen werden in 1 ml TRI-Reagent aufgenommen und anschlieend mit 200 pl
Chloroform versetzt. Nach 5 Minuten bei Raumtemperatur wird die Suspension bei
12500 x g 15 Minuten bei 4 °C abzentrifugiert. Die wassrige Phase wird mit 30 ng
Glykogen versetzt. Nach Zugabe von 500 ul Isopropanol und Inkubation von 10
Minuten bei Raumtemperatur wird die RNA durch Zentrifugation (10 Minuten, 4 °C,
12500 x g) pelletiert. Das Pellet wird zweimal mit je 1 ml kaltem Ethanol gewaschen.
Das RNA-Pellet wird anschlieRend luftgetrocknet und in 20 yl DEPC-Wasser

aufgenommen.

2.2.5.2Reverse Transkription

Fir das Umschreiben der mRNA in cDNA (komplementar-DNA) wurde folgender

Mastermix fur jede Probe angesetzt:

5x Puffer 4 pl
dNTPs 2 ul
N6-Primer 1 ul
Oligo-dt-Primer 1 ul

M-MLV Reverse Transkriptase | 1 pl

MmRNA 300-1000 ng

Aufgefullt wurde mit DEPC-Wasser auf ein Gesamtvolumen von 20 pl. Anschlie3end
wurden die Proben bei 42 °C fur 1 Stunde im Wasserbad inkubiert.
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2.2.5.3Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur Quantifizierung der Expression von IL-12p35-Gens wird bei der realtime-PCR die
generierte cDNA auf die Menge eines ,Housekeeping-Gens“ normalisiert. Hierfur
wurde die HGPRT (Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase) verwendet.
Die Proben, sowie die HGPRT wurden in Tripplikaten (jeweils 25 pl) aufgetragen und

in einem iCycler amplifiziert.

Die verwendeten Primer wurden auf eine Stockldsung von 5 pmol/ul eingestelit.
Primer fur die HGPRT:

Forward: 5-GTT GGA TAC AGG CCAGAC TTT GTT G-3’

Reverse: 5-GAG GGT AGG CTG GCC TAT AGG DT-3

Primer far IL-12p35:
Forward: 5-GTC AAT CAC GCT ACC TCC TC-3

Reverse: 5-CTG CAC AGC TCA TCG ATG GC-3'

Fir die PCR wurde folgender Mastermix fur Tripplikate angesetzt:

Autoklaviertes Wasser | 28,8 ul
Primer 3,2 ul
cDNA 8 ul
SYBR-Green 40 pl
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3 Ergebnisse

3.1 Die primére Immunantwort wird durch Vorbehandlung mit einer

UV B-Bestrahlung verstérkt

Ultraviolette Strahlung hat viele Auswirkungen auf die Haut. Die bekanntesten
Effekte bei einer hohen Dosis von UV-Licht sind das Ausldésen von Hautirritationen
und vor allem Sonnenbrand (Cooper et al., 2003). Geringe und chronische
Bestrahlung mit ultraviolettem Licht fuhrt dagegen im Allgemeinen zu
immunsuppressiven Reaktionen und zur Bildung von Hautkrebs (Halliday and Lyons,
2008). Die immunsuppressive Wirkung von UV-Licht wird durch CD4*CD25"FoxP3"
regulatorische T-Zellen vermittelt, die IL-10 produzieren (Fisher and Kripke, 1982).

Untersucht werden, sollte die Wirkung der transkutanen Immunisierung (TCI) mit

einem TLR 7-Liganden auf die durch UV-Bestrahlung vermittelte Immunsuppression.

3.1.1 Supprimierende Effekte nach einer UV B-Bestrahlung konnen

durch Behandlung mit einem TLR 7-Liganden aufgehoben werden

Um die Wirkung der transkutanen Immunisierung auf die UV-vermittelte
Immunsuppression bei einer geringen Dosis zu untersuchen, wurde ein geeignetes
Kontaktallergie-Modell verwendet. Wie in Abbildung 6 und Ubereinstimmend mit
bereits publizierten Ergebnissen gezeigt (Thatcher et al., 2006), wird nach der
Sensibilisierung und dem Zweitkontakt von UV-bestrahlten Mausen keine
Ohrschwellung hervorgerufen und somit eine Immunreaktion unterdrickt. Im
Gegensatz dazu kann in der Versuchsgruppe, die ausschlielllich mit dem
Kontaktallergen behandelt wurden, ansonsten aber unbehandelt blieben, eine starke
Ohrschwellung erzeugt werden. Werden die Tiere zusatzlich zur UV-Bestrahlung mit
der Imiquimod-haltigen Creme Aldara behandelt, folgt auf die Applikation des
Kontaktallergens eine Aufhebung der UV-vermittelten Effekte und eine

Immunreaktion kann induziert werden. Die erzeugte Ohrschwellung dieser
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Versuchsgruppe stellt sich schwacher dar als die der Positivkontrolle. Die Differenz
zur alleinigen UV-Bestrahlung ist allerdings signifikant. Die Behandlung mit Aldara
fuhrt nach Applikation des Kontaktallergens zu einer starken Ohrschwellung,
vergleichbar mit der der Positivkontrolle. Als Negativkontrolle wurde auf die
Sensibilisierung verzichtet und ausschlieRlich der Zweitkontakt auf den Ohren der
Tiere durchgefuhrt. Diese Behandlung |0ste keine Reaktion auf das Kontaktallergen

aus und es konnte keine Ohrschwellung gemessen werden.
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Abbildung 6 Aufhebung der UV-vermittelten Immunsuppression durch Imiquimod

Die UV-induzierte Immunsuppression wurde in einem DTH-Modell untersucht. Die Versuchstiere
wurden auf dem rasierten Ricken sensibilisiert (0,5 % DNFB) und vier Tage danach gechallenged
(Ohr, 0,2% DNFB). Vor der DNFB-Behandlung wurden die Tiere, wie angegeben, mit UV B
(90 mJ/cm?) bestrahlt und anschlieRend die Imiquimod-haltige Aldara (50 mg) aufgetragen. Bestimmt
wurde die Ohrschwellung 24 Stunden nach dem Zweitkontakt. (*) statistische Signifikanz nach
Student’s T Test, n.s.= nicht signifikant.

3.1.2 Die Kombination von UV B und TCI fuhrt zu einer verstarkten

primaren Immunantwort

Nachdem ein Effekt der Aldara-Creme auf die UV-vermittelte Immunsuppression
gezeigt werden konnte, sollte die Auswirkung von UV B auf die TCl-induzierte CTL-
Antwort untersucht werden. Um eine spezifische CTL-Antwort auslésen zu kénnen,
wird der Creme ein Peptid beigemischt. In den Experimenten dieser Arbeit wurde das

synthetische Peptid OVAgs7.264 (SIINFEKL) benutzt. Bei der Immunisierung werden
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die Tiere an zwei aufeinander folgenden Tagen behandelt. Die zusatzliche UV-
Bestrahlung findet am Tag vor der ersten Immunisierung statt. Die Tiere werden
dabei mit einer geringen Dosis UV B (90 mJ/cm?) bestranhlt.

Im Einklang mit bereits publizierten Daten zeigt auch hier die Zahl der spezifischen T-
Zellen nach TCI eine potente Induktion einer Immunantwort (Abbildung 7 a) im
Vergleich zur nicht-immunisierten Kontrolle. Eine UV B-Bestrahlung zusatzlich zu TCl
fuhrt zu einer erhdhten Anzahl der peptidspezifischen T-Zellen, die dreimal héher ist,
als bei der TCI-Versuchsgruppe und somit der Hinweis fur eine Verstarkung der
Immunantwort ist. Die UV B-Bestrahlung ohne Kombination mit Imiquimod, lediglich
mit Salbengrundlage (der Tragersubstanz ohne Wirkstoff) und SIINFEKL, induziert

keine Bildung von spezifischen T-Zellen.
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Abbildung 7 Verstarkung der TCl-induzierten Immunantwort durch UV B

C57BL/6 Mause wurden transkutan mit Aldara-Creme (50 mg) und SIINFEKL (100 pg) an zwei
aufeinander folgenden Tagen immunisiert. Die UV B-Bestrahlung (90 mJ/cm?) erfolgte einen Tag vor
der Immunisierung. Analysiert wurden (a) die peptidspezifischen T-Zellen durch Tetramer-Farbung
und (b) die Lyse von peptidbeladenen und CFSE-markierten Zielzellen. (*) statistische Signifikanz
nach Student’s T Test (p< 0,05)
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Als weitere Analysemethode wurden den Tieren peptidbeladene und CFSE-markierte
Zellen adoptiv transferiert. Diese Zielzellen werden von den induzierten zytotoxischen
T-Zellen, die spezifisch flr das Peptid sind, erkannt und lysiert. Durch eine starke
Immunisierung werden mehr zytotoxische T-Zellen gebildet, wodurch mehr Zielzellen
lysiert werden kdnnen. Wie bereits bei der Quantifizierung der spezifischen T-Zellen
gezeigt werden konnte, wirkt UV B verstarkend auf die Immunisierung, was sich auch
in der Lyse der Zielzellen zeigt (Abbildung 7 b). 18 Stunden nach dem Transfer der
Zielzellen sind bereits 80 % der Zellen in den UV B und TCI behandelten Mausen
lysiert worden. Die Lyse ist funfmal so hoch wie in den TCI behandelten Mausen. Da
bei der Kontrollgruppe keine peptidspezifischen T-Zellen detektiert werden konnten,
kommt es auch nach der Injektion von Zielzellen zu keiner Iytischen Aktivitat, ebenso

wie in den bestrahlten, mit Salbengrundlage behandelten Tieren.

3.1.3 Etablierung des Immunisierungsprotokolls

Eine UV B-Bestrahlung kann weitreichende Folgen fur die betroffene Hautpartie
haben. Im Allgemeinen fuhrt eine zu starke Bestrahlung zu Hautirritationen und
Roétungen. Die Rotung der Haut, die auch als Erythem bezeichnet wird, entsteht
durch eine Verengung der KapillargefaRe, die schlieRlich zur Uberlastung fihrt. Der
Zeitpunkt, wann eine solche Uberlastung der Haut eintritt, hdngt von verschiedenen
Faktoren ab. Zum einen ist sie intensitatsabhangig, da eine Bestrahlung mit UV B
eine 1000fach hohere Intensitat hat als UV A, zum anderen spielen die
Eigenschaften der Haut selbst eine wichtige Rolle. Von Bedeutung sind vor allem die
Dicke des Stratum corneum, der Pigmentierungsgrad, aber auch wie oft die
betroffene Hautstelle bereits Kontakt mit UV-Strahlung hatte (Bech-Thomsen et al.,
1991). Alle diese Faktoren bedingen den Schwellenwert, an dem sich ein Erythem
nach Bestrahlung bildet. Diesen Schwellenwert bezeichnet man auch als minimale
Erythemdosis (MED) (Lock-Andersen and Wulf, 1996).

Um das angewandte Bestrahlungs-Protokoll hinsichtlich seiner Effektivitat aber auch
seiner Hautschadlichkeit zu Uberprifen, wurden die Tiere mit unterschiedlichen
UV B-Intensitaten bestrahlt. Zur Bestimmung der MED wurde das Erscheinungsbild

der Haut vor, beziehungsweise 24 Stunden nach der Behandlung inspiziert.
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a Vor Bestrahlung b 24 Stunden nach Bestrahlung
UV B-Dosis (mJ/cm?) UV B-Dosis (mJ/cm?)

30 60 75 90 30 60 75 90

120 150 300 0 120 150 300 0

Abbildung 8 Bestimmung der minimalen Erythemdosis (MED)

Zur Bestimmung der minimalen Erythemdosis wurden die Versuchsmause am Tag vor der UV B-
Bestrahlung rasiert. Die Bestrahlung erfolgte in den Dosierungen von 0 bis 300 mJ/cm®. Das
Erscheinungsbild der Haut wurde (a) vor und (b) 24 Stunden nach der Behandlung dokumentiert.

Die Haut der am Vortag rasierten Mause erscheint vor der Bestrahlung irritationsfrei
(Abbildung 8a). 24 Stunden nach der Behandlung (Abbildung 8b) mit
unterschiedlichen UV B-Intensititen kénnen bei 150 und 300 mJ/cm? Rétungen und
Verbrennungen festgestellt werden. Die hdchste Dosis fuhrt dabei zu massiven
Verbrennungen. Die restlichen niedrigeren Intensitaten induzieren keine optische
Veranderung der Haut und gleichen im Erscheinungsbild der unbestrahlten Kontrolle.
Die im Immunisierungsprotokoll angewandte Dosis von 90 mJ/cm? liegt somit
unterhalb der MED, die fiir rasierte Mausriickenhaut bei 300 mJ/cm? liegt.

Zur Etablierung des Immunisierungsprotokolls wurden die Versuchstiere nach
unterschiedlicher Bestrahlungslange immunisiert und die lytische Aktivitat bestimmt.
Aulerdem wurde die optimale Abfolge von UV B und transkutaner Immunisierung

erprobt.
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Abbildung 9 Eine geringe Bestrahlung mit UV B vor der transkutanen Immunisierung fiihrt zu
einer erhéhten Immunantwort

C57BL/6 Mause wurden wie angegeben bestrahlt und immunisiert. (a) Die UV B-Dosis wurde von 0
bis 300 mJ/cm? titriert und anschlieBend die zytolytische Aktivitat bestimmt. Um die optimale Abfolge
von Bestrahlung und Immunisierung fest zu legen, wurden die Versuchstiere 48 Stunden
beziehungsweise 24 Stunden vor oder 24 Stunden beziehungsweise 24 und 48 Stunden nach TCI
bestrahlt. Analysiert wurde (b) die Quantitat spezifischer T-Zellen sowie (c) die Zytotoxizitat. Gezeigt
ist ein reprasentatives Experiment mit n=3 Mausen pro Gruppe. (*) statistische Signifikanz nach
Student’s T Test (p< 0,05) verglichen mit unbestrahlten Gruppe (a) oder der — 24 Stunden Gruppe (b
und c). Die gezeigten Daten wurden zur Verfiigung gestellt von Gerd Rechtsteiner.

Die in Abbildung 9 a gezeigten Daten zur Zytotoxizitat nach Titration der UV B-Dosis
weisen auf eine Dosis-Abhangigkeit des verstarkenden UV-Effektes hin. Beobachtet
wird eine erhdhte Lyse ab einer Bestrahlung von 90 mJ/cm? und dariiber hinaus.
Aufgrund der induzierten Hautschadigungen in hohen Intensitatsbereichen von UV B
stellt eine Behandlung mit 90 mJ/cm? eine optimale Dosis dar. Der verstarkende
Effekt kann erzielt werden, ohne dabei sichtbare Gewebeschaden hervor zu rufen.

Zusatzlich wurden verschiedene zeitliche Abfolgen der Immunisierung und
Bestrahlung getestet (Abbildung 9 b und c). Dabei zeigte sich, dass es lediglich ein

kurzes Zeitfenster gibt, in dem die UV-Behandlung stattfinden sollte. Optimal ist eine
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Bestrahlung 24 Stunden vor TCIl. UV B 48 Stunden vor und 24 Stunden nach der
Immunisierung induzieren schwachere CTL-Antworten, ebenso wie eine zweifache
Bestrahlung nach der Immunisierung. Besonders deutlich werden die Unterschiede
bei der Quantifizierung der spezifischen T-Zellen im Vergleich zu dem nicht sehr
sensitiven Verfahren des in vivo Zytotoxizitatstests, bei dem die zweifache

Bestrahlung ebenfalls eine verstarkte lytische Aktivitat zeigt.

3.1.4 Induktion einer Gedachtnisantwort durch die verbesserte CTL-
Antwort nach UV B und TCI

Wie bereits gezeigt werden konnte, wird durch TCIl eine potente primare
Immunantwort ausgeldst. Allerdings kann aufgrund ineffizienter Kostimulation keine
Gedachtnisantwort induziert werden. Nachdem flur die Kombination der transkutanen
Immunisierung mit einer UV B-Bestrahlung eine verstarkte primare Immunantwort
induziert werden konnte, wurde im nachsten Schritt die mdgliche Induktion einer
Gedachtnisantwort untersucht. Hierfur wurde die in vivo CTL-Aktivitat 40 Tage nach
Immunisierung der Mause analysiert. Verglichen wurden diese Versuchsgruppen mit
unimmunisierten Tieren beziehungsweise Tieren, denen das Peptid nicht in Aldara,
sondern in wirkstofffreier Salbengrundlage appliziert wurde.

Keine zytolytische Aktivitat konnte erwartungsgemaf bei unimmunisierten, sowie nur
mit Salbengrundlage und Peptid behandelten Mausen induziert werden (Abbildung
10). Die alleinige transkutane Immunisierung fuhrt ebenfalls zu keiner Ausbildung
einer Gedachtnisantwort. Im Gegensatz dazu wurde durch die Kombination von UV B
und TCI eine starke Gedachtnisantwort ausgelost, die vergleichbar mit der
Positivkontrolle, der Injektion von aCD40 und TCI, war. Fur die Injektion von aCD40
und TCI konnte bereits zuvor die Induktion einer funktionellen Gedachtnisantwort in
einem Tumormodell gezeigt werden, bei dem diese Behandlung zu einer lang

anhaltenden Tumorprotektion fuhrte.
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Abbildung 10 Induktion einer Gedachtnisantwort durch UV B-Bestrahlung und transkutane
Immunisierung

C57BL/6-Mause wurden wie zuvor beschrieben transkutan immunisiert mit und ohne vorherige UV B-
Bestrahlung beziehungsweise nach i.v. Injektion eines anti-CD40-Antikérpers (100 pg, Tag -3 bis 0).
(a) Die Frequenz der peptidspezifische CD8" T-Zellen wurde 7, 21 und 40 Tage nach der
Immunisierung bestimmt. (b) 30 Tage nach der Immunisierung wurde ein in vivo Zytotoxizitatstest
nach Transfer von peptidbeladenen und CFSE-markierten Zielzellen und ohne erneute Restimulation
durchgefiihrt. Die gezeigten Daten sind zusammengefasst aus 3 unabhangigen Experimenten mit 3
Mausen pro Gruppe. (*) statistische Signifikanz nach Student’s T Test (p< 0,05)
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3.2 TCIl und UV B fiihren zu einer verstarkten Protektion gegen

Tumorwachstum

Fir die transkutane Immunisierung konnte bereits gezeigt werden, dass sie in einem
prophylaktischen Tumormodell, bei dem die Immunisierung vor oder unmittelbar nach
der Inokulation stattfindet, eine ausreichende Immunantwort hervorruft, die das
Anwachsen des Tumors verhindert. In einem therapeutischen Modell werden
zunachst die Tumorzellen inokuliert und mit der Immunisierung erst begonnen, wenn
der Tumor tastbar ist. Die durch TCI vermittelte Antwort ist in einem solchen Ansatz
allerdings nicht effektiv genug. Wie bereits gezeigt werden konnte, kann durch TCI
das Tumorwachstum zwar verlangsamt werden, eine Heilung der Versuchstiere war
jedoch nur in seltenen Fallen moglich (Warger et al., 2007).

Da nach UVB und TCIl eine verstarkte CTL-Antwort und sogar eine starke
Gedachtnisantwort induziert wird, sollte dieses neue Immunisierungsprotokoll in
einem therapeutischen Tumormodell getestet werden. Als Tumorzellen wurden EG.7
Zellen verwendet, die das OVAzs7.264 Epitop exprimieren. Appliziert wurden die Zellen
subkutan in die linke Flanke. Nachdem der Tumor unter der Haut tastbar war, wurden

die Mause rasiert und wie zuvor beschrieben immunisiert.
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Abbildung 11 Verzogertes Tumorwachstum nach UV B und TCI in einem therapeutischen
Tumoransatz

Fir den therapeutischen Tumoransatz wurden EG.7 Lymphomzellen (4 x 105) subkutan in die linke
Flanke der Versuchsmause injiziert. Mit fiihlbarem Tumor (10-12 Tage nach Inokulation) setzte die
wochentliche Immunisierung ein. Die Bestimmung der Tumorgrof3e erfolgte jeden zweiten Tag in zwei
Dimensionen. Gezeigt sind die kumulativen Ergebnisse aus 4 Experimenten (unbehandelt n= 30,
UV B n= 33, TCI n= 37, UV B/TCI n= 33).

UV B alleine hatte keine Auswirkungen auf die Tumorgrof3e (Abbildung 11, oben
rechts) vergleichbar mit der unbehandelten Gruppe (Abbildung 11, oben links). Beide
Kontrollgruppen mussten nach etwa 23 Tagen aufgrund der TumorgroRe abgetotet
werden (Abbildung 12). Wie bereits in anderen Experimenten gezeigt, konnte auch in
diesem Ansatz eine Verzdgerung im Tumorwachstum nach TCIl erzeugt werden
(Abbildung 11, unten links). Eine andauernde Tumorprotektion konnte allerdings nur
in 8 von 37 Mausen (22 %) induziert werden. Durch die zusatzliche UV B-
Bestrahlung konnte das Wachstum des Tumors stark eingeschrankt werden
(Abbildung 11, unten rechts). Von 33 Versuchsmausen stieRen 14 den Tumor
vollstandig ab (42 %) und blieben dauerhaft tumorfrei (Abbildung 12).
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Abbildung 12 Verstarkte Tumorprotektion induziert durch UV B/TCI

Nach Inokulation der Tumorzellen wurde die TumorgréRe jeden zweiten Tag in zwei Dimensionen
vermessen. Ab einer GroRe von 2 cm? wurden die Tiere gekeult. Bestimmt wurde die Uberlebensrate
der einzelnen Versuchsgruppen bis Tag 60 nach Tumorinokulation. (*) gibt einen signifikanten
Unterschied (p< 0,05) zwischen TCI und UV B/TCI nach dem Mantel-Cox Test fiir Uberlebensanalyse
an.

Im Unterschied zu TCI alleine sprachen bei UV B/TCI zunachst 100 % der Tiere auf
die Immunisierung an und reagierten mit einer Verkleinerung des Tumors. Das
anschliellende Wachstum in einigen Fallen kann nicht auf einen Verlust der Epitop-
Expression der Tumorzellen zuriuckgefuhrt werden, da eine Antikdrperfarbung auf
das spezifische Epitop in praparierten Tumorzellen positiv ausfiel (Abbildung 13). Als
Kontrolle dienten in vitro kultivierte EG.7-Zellen, sowie EL-4-Zellen, die kein
SIINFEKL exprimieren. Die EL-4-Zellen lassen sich wie zu erwarten nicht mit dem
SIINFEKL-spezifischen 25D1.16-Antikorper anfarben. Im Vergleich dazu zeigen
sowohl die in vitro, als auch die ex vivo analysierten EG.7-Zellen eine deutliche
SIINFEKL-Expression.
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in vitro EL-4 in vitro EG.7 ex vivo EG.7
E MFI 247,5 ] MFI1010,2 : MF1 981,5
+-1315

+/-177,5 +/- 24,3

Zellzahl

25D1.16

Abbildung 13 Ex vivo Analyse der Epitopexpression

Zur Bestimmung der Epitopexpression von Tumoren, die nach anféanglicher positiver Reaktion auf die
Immunisierung schliel3lich doch an Grofke zunahmen, wurden Zellsuspensionen aus den praparierten
Tumoren hergestellt und mit einem 25D1.16-Antikdrper auf die SIINFEKL-Expression Uberprift. Als
Kontrolle dienten in vitro kultivierte EG.7-Zellen und EL-4-Zellen. Letztere exprimieren kein SIINFEKL.
MFI= mittlere Fluoreszenzintensitat

3.3 Mechanismen der CTL-Aktivierung

3.3.1 Die Signaltransduktion nach TCI bzw. UV B und TCI ist abhéangig
von TLR 7

Um die Rolle des TLR 7 naher zu untersuchen, wurden transgene Mause genutzt,
die keinen TLR 7-Rezeptor (TLR7”) besitzen. Diese wurden zusammen mit
Wildtypkontrollen wie bereits beschrieben immunisiert und anschlielend die
Population an spezifischen T-Zellen und die Lyse durch zytotoxische T-Zellen
untersucht. Zusatzlich wurde eine Gruppe integriert, die zwar UV B-bestrahlt wurde,
anschlie3end aber nur mit Salbengrundlage und Peptid immunisiert wurde.

Die immunisierten TLR7"-Mause (Abbildung 14 a, weiRe Balken) zeigen eine
reduzierte Anzahl an spezifischen CD8" T-Zellen im Vergleich zu den
Wildtypkontrollen  (Abbildung 14 a, schwarze Balken). Sowohl in den
Wildtypkontrollen als auch in den transgenen Mausen kommt es zu keiner
Immunantwort nach UV-Bestrahlung und Behandlung mit Salbengrundlage und
Peptid. Diese Gruppen sind vergleichbar mit den Gruppen der unbehandelten Mause.
Durch das Fehlen des TLR 7 kommt es in den transgenen Mausen auch nach UV B

und TCI zu keiner Entwicklung einer Immunantwort.
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Abbildung 14 Durch das Fehlen des TLR 7-Rezeptors kann keine Immunantwort nach TCI bzw.
UV B/TCI erzeugt werden

Wildtyp, TLR7”-Méause und Chimere aus TLR7"-Knochenmark in C57BL/6-Mause wurden wie zuvor
beschrieben mit TCI beziehungsweise UV B/TCI immunisiert. Wie angegeben wurde eine Gruppe UV-
bestrahlt und mit Salbengrundlage (Sg) und Peptid behandelt. Analysiert wurde (a) die Anzahl an
spezifischen CD8" T-Zellen mittels Tetramer-Farbung und (b) die Lyse von injizierten Zielzellen in
einem in vivo Zytotoxizitatstests zwischen Wildtypen und TLR7"-Méausen beziehungsweise zwischen
Wildtypen und Chimeren in (c) und (d).

Wie nach den Ergebnissen der Tetramer-Farbung zu erwarten, ergibt die Auswertung
des in vivo Zytotoxizitatstests (Abbildung 14 b), dass die injizierten Zielzellen in den
TLR77-Mausen nur zu einem geringen Teil lysiert werden kénnen. Der Prozentsatz
liegt dabei nur geringfugig uber dem Hintergrund der unbehandelten Kontrolle. Auch
nach Behandlung mit UV B und Salbengrundlage kann sowohl bei den Wildtypen, als
auch bei den transgenen Versuchstieren keine Lyse der Zielzellen erreicht werden.

Um die Rolle des TLR 7 genauer zu bestimmen, wurden Chimere aus Wildtyp-
Mausen als Rezipienten und TLR7”-Mausen als Knochenmarksspender zur
Immunisierung verwendet. Die daraus resultierenden Tiere besitzen den TLR 7-
Defekt ausschlielllich auf Zellen, die aus dem Knochenmark hervorgehen. Auch hier

wurde die Anzahl der peptidspezifischen T-Zellen im Blut quantifiziert
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(Abbildung 14 c), sowie die zytolytische Aktivitdt nach Transfer von peptidbeladenen
Zielzellen (Abbildung 14 d). Durch die fehlende Expression des TLR 7 auf den
hamatopoetischen Zellen kann in den Knochenmarkschimeren ebenfalls keine
Immunantwort induziert werden, verifiziert durch eine geringe Anzahl an spezifischen

CD8" T-Zellen, sowie eine vernachlassigbare zytolytische Aktivitét.

3.3.2 Fur die Signalweiterleitung in der Zelle wird das Adapter-Molekul
MyD88 bendtigt

Da es neben der Signaltransduktion Uber MyD88 auch einen MyD88-unabhangigen
Weg gibt, wurde ebenfalls die Rolle des Adapter-Molekuls MyD88 nach TCI und
UV B/TCI naher untersucht. FUr diese Fragestellung wurde ein transgener
Mausstamm benutzt, dem das MyD88-Molekiil fehlt (MyD88™). Die Immunisierung

und Analyse erfolgte wie zuvor beschrieben.
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Abbildung 15 Die Signaltransduktion nach TCI und UV B/TCI ist MyD88-abhangig

Die Rolle des Adapter-Molekiils MyD88 wurde mit Hilfe von transgenen MyD88'/'-Méusen untersucht.
Nach Immunisierung der Mause wie zuvor beschrieben, wurde die Anzahl der spezifischen T-Zellen
mittels Tetramer-Farbung (a) und die spezifische Lyse von Ziel-Zellen in einem in vivo
Zytotoxizitatstest (b) bestimmt.

Durch den Defizit der transgenen Mause in der Auspragung des MyD88-Proteins
kann weder die Bildung von peptidspezifischen T-Zellen (Abbildung 15 a) induziert

werden, noch ist eine ausreichende Menge an zytotoxischen T-Zellen vorhanden, die
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die adoptiv transferierten peptidbeladenen Zellen lysieren kdnnen (Abbildung 15 b).
Alle Werte sind vergleichbar mit dem Niveau der unbehandelten Kontrolle. Es erfolgt
also keine adaquate Immunisierung, die sowohl nach TCI als auch nach UV B/TCI
MyD88-abhangig ist.

3.3.3 Die verstarkenden Effekte, induziert durch UV B-Bestrahlung,

werden nicht durch die Freisetzung endogener TLR 4 vermittelt

Uber die Wirkungsweise von UV B gibt es viele verschiedene Informationen. Der
Kontakt mit UV B fuhrt unter anderem zu DNA-Schaden, der Produktion von I6slichen
Mediatoren, wie IL-10, TNF-a, IL-4 und zur Inhibition von Adhasionsmolekulen auf
der Zelloberflache. Aullerdem gibt es Hinweise, dass die Peptidprasentation von
APCs nach UV-Bestrahlung vermindert wird. Die meisten der generierten Ergebnisse
versuchen die immunsuppressiven Effekte zu erklaren, die durch UV B induziert
werden. Bisher gibt es nur wenige Ansatze, die der UV B-Strahlung einen
verstarkenden Effekt zuordnen. Hierzu zahlt die vermehrte Auswanderung von Zellen
in drainierende Lymphknoten und die Produktion des Vitamins D3, welches
vorbeugend gegen Krebs wirken kann.

Im angewandten Immunisierungsprotokoll wird durch die UV B-Bestrahlung eine
Verstarkung der Immunantwort nach TCI ausgeldst. Dieser Effekt ist bislang
ungeklart. Ein erster moglicher Hinweis aus der Literatur ist die Tatsache, dass
Mause mit einem genetischen Defekt in der kodierenden Genomstelle flr den TLR 4
keine Immunsuppression nach Bestrahlung mit UV B zeigen (Yoshikawa and
Streilein, 1990). Dies kdnnte bedeuten, dass TLR 4 fur die durch UV B-induzierten
Reaktionen unerlasslich ist. Zur Erérterung dieser Fragestellung wurden zunachst
Tiere verwendet, deren Signalweiterleitung des MyD88-unabhangigen Signalwegs,
durch einen Knock-out des Adaptermolekuls TRIF, unterbrochen ist. Dadurch konnte
ebenfalls eine mdgliche Rolle des TLR 4 untersucht werden. So kdnnten die Tiere
zwar mit ihrem TLR 4 auf die Immunisierung, speziell auf die UV B-Bestrahlung,
ansprechen, waren aber nicht in der Lage, eine TRIF-abhangige Signalkaskade

auszulosen.
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Abbildung 16 TRIF-abhédngige Signale konnen den Verstiarkungseffekt nach UV B nicht erklaren

Die Anzahl an CD8" Tetramer’ T-Zellen (a) und die spezifische Lyse von Zielzellen (b) im Blut wurde
sieben Tage nach Immunisierung von Wildtyp- und transgenen TRIF"-Mausen analysiert. Die CFSE-
markierten Zielzellen wurden 6 Stunden vor der Analyse adoptiv transferiert. Gezeigt sind die
gemittelten Ergebnlsse aus 3 unabhangigen Experimenten (n= 9). Die Unterschiede zwischen den
Wildtyp- und TRIF? -Versuchsgruppen sind nicht signifikant.

Wie in Abbildung 16 dargestellt, zeigt die Analyse der Tetramer® Zellen (Abbildung
16 a), sowie die spezifische Lyse von Zielzellen in einem Zytotoxizitatstest
(Abbildung 16 b) nach UV B/TCI auch in TRIF"-Mausen Werte, dhnlich denen der
Wildtyp-Kontrollen. Allerdings lassen sich nach transkutaner Immunisierung der
TRIF"-Mause eine vermehrte Anzahl an peptidspezifischen T-Zellen feststellen im
Vergleich zu der korrespondierenden Wildtyp-Versuchsgruppe. Dies schlagt sich
auch im in vivo Zytotoxizitatstest nieder. Hier werden geringfugig mehr Zielzellen
lysiert als nach TCIl in C57BL/6-Mausen. Trotzdem bleibt der UV B-abhangige
Verstarkungseffekt auch in TRIF-Mausen bestehen.

Als nachster Schritt wurden TLR4"-Mause verwendet und, wie zuvor beschrieben,
immunisiert. Wie Abbildung 17 zeigt, wird in den transgenen Tieren durch TCI eine
Immunantwort ausgeldst, vergleichbar mit der in Wildtyp-Mausen. Die Quantifizierung
der peptidspezifischen T-Zellen durch Tetramer-FACS-Farbung lasst keinen

Unterschied zwischen transgenen und Wildtyp-Tieren erkennen.
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Abbildung 17 Die verstarkte Immunantwort nach UV B/TCl ist nicht TLR 4 abhangig

TLR4™- und C57BL/6-Tiere wurden transkutan mit und ohne zusatzlicher UV B-Bestrahlung
immunisiert. Die Analyse der primaren Immunantwort erfolgte mittels Quantifizierung der SIINFEKL-
Tetramer’-CD8"-T-Zellen. Die dargestellten Ergebnisse sind zusammengefasst aus 4 unabhéngigen
Experimenten mit n=12

Eine zusatzliche Signalkaskade Uber TLR 4 und das Adaptermolekil TRIF scheint

demnach keine Erklarung fur den induzierten UV-Effekt darzustellen.

3.4 Beitrag verschiedener Zelltypen zur Induktion einer

Immunantwort nach TCI bzw. UV B/TCI

Die transkutane Immunisierung kann verschiedenste Zelltypen beeinflussen, die
wiederum zur Induktion einer Immunantwort fuhren. Der Beitrag und das genaue
Zusammenspiel der unterschiedlichen Zellen konnte noch nicht vollstandig aufgeklart
werden. Bereits bekannt ist, dass Mastzellen eine wichtige Rolle spielen. Bei
Versuchen mit Mastzell-defizienten Mausen kam es zu einer stark verminderten
Immunantwort nach transkutaner Immunisierung (Heib et al., 2007). Durch das
Auftragen der Creme auf die Haut kdnnen dort vor allem die in der Epidermis
sitzenden Langerhans Zellen und die in der Dermis sitzenden DC-Populationen

(dDCs) fur die Induktion der Immunantwort von Bedeutung sein. Um die Rolle der
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verschiedenen DC-Populationen bei TClI und UV B/TCl naher zu untersuchen,
wurden verschiedene transgene Mausstamme benutzt.

Da durch TCI beziehungsweise die UV B-Bestrahlung eine Inflammation von Zellen
ausgelost werden kann, sollte ebenfalls die Beteiligung von Granulozyten untersucht

werden.

3.4.1 Vermehrte Immigration von CD11c*-DCs in drainierende

Lymphknoten

Fur das Priming von CD8" T-Zellen kommen verschiedene DC-Subtypen in Frage,
vor allem Langerhans Zellen (LC), dermale DCs (dDC) und Langerin® dDC (Bennett
et al., 2005; Bursch et al., 2007a; Ginhoux et al., 2007; Poulin et al., 2007). Um den
Beitrag verschiedener DC-Populationen zu analysieren, wurde die Anzahl und der
Phanotyp der DCs nach TCI beziehungsweise UV B/TCI und vorheriger Behandlung
mit einer FITC-LOsung in den Lymphknoten (LN) bestimmt.

Lediglich die Anzahl der FITC*CD11¢c'DCs (Abbildung 18 a) in den drainierenden LN,
nicht aber die der Langerin'DCs (Abbildung 18 b), wird nach der Immunisierung
erhoht. Weiter verstarkt wird diese Einwanderung von Zellen durch die zusatzliche
UV B-Bestrahlung. Dieser Effekt ist ausschlieBlich in den drainierenden LN
ausgepragt, in den nicht-drainierenden LN kommt es zu keiner Veranderung DC-
Zahlen. Der Phanotyp der FITC'DCs lieR sich fir einen Groflteil der Zellen auf
CD11c"CD11b’Langerin” bestimmen. Diese Zellen exprimieren hohe Level an CD40
und CD86 (Abbildung 18 c), vergleichbar mit dem Phanotyp von aktivierten dermalen
DCs (Heath and Carbone, 2009).
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Abbildung 18 Anreicherung von CD11¢* DCs nach TCI und UV B/TCI

Wildtyp-Mausen wurde eine FITC-LOsung auf den rasierten Ricken aufgetragen. AnschlielRend
wurden die Tiere wie zuvor beschrieben mit TCI und UV B/TCI immunisiert. Nach 48 Stunden wurden
die drainierenden LN auf die Einwanderung von FITC-markierten (a) CD11¢"MHC II" DCs und (b)
LangerinMHC II"  Zellen untersucht (Median, Quartile, Spannweite). (c) Der Phanotyp der
FITC'CD11c'MHC II" Zellen wurde 48 Stunden nach der angegebenen Immunisierung bestimmt. Zur
praziseren Analyse wurden zuvor B- und T-Zellen sowie tote Zellen durch gaten auf PICD19°CD90
Zellen ausgeschlossen. Die gezeigten Ergebnisse sind reprasentativ fiir 2 unabhangige Experimente,
durchgefihrt mit n=3 Mausen pro Gruppe. (*) gibt eine Differenz (p< 0,05) bei einem Mann-Whitney U-
Test zwischen drainierenden und nicht-drainierenden Lymphknoten an.

3.4.2 Nach Depletion der CD11c* Zellen kann kein Priming mehr erfolgen

Um die Rolle der CD11¢c” dDCs zu beleuchten, werden CD11c-DTR Mause
eingesetzt. Diese besitzen einen Diphterietoxin (DT)-Rezeptor unter dem CD11c-

Promotor. Die Tiere werden als Knochenmarkspender flr letal bestrahlte C75BL/6
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Mause genutzt. Die resultierenden Tiere tragen den DT-Rezeptor in allen Zellen, die
aus dem Knochenmark repopulieren und CD11¢” sind. Nachdem alle Zellen aus dem
Knochenmark neu gebildet wurden (8 Wochen nach Knochenmarkstransfer), wurden
die Mause mit und ohne Depletion mit TCI, beziehungsweise UV B/TCI| immunisiert.
Bestimmt wurden wieder die Anzahl der spezifischen T-Zellen mittels Tetramer-
Farbung (Abbildung 19 a) und die Lyse von injizierten Zielzellen (Abbildung 19 b).

Das Ergebnis stellt sich sehr deutlich dar.
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Abbildung 19 Depletion der CD11c” Zellen verhindert das Priming von T-Zellen

Letal bestrahlte C57BL/6-Mause wurden durch Transplantation von CD11cDTRxBL/6-Knochenmark
rekonstituiert. Die Spendertiere besitzen einen Diphterietoxin (DT)-Rezeptor unter dem CD11c-
Promotor. Durch Injektion von DT werden CD11c¢” Zellen depletiert. Verabreicht wurden 300 ng DT an
den Tagen -2, 0, 2 und 4. Analysiert wurde die Anzahl an peptidspezifischen T-Zellen und die
zytolytische Aktivitat. (*) bezeichnet eine Differenz (p< 0,05) eines ungepaarten Student’s t test

Nach Depletion der CD11c* Zellen kann kein Priming von T-Zellen im Lymphknoten
erfolgen. Es kann keine Immunantwort ausgeldst werden. Allerdings lasst sich in
diesem Ansatz keine genauere Aussage Uber den Beitrag einzelner CD11c’

Zellpopulationen treffen.
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3.4.3 Die Induktion einer Immunantwort wird nur teilweise durch

Langerin® Zellen vermittelt

Die Aktivierung zytotoxischer T-Zellen nach transkutaner Immunisierung benétigt den
Kontakt mit professionellen Antigen-prasentierenden Zellen (APCs). Da bei TCI der
Wirkstoff und das Antigen direkt auf die Haut aufgetragen werden, spielen bei der
Peptidprasentation, beziehungsweise dem Peptidtransport zu den drainierenden
Lymphknoten, die APCs der Haut eine entscheidende Rolle. Neben den Langerin-
exprimierenden Langerhans Zellen (LCs), die sich in der Epidermis befinden,
scheinen noch andere Subpopulationen von DCs von Bedeutung zu sein. Zu nennen
sind dabei CD11c” dermale DCs (dDCs) und andere Langerin® Zellen, die sich in der
Dermis und als residente Zellen in den Lymphknoten befinden. Langerin® Zellen
kénnen in Langerin-DTREGFP Mausen durch intra peritoneale (i.p.) Injektion des
Diphterietoxins (DT) spezifisch depletiert werden (Abbildung 20), da die Tiere einen

Diphterietoxin Rezeptor unter dem Langerin-Promotor besitzen.

Abbildung 20 Depletion der LCs in Lang-DTREGFP-Mausen

Lang-DTREGFP-Mause besitzen einen Diphterietoxin (DT)-Rezeptor unter dem Langerin-Promotor.
Durch Injektion von 300 ng DT ip. kénnen die Langerin® Zellen depletiert werden. Nach der
Praparation von Epidermis der Ohren, kénnen LCs durch Farbung von MHC Il sichtbar gemacht
werden. Dies sind die einzigen MHC II*-Zellen der Epiermis. a) Vor der Depletion lassen sich viele
LCs in der Epidermis detektieren. b) Nach der Depletion ist die Epidermis frei von LCs.

Zunachst wurden die Mause mit TCl oder UV B/TCI behandelt beziehungsweise
unbehandelt gelassen. Die Mause besalien entweder die gesamte Vielfalt an Zellen

oder wurden mit Hilfe der DT-Injektion von allen Langerin® Zellen befreit. Die Analyse
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der Immunantwort sieben Tage nach Beginn der Immunisierung zeigt, dass die
Depletion aller Langerin® Zellen zu einer Reduktion der Immunantwort fiihrt. Die
Anzahl der peptidspezifischen T-Zellen (Daten nicht gezeigt) und die Lyse der
injizierten Zielzellen (Abbildung 21 a) wurde durch das Fehlen von Langerin® Zellen

um 50 % reduziert im Vergleich zu den Kontrollmausen.

a b
100 100
3 80 = 801 ]
= £
3 ’ 3
S, 60 2 604
a a
g g
S 40+ G 404
2 2
E E
N N
2 204 * 9 204
(7)) (7))
0- - 0-
unbehan. TCI Ve TCI uve unbehan. TCI uvB TCI uve
TCI TCI TCI TCI
LangDTR LangDTR LangDTR->B6 LangDTR->B6
nicht depletiert depletiert nicht depletiert depletiert

Abbildung 21 Aus dem Knochenmark stammende Langerin*-Zellen sind fiir TCI nicht essentiell

Die zytotoxische Aktivitdt von Lang-DTREGFP-Mausen und von Knochenmarkchimeren aus letal
bestrahlten C57BL/6-Mause und Lang-DTREGFP-Mause wurde 7 Tage nach der angebenen
Immunisierung analysiert. Die Immunisierung erfolgte mit und ohne vorherige DT Applikation
(300 ng/Maus, Lang-DTREGFP-Mause Tag -2, Chimere Tag -3 bis 4). Die gemittelten Ergebnisse
stammen aus 3 unabhangigen Experimenten mit n= 9. (*) bezeichnet eine Differenz (p< 0,05) eines
ungepaarten Student’s t test.

Da in Langerin-DTREGFP-M&usen nach DT-Injektion alle Langerin® Zellen depletiert
werden, lasst sich die Rolle der verschiedenen Langerin-exprimierenden Zellen in
diesem Ansatz nicht klaren. Hierfur wurden Knochenmarkchimere hergestellt. Als
Rezipienten dienten C57BL/6 Mause. Diese wurden letal bestrahlt und mit
Knochenmark aus Langerin-DTREGFP-Mausen rekonstituiert. Es resultieren Mause,
deren aus dem Knochenmark stammende Langerin® Zellen den DT-Rezeptor tragen,
und somit depletiert werden kénnen. Davon ausgenommen sind die in der Epidermis
sitzenden LCs. Diese sind strahlenresistent und haben einen Wildtyp-Phanotyp. An
diesen Chimeren wurde das Immunisierungsprotokoll wie bereits beschrieben
angewandt. Dabei erhielt eine Gruppe der Mause eine DT-Injektion. Wie in Abbildung
21 b gezeigt, hat die Depletion der aus dem Knochenmark stammenden Langerin®

Zellen keine Auswirkung auf die Auspragung der Immunantwort. Es kdnnen gleiche
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Mengen an spezifischen T-Zellen in depletierten und nicht-depletierten Mausen
detektiert werden. Die Lyse der peptidbeladenen Zielzellen stellt sich in beiden
Gruppen ebenfalls gleich dar. Daraus lasst sich im Bezug auf Langerin® Zellen auf
eine ausschliel’liche Rolle der LCs in der Epidermis schlie®en, nicht aber auf eine

Rolle der dermalen Langerin® Zellen.

3.4.4 Erhohte Produktion von IL-12 in drainierenden Lymphknoten

Zur Klarung der Mechanismen der verstarkten CTL-Antwort nach UV B/TCl wurde
zusatzlich zu der Anzahl der verschiedenen DC-Populationen die Produktion von IL-
12 in den drainierenden beziehungsweise nicht-drainierenden Lymphknoten
immunisierter gegenuber unbehandelter Mause untersucht. Erste Hinweise flr einen
Zusammenhang zwischen UV B/TCI und einer IL-12-Induktion publizierten Thatcher
und Kollegen (Thatcher et al., 2006), die eine vermehrte Produktion von IL12p70
durch CD11¢"DCs beobachten konnten.

Abbildung 22 zeigt eine geringe, aber signifikante Induktion von IL-12 nach TCI, vor
allem aber nach UV B/TCI in den drainierenden Lymphknoten. In den nicht-
drainierenden Lymphknoten der immunisierten Mause bleibt die IL-12-Rate auf dem

Niveau der unbehandelten Kontrolle.
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Abbildung 22 Induktion von IL-12 nach TCI und UV B/TCI

48 Stunden nach der angegebenen Immunisierung wurden die drainierenden (schwarze Balken) und
nicht-drainierenden (weilte Balken) Lymphknoten prapariert und die Induktion von IL-12p35 mRNA
mittels gqRT-PCR bestimmt. (*) Signifikante Differenz (p<0,05) bei einem Mann-Whitney U Test
zwischen drainierenden und nicht-drainierenden Lymphknoten.
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Zur weiteren Betrachtung von IL-12 in diesem Immunisierungssystem wurden
transgene Mause benutzt, die einen Defekt in ihrem IL-12 tragen (IL-127). Durch
einen in vivo Zytotoxizitatstest konnte gezeigt werden, dass das Fehlen von IL-12
keinen beeintrachtigenden Einfluss auf die Induktion einer Immunantwort nach TCI
und UV B/TCI hat. Die zytolytische Aktivitat ist in den transgenen Tieren (weil3e
Balken) und in den Wildtypen (schwarze Balken) gleich ausgepragt (Abbildung 23).
1004
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Abbildung 23 Immunisierung transgener IL12"-M3use zeigt keine Abweichung zu Wildtypen

C57BL/6- (schwarze Balken) und IL-12"-Mause (weil’e Balken) wurden wie angegeben immunisiert. 7
Tage nach der Immunisierung erfolgte der Transfer von peptidbeladenen und CFSE-markierten
Zielzellen. Die Analyse der zytolytischen Aktivitat erfolgte 6 Stunden nach Injektion der Zellen.

3.4.5 UV B/TCI ist abhangig von Typ | Interferonen

Kamath und Kollegen konnten eine bedeutende Rolle fur Typ | Interferone nach TLR-
Stimulation zeigen (Kamath et al., 2005). IFNa/p wird von DCs ausgeschittet, die
dadurch eine T-Zell-Aktivierung induzieren konnen. Die Experimente wurden in
einem Mausmodell durchgefiihrt, bei dem Wildtyp- und IFNa/BR"-Méause systemisch
(i.v. Injektion) mit verschiedenen TLR-Liganden immunisiert wurden. Fur die
Applikation des TLR 7-Liganden R848 konnte eine Abhangigkeit der Immunisierung

von Typ | Interferonen gezeigt werden.

_74 -



Ergebnisse

Auch im angewandten Immunisierungsmodell kdnnten Typ | Interferone eine zentrale
Rolle spielen. Hierfiir wurden Wildtyp- und IFNo/BR™-Mause wie zuvor beschrieben

immunisiert.
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Abbildung 24 Die Induktion der CTL-Antwort ist Typ | Interferon abhangig

C57BL/6- (schwarze Balken) und IFNaR"-Méause (weille Balken) wurden wie angegeben immunisiert.
7 Tage nach der Immunisierung erfolgte (a) die Analyse von peptidspezifischen CD8" T-Zellen mittels
Tetramer-Farbung sowie (b) der Transfer von peptidbeladenen und CFSE-markierten Zielzellen fir
einen in vivo Zytotoxizitatstest. Die Analyse der zytolytischen Aktivitat erfolgte 20 Stunden nach
Injektion der Zellen.

Wie durch die Quantifizierung von peptidspezifischen T-Zellen (Abbildung 24 a) und
die Analyse der zytolytischen Aktivitdt (Abbildung 24 b) deutlich gezeigt werden
konnte, ist die Induktion einer CTL-Antwort im angewandten Immunisierungsmodell
abhangig von Typ | Interferonen. In den transgenen Tieren konnten keine induzierten
CD8" T-Zellen detektiert werden, vergleichbar mit der unbehandelten Wildtyp-
Kontrolle. Im Einklang dazu steht das Ergebnis des in vivo Zytotoxiztatstest, in dem
lediglich die immunisierte Wildtyp-Gruppe eine starke zytolytische Aktivitat aufweiflt.
Wohingegen sich nach Immunisierung der transgenen Tiere keine Lyse der

Zielzellen einstellt.
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3.4.6 Die Depletion von GR-1" Zellen fiihrt zu einem vollstandigen

Ausbleiben einer Immunantwort

Bereits im Jahr 2004 konnte durch Palamara und Kollegen gezeigt werden, dass
eine tagliche Behandlung mit Imiquimod auf den Ohren zu einer lokalen
Einwanderung von Zellen und somit zu einer messbaren Ohrschwellung fuhrt
(Palamara et al., 2004b). Identifiziert werden konnten verschiedene Leukozyten wie
dendritische Zellen, Makrophagen und Granulozyten. Fur Granulozyten ist in diesem
Zusammenhang kaum mehr bekannt, aul3er, dass sie ebenfalls eine Rolle bei der
Aktivierung von Mastzellen nach Imiquimod-Applikation spielen kdnnen.

Um die Rolle der Granulozyten im angewandten Immunisierungsprotokoll néher zu
beleuchten, wurde ein depletierender Antikorper (RB68CS5) eingesetzt, welcher
GR1"-Zellen erkennt (Abbildung 25). Die Antikdrper-Behandlung erfolgte Uber drei
aufeinanderfolgende Tage, beginnend einen Tag vor der UV B-Bestrahlung.
Innerhalb von 24 Stunden kann keine GR1*-Zellpopulation im Blut beziehungsweise

der Milz mehr detektiert werden.
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Abbildung 25 Depletion der Granulozyten mittels RB68C5

Zur FACS-Analyse von Milzzellen wurden die lebenden Zellen auf die Expression von GR-1 und
MHC Il hin untersucht. Intra peritoneale Injektion des GR-1-spezifischen RB68C5-Antikdrpers
(150 ug/Maus) fiihrt nach 24 Stunden zur vollstandigen Depletion der Granulozyten (GR1*MHC II').

Da von einem schnellen Transport des Peptids und einem raschen Priming der T-
Zellen im Lymphknoten ausgegangen wird, kdnnen die zu untersuchenden Zellen
direkt nach der Immunisierung wieder vorhanden sein. Eine weiterfihrende Depletion

Uber den Zeitpunkt der Immunisierung hinaus ist nicht von Noten.
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Abbildung 26 Depletion der GR1%-Zellen verhindert die Inmunreaktion

Zur Depletion GR1%-Zellen wurde an den Tagen -2 bis 0 der spezifische RB68C5-Antikdrper i.p.
injiziert (150 pg/Maus/Injektion). Anschlieend erfolgte die Immunisierung wie beschrieben. Bestimmt
wurde (a) die Anzahl an peptidspezifischen T-Zellen durch Tetramer-Farbung, sowie (b) die
spezifische Lyse durch zytotoxische T-Zellen in einem in vivo Zytotoxizitatstest 7 Tage nach der
Immunisierung. Gezeigt sind gemittelte Ergebnisse aus 3 unabhangigen Experimenten. Mit n= 9. (*)
bezeichnet eine Differenz (p< 0,05) eines ungepaarten Student’s t test

In Abbildung 26 ist die Analyse der induzierten Immunantwort nach Depletion der
GR1"-Zellen dargestellt im Vergleich zu immunisierten M&ausen mit normalem
Zellspektrum. Diagramm 26 a zeigt die Anzahl an Tetramer’-T-Zellen. Es kann
deutlich gezeigt werden, dass durch die Depletion der GR1*-Zellen nahezu keine
spezifischen T-Zellen induziert werden koénnen, unabhangig von der
Immunisierungsmethode (wei3e Balken). Im Einklang dazu stehen die Ergebnisse
des in vivo Zytotoxizitatstests (Abbildung 26 b). In den nicht depletierten
Versuchsgruppen kann, wie bereits gezeigt, sowohl nach TCI als auch nach
UV B/TCI eine Lyse der injizierten Zielzellen erfolgen. Im Vergleich dazu kommt es
nach zusétzlicher Depletion der GR1%-Zellen lediglich zu einer geringfligigen Lyse
nach TCI. Nach UV B/TCI kann die Lyse zwar erhoht werden, sie liegt trotzdem weit
unter den erzielten Ergebnissen der nicht depletierten Kontrollen. Dieses spricht fur

eine zentrale Rolle der Granulozyten in diesem Immunisierungsprotokoll.
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3.5 Die supprimierende Wirkung von regulatorischen T-Zellen auf
die induzierte CTL-Antwort

Wie bereits anfangs beschrieben, kann eine geringe UV-Bestrahlung zur Induktion
von regulatorischen T-Zellen (Tregs) fuhren. Diese Zellen wirken immunsuppressiv
unter anderem durch die Freisetzung von IL-10. Bindet IL-10 an seinen Rezeptor
wird eine Signalkaskade Uber STAT3 ausgeldst, wodurch eine Suppression der
Transkription von verschiedenen Genen vermittelt wird. IL-10 supprimiert dadurch die
Produktion von proinflammatorischen Zytokinen durch DCs und Makrophagen.

AuRerdem wird die Differenzierung von TH1-Zellen durch APCs verhindert.

3.5.1 T regulatorische Zellen supprimieren die durch TCI vermittelten
Effekte

Um die Auswirkung der Tregs im angewandten Immunisierungsprotokoll naher zu
untersuchen, wurde ein transgener Mausstamm (DEREG) verwendet, bei welchem
Tregs durch die Injektion von Diphterietoxin depletiert werden kénnen. Der Rezeptor
fur das Diphterietoxin liegt dabei unter dem Promotor fur FoxP3. Anschlie3end
wurden die Mause wie bereits beschrieben mit TCI oder UV B/TCI immunisiert. Als
Kontrolle dienten Tiere des C57BL/6 Wildtypstammes. Gemessen wurde die Anzahl
der spezifischen T-Zellen durch Tetramer-Farbung und FACS-Analyse (Abbildung
27 a). Deutlich wird, dass die Depletion der Tregs zu einem drastischen Anstieg der
Tetramer'CD8" T-Zellen fuhrt und das nicht nur in den UV B/TCl behandelten
Mausen, sondern auch in denen, die nur transkutan immunisiert wurden. Dabei ist
der Anteil der peptidspezifischen T-Zellen in beiden Fallen gleich hoch. Es kann also
kein zusatzlicher verstarkender Effekt durch die UV B-Bestrahlung festgestellt
werden. Zusatzlich wurde den Tieren auch hier ein adoptiver Transfer von
peptidbeladenen und CFSE-markierten Zellen injiziert und nach Lyse der Zielzellen
durch zytotoxische T-Zellen analysiert. Wie Abbildung 27 b zeigt, ist die spezifische
Lyse in den Wildtypmausen wie bereits beschrieben. Immunisiert man die Tiere nur
mit TCI, werden etwa 20 % der Zielzellen nach 18 Stunden lysiert, wohingegen die
Lyse bei UV B/TCI funfmal so hoch ist. In den depletierten DEREG-Mausen ist die
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Lyse bei TCI drastisch verstarkt, Ubertrifft sogar das Ergebnis der Wildtypen, die mit
UV B/TCI behandelt wurden. Wie bereits bei der Analyse der peptidspezifischen
CD8" T-Zellen gezeigt werden konnte, erzielen auch hier beide depletierten Gruppen
gleiche Ergebnisse. Es kann, nach Depletion der Tregs, kein Unterschied zwischen
TCIl und UV B/TCI mehr festgestellt werden.
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Abbildung 17 Verstarkte Effekte bei TCl und UV B/TCI nach Treg-Depletion

Wildtyp- und DEREG-Mause wurden wie zuvor beschrieben immunisiert. Durch Injektion von 1 ug
Diphterietoxin (Tag -1, 1 und 3) wurden T regulatorische Zellen in den DEREG-Mausen depletiert.
Bestimmt wurde die Anzahl der peptidspezifischen CD8" T-Zellen mittels Tetramer-Farbung (a) und
die Lyse von peptidbeladenen T-Zellen in einem in vivo Zytotoxizitatstest sieben Tage nach
Immunisierung. Gezeigt sind gemittelte Ergebnisse aus 3 unabhangigen Experimenten mit n= 9. (*)
bezeichnet eine Differenz (p< 0,05) eines ungepaarten Student’s t test

Die hier gezeigten Ergebnisse fuhren zu der Schlussfolgerung, dass regulatorische
T-Zellen die Steuerung der CTL-Antwort mit beeinflussen, die durch die transkutane

Immunisierung induziert wird.
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3.5.2 Die supprimierende Wirkung der Tregs wird durch die Freisetzung

von IL-10 vermittelt

Nachdem die supprimierende Wirkung der Treg-Zellen auf die Immunisierung gezeigt
werden konnte, sollte die Wirkungsweise der Zellen naher untersucht werden. Bei
der UV-induzierten Immunsuppression wurde bereits eine bedeutende Rolle fur IL-10
beschrieben. Um die Wirkung von IL-10 auf das Immunisierungsprotokoll von TCI
und UV B/TCI zu untersuchen, wurden transgene IL-10"-M&use verwendet. Dieser
Stamm hat den C57BL/6-Hintergrund und besitzt das natlrliche Repertoire an
Zellpopulationen, allerdings kann das Zytokin IL-10 weder produziert, noch
freigesetzt werden. Falls die Immunsuppression auf die Wirkung von IL-10 zurlck zu
fihren sein, sollte in IL-10"-M&usen ebenfalls eine Verstirkung der Immunantwort
messbar sein, vergleichbar mit der in den Treg-depletierten DEREG-Mausen.
Abbildung 28 a zeigt, dass die induzierte CTL-Antwort in IL-10"-Mausen bereits nach
TCI um ein Vielfaches verstarkt ist, im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrollen. Die
Anzahl der spezifischen CD8" T-Zellen kann sogar nach zusatzlicher UV-Bestrahlung
noch auf 15 % spezifischer CTL-Antwort erhdoht werden. Die Analyse der
zytotoxischen Aktivitat (Abbildung 28 b) wurde hier bereits 6 Stunden nach Injektion
der Zielzellen durchgefuhrt, da aufgrund der hohen Anzahl an spezifischen T-Zellen
eine schnelle Lyse zu erwarten war. In der Tat konnten nach dieser kurzen
Inkubation bereits 69,5 % (+/- 11,1 %) der Zielzellen nach UV B/TCI in der
transgenen Versuchsgruppe lysiert werden. Die lediglich mit TCI behandelte Gruppe
der IL-10"-M&use zeigt ebenfalls eine hohe Lyserate (60,5 %, +/- 16,4 %). Die
UV B/TCI-Gruppe der Wildtypkontrollen liegt mit 55,5 % (+/- 13,6 %) unter der
transgenen TCI-Gruppe. Nach 6 Stunden Inkubationszeit kann TCI alleine in den
Wildtypkontrollen aufgrund der niedrigen Anzahl an spezifischen T-Zellen lediglich
21,9 % (+/- 18,1 %) der Zielzellen lysieren.
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Abbildung 28 Verstarktes CTL-Priming in IL-1 0"-Mausen

IL-10"-Mause wurden zusammen mit C57BL/6-M&usen transkutan immunisiert und wie angeben
UV B-bestrahlt. (a) zeigt eine Tetramer-Farbung aus Vollblut, (b) die Lyse von Zielzellen in einem in
vivo Zytotoxizitatstest, welcher bereits 6 Stunden nach Injektion der Donorzellen analysiert wurde.
Gezeigt sind die gemittelten Ergebnisse aus 5 unabhangigen Experimenten mit jeweils 3 Tieren pro
Versuchsgruppe.

3.5.3 Applikation eines IL-10-Rezeptor blockierenden Antikorpers flihrt

zu einer verstarkten CTL-Antwort in Wildtypen

Die zuvor gezeigte inhibitorische Wirkung von IL-10 sollte ebenfalls in einer
Wildtypsituation getestet werden. Hier wurden C57BL/6-Mause mit einem IL-10-
Rezeptor blockierenden Antikérper vor der Immunisierung behandelt. Durch Injektion
des Antikdrpers wird zwar noch IL-10 produziert und freigesetzt, die supprimierende
Signalkaskade Uber STAT3 kann allerdings nicht angeschaltet werden.

Die Experimente zeigten die zu erwartenden Ergebnisse. Durch das Verabreichen
des blockierenden Antikérpers wurde die Immunantwort um ein Vielfaches verstarkt
im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrollen. Abbildung 29 a zeigt die Anzahl spezifischer
CD8" T-Zellen im Blut. Diese ist nach Injektion des Antikbpers um das 5-fache héher
als nach der transkutanen Immunisierung alleine. Daraus resultiert eine fast
vollstandige Lyse der peptidbeladenen Zielzellen (Abbildung 29 b). In Abbildung 29 ¢
ist die IFNy-Produktion nach 24 stindiger in vitro Peptidrestimulation dargestellt.
Auch dieses Ergebnis zeigt eine klare Verstarkung der IFNy-Produktion nach

Blockade des IL-10-Rezeptors im Vergleich zu den Ergebnissen der TCI-
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Versuchsgruppe. Die unbehandelten Kontrollen zeigen bei keiner Analysenmethode

Anzeichen einer Immunisierung.
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Abbildung 29 Blockade des IL-10-Signalwegs fiihrt zu einer verstarkten Inmunantwort

C57BL/6-Mause wurden wie zuvor beschrieben transkutan immunisiert. Zur Blockade des IL-10-
Signalwegs wurde ein blockierender IL-10-Rezeptor-(IL-10R) Antikdrper (250 ug/Maus) i.p. am Tag
vor der ersten Immunisierung injiziert. Analysiert wurden (a) die Anzahl peptidspezifischer T-Zellen
mittels Tetramer-Farbung, (b) die Lyse von Targetzellen in einem in vivo Zytotoxizitatstest und (c) die
IFNy-Produktion nach 24 stindiger in vitro Peptidrestimulation.

3.5.4 Regulatorische T-Zellen supprimieren UV B/TCI teilweise in
Abhangigkeit von IL-10

Fur Treg-depletierte DEREG-Méause und fiir IL-10"-Mause konnte gezeigt werden,
dass die Immunreaktion nach Immunisierung mit TCI und UV B/TCI im Vergleich zu
den Wildtypkontrollen verstarkt ist. Allerdings geben diese Experimente keinen
Aufschluss Uber den Zusammenhang zwischen Tregs und IL-10. Gezeigt werden
sollte als nachster Schritt, ob Tregs als IL-10 Quelle fungieren und dieses die durch
die Immunisierung induzierte Immunantwort supprimiert. HierfUr wurden erneut IL10™
-Mause und Wildtypen immunisiert. Eine zusatzliche Gruppe der transgenen Mause
bekam vor der Immunisierung aufgereinigte Treg-Zellen aus Wildtyp-Mausen
intravends injiziert. Durch den Transfer dieser Zellen sind hier nur die Wildtyp-Treg-
Zellen in der Lage IL-10 zu produzieren und die Antwort einzudammen. Als Kontrolle

wurden den transgenen Tieren aufgereinigte CD4"-T-Zellen aus Wildtypen injiziert.
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Wie die Auswertung der Tetramer-Farbung auf spezifische CD8" T-Zellen (Abbildung
30) zeigt, kann die starke Immunantwort in IL-10"-Mé&usen durch den Transfer von
regulatorischen T-Zellen mit Wildtyp-Hintergrund nach UV B/TCI nur teilweise (nicht
signifikant) supprimiert werden. Die Anzahl an spezifischen T-Zellen liegt aber noch
Uber der immunisierten Wildtyp-Kontrolle. Im Gegensatz dazu stehen die Ergebnisse
nach dem Transfer von CD4"-T-Zellen aus Wildtypen. Hier lasst sich nur ein geringer
Unterschied zu den IL-10"-Mausen erkennen, die keine T-Zellen injiziert bekamen.
Der Treg-Transfer hat auf die Induktion spezifischer T-Zellen nach TCI keinen
Einfluss. Daraus ergibt sich, dass anders als in Wildtyp-, IL-10"- beziehungsweise
IL-10"-Mausen mit CD4-T-Zelltransfer nach Injektion von regulatorischen T-Zellen
aus C57BL/6 kein signifikanter Unterschied zwischen UV B/TCI und TCI festgestellt

werden kann.
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Abbildung 30 Transfer von regulatorischen T-Zellen in IL-10"-M3use erzielt keinen
supprimierenden Effekt

Immunisiert wurden C57BL/6- und IL-10"-Mause mit TCI oder UV B/TCI. Wie angegeben wurden den
IL-10"-Mausen 1 x 10° regulatorische T-Zellen aus C57BL/6-Mausen beziehungsweise gleiche Anzahl
an CD4"-T-Zellen aus C57BL/6-Mausen i.v. injiziert. Der Zelltransfer erfolgte ein Tag vor der UV B-
Bestrahlung. Die Praparation der T-Zellen erfolgte aus einer Milzzellsuspension mittels MACS-
Aufreinigung. Gezeigt sind gemittelte Ergebnisse aus 2 unabhangigen Experimenten mit n= 6. (*)
bezeichnet eine Differenz (p< 0,05) eines ungepaarten Student’s t test, n.s.= nicht signifikant
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4 Diskussion

Zur Bekampfung von Infektions- und Tumorerkrankungen steht die Entwicklung
neuer und effektiverer Impfmethoden im Fokus der medizinischen Forschung. Neue
Ansatze sollten dabei verschiedene Kriterien erflllen, die zum Beispiel die Effizienz
der Impfmethode erhdhen, aber auch eine einfache Anwendung ermdglichen.
Letzteres erfordert vor allem einen Verzicht auf Spritzen und Kanllen bei der
Applikation, um  Krankheitsverschleppungen  durch  Mehrfachverwendung
beziehungsweise Verletzungen durch unsachgemafle Anwendung zu vermeiden.

Die transkutane Immunisierung mit der Imiquimod-haltigen Aldara stellt eine einfache
Methode zur Induktion einer potenten Immunantwort dar. In ersten Mausmodellen
konnten verschiedene Zytokine bereits 2 bis 4 Stunden nach Applikation von Aldara
detektiert werden (Slade, 1998). Bereits bekannt ist aulRerdem, dass eine Immunitat
gegen mucosale Toxine (Glenn et al., 1998b; Glenn et al., 1999) oder Viren
(Godefroy et al., 2003) induziert werden kann. Rechtsteiner und Kollegen konnten
zeigen, dass nach der Kombination eines TLR-Agonisten mit einem CTL-Epitop eine
primare Immunantwort ausgeldst werden kann (Rechtsteiner et al., 2005). Allerdings
ist ebenfalls bekannt, dass nach TCI lediglich eine potente Primar-, nicht aber eine
Gedachtnisantwort gebildet wird, was zu einer schwachen Tumorprotektion fuhrt (Itoh
and Celis, 2005; Stoitzner et al., 2008; Warger et al., 2007).

4.1 UV B verstarkt die transkutane Immunisierung hin zu einer
Gedéchtnis-Antwort

Es konnte gezeigt werden, dass durch die Applikation der Imiquimod-haltigen Creme
die immunsuppressiven Eigenschaften einer geringen UV B-Bestrahlung in einem
DTH-Modell aufgehoben werden. Dies geht einher mit bereits publizierten
Ergebnissen von Thatcher et al. (Thatcher et al., 2006). Allerdings lassen sich die
Ergebnisse von Thatcher und die hier gezeigten nur bedingt miteinander vergleichen,
da sich die angewandten Behandlungs-Modelle voneinander unterscheiden. Das

Kontaktallergen-Modell von Thatcher sieht eine Imiquimod-Behandlung vor einer
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4maligen UV-Bestrahlung vor. Bei der Etablierung des Immunisierungsprotokolls in
dieser Arbeit konnte allerdings gezeigt werden, dass eine vorangestellte UV B-
Bestrahlung zu synergistischen Effekten von UV B/TCI fuhrt, die Gber den Ausgleich
der von UV B-induzierten Immunsuppression hinaus geht. Im Bezug auf die Induktion
einer Immunantwort nach TCI ist bekannt, dass eine potente primare Antwort
ausgelost werden kann (Rechtsteiner et al., 2005), die allerdings nicht von langer
Dauer ist, also keine Gedachtnisantwort auslost und in einem Tumormodell nur
ansatzweise protektive Effekte zeigt (Itoh and Celis, 2005; Stoitzner et al., 2008;
Warger et al., 2007). Ein synergistischer, dosisabhangiger Effekt konnte bereits fur
die Bestrahlung mit UV A gezeigt werden, wonach bereits Uber eine Anwendung von
UV A bei der Tumorprotektion nachgedacht wurde (Byrne et al., 2002). Im Gegensatz
dazu zeigte die Bestrahlung mit UV B in der Arbeit von Byrne keine verstarkenden
Effekte. Auch hier weicht das Bestrahlungsprotokoll von dem in dieser Arbeit
angewandten ab. Bei Byrne erfolgte eine mehrfache Bestrahlung.
Zusammengenommen zeigen die bereits publizierten Ergebnisse, sowie die hier
beschriebenen, dass die Etablierung eines Immunisierungsprotokolls mit UV-
Bestrahlung von sensiblen Faktoren abhangig ist, die verstarkende oder

supprimierende Effekte induzieren.

4.2 Durch UV B/TCI kann eine effizientere Tumorprotektion erzeugt

werden

Bereits in alteren Publikationen wurde eine Tumorprotektion gegen eine B16-Linie
und gegen EG.7-Zellen in einem prophylaktischen Ansatz fur TCl gezeigt. Dabei
wurden die Versuchsmause zuerst immunisiert und anschlieRend die Tumorzellen
inokuliert. Die Versuche mit der B16-Linie zeigten eine teilweise Protektion (ltoh and
Celis, 2005), wohingegen eine vollstdndige AbstolRung des EG.7-Tumors induziert
werden konnte (Warger et al.,, 2007). In der weitaus diffizileren therapeutischen
Situation wird die Immunisierung erst nach Anwachsen des Tumors eingesetzt. Die
Immunzellen miUssen sich mit einem ausgepragten Tumormilieu auseinandersetzen.
Bereits durchgefihrte Studien konnten Erfolge fur die Applikation der Aldara-Creme

in Phase | und Phase Il bei der Behandlung von Basalzell-Carzinomen verzeichnen
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(Beutner et al., 1999), die bekanntlich auf eine Behandlung mit Interferonen
ansprechen. Im hier angewandten Tumormodell zeigt sich allerdings eine nicht
ausreichende Kompetenz der TCIl zur Tumorprotektion. Durch die Kombination der
TCI mit der UV B-Bestrahlung und die Induktion einer verstarkten Immunantwort lief3
sich die vollstandige AbstoRung des Tumors bei 42 % der Versuchstiere erreichen,
im Vergleich zu 22 % nach ausschlieBlicher TCI. Allerdings ist auch diese Methode,
in einem solchen Ansatz, nicht potent genug. Zwar sprechen zunachst alle
Versuchstiere auf die Immunisierung an, trotzdem kommt es in Uber 50 % der Falle
zu einem Auswachsen des Tumors. Da ein spontaner Verlust des zu exprimierenden
Epitops nach FACS-Analyse ausgeschlossen werden kann, ist nicht geklart, warum
die Immunzellen in diesen Fallen nicht in der Lage sind den Tumor abzustofRen.
Moglich ist, dass zwar noch spezifische Zellen zu finden sind, diese aber durch das
Tumormilieu beeintrachtigt werden und somit keine lytische Funktion mehr erfullen
konnen. Diese Moglichkeit gehort zu verschiedenen Eigenschaften, die Tumore
ausbilden, um einer Bekampfung zu entgehen und werden als TDFs (tumor-derived
factors) bezeichnet, die in ihrer Gesamtheit zu einem ,tumor escape® fuhren. TDFs
sorgen fur eine Erleichterung des autokrinen Wachstums, sie rekrutieren
Stromazellen wie Fibroblasten und Tumor-assoziierte Makrophagen, die tumor-
abhangige Prozesse fordern und sorgen fur eine Verminderung der lokalen
beziehungsweise systemischen Immunantwort. Zu diesen supprimierenden TDFs
gehoren TGF-p (Li et al.,, 2006; Thomas and Massague, 2005), VEGF (vascular
endothelial factor), IL-10 und Prostaglandine (Harizi et al., 2001; Reckamp et al.,
2006). Diese kdnnen direkt auf Lymphozyten einwirken oder bedienen sich APCs um
diese zu tolerisieren. AuRerdem konnen auch tumoreigene myeloide Zellen
ausgebildet werden, die als MDSCs (myeloid-derived suppressor cells) bezeichnet
werden, die sowohl auf eine CD4" als auch auf eine CD8" T-Zell-Antwort inhibitorisch
wirken und die Marker CD11b und GR-1 tragen (Kusmartsev and Gabrilovich, 2006;
Nagaraj and Gabrilovich, 2007). Da diese Zellen das Tumorgewebe infiltrieren und
letztlich etwa 5 % der Gesamtmasse ausmachen (Yang et al., 2004), kdnnten
Methoden zur Depletion beziehungsweise zur Suppression dieser MDSCs eine
Alternative und Erganzung zu bisherigen Therapieansatzen bieten (Fricke et al.,
2007; Rodriguez et al., 2005; Suzuki et al., 2005; Terabe et al., 2003). Andererseits
kann durch die Induktion einer potenten Antitumor-Antwort der selektive Druck auf

Tumorzellen erhdht werden, wodurch die Ausbildung aggressiverer tumor escape®-
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Varianten begunstigt wird. Die Terminologie hierfur ist ,cancer immunoediting“ (Bui
and Schreiber, 2007; Dunn et al., 2006; Smyth et al., 2006). Diese Faktoren
erschweren in ihrer Gesamtheit das Generieren einer produktiven Immunantwort

gegen Tumorzellen.

4.3 Mechanismen der Verstdrkung nach UV B/TCI

Bereits im Jahr 2002 konnten Hemmi und Kollegen die Abhangigkeit des
synthetischen Imiquimod und seines Derivates Resimiquimod von der Expression
des TLR 7 und des Adaptermolekuls MyD88 zeigen (Hemmi et al., 2002). TLR 7-
beziehungsweise MyD88-defiziente Mause produzierten nach Behandlung mit
Imiquimod oder Resimiquimod keine inflammatorischen Zytokine, vor allem kein IFN,
wodurch die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie NFkB und Jnk ausblieb. In
der vorgelegten Arbeit konnte des Weiteren gezeigt werden, dass in den bereits
erwahnten transgenen Tieren keine Antigen-spezifischen T-Zellen nach TCI induziert
werden konnen und ebenfalls keine lytische Aktivitat von zytotoxischen Zellen
dokumentiert werden kann. Es konnte auRerdem gezeigt werden, dass auch die
Kombination von UV B-Bestrahlung und TCI abhangig von der Signaltransduktion
Uber den TLR7 und MyD88 ist. Genauer konnte bewiesen werden, dass die
Expression des Rezeptors auf hamatopoetischen Zellen unerlasslich ist.

Auf der Ebene der Signalkaskade lie® sich nach einer Veroffentlichung von
Yoshikawa und Streilein vermuten, dass die Expression des TLR 4 bei den durch
UV B-vermittelten Effekten eine Rolle zu spielen scheint (Yoshikawa and Streilein,
1990). Dazu wurden Kontakthypersensitivitats-Experimente mit Tieren durchgefuhrt,
die eine Mutation im Genlokus fur den TLR 4 tragen. In diesen Tieren zeigte eine
UV B-Bestrahlung keine immunsuppressiven Auswirkungen. Um eine mogliche Rolle
des TLR 4 im angewandten Immunisierungsmodell ndher zu untersuchen, wurden
hier Mause verwendet, die einen vollstandigen Knock-out fir den TLR 4 besitzen.
Zusatzlich wurden transgene Tiere verwendet, denen das TLR 4-Adaptermolekl
TRIF fehlt. In beiden Stdmmen konnte keine Reduktion der UV B-vermittelten
verstarkten Immunantwort dokumentiert werden, was die Involvierung eines zum

Beispiel endogenen TLR 4 ausschliet. Das von Yoshikawa und Streilein verwendete
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Bestrahlungsprotokoll weicht erheblich von dem hier etablierten ab. Im Vergleich zu
der hier eingesetzten reinen UV B-Lampe verwendeten Yoshikawa und Streilein eine
Quelle mit einer Bandbreite von 250 bis 400 nm, was der Wellenlange von UV A und
UV B entspricht, mit einer hoheren Intensitat von UV B. Fir den Kontakt mit UV A
sind ebenfalls Publikationen zur Immunsuppression erschienen (Damian et al., 1999;
Halliday et al., 1998). Allerdings konnte auch gezeigt werden, dass UV A keine
Veranderung der Immunitat vermittelt (Dittmar et al., 1999; Skov et al., 1997).
Erschwerend kommt hinzu, dass sich die Wirkungsweisen von UV A und UV B
gegenseitig beeinflussen (Reeve et al., 1998) und deshalb nicht von einem UV B-
abhanigen Effekt in der Arbeit von Yoshikawa und Streilein gesprochen werden kann.
AuRerdem wurde die Bestrahlung an vier aufeinanderfolgenden Tagen wiederholt.
Wie die in der vorliegenden Arbeit gezeigten Experimente zur Etablierung des
Immunisierungsprotokolls deutlich machen, ist die Abfolge und die Haufigkeit ein
entscheidender Faktor fur die Auspragung der UV-Effekte. Dies kdénnte die

Diskrepanz flur die Rolle des TLR 4 in beiden Ansatzen erklaren.

4.4 Dermale DCs i(ibernehmen das Priming der T-Zellen nach TCI

In der Vergangenheit wurden bereits einige Publikationen zur Wirkungsweise von
Imiquimod auf zellularer und Zytokinebene verodffentlicht. Bezogen auf die Rolle
dendritischer Zellen in Immunisierungsexperimenten zahlten Langerhans Zellen zu
den wichtigsten APCs der Haut, die sowohl virale als auch Tumorantigene
prasentieren kdnnen (Grabbe et al., 1991; Knight and Macatonia, 1988). Bereits im
Jahr 2000 konnte fir Langerhans Zellen der Epidermis ein Zusammenhang zwischen
Veranderungen der Morphologie, Migration und Verstarkung der
Kontakthypersensitivitat und der Applikation von Imiquimod hergestellt werden
(Suzuki et al.,, 2000). Allerdings wurde zu diesem Zeitpunkt nicht zwischen
verschiedenen Langerin® DCs differenziert, da ein Vorhandensein unterschiedlicher
Populationen erst spater beschrieben werden konnte (Bursch et al., 2007b). Aktuell
ist die Bedeutung von LCs umstritten und reicht von einer zentralen Rolle bei der
epikutanen Immunisierung in der Tumortherapie bis zu einer untergeordneten Rolle

bei der Induktion einer Immunantwort (Fukunaga et al., 2008; Stoitzner et al., 2008).
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Zur Aufklarung der zellularen Mechanismen, welche die Immunantwort nach TCI und
die Verstarkung nach UV B-Bestrahlung vermitteln, wurde sich verschiedener
transgener Mausmodelle bedient. Nach Depletion von CD11c*- beziehungsweise
Langerin®-Zellen lieR sich dermalen CD11c"-Zellen eine bedeutende Rolle zuweisen,
wahrend aus dem Knochenmark stammende Langerin®-Zellen nur eine
untergeordnete Rolle zu spielen scheinen (Bursch et al., 2007a; Ginhoux et al., 2007)
und lediglich bei einer TCI mit Cholera Toxin unerlasslich sind (Chang et al., 2008).
Langerhans Zellen der Epidermis kdonnen nicht direkt auf die Imiquimod-haltige
Creme reagieren, da diese Zellpopulation keinen TLR 7 besitzt (Flacher et al., 2006;
Mitsui et al., 2004). Trotzdem ist eine verstarkte Auswanderung und Aktivierung von
LCs nach Imiquimod-Behandlung dokumentiert (Suzuki et al., 2000), was zumindest
teilweise auf die Interaktion mit dermalen Mastzellen zurlck zu fuhren ist (Heib et al.,
2007). Carbone et al. schreiben LCs eine indirekte Rolle beim Priming von T-Zellen
zu, indem sie Antigene zwar zu den Lymphknoten transportieren, diese dann aber
auf residente DCs zur Prasentation Ubertragen (Carbone et al., 2004). Die
untergeordnete Rolle von LCs bei diesem Immunisierungsprotokoll wird auch durch
die Migrationsgeschwindigkeit von LCs bekraftigt. Bekannt ist, dass nach TCI bereits
nach kurzester Zeit ein Priming der T-Zellen im Lymphknoten stattfindet. Der
Antigentransport scheint also von schneller migrierenden dermalen DCs abhangig zu
sein im Vergleich zu langsamer migrierenden LCs (Kissenpfennig et al., 2005).

Zuséatzlich bekraftigt werden konnte die Bedeutung von CD11c*-Zellen durch Analyse
von absoluten Zellzahlen in drainierenden Lymphknoten immunisierter Mause. Im
Gegensatz zur nahezu gleich bleibenden Zahl an Langerin®-Zellen, konnte fiir
CD11c"-Zellen ein massiver Anstieg vor allem nach UV B/TCI, aber auch nach TCI
festgestellt werden. Diese Zellen missen vom Inflammationsherd der Haut stammen.
Zusatzlich zu der Beobachtung, dass nach UV- und Imiquimod-Behandlung die
Produktion von IL12p70 durch CD11c*-Zellen erhdht wird (Thatcher et al., 2006),
konnten hier erhdhte mRNA-Level fur IL12p40 gezeigt werden. Durch die Aktivierung
des TLR 7 werden Transkriptionsfaktoren induziert, die die Produktion von IL-12,
IFNa und TNFa begunstigen. IL-12 spielt eine maligebliche Rolle bei der Protektion
gegen eine UV-induzierte Immunsuppression (Schmitt et al., 1995; Schwarz et al.,
1996; Schwarz et al., 1998). Allerdings wurde die Bedeutung der erhdhten IL-12-
Produktion durch die Immunisierung von IL-127-M&usen relativiert, da dort eine mit

der Wildtyp-Kontrolle vergleichbare Immunantwort ausgelést wurde. Altere
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Publikationen zeigen, dass inhibierende Antikdrper fur IL-12 und IFNa, die durch
Imiquimod-induzierte IFNy-Produktion hemmen (Rogge et al., 1997; Szabo et al.,
1997). Mit IFNaR"-Mausen konnte hier eine eindeutige Abhangigkeit der
Immunisierungsstrategie von Typ | Interferonen gezeigt werden.

Kritisch  betrachtet werden muissen hier die Ergebnisse aus den
Depletionsexperimenten der GR1*-Zellen. Insbesondere sollte dabei die Rolle der
Granulozyten angesprochen werden (Palamara et al., 2004b). Wie von Palamara
gezeigt werden konnte, finden sich nach Applikation von Aldara auch vermehrt
plasmazytoide dendritische Zellen (pDCs) beziehungsweise pDC-ahnliche Zellen in
der Haut und in der Milz. Diese Zellen, die MHC Il exprimieren und zusatzlich auch
GR1" sind, werden durch die Injektion des RB68C5-Antikbpers ebenfalls depletiert.
Dies konnte eine Erklarung fur das vollstandige Ausbleiben der Immunantwort nach
GR1-Depletion sein, da hauptsachlich pDCs den TLR 7 in Mausen exprimieren
(Hemmi et al., 2002). Aul3erdem produzieren pDCs nach Aktivierung uber den TLR 7
grol’e Mengen an Typ | Interferonen (Akira et al., 2001; Gibson et al., 2002). Um die
Rolle der Granulozyten genauer zu bestimmen, wurde bereits ein vermeintlich
spezieller Antikorper (1A8) im Mausmodell getestet. Allerdings lielen sich nach
Applikation dauerhaft Granulozyten im Blut der Tiere nachweisen. Eine weitere
Mdglichkeit bestinde in der Verwendung von LysMCre-DTA-Mausen, deren

Granulozyten von Geburt an fehlen.

4.5 Die induzierte Immunantwort wird durch IL-10 supprimiert

Der Einfluss von regulatorischen T-Zellen auf die transkutane Immunisierung wurde
in dieser Arbeitsgruppe zunachst durch Injektion des PC61-Antikdrpers (a-CD25)
untersucht. Hier konnte eine inhibitorische Funktion der Tregs auf die induzierte CTL-
Antwort beobachtet werden. Allerdings zeigte sich, dass nach Applikation des
Antikdrpers lediglich die CD25-Expression der Zellen reduziert ist, die Anzahl der
Tregs bei gleichzeitiger Inaktivierung jedoch konstant bleibt (Kohm et al., 2006). Eine
eindeutigere Situation ergibt sich aus der Immunisierung von DEREG-Mausen. Hier
konnten die regulatorischen T-Zellen durch die Gabe von Diphterietoxin depletiert

werden. Das Ergebnis zeigte, wie nach Injektion des PC61-Antikorpers, eine
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verstarkte Immunantwort induziert nach transkutaner Immunisierung. Eine
Wirkungsweise von Tregs ist durch die Induktion der Produktion von IL-10 (Schwarz
et al., 2004). Fur ein Colitis Modell konnte bereits eine suppressive Wirkung von IL-
10, produziert von CD4*CD25" regulatorischen T-Zellen, gezeigt werden (Maloy et al.,
2003). Die Immunisierung von IL-10"-Tieren resultierte dazu passend in der
Auspragung einer verstarkten Antwort, verglichen mit den Ergebnissen in Wildtyp-
Kontrollen. Transferieren lie3 sich dieser Effekt in die Wildtyp-Situation durch
Injektion eines blockierenden anti-IL-10-Rezeptor-Antikérpers. Auch hier konnte die
Immunantwort verstarkt werden. Der Transfer von Tregs aus Wildtyp-Tieren in IL-107
-Tiere zeigte nach Immunisierung keine eindeutige Suppression der Immunantwort.
Dieses Ergebnis spricht fir eine weitere Treg-unabhangige IL-10-Quelle. Die
Arbeitsgruppe um Clare Lloyd konnte erstmals zeigen, dass eine Suppression durch
Tregs in einem Allergie-Modell nicht von IL-10 abhangt, welches von selbigen
produziert wurde, da die Tregs aus IL-10"-Tieren isoliert wurden und die
Suppression trotzdem vermittelt werden konnte (Kearley et al., 2005). Vermutet
wurde, dass Tregs eine Immunsuppression ausldsen, indem sie die IL-10-Produktion
in CD4" T-Zellen induzieren. Diese Hypothese kann hier nicht aufgegriffen werden.
Der Transfer von CD4* Zellen aus Wildtypen in IL-10"-Tiere fiihrte zu keiner
Suppression der Immunantwort, obwohl hier die transferierten T-Zellen in der Lage
waren IL-10 zu produzieren. Eine weitere IL-10-Quelle kdnnten regulatorische B-
Zellen darstellen, von denen mindestens eine Population (B10-Zellen) IL-10
produziert (Yanaba et al., 2008). Durch die Applikation eines depletierenden
Antikdrpers konnte fur diese Zellpopulation gezeigt werden, dass sie die Proliferation
von T-Zellen sowie die T-Zell-abhangige Immunantwort in vivo supprimiert. In
Experimenten mit adoptivem Transfer von regulatorischen B-Zellen in B-Zell-
depletierte Tiere konnte gezeigt werden, dass der Transfer von B10-Zellen aus
Wildtyp-Tieren im Vergleich zu Zellen aus IL-10"-Tieren zu einer Regulation einer T-
Zell-abhangigen CHS-Antwort fuhrt (Bouaziz et al., 2008).
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5 Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Arbeit wurde ein etabliertes Immunisierungsmodell auf der Basis eines
synthetischen TLR 7-Liganden zur Aufhebung der suppressiven Eigenschaften von
UV B-Strahlung verwendet. Es konnte gezeigt werden, dass nach Ermittlung eines
geeigneten Immunisierungsprotokolls mit UV B die durch TCI vermittelte
ausschlielBlich primare Immunantwort verstarkt werden konnte, so dass eine
Gedachtnisantwort  induziert werden konnte. Durch die Immunisierung
verschiedenster knockout sowie transgener Stamme konnte bewiesen werden, dass
die Reaktion auch nach zusatzlicher UV B-Bestrahlung abhangig von TLR 7 und dem
Adaptormolekul MyD88 ist. Bei der Aufklarung der zellularen Mechanismen, die
dieser Immunisierungsmethode zu Grunde liegen, konnten dermale DCs, sowie
GR1*-Zellen als wichtige Mediatoren identifiziert werden. Eine wesentliche Funktion
von epidermalen Langerhans Zellen konnte in diesem Zusammenhang
ausgeschlossen werden. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass auf
Zytokinebene Typ | Interferone eine tragende Rolle spielen und die Produktion von
IL-12p35 in den Haut-drainierenden Lymphknoten angeregt wird. Supprimiert wird
die Immunantwort durch regulatorische T-Zellen, sowie durch die Freisetzung von IL-
10, welches nicht ausschlieldlich von regulatorischen T-Zellen produziert wird. Die
Applikation eines blockierenden IL-10-Rezeptor Antikoérpers verhinderte die IL-10-
vermittelte Suppression und flhrte zu einer weiteren Verstarkung der Immunantwort.
Durch die induzierte Gedachtnisantwort nach UV B/TCI konnte das Immunisierungs-
Modell in einem therapeutischen Tumormodell angewandt werden und flhrt hier zu
einer verstarkten AbstoRung von Tumoren, verglichen mit TCl alleine, was eine
Grundlage fur zukunftige nadelfreie Vakzinierungen darstellen konnte. In diesem
Zusammenhang sollte in folgenden Experimenten der Ursprung inhibitorischer
Faktoren, wie die Produktion von IL-10, naher beleuchtet werden. Durch gezielte
Blockierung oder Umgehung der suppressiven Mediatoren beziehungsweise der
produzierenden Zellen lie3e sich die Anwendung womaoglich weiter verbessern. Aber
auch eine Kombination des bestehenden Immunisierungsprotokolls mit anderen
unterstitzenden Faktoren ist denkbar. Hierzu zahlen zum Beispiel Peptide, fur die
eine immunstimulatorische Wirkung beschrieben werden konnte. Des Weiteren

konnten synthetisch hergestellte Nanopartikel eingesetzt werden, deren Oberflache
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mit aktivierenden Fragmenten, wie TLR-Liganden oder auch Antikdrpern gekoppelt
sind. Dadurch lieRBe sich eine gezieltere und effektivere Aktivierung von APCs

induzieren, die letztlich zu einer verstarkten Immunantwort fUhrt.
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6 Abkiurzungsverzeichnis

APC Antigenprasentierende Zelle

APC Allophycocyanin

BSA bovines Serumalbumin

CD cluster of differentiation

cDC konventionelle DC

CFSE 5,6-carboxyfluorescein diacetate succinimidyl
ester

CLIP class ll-associated invariant chain peptide

CTL zytotoxischer Lymphozyt

DC Dendritische Zelle

dDC dermale DC

DMSO Dimethylsulfoxid

DNFB 2,4-Dinitrofluorobenzol

DNS Desoxyribunocleinsaure

DT Diphterietoxin

ER Endoplasmatisches Retikulum

FACS Fluoreszenzaktivierter Zellsorter

FCS fotales Kalberserum

FITC Fluorescein-isothiocyanat

GMCSF Grabulozyten-Monozyten-Kolonien-
Wachstumsfaktor

HLA human leukocyte antigen

IFN Interferon

IL Interleukin

i.p. intraperitoneal

IRAK IL1-receptor associated kinase

IRF interferon regulatory factors

ITAM immunoreceptor tyrosine-based activation motif

V. intravenods

LAT linker of activation in T-cells

LC Langerhans Zelle

MED minimale Erythemdosis
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MHC
MTOC
MyD88
NFAT
n.s.
OVA
PAMPs
PBS
pDC
PE

Pl
RAG
SALT
s.C.

Sg

SM
SMAC
TAA
TAP
TCI
TCR
TICAM-1
TIR
TLR
™
TNF
TRAF-6
Treg
TRIF
UCA
ZAP

Haupthistokompatibilitatskomplex
microtubule organizing centre

myeloider Differenzierungsfaktor 88
nuclear factor of activated T-cells

nicht signifikant

Ovalbumin

pathogen-associated molecular patterns
phosphate buffered saline
plasmazytoide DC

Phycoerythrin

Propidiumiodid

recombination activation genes

Skin associated lymphoid tissue
subcutan

Salbengrundlage

Selektionsmedium

supramolekulerer Aktivierungscluster
Tumorassoziierte Antigene

transporter associated with antigen processing
transkutane Immunisierung
T-Zellrezeptor
TIR-containing-adaptor-molecule-1
Toll-IL-1-Rezeptor

Toll-like-Rezeptor

Testmedium

Tumornekrosefaktor

TNF receptor-associated factor 6
regulatorische T-Zelle
TIR-domain-containing-adaptor-inducing-IFN-£
urocanische Saure

C-Ketten-assoziiertes-Protein
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