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Einleitung

A. Einleitung

1 Die Entwicklung und Differenzierung von Mastzellen

Mastzellen stammen von myeloiden Vorlauferzellen des Knochenmarks ab, die kirzlich
erstmals in Mausen charakterisiert werden konnten (1). Unreife Vorlaufer der Mastzellen
zirkulieren zunachst im Blut, wandern schlielllich in die Zielgewebe ein und differenzieren
dort zu reifen Mastzellen. Diese Vorlauferzelle wird auch als Promastocyt bezeichnet. Der
Promastocyt zeichnet sich durch den Phanotyp Thy-1°% c-kit"®", das Vorhandensein von
cytoplasmatischen Granula und die Expression von mRNA flir Mastzellproteasen aus. In
diesem Stadium wird der hochaffine IgE Rezeptor (FceRlI) jedoch noch nicht exprimiert (2)
Fur die Einwanderung der Mastzellvorlaufer sind offensichtlich definierte Proteine wichtig. So
konnte kirzlich gezeigt werden, dass Mastzellvorlaufer durch die Interaktion des von
Mastzellen exprimierten Adhesionsmolekiils a437 und dem MAdCAM-1 (mucosal addressin
cell adhesin molecule) in die Dinndarmmucosa einwandern kénnen (3).

Uber die Vorlauferzellen humaner Mastzellen ist nur wenig bekannt. Es wurde beschrieben,
dass aus CD34", CD13", c-kit", FceRI'-Zellen im Blut oder Knochenmark Mastzellen, aber

auch basophile Granulozyten entstehen kénnen (4).

In der Maus unterscheidet man hauptsachlich zwei Mastzellpopulationen. Zum einen sind
das die Bindegewebsmastzellen (CTMC, connective tissue type mast cells) und zum
anderen die Mastzellen der Schleimhaute (MMC, mucosal type mast cells). Beide
Mastzellpopulationen unterscheiden sich phanotypisch in Grélke, Granulierung und dem
Inhalt der Granula.

Bindegewebsmastzellen sind hauptsachlich in der Haut und im Peritoneum angesiedelt. Die
Schleimhautmastzellen hingegen sind in den Epithelien und den mucosalen Schichten der
Bronchien, der Lamina Propia des Gastrointestinaltrakts und den Schleimhauten der Augen
und Nase zu finden. Desweiteren findet man MMC auch in direkter Nahe zu den
Blutgefalen.

Damit besetzen Mastzellen nahezu jede Stelle im Koérper, die der Aufdenwelt zugewandt ist.

Beim Menschen kann man ebenfalls zwei Populationen von Mastzellen unterscheiden, MC+
und MC+c. Die Bezeichnungen sind auf die charakteristische Expression der Proteasen
Chymase und Tryptase zurlickzuflhren. Hierbei ahneln die humanen MC+ den MMC bei der
Maus, die MC+¢ eher den Bindegewebsmastzellen (CTMC).

Murine Mastzellen besitzen einen plastischen Phanotyp, d.h. beide Zellpopulationen kénnen
unter den entsprechenden Bedingungen ineinander Utbergehen (5). So erscheinen nach
Injektion (i.v. oder ip.) von Mastzellen, welche aus dem Peritoneum gewonnen wurden
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(CTMC-Typ), in mastzelloser Mause in der Magenmuskulatur und der Milz Mastzellen vom
CTMC-Typ in der Mucosa des Magens hingegen Mastzellen des MMC-Typs. Ebenso
entwickeln sich aus Knochenmark generierte Mastzellen (BMMC'), welche als Analogon zu
mucosalen Mastzellen gesehen werden, in den entsprechenden Geweben zu Bindegewebs-
oder mucosalen Mastzellen (6).

Biogene Proteasen Proteoglykan Vorkommen
Amine
Maus Mucosal Histamin, | mMCP-1,2 Chondroitinsulfat | Gastrointestinaltrakt
MMC Serotonin Lunge, BlutgefalRe
Bindegewebe | Histamin, | mMCP-3, 4, 5, 6 Heparin Bauchhdéhle
CTMC Serotonin | Carboxypeptidasen Haut
Mensch | Mucosal Histamin Tryptase Chondroitinsulfat | Schleimhaute,
MC+ Heparin Lunge
Bindegewebe | Histamin Tryptase Chondroitinsulfat | Haut,
MC+¢ Chymase Heparin Darmschleimhaut

Tab.1: Die Tabelle faBt die wichtigsten Eigenschaften der beiden Hauptpopulationen von

Mastzellen bei Maus und Mensch zusammen.

Der wichtigste Wachstumsfaktor fur Mastzellen ist der Ligand fur c-kit, SCF (stem cell factor).
Andere Wachstumsfaktoren wie IL-4, IL-6, TNF-a, IL-9 oder IL-10 spielen ebenfalls eine
Rolle fir Differenzierung und Proliferation dieser Zellen (2). Obwohl IL-3 ein essentieller
Faktor fur die in vitro Kultivierung muriner Mastzellen darstellt, entwickeln sich Mastzellen
auch in IL-3-defizienten Mausen (7).

Ein wichtiges Modell zur Untersuchung von Mastzellen bei immunologischen Reaktionen
kam mit der Beschreibung von Mastzell-defizienten Mausen durch Kitamura 1978 auf (5).
Der Mausstamm WBB6F 1- Kit"/Kit"" (im Folgenden als Kit"""" bezeichnet) besitzt 2 defekte
Allele fur c-kit (CD117), den Rezeptor fur SCF. Da SCF aber ein entscheidender
Wachstumsfaktor fur Mastzellen darstellt, kdnnen diese Tiere keine Mastzellen ausbilden.
Die Mutation des einen Allels (Kit") fiihrt durch den Verlust der Transmembrandoméne zu
einer Verkurzung des c-kit Proteins, wodurch dieses nicht mehr auf der Oberflache
exprimiert werden kann und somit funktionslos ist (8). Die Kit" Mutation des zweiten Allels
weist eine Punktmutation in der Tyrosinkinasedomane des Rezeptors auf, wodurch die
Weiterleitung der Signalkaskade erheblich gestort ist (9). Diese Tiere zeigen, neben dem

' Bone marrow derived mast cells
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Verlust von Mastzellen, jedoch noch weitere Defekte. So sind diese steril und anamisch,
besitzen keine Melanocyten und Cajal- Zellen.

Ein weiterer Mausstamm, Kit"Vs"Ws" (

,Sash“-Mutation), besitzt ebenfalls keine Mastzellen.
Diese Tiere haben im Gegensatz zu den Kit"" Mausen den Vorteil, dass sie, von fehlender
Hautpigmentierung abgesehen, keine weiteren Defekte aufweisen (10, 11). Tiere dieses
Stammes sind fertil und besitzen zudem noch den Vorteil, dass sie den genetischen
Hintergrund des viel verwendeten Mausstammes C57BI/6 aufweisen, was
Rekonstitutionsexperimente mit BMMC bzw. Kreuzungen mit Tieren anderer Stamme
erheblich erleichtert. Die sash-Mutation ist eine Inversion, welche regulatorische Elemente
ca. 70kb oberhalb des Kit-Gens zerstort, die offensichtlich fiir die Expression des Rezeptors
in Mastzellen essentiell sind (11-13).

Tiere beider Stamme (Kit"”" und Kit"*") lassen sich erfolgreich durch den Transfer von in
vitro kultiverten BMMC lokal oder systemisch rekonstituieren. Dadurch gibt es nun die
Méglichkeit die Funktion der Mastzelle direkt in vivo in unterschiedlichen Modellen zu
untersuchen.

2 Die Rolle der Mastzelle bei Allergien-die klassische Betrachtungsweise

Erstmals beschrieben wurden Mastzellen von Paul Ehrlich im Jahre 1878. Er stellte diese
Zellen durch Farbung mit Anilinfarbstoffen als stark granulierte Zellen in unterschiedlichen
Geweben dar. Ebenso zeigte er, dass Mastzellen sich in der direkten Nahe von Blutgefallen
befinden, ohne jedoch zum Blutgefalisystem zu gehdren (14).

20 Jahre spater wurde der Begriff der Anaphylaxie durch Richet und Portier definiert (15).
Danach konnte erst im Jahre 1967 durch Arbeiten von Ishizaka und Kollegen eine
Verbindung zwischen Anaphylaxie und reaktiven IgE-Antikérpern nachgewiesen werden
(16). Jedoch erst nach weiteren 6 Jahren wurde der IgE-Rezeptor auf Mastzellen
beschrieben (17).

Seit dieser Zeit wurde die Mastzelle nur noch in Verbindung mit Soforttyp-Allergien wie z.B
Asthma gesehen (Typ I, Coombs und Gell, Clinical Aspects of Immunology, ed. Gell, PGH
(Blackwell Scientific), pp. 317-337). Nach Produktion von Antigen- bzw. Allergen-
spezifischen IgE-Antikérpern durch aktivierte B-Zellen kann IgE an den hochaffinen IgE-
Rezeptor (FceRI) auf der Mastzelloberflache binden. Kommt es nun zu einem erneuten
Kontakt mit dem betreffenden Allergen, so kann dieses an die IgE-Antikdrper binden.
Dadurch kommt es zu einer Kreuzvernetzung der rezeptorgebundenen IgE-Antikdrper, was
zu einer schlagartigen Degranulation der Mastzellen und somit zur Freisetzung und de novo
Synthese verschiedener Cytokine und Chemokine flhrt (siehe Abb.1).



Einleitung

ruhende Mastzelle aktivierte Mastzelle

Abb.1: Die Aktivierung der Mastzelle iiber die Kreuzvernetzung von rezeptorgebundenen IgE-
Antikorpern fiihrt zu einer schlagartigen Degranulation der Mastzelle.
Der obere Teil der Abbildung zeigt eine elektronenmikroskopische Darstellung der Mastzelle. In der
ruhenden Zelle sind die Granula deutlich zu erkennen. Wird die Mastzelle aktiviert, so wird deren
Inhalt (Histamin etc.) nach aulen abgegeben. Im unteren Teil ist eine schematische Darstellung
dieses Vorgangs abgebildet. (abgedndert aus Immunologie, C.A.Janeway/P.Travers,

5.Auflage, 2002, Spektrum Akademischer Verlag)

Zusatzlich werden durch die Freisetzung von Histamin und Serotonin die Gefalte erweitert
und die GefalRdurchlassigkeit erhéht. Es kommt zu einer Einwanderung von Makrophagen,
neurophilen Granulozyten und weiteren Lymphozyten. Lokal bewirkt dies die bekannten
Reaktionen wie Schwellung und Juckreiz. Eine systemische Aktivierung jedoch kann zu
einem anaphylaktischen Schock und sogar zum Tod flihren. Dabei kommt es durch die
Schwellung der Bronchialschleimhaute zu Atemnot und die erhéhte GefalRpermeabilitat und
Erweiterung der Gefalle fihren zu einem starken Blutdruckabfall.

Eine weitere Uberempfindlichkeitsreaktion ist die vom verzégerten Typ (Typ IV, Coombs und
Gell). Zu den DTH-Reaktionen (delayed type hypersensitivity) gehért auch die
Kontaktallergie (CHS, contact hypersensitivity). Diese Reaktionen sind strikt T-Zell vermittelt.
Die CHS wird z.B. durch Metallionen, oder chemisch aktive Molekile, s.g. Haptene,
ausgelost. Haptene kénnen kdrpereigene Proteine so verandern, dass gegen diese eine
Immunreaktion entsteht. Die Funktion der Mastzelle bei der Uberempfindlichkeit vom
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verzogerten Typ ist jedoch noch nicht eindeutig geklart. Mastzellen sind in der Lage
innerhalb kurzer Zeit nach Haptenapplikation TNF-a und MIP-2 zu produzieren, wodurch
neutrophile Granulozyten und T-Zellen einwandern (18). Desweiteren zeigten mastzellose
Mause sowohl in der Sensibilisierungs- als auch in der Effektorphase der CHS gegen
Oxazolon eine reduzierte Reaktion (19). So wanderten nach erster Haptenapplikation in
Mastzell-defizienten Tieren wesentlich weniger antigenprasentierende Zellen aus als in
Wildtyp-Tieren (Sensibilisierungsphase). IgE-Antikérper scheinen die Reaktion noch
unspezifisch zu verstarken. Durch den Transfer von T-Zellen aus sensibilisierten Mastzell-
defizienten Mausen konnte in Wildtyp-Tieren eine DTH-Reaktion ausgeldst werden. Wurden
jedoch T-Zellen aus sensibilisierten Wildtyp-Tieren auf Mastzell-defiziente Tiere Ubertragen,
so konnte anschliefRend keine Reaktion gemessen werden. Dies zeigt, dass die Mastzelle
eine wichtige Funktion auch in der Effektorphase der DTH tbernimmt (20).

Biogene Amine Histamin, Serotonin

Lipidmediatoren: Prostaglandine, Leukotriene

Cytokine: IL-1, TNF-qa, IL-6, IL-4, IL-9, IL-10, IL-13
Chemokine: MCP-1, Rantes, KC, MIP-1a
Hamatopoetische Cytokine: IL-3, GM-CSF

Tab.2: Zusammenfassung der wichtigsten von Mastzellen nach Aktivierung freigesetzten
Produkte.

3 Mastzellen besitzen eine wichtige Funktion bei der Abwehr von Infektionen

Die Mastzelle war zunachst nur als potentiell schadliche Zelle bekannt. Es stellte sich somit
die Frage, warum die Mastzelle im Laufe der Evolution also Uberhaupt entstand und erhalten
geblieben ist.

Seit langerem ist bekannt, dass Mastzellen in Kooperation mit eosinophilen Granulozyten
eine wichtige Rolle bei der Abwehr von extrazellularen Darmparasiten spielen kénnen. So ist
die Expulsion einiger darmparasitierender Wirmer in Mastzell-defizienten Mausen im
Gegensatz zu Wildtyp-Tieren stark verzdgert (21). Jedoch sind Mastzellen nicht bei allen
Modellen zur Expulsion der Parasiten notwendig.

Die Bedeutung der Mastzelle erschien jedoch in einem anderen Licht, als deutlich wurde,
dass Mastzellen zur Abwehr bakterieller Infektionen beitragen kdnnen und somit einen
wichtigen Beitrag zur angeborenen Immunitat leisten. So konnte Echtenacher et al. in einem
Modell der akuten septischen Peritonitis (caecum ligation and puncture, CLP) zeigen, dass
Mastzellen fiir die Abwehr der Infektion und das Uberleben der Tiere unbedingt nétig sind. In
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diesem Modell wurde zur Erzeugung einer entziindungsférdernden Ischamie ein Teil des
Dickdarms abgebunden und anschlielend punktiert. Nach 5 Tagen waren alle Mastzell-
defizienten Tiere verstorben. Von den Wildtyp-Tieren verstarben jedoch nur 25%. Durch
Rekonstitution mit BMMC konnte die Mortalitatsrate in den mastzellosen Tieren wieder auf
Wildtyp-Niveau gesenkt werden. Durch die Gabe von anti-TNF-a Antikérpern direkt nach der
Punktion wurde die Sterblichkeit jedoch wieder erhéht. So konnte hier die protektive Wirkung
des von Mastzellen produzierten TNF-a, welches sofort (15-20 min.) nach Aktivierung aus
den Granula freigesetzt wurde, gezeigt werden (22).

In einem Infektionsmodell mit Klebsiella pneumoniae konnten ahnliche Ergebnisse erzielt
werden. 48 Stunden nach Gabe der Bakterien in die Lunge konnten Malaviya et al. zeigen,
dass in Mastzell-defizienten Tieren im Vergleich zu den Wildtyp-Tieren die Zahl der
Bakterien in der Lunge 20fach erhéht war. Zusatzlich war die Einwanderung von
neutrophilen Granulozyten in den mastzellosen Mausen stark reduziert (23).

Beide Arbeiten konnten also erstmals eindeutig zeigen, dass die Mastzelle und ihre Produkte
bei der Abwehr von Pathogenen eine Uberlebenswichtige Rolle spielen kénnen.

Neben der klassischen Aktivierung Uber die Kreuzvernetzung von gebundenen IgE-
Antikérpern auf der Mastzelloberflache lassen sich Mastzellen Uber weitere ganz
unterschiedliche alternative Mechanismen aktivieren.

Mastzellen lassen sich auch durch IgG-Antikorper aktivieren. So wurde gezeigt, dass
humane Mastzellen nach Kreuzvernetzung von IgG-Rezeptoren des hochaffinen Typs Fc,RI
ebenfalls biogene Amine, Lipid-Mediatoren und Cytokine, einschlielBlich TNF-a, freisetzen
(24, 25).

Eine weitere Moglichkeit Mastzellen zu aktivieren sind Immunkomplexe aus IgG-Antikdrpern
und Antigen. Eine sehr bekannte Reaktion dieser Art ist die Arthus-Reaktion (Typ I,
Coombs und Gell, 1963). Binden die Immunkomplexe Uber den Fc-Teil des Antikdrpers an
den niederaffinen IgG-Rezeptor Fc,RIll an Mastzellen, so kommt es ebenfalls zur
Degranulation und Aktivierung der Zellen. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden,
dass es in Mausen, welche zunachst eine i.v. Injektion mit Ovalbumin und anschliel3end eine
i.p. Injektion mit anti-Ovalbumin Antikdrpern zur lokalen Generierung von Immunkomplexen
erhalten hatten, bereits nach wenigen Minuten zur Freisetzung von TNF-a in der Bauchhohle
kam. In mastzellosen Mausen hingegen blieb die rasche Freisetzung von TNF-a vollig aus.
Etwa 6 Stunden nach der Injektion kam es zu einer zweiten und starkeren Welle der TNF-a-
Produktion. Diese ging mit der Einwanderung von neutrophilen Granulozyten einher,
welchen zusammen mit Makrophagen die zweite Welle der TNF-a-Produktion zugeschrieben
wurde. In Mastzell-defizienten Mausen waren die Einwanderung von neutrophilen
Granulozyten und die Freisetzung von TNF-a deutlich reduziert (26). Einige Jahre spater
konnte gezeigt werden, dass diese Reaktion Uber den FcyRIII-Rezeptor (CD16) der
Mastzellen vermittelt wird. Wurden Mastzell-defiziente Mause mit BMMC rekonstituiert,
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welchen die gemeinsame y-Untereinheit der Rezeptoren Fc,RI, Fc,RIll und Fc.RI fehlt, so
war die Auslosung einer Arthus-Reaktion stark beeintrachtigt. Komplementkomponenten
schienen hierbei keine Rolle zu spielen, da die Reaktion auch in Komplement-defizienten
Tieren normal verlief (27, 28). Der finale Beweis fur die Bedeutung des Rezeptors Fc,RIII auf
Mastzellen fir die Auslésung der Arthus-Reaktion konnte schlief3lich durch Verwendung von
Mausen mit genetischer Defizienz flir die Liganden-spezifische a-Kette dieses Rezeptors
erbracht werden (28).

Mastzellen kénnen desweiteren auch tber den Komplementrezeptor CR3 aktiviert werden.
So zeigte Sher et al. schon frih, dass komplementbeladene (C3b) Salmonellen und
Helminthen wie Schistosoma mansoni an diesen Rezeptor binden kénnen (29). Desweiteren
wurde auch gezeigt, dass in einem induzierten Peritonitis- Modell (CLP) die Beseitigung der
Bakterien und die mastzellabhangige Entziindung in komplement-defizienten Mausen
deutlich vermindert ausfielen (30).

Neben der indirekten Aktivierung Uber Komponenten des Komplementsystems oder Uber
Antikérper kénnen Mastzellen auch durch direkten Kontakt mit Pathogenen oder deren
Produkten bzw. Bestandteilen aktiviert werden.

Ein bekanntes Beispiel ist das FimH-Antigen, ein Proteinbestandteil bakterieller Geil3eln. Es
bindet an CD48 auf der Mastzelloberflache und 16st so die Freisetzung von TNF-a und die
Phagozytose der Bakterien durch Mastzellen aus (31, 32).

Bestandteile von Pathogenen werden jedoch auch von so genannten ,pattern recognition
receptors® erkannt. Die bekanntesten Rezeptoren sind die Toll-like Rezeptoren, welche
zunachst in Drosophila melanogaster beschrieben wurden (33). Bis heute sind 13
unterschiedliche Toll-like Rezeptoren bekannt. Diese kénnen ganz unterschiedliche
Bestandteile von Bakterien und Viren erkennen, sogenannte ,pathogen associated molecular
patterns®. So bindet das Lipopolysaccarid (LPS), ein Bestandteil der Zellwande
gramnegativer Bakterien, an TLR4, die flr Bakterien-DNA typischen unmethylierten CpG-
Motive hingegen an TLR9. Im Gegensatz zu den Rezeptoren der adaptiven Immunitat, B-
Zellrezeptoren bzw. Antikdérpern und T-Zellrezeptoren, deren Spezifitdt durch DNA-
Rekombinationen auf somatischer Ebene festgelegt wird, sind die Spezifititen der TLR
bereits in der Keimbahn definiert. Aus diesem Grund zahlt man die TLR zur angeborenen
Immunitat, kann sie jedoch auch, da z.B. die Aktivierung von Dendritischen Zellen Gber TLR
zu deren Reifung und damit zur Entstehung einer adaptiven Immunantwort fihrt, als ein
zentrales Bindeglied zwischen angeborener und erwobener Immunitat sehen (34).

Eine Zusammenstellung der bisher bekannten Toll-like Rezeptoren und ihrer wichtigsten
Liganden ist in der folgenden Tabelle aufgefiihrt.
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Toll-like Rezeptor Ligand
TLR1 bakterielle Lipoproteine
TLR2 Lipoteichonsaure, Peptidoglycan, Pam3Cys
TLR3 (in Endosomen vorliegend) | doppelstrangige RNA (viral), poly I:C
TLR4 LPS
TLR5 Flagellin
TLR6 Lipoprotein

TLRY (in Endosomen vorliegend) | einzelstrangige RNA, Imiguimod, R848 (synthetisch)

TLR8 (in Endosomen vorliegend) | einzelstrangige RNA, in Maus nicht funktionell
TLR9 (in Endosomen vorliegend) | bakterielle DNA (unmthylierte CpG- Motive)

TLR10 unbekannt, in Maus nicht funktionell

TLR11 unbekannt, uropathogene Bakterien, human inaktiv
TLR12 unbekannt

TLR13 unbekannt

Tab.3: Zusammenfassung der Toll- like Rezeptoren und ihrer Liganden (35)

Eine ganze Reihe von Zellen des Immunsystems exprimieren unterschiedliche
Kombinationen von Toll-like Rezeptoren.

Dendritische Zellen z.B. setzen nach der Stimulation mit LPS oder CpG-DNA eine Reihe von
Cytokinen und Chemokinen frei. Desweiteren reifen sie aus, was auch durch die verstarkte
Expression costimulatorischer Molekiile fiir T-Zellen gekennzeichnet ist.

Mastzellen exprimieren ebenfalls ein weites Spektrum an Toll-like Rezeptoren, welches sich
je nach Population unterscheiden kann (36). So exprimieren Bindegewebsmastzellen neben
TLR2 und TLR4 auch die TLR3, 7 und 9, bei BMMC sind die drei letztgenannten TLR jedoch
nicht nachzuweisen.

Frihere Arbeiten konnten zunachst in vitro zeigen, dass TLR-Signale ebenfalls Mastzellen
aktivieren kénnen. Bei peritonealen Mastzellen der Ratte induziert die Aktivierung Uber
LPS/TLR4 die Freisetzung des proinflammtorischen Cytokins IL-6, bewirkt jedoch nicht deren
Degranulation (37). Weiterhin wirkt LPS als starkes costimulatorisches Signal auf die
Produktion der Mastzellcytokine IL-9 und IL-13 (38). Neuere Arbeiten zeigen zudem, dass
die TLR-vermittelte Aktivierung von Mastzellen auch in vivo essentiell an einer Vielzahl von
Reaktionen beteiligt ist.

Im Modell der akuten septischen Peritonitis (CLP) konnten Supajatura et al. zeigen, dass die
protektive Funktion der Mastzelle Uber den LPS/TLR4-Signalweg vermittelt wird (39).
Weiterhin kann der LPS/TLR4-Signalweg der Mastzellen auch eine wichtige Funktion fir die
Entstehung chronischer Entziindungen haben, wie Kkirzlich anhand eines murinen
Asthmamodells gezeigt werden konnte (40). In einem TLR3-vermittelten Entziindungsmodell
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wurde demonstriert, dass derart aktivierte Mastzellen wichtig fir das Anlocken von CD8" T-
Zellen sind.

Durch die Vielzahl an Rezeptoren ist die Mastzelle in der Lage, auf ganz unterschiedliche
Stimuli durch die Freisetzung von Mediatoren entsprechend zu reagieren (41).

In der folgenden Abbildung soll nun noch einmal kurz die einzelnen Funktionen der Mastzelle
im Immunsystem zusammengefal3t werden. Diese gehen weit Uber die lange Zeit bekannte
Rolle als Effektorzelle bei allergischen Reaktionen hinaus.

Die Mastzelle besitzt eine wichtige Rolle bei der Abwehr von Pathogenen und kdnnte sogar
bei der Entstehung und dem Verlauf einer Immunantwort einen entscheidenden Beitrag

leisten.
Historisch: Effektorzelle bei Erkrankungen des atopischen Formenkreises

1878: Ehrlich 1.Beschreibung der Mastzelle

1913: Richet Definition der Anaphylaxie

1960s: Ishizaka Zusammenhang zwischen IgE-Mastzelle-Anaphylaxie

1963: Coombs & Gell Typ I- IV Reaktionen

¢ Bislang Beteiligung der Mastzelle an Typ I, I, IV gezeigt
Verstarker/Modulator von Effektorzelle der angeborenen Immunitét
adaptiven Immunantworten 1996: Echtenacher & Hiiltner; Malaviya
EinfluR von Mastzellen auf Initiatorzelle von lebensrettenden Immunantworten
Antigen prasentierende Zellen bei bakteriellen Infektionen
AN J
Y

Basiert auf alternativer Mastzellaktivierung tiber
TLR, CD48, Immunkomplexe,
Komplementkomponenten

Abb.2: Mastzellen spielen nicht nur bei allergischen Reaktionen eine Rolle, sondern besitzen
auch eine wichtige Funktion bei der Abwehr von Pathogenen und eventuell auch

bei der Induktion einer adaptiven Immunantwort.
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4 Zielsetzung

Mastzellen liefern einen wichtigen Beitrag zur Abwehr von Pathogenen. Sie kénnen dabei
durch Bestandteile der Pathogene z.B. Uber Toll-like Rezeptoren aktiviert werden und setzen
dadurch eine Reihe proinflammatorischer Cytokine und Chemokine frei.

In dieser Arbeit sollte zundchst die Rolle der Mastzelle bei einer Iokalen
Entzlindungsreaktion in der Haut untersucht werden. Als Modell wurde dafir die Aktivierung
Uber den Toll-like Rezeptor 7 gewahlt. Dieses Modell ist in sofern interessant, da bestimmte
Populationen von Mastzellen den Rezeptor fiur Imiquimod (TLR7) exprimieren konnen,
Langerhanszellen, als typische antigenprasentierende Zellen der Haut, und Keratinocyten
jedoch nicht.

Desweiteren sollte im zweiten Teil der Arbeit die Funktion der Mastzelle bei einer adaptiven
Immunreaktion ermittelt werden, die durch eine transkutane Immunisierung ausgel6st
werden kann. Als Adjuvans bei der Immunisierung diente der synthetische TLR7 Ligand
Imiquimod.
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B. Material und Methoden

Plastikwaren
Alle Plastikwaren wurden steril und, wenn nicht anders angegeben, von den Firmen Greiner
oder Costar bezogen.

1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden bei den Firmen Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe)
und Sigma (Steinheim) in p.a Qualitat bezogen.

2 Puffer und Medien
Alle Medien und Puffer wurden in vollentsalztem (Millipore-Entmineralisierungsanlage,

Millipore) und durch Aktivkohle gereinigtem Wasser (VE-Wasser) angesetzt. Anschliel3end
wurden sie mit 0,2um Filtern sterilfiltriert und bei 4°C aufbewahrt.

2.1 Puffer, Losungen und Reagenzien

Gey's Lysepuffer

NH,CI 8,299/l
KHCO; 19/l
EDTA 0,037g/l

in H,O, pH 7,29, 0,2um sterilfiltriert

GM-Puffer
GM-Puffer wurde bei der Farbung von Zellen und zur FACS-Analyse verwendet.

BSA 0,5%
NaN3 0,01%
EDTA 5mM

in PBS (1x)
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EDTA- Puffer

EDTA 30mM
NaN; 0,01%
in PBS (1x)

ACK-Puffer

NH,CI 8,02g/I
KHCO4 0,19/l
EDTA 0,037¢l/

in H,O, pH 7, 3, 0,2um sterilfiltriert

Saponin-Puffer

Saponin 0,5%
BSA 0,5%
NaNj; 0,01%
in PBS (1x)

Physiologische Trypanblaublosung

Bei Trypanblau handelt es sich um einen s.g. Vitalfarbstoff, welcher nur von toten Zellen
aufgenommen wird. Dabei kann Typanblau zur Bestimmung der Lebenzellzahl verwendet
werden. Die Losung wurde wie folgt aus zwei Komponenten im Verhaltnis 5:1 gemischt:

A: 0,2% Trypanblau in VE- Wasser

B: 4,25% NaCl in VE- Wasser

CFDASE (CFSE)

5-(und-6)-Carboxyfluoreszein Diacetat, Succinimidyl Ester (5(6)-CFDASE; CFSE) wurde von
Molecular Probes Europe BV, Niederlande (C-1157) bezogen und in einer Konzentration von
10 mM in DMSO gel6st. Die Stocklésungen wurden bei -20 °C aufbewahrt.

Die Zellen wurden mit Konzentrationen von 0,4 und 4uM gefarbt.

Dispase Il
Dispase wurde von der Firma Roche (Mannheim, Deutschland) bezogen und diente zur
Abldsung der Epidermis. Sie wurde 0,5fach in MEM/2% FCS eingesetzt.

12
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SIINFEKL- Peptid
Das Peptid SIINFEKL wurde am Interfakultaren Zentrum fiir Zellbiologie der Universitat
Tubingen synthetisiert und freundlicherweise von Stefan Stepanovic zur Verfliigung gestellit.

lonomycin

Durch das Calcium-lonophor lonomycin lassen sich Mastzellen aktivieren. Dazu wurde eine
Stammldsung von 0,5mM in Ethanol angesetzt und bei -20°C augbewahrt. Die Zellen wurden
bei einer Konzentration von 1um stimuliert.

Actinomycin D
Actinomycin D wurde in Ethanol auf eine Konzentration von 1mg/ml eingestellt und bei -20°C
aufbewahrt.

2.2 Medien

Die Medien wurden als Trockenpulver von der Firma Gibco (Grand Island, USA) bezogen

Fotales Kadlberserum (FCS)

Das fotale Kalberserum (FCS) wurde von der Firma Gibco (Charge 50G9993X) bezogen. Zur
Inaktivierung der Komplemtkomponenten wurde es bei 56°C fir 45 min im Wasserbad
erhitzt.

MEM (minimal essential medium)

MEM-Trockenpulver 10,58¢/I

HEPES 4,779/l

in H,0, 0,2um sterilfiltriert

Fir einige Zwecke wurden 2% FCS (fotales Kalberserum) zugegeben.

IMDM (Iscove’s modified Dulbecco’s medium)

IMDM-Trockenpulver 17,769/l
NaHCO; 3,02g/1
2-Mercaptoethanol 5x10™°M
Penicillin 100 .U/
Streptomycin 100ug/I

Phenolrot als Indikator
in H,O, pH 7,2, 0,2um sterilfiltriert
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TM (Testmedium)

IMDM mit:

FCS 5%
Natriumpyruvat TmM
Glutamin 2mM

KL-MZF (Kit-Ligand Mastzellfutter)

IMDM mit:

FCS 10%
Natriumpyruvat TmM
Glutamin 2mM

IL-3 20U/ml
IL-4 50U/ml
mrKit-Ligand 200ng/ml
3 Cytokine

GM-CSF (Granulocyte/Macrophage-colony stimulating factor)

GM-CSF wurde zur Generierung von Dendritischen Zellen aus Knochenmarks-
Vorlauferzellen als Kulturlberstand der Myelom-Zellinie X63/0 verwendet. Der
Kulturiiberstand wurde dem Kulturmedium in einer Verdiinnung von 1:100 zugesetzt.

Murines IL-3 (mIL-3)

Murines IL-3 wurde aus Kulturliberstanden der Tumorzellinie WEHI-3B gewonnen. Dazu
wurden die Uberstande mit Hilfe einer DEAE-Saule gereinigt. Eine Unit entspricht der
Konzentration bei welcher die Indikatorzellinie DA-1 eine halbmaximale Proliferation zeigte.

Murines rekombinantes IL-4 (mrlL-4)

mriL-4 wurde aus transformierten X63Ag8-653 Myelomzellen gewonnen und Uber
Affinitatschromatographie gereinigt. Eine Unit entspricht hier der Konzentration, bei der die
Zellinie F4/4K.6 die Halbmaximale Proliferation erreichte.

Muriner rekombinanter Kit Ligand (mrKL)
Die cDNA fir den Kit-Ligand wurde von Dr.G.W. Bornkamm (GSF Miinchen) zur Verfligung
gestellt. Kit-Ligand wurde in E.coli exprimiert und anschlielRend gereinigt.
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Humanes rekombinantes TNF-a (hrTNF-a)
hrTNF-a wurde von Dr. G.R. Adolf (Firma Bender, Jena) zur Verfligung gestellit.

Murines rekombinantes IL-6 (rmlL-6)
IL-6 wurde als Standard fiir den ELISA verwendet und wurde von der Firma BD Pharmingen
bezogen.

4 Antikorper

4.1 Antikorper fir die FACS-Analyse

Die Zellen wurden in GM-Puffer gefarbt und die Antikérper in den jeweils angegeben
Konzentrationen verwendet.

anti CD44-FITC: Klon KM81, einegesetzt 1:200 (Immunotools), Ratte anti Maus

anti CD25-PE-Cy7: Klon PC61, eingesetzt 0,25ug/ml (BD Pharmingen), Ratte anti
Maus

anti CD62L-APC: Klon Mel-14, eingesetzt 0,2ug/ml (BD Pharmingen), Ratte anti
Maus

anti CD8-APC-Cy7: Klon 53-6.7, eingesetzt 1ug/ml (BD Pharmingen), Ratte anti
Maus

anti CD16/32 (Fc- Block):  Klon 2.4G2, eingesetzt 30ug/ml (BD Pharmingen), Ratte anti

Maus

anti IFN-y-APC: Klon XMG1.2, eingesetzt 0,5ug/ml (BD Pharmingen), Ratte anti
Maus

anti CD8-PE: Klon 53-6.7, eingesetzt 1ug/ml (BD Pharmingen), Ratte anti
Maus
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SIINFEKL- H2K" Tetramer- PE

Zur Detektion der peptidspezifischen T-Zellen wurden Phycoeritrin (PE)-markierte Tetramere
verwendet. Diese bestehen aus MHC-I Molkulen, welche mit SIINFEKL beladen wurden. Die
kénnen nun spezifisch an den entsprechenden T-Zellrezeptor binden. Das Tetramer wurde
von der Firma Orpegen (Deutschland) bezogen.

Die Abbildung zeigt ein solches Tetramermolekdil.

L

Bildquelle: http://www.orpegen.com

4.2 Antikorper zur Farbung von Langerhanszellen in der Epidermis

anti MHC-II: Klon M5.114.15.2, eingesetzt 20ug/ml (American Type Culture
Collection, Rockville, USA, TIB 120), Ratte anti Maus

Ziege anti Ratte IgG (H+L): Alexa Fluor® 594 markiert, eingesetzt 5ug/ml (Molecular
Probes, USA)

anti Langerin: polyklonales Ziegen IgG, eingesetzt 2ug/ml (Santa Cruz
Biotechnology), Ziege anti Maus

Kaninchen anti Ziege: Alexa Fluor® 594 markiert, eingesetzt 5ug/ml (Molecular
Probes)

4.3 Antikorper fiir den ELISA

anti IL-6 (Erst- Antikdrper) Klon MP5-20F3, eingesetzt 0,5ug/ml (BD Pharmingen)
unmarkiert, Ratte anti- Maus

anti IL-6 (zweit Antikdrper) Klon MP5-32C11, eingesetzt 0,5ug/ml (BD Pharmingen)
biotinyliert, Ratte anti Maus
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4.4 Antikorper zur Stimulation von Mastzellen

anti DNP-IgE Der Antikdrper wurde aus Uberstdnden einer murinen B-
Zellhybridomlinie gewonnen und mit durch
Affinitdtschromatographie gereinigt. Mit diesem Antikdrper
wurden BMMC beladen, um sie anschlief3end zu aktivieren.
Eingesetzt 5ug/mi

anti IgE Klon EM95.3, eingesetzt 2,5ug/ml. Der Antikérper wurde aus
den Kulturiiberstanden der B-Zellhybridomlinie EM95.3 und
Uber einer Protein G-Saule angereinigt. Ratte anti Maus
Antikorper

5 Mause

Alle verwendeten Mause hatten den genetischen Hintergrund des C57BIl/6 Stammes.

Als mastzellose Mause wurden die Stamme Kit""V und Kijt"-shW-sh

und die jeweiligen
congenen Wildtyp- Tiere verwendet. Diese wurden von Dr.M. Maurer zur Verfligung gestellt.
Die TLR7 Knockout Tiere wurden von Dr.S. Bauer (Universitat Marburg), die TNF-a
Knockout von Dr.K. Steinbrink (Universitat Mainz) und die IL-1a/B defizienten Tiere wurden
von Yoichiro lwakura (Center of Experimental Medicine, Universitat Tokyo) zur Verfligung
gestellt. Die NFATc2 Knockout Mause wurden von Dr.E. Serfling von der Universitat
Wirzburg zur Verfligung gestellt.

Die Tiere wurden im Alter von 6-10 Wochen verwendet.

6 Methoden der Zellkultur

Alle Arbeiten der Zellkultur wurden an einer sterilen Werkbank, mit sterilen Materialien und
Geraten durchgefihrt. Die Zellen wurden bei 37°C in einem CO,-Inkubator bei 10% CO.-
Gehalt kultiviert.

6.1 Bestimmung der Lebendzellzahl

Die Bestimmung der Lebendzellzahl erfolgte durch die Verdlinnung einer Probe der
Zellsuspension in physiologischer Tyrpanblauldsung. Tote Zellen farben sich dadurch blau,
lebende Zellen bleiben ungefarbt, da der Farbstoff nicht durch die intakte Membran dringen
kann.
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Die Zahl der lebenden Zellen wurde anschlieRend mittels einer Neubauerzdhlkammer
bestimmt. Dabei wurden 4 Grol3quadrate a 16 Einzelquadrate ausgezahlt. Die Kammertiefe
betrug 0,1mm. Die Zellzahl ergab sich aus folgender Formel:

Gezahlte Zellzahl/4 x Verdiinnungsfaktor x Kammerfaktor (10*) = Zellzahl/ml

6.2 Praparation von Knochenmarkszellen

Zunachst wurden die Tiere durch CO,-Begasung getotet. AnschlieRend wurden die Knochen
der Hinterbeine freiprapariert und durch Spilen in Isopropanol desinfiziert. Danach wurden
die Knochen an beiden Enden aufgeschnitten und das Knochenmark mit Hilfe einer Spritze
mit MEM aus dem Knochen gespllt. Die Knochenmarksstrange wurden nun zu einer
Einzelzellsuspension resuspendiert und diese anschlieRend zentrifugiert. Die Lyse der
Erytrozyten erfolgte flr 2 Minuten durch Zugabe von Gey’s Lysepuffer. Zur Beendigung
Reaktion wurden ein ca. 3faches Volumen MEM/2% FCS zugegeben. AnschlielRend wurde
die Zellsuspension Uber ein Zellsieb (70um) gegeben, um Knochensplitter und Gewebereste
zu entfernen. Nach Bestimmung der Lebendzellzahl konnten die Zellen weiter verwendet
werden.

6.2.1 Differenzierung von BMMC aus Knochenmarkszellen

Die Knochenmarkszellen wurden nach der Praparation in Mastzellfutter auf 3x10%/ml
eingestellt und auf einer 24well Platte mit 3x10° Zellen/well ausgesetzt und (iber 4 Wochen
kultiviert.

Wahrend der ersten 2-3 Wochen der Kultur wurden die Zellen jeden zweiten Tag gefittert
und umgesetzt, um die adherenten Makrophagen zu entfernen. Dabei wurde zunachst die
Halfte des Mediums entfernt, die Kultur anschlieRend auf eine neue Platte gesetzt und
wieder mit frischem Medium aufgefilllt.

Nach 4 Wochen sind aus den Knochenmarkszellen Mastzellen (BMMC) mit einer sehr hohen
Reinheit entstanden, die nun zu Versuchen verwendet werden konnten.

6.2.2 Generierung von Dendritischen Zellen aus Knochenmarkszellen

Ebenso wie die Mastzellen, lassen sich Dendritische Zellen aus Knochenmarkszellen
generieren. Hierzu wurden die Knochenmarkszellen in Testmedium/1% GM-CSF
aufgenommen und mit 3x10%4ml auf 6well Platten ausgesat. Nach 2 Tagen wurden 3ml des
Uberstandes nach leichtem Spiilen verworfen und durch frisches Medium ersetzt. An Tag 4
wurden ebenfalls 3ml des Uberstandes durch frisches Medium ersetzt, jedoch ohne zu
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spulen. Nach 5 Tagen in Kultur sind die Knochenmarkszellen zu unreifen Dendritischen
Zellen (BMDC?) ausdifferenziert und kdnnen nun weiter verwendet werden.

6.3 Stimulation von Mastzellen in vitro

Nach der Differenzierung der Mastzellen aus Knochenmarksvorlauferzellen wurden diese
nun in vitro stimuliert.

Stimulation mit lonomycin:

Dazu wurden sie mit Testmedium gewaschen und mit 1x10° Zellen/ml in einer 24well Platte
ausgesat. Die Stimulation erfolgte durch die Zugabe von 1uM lonomycin fiir 4 Stunden bei
37°C.

Stimulation Uber kreuzvernetztes IgE:

Zur Stimulation wurden die Zellen (1x10%ml, 24well Platte) zunachst fir 72 Stunden mit
einem anti- DNP-IgE Antikérper (5ug/ml) beladen. Danach wurden die Zellen gewaschen
und durch die Zugabe des anti IgE Antikérpers (Em95.3, 2,5ug/ml) flr 4 Stunden stimuliert.

6.4 Stimulation von Dendritischen Zellen in vitro

Zur Stimulation wurden die Dendritschen Zellen, welche aus Knochenmarksvorlauferzellen
generiert wurden, geerntet und in Testmedium (1x10° Zellen/ml) aufgenommen.
AnschlieRend wurden sie mit 1x10° Zellen/well in einer 24well Platte ausgesat. Zur
Stimulation wurde der TLR3-Ligand poly(l:C) (Amersham) in einer Konzentration von
50ug/ml zugegeben. Nach 18 Stunden Stimulation wurden die Zellen mit Testmedium
gewaschen und danach fiir eine Stunde mit SIINFEKL (100nM) inkubiert (1x10°Zellen/well in
1ml). Als nachstes wurden die Zellen noch einmal mit PBS (1x) gewaschen und konnte
anschlieflend verwendet werden.

7 Nachweis von Cytokinen in Kulturiiberstianden

Nach der Stimulation der Mastzellen mit lonomycin oder durch kreuzvernetztes IgE sollte in
den Uberstanden die Produktion von TNF-a und IL-6 bestimmt werden.

2 Bone marrow derived dendritic cells
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ELISA® zur Bestimmung der IL- 6 Produktion:
Die Produktion von IL-6 nach Stimulation wurde durch einen ELISA nach der

Sandwichmethode gemessen. Dazu wurden zunachst die 96well Platten (MaxiSorp) Uber
Nacht mit dem unmarkierten, primaren Antikorper (MP5-20F3) in Kopplungspuffer bei 4°C
beschichtet. Uberschiissiger Antikérper wurde durch 3maliges Waschen mit Waschpuffer
entfernt. Freie Bindungsstellen wurden durch die Inkubation mit Blockpuffer bei 37°C
abgesattigt. Die Kulturiberstande und die Positivkontrolle wurden im ersten well 1:1 in
Blockpuffer verdiinnt und anschlieRend tUber 8 Stufen 1:1 titriert. Die Inkubation erfolgte fur
1 Stunde bei 37°C. Nach drei weiteren Waschschritten erfolgte eine Inkubation (1 Stunde,
37°C) mit einem biotinylierten Sekundarantikérper (MP5-32C11). Uberschissiger Antikdrper
wurde wieder durch dreimaliges Waschen entfernt. AnschlieRend wurde flir 30 Minuten bei
37°C Streptavidin gekoppelte Peroxidase (Roche, Mannheim) in einer 1:10000 Verdinnung
zugegeben. Nach weiteren Waschschritten (3x) wurde der ELISA durch Zugabe der
Substratlésung (1mg/ml ABTS in Citratpuffer+ 0,0075% H,0O,) entwickelt. Die photometrische
Messung wurde mit dem ImmunoReader NJ200 der Firma Intermed (Nunc, Wiesbaden)
durchgefiihrt.

Kopplungspuffer
Na,HPO, 0,1M
pH9,2

Blockpuffer
BSA 0,1%
in PBS (1x)

Waschpuffer
Twenn20 0,1%
in PBS (1x)

Citratpuffer

Zitronensaure 40mM
Na,HPO, 60mM
pH4,4

3 Enzyme linked Immunosorbent Assay
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Test auf biologisch aktives TNF-a:
Biologisch aktives TNF-a laft sich durch die Zellinie WEHI-164 bestimmen. TNF-a induziert
in diesen Zellen die Apoptose.

Dazu wurden die Uberstéande der stimulierten Mastzellen auf einer 96well Platte seriell 1:1
verdiinnt. Zu den 50ul der Uberstande wurden anschlieRend jeweils 4x10* WEHI-Zellen/well
in einem Volumen von 50ul gegeben. Zusatzlich befand sich in dem Ansatz 1ug/ml
Actinomycin D, um die Proliferation der Zellen zu unterbinden. Als Referenz wurde
rekombinantes humanes TNF-a verwendet.

Nach 24stiindiger Inkubation bei 37°C wurde den Ansatzen jeweils 50ul MTT zugegeben und
fur 2 Stunden bei 37°C weiter inkubiert. Durch Zugabe von 100ul SDS-DMF Lysepuffer
wurden Farbaggregate geldst und das von den Uberlebenden Zellen umgesetzte Substrat
wurde photometrisch (ImmuniReader NJ 200, Nunc, Deutschland) bestimmt

MTT-L6sung
MTT (Thiazolyl Blue Bromid) 2,5mg/ml
in PBS, 0,2um sterilfiltriert

SDS-DMF

2 Vol 30% SDS in aqua dest.
1 Vol Dimethylformamid

pH 4,7, 0,2um sterilfiltriert

8 Histologische Methoden

8.1 Praparation der Epidermis

Zur Praparation der Epidermis wurden die Ohren direkt am Ansatz abgeschnitten und die
beiden Halften auseinander gezogen. Anschlielend wurde die dorsale Halfte mit der
Epidermis nach oben fur 20 Minuten bei 37°C auf eine 0,5%ige Dispaseldsung gelegt. Das
Ohr wurde danach in PBS (1x) gelegt und die Epidermis abgezogen.

Diese wurde zur weiteren Verwendung zunachst in Aceton fir 15 Minuten fixiert.

8.2 Farbung der Langerhanszellen in der Epidermis

Nach Fixierung der Epidermis wurde diese jeweils fir 15 Minuten 1x in PBS (1x) und 1x in
PBS/0,5% BSA gewaschen. Anschlielend erfolgte die Inkubation mit dem ersten Antikdrper
fur eine Stunde bei 37°C. Verwendet wurde hierzu ein Ratte anti Maus MHC-II oder alternativ
ein anti Langerin Antikérper (siehe 5.2) in einer Konzentration von 20ug/ml bzw. 2ug/ml in
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PBS/0,5% BSA. Nach der Inkubation wurde die Epidermis 2x flr 15 Minuten mit PBS/0,5%
BSA gewaschen. Danach folgte die Farbung mit einem sekundaren, AlexaFluor®594
markierten Ziege anti Ratte Antikérper (5ug/ml in PBS/0,5% BSA) wieder fur 1 Stunde bei
37°C. Nach 2maligem Waschen mit PBS/0,5% BSA wurden die Epidermen auf Objekttrager
gebracht und mit Eindeckmedium (AquaPolymount, Polysciences, USA) eingebettet. Die
Praparate wurden mit Deckglaschen abgedeckt und mit Nagellack versiegelt.

AnschlieRend konnte die Anzahl bzw. die Auswanderung der Langerhanszellen im
Fluoreszenzmikroskop unter Verwendung der Cell® Imaging Software (Olympus) ermittelt
werden. Dabei wurden in jedem Praparat 3 Quadrate an unterschiedlichen Stellen zu je
300x400um ausgezahlt.

9 Molekularbiologische Methoden

9.1 Praparation von RNA aus Geweben

Zunachst wurden die Ohren in flissigem Stickstoff tiefgefroren. Anschlielsend wurden sie mit
Mérser und Pistill, welche ebenfalls mit flissigem Stickstoff vorgekihlt worden waren, zu
einem Gewebepulver zerrieben. Das Pulver wurde in ein RNase freies 1,5ml Eppendorf-
Gefal Uberfihrt und ein mit B-Mercaptoethanol versetzter Guanidinthiocyanat-Puffer (RLT-
Puffer, RNeasy® Fibrous Tissue Mini Kit ) zugegeben. Um das Gewebe weiter zu zerkleinern
wurde es mehrere Male durch eine Kantle gezogen. Gewebereste, die sich nicht zerkleinern
lieRen, wurden durch die Zentrifugation lber eine Kieselgel-Saule (QlAshredder®, Qiagen)
entfernt.

Die weitere Aufreinigung der RNA erfolgte (iber den RNA-Isolations-Kit RNeasy® Fibrous
Tissue Mini Kit (50) und wurde nach Anweisung des Herstellers (Qiagen) durchgefiihrt.

Am Ende wurde die RNA 2x mit 50ul RNase- freiem Wasser (DEPC-Wasser) eluiert. Nach
Elution wurde die RNA, um eine hohere Konzentration zu erreichen, Uber Nacht bei -20°C
gefallt.

Féallungsansatz (100ul Eluat):

250pl Ethanol 100%
10ul Natriumacetat (3M in DEPC- Wasser)
1ul Glycogen (20mg/ml)

Nach Fallung wurde die Lésung zentrifugiert (>10000g) und der Uberstand verworfen. Das
RNA-Pellet wurde anschlieend mit eiskaltem, 75%igem Ethanol gewaschen und noch
einmal bei 4°C fir 20 Minuten zentrifugiert und der Uberstand erneut verworfen. Nach
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Trocknung des Pellets wurde dieses in 20ul DEPC-Wasser geldst und bei 60°C fiir wenige
Minuten inkubiert, um eine bessere Loslichkeit zu erreichen.

AnschlielRend wurde der RNA-Gehalt photometrische bei 260nm bestimmt, wobei eine OD
von 1 einem RNA-Gehalt von 40ug/ml entspricht.

9.2 Reverse Transkription der mRNA in cDNA

Die Reverse Transkription dient der Umschreibung von RNA in cDNA. Dabei wurde eine
Mischung aus Oligo(dT),-Primern und p(dN)s-Primern verwendet um eine optimale
Kopienzahl der mRNA-Molekile zu erreichen. Dabei bindet der Oligo(dT),-Primer an den
Poly(A)-Schwanz der mRNA, so dass die Synthese am 3'-Ende beginnt. Die Effizienz der
Synthese nimmt jedoch mit der Entfernung vom 3’-Ende hin ab. Der p(dN)s-Primer hingegen
kann theoretisch an jede denkbare Sequenzfolge binden. Dabei sinkt jedoch die Zahl der
vollstandigen Kopien, da die Bindung nicht immer direkt am 3’-Ende erfolgen muf3. Die
Mischung der beiden Primer jedoch garantiert eine gute Ausbeute bezliglich der Kopienzahl.

Fur die Reverse Transkription wurde folgender Ansatz gewahit:

3,5ug RNA, je nach Konzentration mit DEPC- Wasser auf 11pl aufgeflllt
4ul 5x RT-Puffer (5x Buffer for M-MuLV RT, Fermentas)

2ul dNTP (10mM)

1ul Oligo (dT), (100ng/ul)

1ul p(dN)6 (20ng/ul)

Der Ansatz wurde vor Zugabe der Reversen Transkriptase im Wasserbad bei 60°C fir 5
Minuten denaturiert. Danach Zugabe der RTase:

1l Reverse Transkriptase
(RevertAid™ M-MuLV RT 200U/ul, Fermentas)

Gesamtvolumen: 20l

Der Ansatz wurde fir 1 Stunde bei 42°C im Wasserbad inkubiert und die cDNA anschlie3end
durch die Zugabe von 80yl sterilem Wasser verdinnt.

9.3 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Durch die Polymerase Kettenreaktion kommt es mit jedem Zyklus zu einer Verdopplung der
DNA. Dabei besteht ein Zyklus aus der DNA-Denaturierung, der Hybridisierung der Primer
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mit der DNA und eine anschliefiende Auffillreaktion. Die Bereiche die von einem Primerpaar
begrenz werden, kénnen dabei um das bis zu 10’fache angereichert werden.

In dieser Arbeit wurde sowohl mit der konventionellen als auch mit der semiquantitativen
Realtime-PCR gearbeitet.

Die Primer wurden von der Firma Roth bezogen und mit TE-Puffer gelést. Die Stammlésung
mit einer Konzentration von 100pmol/pl wurde bei -20°C aufbewahrt.

9.3.1 Semiquantitative Realtime-PCR

Mit Hilfe der Realtime-PCR |aRt sich eine Aussage Uber die relative Expression von mRNA
zwischen unterschiedlichen Proben machen. Dabei wurde die jeweilige Expression der
gewlnschten mRNA zu der jeweiligen Expression der mRNA flir das gewahlte Haushaltsgen
normalisiert und anschlieRend konnte die Expression durch Vergleich der C-Werte unter
den einzelnen Proben verglichen werden.

Die PCR wurde in Triplikaten unter Verwendung des ABsolute SYBR Green Fluorescein Mix
(ABgene), welche bereits den bendtigten Fluoreszenzfarbstoff, sowie Puffer, Polymerase
und MgCl, enthielt auf einem iCycler (Bio- Rad) durchgeflihrt.

verwendete Primer:

HGPRT

forward 5-GTT GGA TAC AGGCCAGACTTT GTT G-3°
reverse 5-GAG GGT AGG CTG GCC TAT AGG CT-3°
MCP-1

forward 5-CTC AGC CAG ATG CAG TTA ACG-3°
reverse 5-TTGGGATCATCTTGG TGG TG-3°

KC

forward 5°-CAC CCA AAC CGA AGT CAT AGC-3°
reverse 5°-AGC CAG CGT TCA CCA GAC AGG-3

9.3.2 Konventionelle PCR

Wird in der Vergleichsprobe die untersuchte mRNA gar nicht exprimiert, so ist sie fur die
Analyse durch Realtime-PCR nicht geeignet. In solch einem Fall bedient man sich der
konventionellen PCR und tragt anschlief’end die PCR-Produkte auf ein Agarose-Gel auf und
trennt sie auf. Durch die Farbung mit Ethidiumbromid lassen sich die Fragmente nachweisen
und untereinander vergleichen.
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Hierflr wurde das Advantage 2 Polymerase-Mix Kit von BD verwendet.

verwendete Primer:

HGPRT

forward 5-GTT GGA TAC AGGCCAGACTTT GTT G-3°
reverse 5-GAG GGT AGG CTG GCC TAT AGG CT-3°
TNF-a

forward 5°-TCT ACT GAA CTT CGG GGT GAT CGG TCC-3®
reverse 5-AGA TAG CAA ATC GGC TGA CGG TGT GGG-3°
IL-1B

forward 5-AGG TGC TCA TGT CCT CAT CC-3°

reverse 5°-CAG CGA GGC AGT ATC ACT CA-3°

10 Rekonstitution von Mastzell-defizienten Mausen mit BMMC

Mastzellose Mause des Stammes Kit"s""=" wurden lokal in der Ohrfalte rekonstituiert. Dazu
wurde den Tieren zunachst mit Ketamin® (Ratiopharm) 71,2mg/Maus + Rompun® (Bayer)
0,2mg/Maus durch intraperitoneale Injektion betdubt. AnschlieRend wurden subdermal 5x10°
BMMC in 50ul 1x PBS in die Ohrfalte injiziert. Nach 6 Wochen waren die BMMC zu dermalen
Mastzellen ausdifferenziert und die Tiere konnten fur weitere Versuche verwendet werden.

11 Behandlung mit Aldara/5% Imiqumod Creme

Um die Tiere eincremen zu kénnen, wurde diese zunachst betaubt. Zur Behandlung wurden
den Tieren einmal taglich ca. 40mg der Creme Aldara auf beide Seiten der Ohren
aufgetragen. Die Behandlung dauerte je nach Versuch zwischen 3 und 7 Tagen. Zur
Kontrolle wurden Tiere auch mit Salbengrundlage ohne den Wirkstoff Imiquimod behandelt.

11.1 Messung der Aldara/Imiquimod-vermittelten Ohrschwellung
Vor jeder Behandlung wurde taglich die Schwellung der Ohren nach Betdubung der Mause

vermessen. Dies geschah mit einer Testarm-Messuhr zur Aulienmessung (Mitutoyo, Neuss).
Als Ausgangswert diente die Ohrdicke vor Behandlung mit Aldara/Imiquimod.

25



Material und Methoden

11.2 Bestimmung der Auswanderung von Langerhanszellen nach Aldara-
Behandlung

Nachdem die Versuche zur Ohrschwellung abgeschlossen waren, wurden, wie bereits
beschrieben die Epidermis der behandelten Tiere prapariert (siehe 8.1). AnschlieRend wurde
in den Praparaten die Langerhanszellen gefarbt und die Zahl der Zellen bestimmt (siehe
8.2). Die Auswanderung der Langerhanszellen wurde durch Vergleich mit den
unbehandelten oder mit Salbengrundlage behandelten Kontrolltieren ermittelt.

12 Immunisierung mit Dendritischen Zellen

Zunachst wurden Dendritische Zellen aus Knochenmarkszellen generiert (7.2.2). Nach
5 Tagen wurde diese liber Nacht mit poly (I:C) stimuliert und anschlieRend mit dem H2K"-
Peptid SIINFEKL beladen (siehe 7.2.2). Nach der Aktivierung und Beladung mit Peptid
wurden die Zellen gewaschen. Die Mause wurden dann ip. mit 1x10° Dendritischen
Zellen/Maus immunisiert. Die Injektion der Zellen erfolgte in 500ul (1x) PBS.

7 Tage nach Immunisierung wurde der Erfolg der Immunisierung durch einen Test zur
SIINFEKL-spezifischen cytotoxischen Aktivitat der T-Zellen untersucht.

12.1 Test auf cytotoxische Aktivitat nach Immunisierung

Die cytotoxische Aktivitat der peptid-spezifischen CD8" T-Zellen 1aRt sich durch die
spezifische Lyse peptidbeladener Zielzellen untersuchen.

Dazu werden mit CFSE markierte und mit SIINFEKL-belade Milzzellen iv. in die
immunisierten Tiere gespritzt. Nach 20 Stunden kann man durch FACS-Analyse feststellen,
ob die injizierten Zielzellen noch vorhanden sind oder ob sie durch eine entsprechende CTL-
Antwort lysiert wurden.

Herstellung der Zielzellen:

Als Zielzellen wurden Milzzellen verwendet. Dazu wurde die Milz in einem Sieb zerrieben
und anschlieRend die Erytrocyten mit 5ml ACK-Puffer/Milz lysiert. Anschlie®end wurden die
Milzzellen mit PBS gewaschen und auf 2x10’/ml mit PBS eingestellt. Die Zellsuspension
wurde aufgeteilt und mit einer hohen (4uM) oder einer niedrigen (0,4uM) Konzentration
CFSE gefarbt. Dazu wurden die Farbelésungen jeweils doppelt- konzentriert (8 und 0,8uM)
angesetzt und anschlielend 1:1 zu der Zellsuspension gegeben. Die Zellen wurden flr
4 Minuten bei 37°C mit CFSE inkubiert. Durch die Zugabe von FCS wurde die Reaktion
abgestoppt. AnschlieBend wurden die Zellen noch 1x mit Testmedium/5% FCS und 1x mit
IMDM gewaschen.
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Die Zellen, welche mit der niedrigen Konzentration (0,4uM) CSFE gefarbt worden waren,
wurden nun noch mit Peptid beladen. Dazu wurden die Zellen auf 2x10’/ml in IMDM
eingestellt und unter Zugabe von SIINFEKL (1uM) fir 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Nach der
Inkubation wurden die Zellen 2x mit PBS gewaschen und auf 2x107/300ul eingestellt. Diese
Zellen wurden dann mit den Milzzellen, welche mit einer hohen Konzentration (4uM) CFSE
gefarbt und ebenfalls auf 2x107/300ul in PBS eingestellt worden waren 1:1 gemischt. Den
Tieren wurden danach 300ul der Zellsuspension i.v gespritzt, so daR diese jeweils 1x10’
Zellen der jeweiligen CFSE-Konzentration erhielten.

FACS Analyse der peptidspezifischen Zellyse:

11-22 Stunden nach der Injektion der Zielzellen lassen sich diese durch FACS-Analyse im
Blut bzw. in der Milz nachweisen.

Dazu wurde Blut abgenommen und dieses in EDTA-Puffer aufgenommen und zentrifugiert.
Das Zellpellet wurde anschlieend in ACK-Puffer aufgenommen und zu Lyse der Erytrocyten
fur 10 Minuten bei 4°C inkubiert. Nach 2maligem Waschen mit GM-Puffer konnten die Zellen
im FACS (FACSCanto und FACSDiva Software, BD Pharmingen) analysiert werden.

Zur Analyse der Milzzellen wurde das Organ entnommen und in einem Zellsieb zerrieben.
Die anschlieliende Lyse der Erytrocyten erfolgte durch Aufnahme der Milzzellen in Gey’s-
Lysepuffer (1ml/Milz). Nach 2 minutiger Lyse wurde die Reaktion durch die Zugabe von
Testmedium/ 5% FCS abgestoppt und die Zellen anschlieRend noch 2x mit GM-Puffer
gewaschen. Hiernach konnten die Zellen durch FACS-Analyse untersucht werden.

ohne Immunisiserung mit Immunisierung
CFSE'™ CFSEhigh CFSEhigh
+ Peptid i i
p 2 ¥ ohne Peptid % ohne Peptid
7]
IS
> Lyse der CFSE'ow
8 +Peptid
CFSE

Abb.3: Nach Immunisierung werden die peptidbeladenen Zielzellen (CFSE™") lysiert und sind

im FACS nicht mehr nachweisbar.

Die Abbildung zeigt eine solche FACS-Analyse der antigenspezifischen Zellyse. Zunachst
lieRen sich beide Populationen (CFSE®" und CFSE™") gut voneinander unterscheiden.
Wurden die Zellen jedoch lysiert, verschwand die peptidbeladene CFSE"" Population.
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Anhand der folgenden Formel wurde nun die spezifische Zellyse bestimmt:

(Zellzahl unbeladene Zellen- Zellzahl beladene Zellen)

Spezifische Lyse (%) =
Zellzahl unbeladene Zellen

13 Transkutane Immunisierung mit Aldara/lmiquimod als Adjuvans

Fir die transkutane Immunisierung wurden die Mause 3-4 Tage vor Versuchsbeginn am
Riicken (ca. 10cm?) rasiert, um eventuelle Hautreizungen abklingen zu lassen. Einen Tag vor
der Behandlung wurden die Tiere ggf. noch einmal nachrasiert.

Zur Immunisierung wurde den Tieren ca. 40mg Aldara (entspricht 3mg Wirkstoff), welche
zuvor mit 100ug SIINFEKL versetzt worden war, aufgetragen (Tag 0). 24 Stunden spéater
wurden die Tiere noch einmal mit Aldara/SIINFEKL immunisiert (Tag1).

13.1 Nachweis von peptidspezifischen CD8" T-Zellen

Nach 5 und 6 Tagen bzw. in einem zweiten unabhangigen Versuch an Tag 6 und 8, wurde
den Mausen Blut abgenommen und in EDTA-Puffer aufgenommen. Nach Zentrifugation
wurden die Erythrozyten mit ACK-Puffer lysiert und die Zellen zweimal mit GM-Puffer
gewaschen. AnschlieRend wurden die Zellen fir die FACS-Analyse zum einen mit
Antikérpern, aber auch mit dem SIINFEKL-H2K -Tetramer gefarbt. So lassen sich die
Aktivierung und die Spezifitat der cytotoxischen T-Zellen untersuchen.

Zur Farbung wurde eine Zellprobe in 50ul GM-Puffer aufgenommen und in eine 96well Platte
Uberfuhrt.

Verwendet wurden folgende Antikérper:
anti CD44-FITC (1:200)

anti CD25-PE- Cy7 (0,25ug/ml)

anti CD62L-APC (0,2ug/ml)

anti CD8-APC. Cy7 (1ug/ml)

anti CD16/32 (Fc- Block, 30ug/ml)

Die Farbung erfolgte flir 20 Minuten bei 4°C. Schliellich wurde dem Ansatz 1ul SIINFEKL-
H2K -Tetramer-PE (Orpegen, Deutschland) zugegeben und fiir weitere 30 Minuten bei 4°C
inkubiert. Nach Beendigung der Farbung wurden die Zellen 2x mit GM-Puffer gewaschen.
Zur FACS-Analyse wurde der Probe noch Propidiumiodid zugegeben, um tote Zellen
ausschlief3en zu kdnnen.
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13.2 Test auf cytotoxische Aktivitat nach TCI

Nach 6 bzw. 7 Tagen wurden den Tieren nach der letzten Blutentnahme die wie unter 12.1
beschieben hergestellten Zielzellen gespritzt. Nach 11 Stunden wurde im Blut bzw. nach 20
Stunden in der Milz die antigenspezifische Lyse der Zielzellen ermittelt (siehe 12.1).

13.3 IFN-y Produktion der CD8" T-Zellen nach Restimulation

Zur Restimulation wurden die Milzzellen, welche nicht zur FACS-Analyse verwendet wurden,
(siehe 13.2 bzw. 12.1) in 96well Platten ausgesat. Dazu wurden 4x10° Zellen/200ul in
aMEM/ 15% FCS aufgenommen und mit 1ug/ml SIINFEKL fur 4 Stunden in Anwesenheit
von Brefeldin A (1ug/ml) bei 37°C im Brutschrank inkubiert.

Danach wurden die Zellen 2x mit GM-Puffer gewaschen und mit einem Antikérper
(anti CD8-PE, 1ug/ml) gefarbt. Die Farbung wurde bei 4°C fir 30 Minuten durchgeflihrt. Es
folgten zwei Waschschritte mit GM-Puffer. Anschlielend wurden die Zellen mit 200 pl
Cytofix/ Cytoperm (BD) fur 30 Minuten bei 4°C fixiert. Nach zwei Waschritten mit Saponin-
Puffer wurden die Zellen in Saponin-Puffer mit einem anti-IFN-y Antikérper (anti IFN-y-APC,
0,5ug/ml) far 30 Minuten bei 4°C gefarbt. Um die Uberschissigen Antikérper zu entfernen
wurde wiederum 2x mit Saponin-Puffer gewaschen und die Zellen in GM-Puffer
aufgenommen und im FACS analysiert.

29



Ergebnisse

C. Ergebnisse

Seit Entdeckung des Zusammenhangs zwischen IgE, Mastzelle und Allergien des Soforttyps
in den 1960er Jahren war die Mastzelle lange Zeit nur als Effektorzelle der erworbenen
Immunitat bekannt. Dabei stand sie vor allem durch ihre Beteiligung an allergischen und
anaphylaktischen Reaktionen in einem schlechten Licht. Spater erst konnte gezeigt werden,
dass die Mastzelle jedoch auch als Ausloser angeborener Immunreaktionen dient (22, 23),
und somit einen wichtigen Beitrag zur Abwehr von Pathogenen leistet. So lassen sich
Mastzellen unabhangig von IgE auch Uber Toll-like Rezeptoren aktivieren, wodurch diese
eine Reihe proinflammatorischer Cytokine wie TNF-a, IL-1B und IL-6 freisetzen, was
innerhalb von Minuten die Entstehung einer Entziindungsreaktion einleitet.

Desweiteren konnte auch gezeigt werden, dass durch die Aktivierung der Mastzelle und die
damit verbundene Freisetzung von Cytokinen wie TNF-a die Wanderung von Dendritischen
Zellen ausgeldst werden kann (42, 43).

Liganden fur Toll-like Rezeptoren (TLR) wirken als Adjuvantien positiv auf die Entstehung
adaptiver, d. h. antigenspezifischer Immunantworten, sie bilden somit die Briicke zwischen
angeborener und adaptiver Immunitat. Als Adjuvantien sind Liganden fir TLR (z.B. LPS,
Peptidoglycan, CpG-Motive in DNA) wichtige Kostimulantien fir die Funktion
antigenprasentierender Zellen (vornehmlich Dendritischer Zellen). Die Expression einer
Reihe verschiedener TLR auf Mastzellen legt jedoch auch nahe, daf} diese Zellen als
Konsequenz ihrer Funktion als ,Wachter* ebenfalls an der Entstehung adaptiver
Immunantworten mitwirken kénnen.

Diese Hypothese sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit an einem Entziindungsmodell
der Maushaut, ausgeldst durch lokale Applikation des synthetischen TLR7 Liganden
Imiquimod, untersucht werden.

1 Mastzellen fordern die Entziindungsreaktion nach Aldara/Imiquimod-
Behandlung

Um zu untersuchen, ob Mastzellen an der durch lokale Applikation von Imiquimod
ausgelosten Entziindungsreaktion beteiligt sind, sollte zunachst das Ausmall der
Entziindungsreaktion zwischen Wildtyp (Kit”*) und Mastzell-defizienten (Kit"s""*") Mausen
verglichen werden. Hierzu wurden die Ohren der Tiere mit einer Imiquimod-haltigen Creme
(Aldara) eingecremt; als MaR der Entziindungsreaktion diente die Ohrschwellung.
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Abb.4: Mastzell defiziente Mause zeigen eine verzogerte Ohrschwellung nach Behandlung mit
Aldara
Mastzellose Mause (Kit"*""*"\(n=2) und die entsprechenden Wildtyptiere (Kit”*)(n=2)
wurden Uber 4 Tage hinweg einmal taglich mit 40mg Aldara am Ohr behandelt und die
Ohrdicke Uber alle Tage hinweg gemessen. Die Ohrschwellung der unbehandelten Ohren

(Tag 0 der Behandlung) wurde als 0 definiert.

Wie in Abb.4 zu erkennen, zeigten die Wildtyp-Tiere schon am Tag nach der ersten
Applikation von Aldara eine beginnende Ohrschwellung. Diese Schwellung stieg bis zum
dritten Tag stetig an und erreicht dann eine Plateauphase. Die mastzellosen Tiere hingegen
zeigten eine stark verzogerte Entziindungsreaktion. Hier begann die Ohrschwellung erst
nach dreimaliger Behandlung (d2), erreichte dann aber innerhalb von zwei Tagen
Wildtypniveau (d4).

In einem weiteren Kontrollversuch sollte nun die Wirkung von reiner Salbengrundlage (ohne
Imiquimod) untersucht werden. Dabei wurden Wildtyp-Tiere lUber 4 Tage hinweg einmal
taglich mit Aldara oder Salbengrundlage behandelt und der Verlauf der Ohrschwellung
beobachtet (siehe Abb.5).
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Abb.5: Salbengrundlage induziert im Vergleich zu Aldara keine Entziindungsreaktion.
Wildtyp-Mause (Kit"*)(n=3) wurden Uber 4 Tage hinweg einmal taglich mit Aldara oder
Salbengrundlage ohne Wirkstoff (Imiquimod) behandelt. Dabei wurde taglich die Ohrschwellung

gemessen.

Erneut zeigte sich nach Aldara-Behandlung eine frihe Entziindung. Diese blieb jedoch, wie
zu erwarten war, bei der Behandlung mit reiner Salbengrundlage voéllig aus.

Die Beobachtung, dass mastzellose Mause verspatet auf einen TLR7-Stimulus reagieren,
war ein erster Hinweis auf die Beteiligung dermaler Mastzellen an der raschen
Entzindungsreaktion nach Aldara-Behandlung. Um diesen Befund zu untermauern, wurden
mastzellose Mause 6 Wochen vor Versuchsbeginn durch Injektion von BMMC in die
Ohrfalten lokal mit Mastzellen rekonstituiert. Flr dieses Experiment wurden die Tiere
entweder mit BMMC aus Wildtyp oder TLR7-defizienten Mausen rekonstituiert, wodurch
gleichzeitig die Aussage getroffen werden sollte, ob die Expression des TLR7 auf Mastzellen
fur das beobachtete Phanomen verantwortlich ist, oder ob andere Zelltypen daran beteiligt
sind.

Im weiteren Versuchsverlauf wurde erneut die Ohrschwellung der rekonstituierten Mause
nach Aldara-Behandlung Uber 4 Tage hinweg bestimmt. Zur Kontrolle wurden Wildtyp-Tiere
mitgeflhrt (Abb.6).
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Abb.6: Die Wirkung von Aldara (Imiquimod) wird tiber den Toll-like Rezeptor 7 der Mastzelle
vermittelt.
Mastzellose Mause (KitW'S"/W'Sh)(n=4) wurden mit 5x10° BMMC, welche entweder aus Wildtyp- oder
TLR7” Knochenmarkszellen generiert wurden, lokal in der Ohrhaut rekonstituiert. Nach 6 Wochen
wurden die Ohren taglich mit Aldara behandelt und die Ohrschwellung gemessen. Als Kontrolle

wurden Wildtyptiere (Kit”*)(n=4) ebenfalls taglich behandelt.

Wie bereits im ersten Versuch, begann die Entziindung im Wildtyp (Kit”*) bereits am ersten
Tag nach Aldara-Behandlung und stieg stetig bis Tag 4 an. Die mastzellosen Mause, welche
zuvor mit Wildtyp-BMMC rekonstituiert wurden (TLR7”* — KitVs"=") = zeigten einen
parallelen Verlauf zum Wildtyp. In den mit TLR7” -BMMC rekonstituierten Tieren (TLR7” —
Kit"s"-shy hingegen verlief die Entziindung stark verzdégert. Bei diesen Mausen wurde eine
den Wildtyp-Tieren an Tag 1 vergleichbare Ohrschwellung erst an Tag 4 erreicht. Durch
dieses Ergebnis konnte nun gezeigt werden, dass die frihe Entzindungsreaktion, induziert
durch Imiquimod, direkt Uber TLR7 der Mastzelle vermittelt wird. Der spate Anstieg der
Ohrschwellung bei den Tieren, welche zuvor mit TLR7-defizienten BMMC rekonstituiert
worden waren, zeigt jedoch, dass offensichtlich weitere Zellen an der TLR7-vermittelten
Reaktion beteiligt sind. Allerdings bewirkt die Mastzelldefizienz eine starke Verzdgerung der

Entziindungsreaktion.

2 Die durch Aldara/Imiquimod induzierte Wanderung der Langerhanszellen
ist zum Grofteil mastzellabhangig

Wie bereits in der Einleitung erwahnt, kann die Aktivierung der Mastzellen und die damit
verbundene Freisetzung von TNF-a teilweise die Auswanderung von Langerhanszellen
induzieren (42, 43). Es wurde ebenfalls gezeigt, dass Imiquimod die Wanderung von
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Langerhanszellen auslésen kann (44). In der murinen Haut exprimieren jedoch weder
Langerhanszellen, noch Keratinozyten den Rezeptor fir Imiquimod (TLR7) (45). Es wurde
jedoch gezeigt, dass Mastzellen, die aus embryonaler Maushaut isoliert und in vitro
gezuiichtet wurden, diesen Rezeptor exprimieren (46).

Daher sollte auch die Rolle der Mastzelle bei der Auswanderung der Langerhanszellen
untersucht werden. Dazu wurde am Ende des jeweiligen oben beschriebenen Versuchs die
Epidermis der Ohren prapariert und die Langerhanszellen mit einem anti MHC-II Antikdrper
und einem fluoreszenzmarkierten sekundaren Antikérper gefarbt. Die Auswanderung der
Langerhanszellen wurde anschlieBend durch den Vergleich zwischen unbehandelten und
Aldara behandelten Praparaten ermittelt.

unbehandelt

Aldara/lmiquimod

B

Abb.7: Die Behandlung mit Aldara induziert die Reifung und Auswanderung von
Langerhanszellen.
Nach 5 Tagen Aldara- Behandlung wurde die Epidermis der Ohrhaut prapariert und
anschlieBend mit einem Antikérper gegen MHC-Il und einem sekundaren

fluoreszenzmarkierten Antikdrper gefarbt.
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In Abb.7 sind die Praparate nach der Farbung dargestellt. In der unbehandelten Epidermis
(Abb.7A) bilden die Langerhanszellen ein dichtes Netzwerk. Wird die Haut jedoch mit Aldara
behandelt, so wandert ein Groliteil der Zellen aus (Abb.7B). Auch der Phanotyp der Zellen
andert sich. In der unbehandelten Epidermis sind die Zellen relativ klein und haben nur kurze
Fortsatze. Nach der Behandlung wurden die Zellen gréRer und ihre Dendriten langer, was
als phanotypischer Ausdruck ihrer Aktivierung angesehen wird. Zunachst wurde die
Auswanderung der Langerhanszellen nach Aldara-Behandlung zwischen Wildtyp- und
mastzellosen Mausen verglichen. Da die mastzellosen Tiere gegen Ende des Versuchs
bezlglich der Ohrschwellung das Niveau der Wildtyp-Mause erreichten, wurde auch die
Auswanderung der LC zu zwei verschiedenen Zeitpunkten ermittelt (Abb.8).
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Abb.8: Die Wanderung der Langerhanszellen aus der Epidermis ist stark von Mastzellen
abhangig.
Wildtyp- (n=2) und mastzellose Mause (n=2) wurden Uber 3 bzw. 7 Tage hinweg einmal
taglich mit Aldara behandelt. Nach Ende des Versuchs wurde die Epidermis prapariert
und mit einem Antikérper gegen MHC-II und einem sekundaren fluoreszenzmarkierten
Antikérper gefarbt. AnschlieRend wurde die Anzahl der Langerhanszellen in den

unbehandelten und mit Aldara behandelten Epidermispraparaten bestimmt.

Wie in Abb.8 ersichtlich lieRen sich auch, wie auch bereits bei der Ohrschwellung beobachtet
(Abb.4) bei der Auswanderung der Langerhanszellen Unterschiede zwischen Wildtyp- und
Mastzell-defizienten Mausen erkennen. Bereits nach drei Tagen Aldara-Behandlung
wanderten im Wildtyp ca. 40% der Langerhanszellen aus. In den mastzellosen Tieren waren
hingegen nur 20% der Langerhanszellen ausgewandert. Nach 7 Tagen Behandlung waren
im Wildtyp sogar 61% ausgewanderte LC zu beobachten. In den mastzellosen Mausen
hingegen stieg die Auswanderung nur um wenige Prozent auf 23% an. Die Mastzell-
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defizienten Tiere konnten also nicht, wie bei der Ohrschwellung, das Niveau der Wildtyp-
Tiere erreichen.

Dies zeigte, dass die Auswanderung der Langerhanszellen zu einem Grolteil
mastzellabhangig ist und diese Funktion offensichtlich nicht von anderen Zellen kompensiert
werden kann.

In einem Kontrollversuch wurde nun die Auswanderung der Langerhanszellen nach
Behandlung mit Salbengrundlage ohne Imiquimod ermittelt.

Ebenso wie bei der Ohrschwellung induziert die Salbengrundlage keine Reaktion (Abb.9).
Die minimale Auswanderung von ca. 5% konnte auf ein leichtes Kratzen der Tiere nach
Auftragen der Creme zurlckzuflihren sein, wodurch eine ganz leichte Entziindung
entstanden sein kdnnte.
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Abb.9: Salbengrundlage ohne Imiquimod induziert keine Auswanderung von Langerhanszellen
Wildtyp-Tiere (n=3) wurden Uber 4 Tage hinweg mit Aldara oder Salbengrundlage ohne
Imiquimod gecremt. Nach Beendigung des Versuchs wurde die Epidermis prapariert, die

Langerhanszellen gefarbt und die Zahl der Langerhanszellen bestimmt.

Um dieses Ergebnis weiter abzusichern, wurden die mastzellosen Tiere vor Versuchsbeginn
ebenfalls mit BMMC rekonstituiert.

Durch die Rekonstitution mit Wildtyp-BMMC lie® sich die Auswanderung der
Langerhanszellen wieder herstellen. So wanderten in den mastzellosen Tieren nur ca. 20%
LC aus (Abb.8), in den Wildtyp bzw. mit Wildtyp-BMMC rekonstituierten Tieren jedoch 41%
bzw. 48% (Abb.10). Wurden die Tiere jedoch mit TLR7” -BMMC rekonstituiert, so wanderten
hier nur 31% der Langerhanszellen aus. Dies ist ein Wert, wie er durchaus auch fur
mastzellose Mause erreicht wurde. Somit 18Rt sich also feststellen, dass auch die
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Wanderung der Langerhanszellen Uber die TLR7-induzierte Aktivierung von Mastzellen
vermittelt wird.

60 41,4%

% LC Auswanderung

TLR7Y* > TLR7/-> Kit**
KitW-sh/W-sh KitW-sh/W-sh

Abb.10: Die Wanderung der Langerhanszellen nach Aldara- Behandlung wird liber TLR7 der Mastzellen
gefordert.
Mastzellose Mause (KitW'Sh/W's")(n=4) wurden mit 5x10° BMMC, welche entweder aus Wildtyp- oder
TLR7” Knochenmarkszellen generiert wurden, in der Ohrhaut rekonstituiert. Nach 6 Wochen wurden
diese wiederum taglich mit Aldara behandelt und nach Ende des Versuchs (d4) die Epidermis
prapariert und, wie bereits oben beschrieben, gefarbt. Als Kontrolle wurden Wildtyptiere (Kit+/+)(n=4)

ebenfalls taglich behandelt.

3 Mastzell-defiziente Mause zeigen eine reduzierte Expression
proinflammatorischer Cytokine nach Behandlung mit Imiquimod

Durch die oben beschriebenen Ergebnisse konnte bereits die Bedeutung der Mastzelle fur
die Auswanderung der Langerhanszellen und die frilhe Entziindungsreaktion nach Aldara-
Behandlung gezeigt werden. In diesem Zusammenhang sollte nun die Mastzell-spezifische
Expression von Cytokinen und Chemokinen nach Behandlung mit Aldara untersucht werden,
da diese beiden Mediator-Familien womdglich direkten Einflull auf die beobachteten
Phanomene nehmen kdonnten (Abb.11).
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Abb.11: Mastzell-defiziente Mause zeigen eine reduzierte Cytokinexpression nach Aldarabehandlung.

Wildtyp (Kit”™)- und mastzellose Mause (Kit" """

) wurden entweder mit Aldara oder mit
Salbengrundlage (Vehikel) gecremt. Nach zwei Stunden wurde aus den Geweben die RNA isoliert
und die Cytokinexpression von TNF-a und IL- 1B untersucht. Als Kontrolle diente die Expression von

HGPRT, einem ,Haushaltsgen®.

In den Wildtyp-Tieren (Kit”*) war bereits 2 Stunden nach Aldara-Behandlung eine Induktion
der mRNA fir TNF-a und IL-1B zu beobachten. Tiere, welche nur mit Salbengrundlage
(Vehikel) behandelt wurden, zeigten nur eine schwache Expression der entsprechenden

Cytokin-mRNA. In den mastzellosen Tieren (Kit" """

) war 2 Stunden nach Behandlung
ebenfalls nur eine geringe Expression von TNF-a oder IL-18 mRNA nachzuweisen, die sich
nicht von der Expression nach Behandlung mit Salbengrundlage unterschied.

Der Nachweis der Chemokine KC und MCP-1 erwiesen sich in den Mausen des Stammes
Kit"Vs""-" (Hintergrund C57BI/6) als duRerst schwierig. Eine Alternative bot hier der ebenfalls
mastzellose Stamm Kit"*" (Hintergrund (WB X C57BL/6)F1). Dieser zeigte wie auch die
KitVs"W=sh eine reduzierte Auswanderung von Langerhanszellen und eine verzdgerte
Entziindungsreaktion nach Aldara-Behandlung (Daten nicht gezeigt), kann also hier

durchaus im Vergleich verwendet werden (Abb.12).
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Abb.12: Mastzellen sind wichtig fiur eine Induktion der Chemokinexpression nach Aldara-
Behandlung.
Wildtyp (Kit”) und mastzellose Mause (Kit"*") wurden fiir zwei Stunden mit Aldara
behandelt. AnschlieRend wurde die mMRNA aus den Geweben isoliert und die Expression
von KC und MCP-1 mittels qRT-PCR analysiert. Zur Kontrolle wurde RNA aus

unbehandelten Geweben isoliert.

In diesem Versuch lieR sich in den Wildtyp-Mausen (Kit"*) eine Induktion der mRNA sowohl

tW/W-V)

fur MCP-1 als auch fur KC nachweisen. In den Mastzell-defizienten Tieren (Ki; hingegen

fiel die Induktion beider Chemokine wesentlich schwéacher aus.

Diese Versuche zeigten, dass die frihe Induktion von Cytokinen wie TNF-a und IL-1f3 und
von Chemokinen (KC und MCP-1) erheblich von der Anwesenheit von Mastzellen abhangt.
Ob diese direkt von der Mastzelle freigesetzt werden und so EinfluR auf die Entziindung
nehmen, sollte in den nun folgenden Versuchen geklart werden.

4 Die Freisetzung von Cytokinen durch Mastzellen beeinflut die
Entziindungsreaktion und die Auswanderung von Langerhanszellen

Die Cytokine TNF-a und IL-1B tragen entscheidend zur Reifung und Auswanderung der
Langerhanszellen bei. TNF-a und IL-1( fordern jedoch auch die Einwanderung von T-Zellen
und neutrophilen Granulozyten. Die Expression der mRNA beider Cytokine wird, wie in den
vorherigen Experimenten gezeigt, innerhalb von zwei Stunden nach Behandlung mit
Imiquimod induziert.

Da die Daten der mRNA Expression jedoch nicht zeigen, ob diese Cytokine direkt von der
Mastzelle nach TLR7-Aktivierung freigesetzt werden, sollte in den folgenden Versuchen
geklart werden, welche Rolle die von Mastzellen produzierten Cytokine bei der Entziindung
spielen.
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4.1 Die Rolle von TNF-a

Zunachst sollte in dem verwendeten Modell die Rolle von TNF-a bei der
Entziindungsreaktion und Auswanderung von Langerhanszellen geklart werden.

Dazu wurden TNFa” und congene Wildtyp-Tiere wiederum fiir 5 Tage einmal taglich mit
Aldara behandelt und Uber diesen Zeitraum die Ohrschwellung beobachtet. Desweiteren
wurden in diesem Versuch wieder mastzellose Mause zur Kontrolle mitgeftihrt (Abb. 13).
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Abb.13:  TNF-a-defiziente = Mause zeigen eine verzogerte Entziindungsreaktion.
Wildtyp, mastzellose und TNF-a defiziente Mause (n=2-3) wurden Uber 5 Tage einmal

taglich mit Aldara behandelt. Die Ohrschwellung wurde taglich bestimmt.

+/+ )

Erneut konnte man in den Wildtyp- Tieren (Kit™") eine friih einsetzende Entziindungsreaktion

nachweisen. In den mastzellosen Mausen (Kit"V "W

) hingegen trat die Ohrschwellung
wieder zwei Tage verzdgert auf. Die TNF-a” -Tiere zeigten ebenfalls eine verzogerte
Reaktion, diese Verzdgerung fiel jedoch schwacher als in den Mastzell-defizienten Tieren
aus. Sowohl die mastzellosen als auch die TNF-a-defizienten Tiere erreichten jedoch zu
Ende des Versuchs beziiglich der Ohrschwellung das Niveau des Wildtyps.

Dieser Versuch zeigte jedoch noch nicht, ob das fir die unmittelbar entstehende
Ohrschwellung notwendige TNF-a auch von den Mastzellen stammt. Um diese Frage zu
klaren, wurden mastzellose Mause mit TNF-a-defizienten BMMC rekonstituiert. Zum
Vergleich wurden wiederum mastzellose Tiere und auch mit Wildtyp-BMMC rekonstituierte

Tiere herangezogen.
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Abb.14: Von Mastzellen produziertes TNF-a ist wichtig fiir die schnelle Entstehung einer
Entziindungsreaktion.
Mastzellose Mause wurden lokal im Ohr mit BMMC aus Wildtyp oder TNF-a” -Knochenmark
rekonstituiert (n=4). Nach 6 Wochen wurden diese Tiere fir 4 Tage mit Aldara behandelt und die

Ohrschwellung bestimmt. Als Vergleich dienten Wildtyp und Mastzell-defiziente Tiere (n=4).

Wildtyp- und Mastzell-defiziente Tiere zeigten in diesem Versuch (Abb.14) wieder den
typischen Verlauf der Entziindungsreaktion nach Aldara- Behandlung. In den mastzellosen
Tieren trat die Ohrschwellung wieder mit einer zweitdgigen Verzdgerung auf. Durch die
Rekonstitution mit Wildtyp-BMMC konnte die Entziindungsreaktion in den mastzellosen
Méausen ebenfalls vollstindig wiederhergestellt werden. Wurden die Tiere jedoch mit TNF-a”
-BMMC rekonstituiert, konnte man eine &hnlich verzdgerte Ohrschwellung wie in den
mastzellosen Mausen beobachten. So kann man annehmen, dass das von den Mastzellen
nach Aktivierung freigesetzte TNF-a eine wichtige Rolle bei der frlhen und schnellen
Entstehung einer Entziindungsreaktion spielt.

TNF-a kann jedoch auch ein wichtiger Faktor fur die Reifung und Auswanderung von
Langerhanszellen in die drainierenden Lymphknoten sein. Daher sollte nun auch die
Bedeutung von TNF-a fir die Auswanderung von Langerhanszellen unter diesen
Bedingungen untersucht werden.

Betrachtet man nun die Auswanderungsrate in den TNF-a defizienten Tieren im Vergleich zu
den Wildtyp- und mastzellosen Mausen, so &Rt sich feststellen, dass TNF-a nur eine
minimale Rolle zu spielen scheint, d.h. andere Faktoren wesentlich wichtiger zu sein
scheinen. Das Ausmal® der Auswanderung lag in den TNF-a-defizienten Tieren nur leicht
unter dem der Wildtyp-Tiere (siehe Abb.15).
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Abb.15: Die Auswanderung von Langerhanszellen ist zum Teil von TNF-a anhéngig.
Nach Behandlung mit Aldara (einmal taglich, Gber 5 Tage) wurde von mastzellosen, TNF-a
defizienten und Wildtyp-Tieren (n=2-3) die Epidermis prapariert und die Langerhanszellen mit einem
Antikdrper gegen MHC Il gefarbt. Die Auswanderung wurde durch den Vergleich mit den

unbehandelten Praparaten bestimmt.

Es 143t sich aber auch hier nicht klaren, ob es sich dabei um das von Mastzellen produzierte
TNF-a handelt, oder ob auch andere Zellen als Quelle in Frage kommen.

Zur Klarung dieses Problems wurde nun die Auswanderung der LC in den mit TNF-a”-
BMMC rekonstituierten Tieren untersucht.

Diese wurden 6 Wochen nach Rekonstitution einmal taglich Uber 4 Tage hinweg mit Aldara
behandelt und anschlieRend die Auswanderung der Langerhanszellen bestimmt.

Die mit Wildtyp-BMMC rekonstituierten, die Wildtyp und mastzellosen Tiere zeigten hier
wieder den fur sie typischen Verlauf. Bei den Wildtyp-Tieren wurde eine Auswanderung von
Uber 40% erreicht. Die mit Wildtyp-BMMC rekonstituierten erreichten sogar tber 60%
Auswanderung. Die Mastzell-defizienten Tiere zeigten eine um die Halfte reduzierte
Migration (nur 20%) der Langerhanszellen (Abb.16).
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Abb.16: Mastzell-TNF-a hat nur einen geringen Effekt auf die Auswanderung von Langerhanszellen.
Mastzellose Mause wurden wie bereits beschrieben mit BMMC aus Wildtyp und TNF-a™
Knochenmark rekonstituiert. Nach 6 Wochen wurden diese wieder fir 4 Tage mit Aldara behandelt
und anschlieBend die Auswanderung der Langerhanszellen ermittelt. Als Vergleich dienten

wiederum mastzellose und Wildtyp Tiere (n=4).

Die mit TNF-a”-BMMC rekonstituierten Tiere zeigten hier praktisch keinen Unterschied zu
den Wildtyp- oder mit Wildtyp- BMMC rekonstituierten Tieren.

Diese Versuche zeigen, dass TNF-a zwar einen minimalen Einflu® auf die Auswanderung
der Langerhanszellen hat, aber daflr nicht unbedingt notwendig ist.

4.2 Die Rolle von IL-1a/B

Wie bereits beschrieben, hat IL-18 einen wichtigen Einflul auf die Auswanderung von
Langerhanszellen und die Anlockung von neutrophilen Granulozyten.

Ahnlich wie in den Rekonstitutionsversuchen mit TNF-a” -BMMC sollte nun auch die Rolle
von IL-1 flr die Entzindungsreaktion und die Auswanderung der Langerhanszellen
untersucht werden.

Um nun den Einflu® von IL-1 aufzuzeigen, wurden mastzellose Mause mit IL-1a/3 doppel-
defizienten BMMC rekonstituiert und nach 6 Wochen wiederum fur 4 Tage mit Aldara

behandelt und die Ohrschwellung vermessen.
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Abb.17: Mastzell-IL-1 wird fiir die schnelle Induktion einer Entziindung benoétigt.
Wie oben beschrieben wurden mastzellose Mause lokal mit Wildtyp oder IL-1a/p defizienten BMMC
rekonstituiert und nach 6 Wochen mit Aldara behandelt. Uber den gesamten Behandlungszeitraum
hinweg wurde die Ohrschwellung beobachtet. Als Kontrolle dienten wiederum Wildtyp und

mastzellose Mause (n=5).

Auch hier (Abb.17) liek sich wieder eine Verzdgerung der Entziindungsreaktion im Vergleich
mit dem Wildtyp oder mit Wildtyp-BMMC rekonstituierten Tieren feststellen. Die Entziindung
begann in beiden Fallen (Wildtyp und mit Wildtyp-BMMC rekonstituiert) bereits nach der
ersten Behandlung mit Aldara.

Diese Verzégerung fiel jedoch schwacher als in den mit TNF-a”-BMMC rekonstituierten
Tieren aus. Die Entziindung in den mit /L-1a/8”-BMMC rekonstituierten Mausen hatte bereits
an Tag 2 das Niveau des Wildtyps erreicht. Die mastzellosen Mause erreichten das Niveau

der Wildtyp-Tiere erneut erst an Tag 3.

Am Ende des Versuchs wurden von diesen Tieren ebenfalls die Epidermis prapariert und die
Langerhanszellen angefarbt und anschliefiend ausgezahlt (Abb.18).

In den Wildtyp und den mit Wildtyp-BMMC rekonstituierten Tieren wurde wie schon in den
vorherigen Versuchen eine Auswanderung der Langerhanszellen um die 50% erreicht. In
den Mastzell-defizienten Tieren zeigte sich wiederum eine stark reduzierte Auswanderung.
Hier wurde nur ein Wert von ca. 25% erreicht. Aber auch in den mit /L-1a/8”-BMMC
rekonstituierten Tieren war die Auswanderung stark vermindert. Hier konnte nur eine
Auswanderung der Langerhanszellen von 33% ermittelt werden. Mit diesem Wert lag sie
jedoch immer noch leicht Uber der Auswanderung der Langerhanszellen in den mastzellosen

Mausen.
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Dieses Ergebnis zeigt, dass das IL-1 der Mastzelle einen entscheidenden Einflul? auf die

Auswanderung der LC besitzt.
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Abb.18: Von Mastzellen produziertes IL-1 spielt eine wichtige Rolle bei der Emigration von
Langerhanszellen.
Nach Beendigung des oben beschriebenen Versuchs wurde die Epidermis der Tiere prapariert und
nach Farbung mit einem anti- MHC Il Antikérper und einem fluoreszenzmarkierten sekundaren

Antikorper die Auswanderung der Langerhanszellen bestimmt.

Zusammengenommen zeigen die bisherigen Ergebnisse, dass von Mastzellen produziertes
TNF-a und IL-1 fur die schnelle Entstehung einer Entziindungsreaktion notwendig sind, das
Ausmald der Langerhanszell-Emigration aber hauptsachlich durch das IL-1 der Mastzelle
vermittelt wird.

Arbeiten Uber die Regulation der Produktion von Mastzell-Cytokinen sind seit einigen Jahren
ein Schwerpunkt am Institut flir Immunologie und es konnte kiirzlich gezeigt werden, dass
Transkriptionsfaktoren aus der NFAT*-Familie wichtig sind fiir Produktion einer ganzen Reihe
von Mastzell-Cytokinen (Klein et al., im Druck). Somit ergab sich die Mdoglichkeit, die
Funktion der NFAT-Faktoren in Mastzellen unter Zuhilfenahme des Imiquimod induzierten

Entzindungsmodells in vivo zu untersuchen.

* Nuclear factor of activated T cells
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5 Die Bedeutung des Transkriptionsfaktors NFATc2 fiir die Funktion von
Mastzellen in vivo

Transkriptionsfaktoren der NFAT-Familie wurden urspringlich in T-Zellen entdeckt, in
welchen sie entscheidend an der Regulation der Expression von Cytokinen und einer
Vielzahl von Rezeptoren beteiligt sind. Arbeiten an unserem Institut konnten bislang zeigen,
dall NFAT-Faktoren, insbesondere NFATc2, auch von zentraler Bedeutung fir die
Expression der Mastzellcytokine IL-9, IL-13 und TNF-a sind.

In Abb.16 ist die Produktion von TNF-a und IL-6 nach Stimulation mit IgE- anti-IgE und
lonomycin dargestellt. In den NFATc2-defizienten BMMC war die Produktion im Vergleich zu
den Wildtyp-BMMC von TNF-a nach Stimulation stark vermindert, die des IL-6 blieb jedoch
unverandert (Abb.19).
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Abb.19: NFATc2 defiziente Mastzellen zeigen nach Stimulation eine stark verminderte TNF-a Produktion.
BMMC aus Wildtyp und NFATc2” wurden fiir 4 Stunden mit IgE+ anti-IgE oder lonomycin stimuliert.
AnschlieBend wurde in den Kulturiiberstdnden die Produktion von biologisch aktivem TNF-a mit Hilfe

von WEHI-164 Zellen und die Produktion von IL-6 mittels ELISA bestimmt.
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Da die Produktion wichtiger Cytokine wie TNF-a in Mastzellen aus NFATc2-defizienten
Tieren stark reduziert ist, schienen diese ein interessantes Modell zur in vivo Untersuchung

von mastzell-abhangigen Effekten zu sein.

5.1 NFATc2-defiziente Tiere zeigen eine reduzierte Cytokin- und
Chemokinexpression nach Aldara- Behandlung

In ersten Experimenten wurde zunachst die Cytokinexpression nach Aldara-Behandlung auf
mRNA-Ebene untersucht. Dazu wurden die Tiere (Wildtyp und NFATc2”) fir 2 Stunden mit
Aldara behandelt und anschlieBend die RNA aus den Geweben isoliert und in cDNA
umgeschrieben. Untersucht wurde die Expression von TNF-a und IL-13 (Abb.20).
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Abb.20: NFATc2 defiziente Mause zeigen eine stark reduzierte Cytokinproduktion nach Aldara

Behandlung.
Wildtyp und NFATc2-defiziente Mause wurden fir zwei Stunden entweder mit Aldara
oder Salbengrundlage behandelt. Anschlielend wurde aus den Geweben die RNA

isoliert und die Expression von IL-1 und TNF-a untersucht.

In den Wildtyp-Tieren konnte nach 2 Stunden Aldara-Behandlung bereits eine Induktion
sowohl der TNF-a als auch der IL-1B mRNA nachgewiesen werden. In den NFATc2-
defizienten Tieren blieb die Expression von TNF-a jedoch véllig aus. Fur IL-1B konnte zwar
eine Expression der mRNA nachgewiesen werden, diese fiel aber im Vergleich mit den

Wildtyp-Tieren wesentlich schwacher aus.
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In einem weiteren Versuch sollte nun auch die Expression der Chemokine KC und MCP-1
untersucht werden. Diese nehmen uber die Anlockung neutrophiler Granulozyten und
Makrophagen ebenfalls Einfluf® auf Entzindungsreaktionen.

Dazu wurden die mRNA beider Chemokine nach 2 Stunden Aldara-Behandlung in Wildtyp-
und NFATc2-defizienten Tieren untersucht. Zur Kontrolle wurden Tiere auch nur mit
Salbengrundlage ohne Imiquimod behandelt (Abb.21).
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Abb.21: NFATc2-defiziente Tiere zeigen nach Aldara- Behandlung eine reduzierte KC mRNA-
Expression.
Wildtyp und NFATc2-defiziente Mause wurden fur zwei Stunden entweder mit Aldara
oder Salbengrundlage behandelt. Anschlielend wurde aus den Geweben die RNA
isoliert und die Expression der Chemokine MCP-1 und KC mittels gRT-PCR untersucht.

Nach Aldara-Behandlung wurde sowohl in den Wildtyp- als auch in den NFATc2-defizienten
Tieren die Expression von MCP-1 induziert. Diese war zwar relativ schwach, zeigte aber
zwischen Wildtyp und NFATc2” keinen groRen Unterschied. Im Gegensatz dazu wurde die
Expression der mRNA fir KC im Wildtyp um das 50fache nach Aldara- Behandlung erhoht.
In den NFATc2-defizienten Tieren konnte die Expression nur leicht um das 2,7fache
gesteigert werden.

5.2 Die Entziindungsreaktion nach Aldara-Behandlung ist in NFATc2-
defizienten Tieren stark verzogert

Die Unterschiede in der Cytokin- und Chemokin-Expression bei Wildtyp- und NFATc2”-
Tieren lieken nun vermuten, dass auch beziglich der Entziindungsreaktion Unterschiede
auftreten konnten, da vor allem die Cytokine TNF-a und IL-1B, wie in den vorherigen
Versuchen gezeigt, fur die frihe Entzindungsreaktion und die Auswanderung von
Langerhanszellen ausgesprochen wichtig sind.
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Um zunachst die grundsatzliche Rolle des Transkriptionsfaktors NFATc2 zu untersuchen,
wurden im Vergleich Wildtyp- und NFATc2” -Tiere (iber einen Zeitraum von 6 Tagen mit
Aldara behandelt und die Ohrschwellung als ein Maf3 der Entziindung ermittelt (Abb.22).
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Abb.22: NFATc2"-Tiere weisen eine stark verzogerte Entziindungsreaktion nach Aldara-Behandlung auf.
Wildtyp und NFATc2-defiziente Mause (n=3) wurden Uber 6 Tage einmal taglich mit Aldara
behandelt und dabei die Ohrschwellung beobachtet.

In den Wildtyp-Tieren war bereits wieder nach der ersten Behandlung mit Aldara ein
Anschwellen der Ohren zu beobachten. Diese Schwellung stieg bis zum vierten Tag an und
blieb anschlieRend trotz Weiterbehandlung fast unverandert. In den NFATc2-defizienten
Tieren hingegen begann die Schwellung erst an Tag 4 und erreichte schliel3lich an Tag 6 das
gleiche Ausmal} wie bei Wildtyp-Tieren. Vergleicht man diesen Verlauf mit den mastzellosen
Tieren, so kann man feststellen, dass die Entzlindungsreaktion in den NFATc2”-Tieren noch
starker verzogert ist (siehe Abb.4).

In den folgenden Experimenten sollte nun die Frage geklart werden, ob allein der Defekt in
den Mastzellen fir diese starke Verzogerung der Entziindungsreaktion verantwortlich ist.
Dazu wurden mastzellose Mause mit BMMC aus NFATc2” und Wildtyp-Knochenmark
rekonstituiert und anschlieRend Uber mehrere Tage taglich mit Aldara behandelt (Abb. 23).
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Abb.23: NFATc2 der Mastzelle spielt eine wichtige Rolle bei der Aldara- vermittelten
Entziindung.
Mastzell-defiziente Mause wurden entweder mit Wildtyp oder NFATc2”-BMMC
rekonstituiert. Die Tiere wurden 4 Tage mit Aldara behandelt und wahrend dessen die
Ohrschwellung beobachtet. Als Vergleich dienten wiederum Wildtyp- und Mastzell-

defiziente Mause (n=3).

Bei diesem Versuch verliefen die Ohrschwellungen bei Wildtyp-, mastzellosen und mit
Wildtyp-BMMC rekonstituierten Tieren wieder wie zu erwarten war. Die mit NFATc2-
defizienten BMMC rekonstituierten Tiere hingegen zeigten auch nach 4 Tagen Behandlung
mit Aldara noch keinerlei Schwellung.

Dies zeigt, dass die sehr starke Verzogerung der Entzindungsreaktion in NFATc2-
defizienten Mausen tatsachlich auf den Defekt von NFATc2 in den Mastzellen
zurlckzufuhren ist.

Da aber nicht nur die Ohrschwellung unter dem Einflul® der Mastzellen steht, sondern auch
die Auswanderung von Langerhanszellen von Mastzellen beférdert wird, wurden nach der
Bestimmung der Ohrschwellung in den beiden oben beschriebenen Experimenten die
Epidermis der jeweiligen Tiere prapariert und die Auswanderung der Langerhanszellen
ermittelt.

In den NFATc2-defizienten Tieren wurde zunachst die Auswanderung an zwei Zeitpunkten
bestimmt (Abb.24).
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Abb.24: Die Auswanderung von Langerhanszellen ist in NFATc2”-Tieren deutlich vermindert.
Wildtyp- und NFATc2-defiziente Tiere (n=3) wurden fur 3 bzw. 7 Tage mit Aldara
behandelt und anschlieRend die Epidermen prapariert. Diese wurden dann mit einem
Antikdrper gegen MHC-II und einem fluoreszenzmarkierten sekundaren Antikdrper

gefarbt und die Auswanderung der LC bestimmt.

In diesem Versuch hatten die Wildtyp- Tiere bereits nach drei Tagen die maximale
Auswanderung von ca. 40% erreicht. Diese lieR® sich auch durch weitere Behandlung bis d7
nicht mehr steigern. In den NFATc2”-Tieren hingegen konnte man nach drei Tagen eine
Auswanderung von etwa 10% ermitteln, die sich bis Tag 7 auf 17% steigern lieR. Die
Auswanderung erreichte jedoch, wie in den mastzellosen Mausen, nicht das Niveau der
Wildtyptiere.

Ebenso wurde die Auswanderung der Langerhanszellen nach Rekonstitution von
mastzellosen Tieren mit NFATc2”-BMMC untersucht (Abb.25).

Dabei entsprach die Auswanderung der Langerhanszellen in den mit NFATc2”-BMMC
rekonstituierten Tieren der der mastzellosen Mause. Beide zeigten eine Auswanderung von
nur ca. 17%. In den Wildtyp- bzw. in den mit Wildtyp-BMMC rekonstituierten Tieren wurden
Auswanderungsraten von 35% bzw. 27% erreicht.
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Abb.25: Mastzell NFATc2 ist wichtig fiir die Auswanderung von Langerhanszellen nach Aldara
Behandlung.
Nach 4 Tagen Aldara-Behandlung wurden von den oben beschriebenen Tieren die
Epidermen prapariert und die Auswanderung der Langerhanszellen durch Farbung mit

einem anti- MHC-II Antikérper bestimmt (n=3).

Im Bezug auf die Emigration der LC scheint es keinen Unterschied zu machen, ob die Tiere
mit NFATc2-defizienten Mastzellen rekonstituiert wurden oder gar keine Mastzellen besitzen.
Die Ohrschwellung hingegen scheint durch den Defekt des Mastzell-NFATc2 sogar noch
weiter verzdgert zu werden.

In den bisherigen Versuchen wurde gezeigt, dass die Mastzelle und von ihr produzierte
Cytokine eine entscheidende Rolle bei der friihen Entstehung einer Entzindung und der
Auswanderung von Langerhanszellen spielen. Langerhanszellen sind in der Lage, Antigen
aufzunehmen und es im Lymphknoten T-Zellen zu prasentieren und so eine adaptive
Immunantwort zu induzieren.

Da die Mastzelle offensichtlich in der Lage ist, die Funktion der Langerhanszellen -gemessen
an deren Emigration- zu modulieren, wurde in den folgenden Experimenten untersucht, ob
die Mastzelle dadurch Einflul auf die Entstehung einer adaptiven T-Zellantwort nehmen
kann.
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6 Mastzellen sind fiir eine erfolgreiche transkutane Immunisierung mit
Imiquimod als Adjuvans notwendig

Die Creme Aldara mit dem Wirkstoff Imiquimod besitzt eine antivirale und anti-Tumor
Aktivitat. Sie wird bereits erfolgreich zur Behandlung von Warzen und Melanomen eingesetzt
(47, 48). Desweiteren wurde gezeigt, dass durch die Zugabe definierter Peptide in die Creme
und anschliefliende epikutane Applikation eine vollstandige antigenspezifische cytotoxische
T-Zell-Antwort induziert werden kann (49). Die Mechanismen der transkutanen
Immunisierung mit Imiquimod sind jedoch noch weitgehend unbekannt, vor allem wenn man
bedenkt, dass die Langerhanszellen selbst kein TLR7 exprimieren und so als
atigenprasentierende Zellen der Haut selbst nicht auf Imiquimod reagieren kénnen.

Die vorherigen Versuche, die zeigten, dass die Mastzelle sowohl bei der Induktion einer
Entzlindung als auch bei der Auswanderung der Langerhanszellen nach Aldara-Behandlung
eine wichtige Rolle spielen, lieRen die Annahme zu, dass Mastzellen auch bei der
transkutanen Immunisierung eine wichtige Funktion innehaben.

Um sicher zu gehen, dass sich Kit"""=" generell in gleicher Weise wie Kit”* immunisieren
lassen, wurde zunachst ein Vorversuch durchgefiihrt.

Dazu wurden Dendritische Zellen (DC) aus Knochenmark von Kit”* und Kit" """ Mausen
generiert. AnschlielRend wurden sie nach einem etablierten Protokoll (49) mit poly I:C (TLR3
Ligand) aktiviert und mit dem definierten CTL-Epitop SIINFEKL aus Ovalbumin beladen. Nun
wurden die Mause i.v mit diesen Dendritischen Zellen immunisiert. Dabei wurden sowohl
Kit” als auch KitV*"'_Tiere entweder mit DC aus Kit”* oder Kit" """ immunisiert, so
dass 4 unterschiedliche Kombinationen zustande kamen.

Nach 7 Tagen konnte nun die cytotoxische Aktivitdt der antigenspezifischen CD8" T-Zellen
bestimmt werden. Dazu wurden Milzzellen mit einer niedrigen Konzentration an CFSE
markiert (CFSE"") und anschlieRend mit Peptid beladen. Diese peptidbeladenen CFSE™"
Milzzellen wurden anschlieRend in einem Verhaltnis 1:1 mit unbeladenen CFSE""
markierten Milzzellen gemischt und den Mausen als Zielzellen fir die cytotoxischen T-Zellen
i.v. gespritzt. Werden nun die peptidbeladenen CFSE"" Zellen lysiert, so verschiebt sich das
Verhdltnis von CFSE™" und CFSE™" Zellen im Blut zu Gunsten der CFSE"" Zellen, da
diese nicht lysiert werden sollten. Anhand dieser Verschiebung |aRt sich nun die
antigenspezifische Zellyse bestimmen, die ein MaR fiir die cytotoxische Aktivitat der CD8" T-
Zellen darstellt.
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Abb.26: Wildtyp und Mastzell- defiziente Tiere lassen sich erfolgreich mit poly (I:C)
aktivierten und Peptid beladenen Dendritischen Zellen immunisieren.
Kit” und Kit"*""" (n=3) Tiere wurden mit BMDC, welche zuvor mit poly I:C aktiviert und
mit Peptid (SIINFEKL) beladen wurden, immunisiert. Dabei wurden BMDC aus beiden
Genotypen verwendet. 6 Tage nach der Immunisierung wurden CFSE gefarbte Zielzellen
i.v. injiziert. Dabei wurden nur die CFSE® Zellen mit Peptid beladen und mit den
unbeladenen CFSE™" in einem Verhéltnis 1:1 gemischt. 20 Stunden nach Injektion der
Zielzellen wurde im Blut die spezifische Lyse der mit Peptid beladenen Zielzellen

bestimmt.

Die nicht immunisierten Mause zeigten nach 7 Tagen keinerlei Lyse der injizierten Zielzellen.
Beide Population (CFSE" und CFSE"™") sind noch deutlich zu erkennen (Abb. 26, obere
Reihe). In den anderen Tieren (Kit”* und Kit"s""") verschwand die peptidbeladene CFSE""
Population vollstandig. Dabei machte es keinen Unterschied, ob die Tiere mit BMDC aus
Kit”* oder Kit" """ Knochenmark immunisiert wurden (Abb26, mittlere und untere Reihe).

+/+

Es gab auch zwischen den Kit”* und Kit"s""W=" keinerlei Unterschied in Bezug auf die
Qualitat der Immunisierung. Dies zeigt, dass sich Kit"s"=" Mause ganz normal mit BMDC
systemisch immunisieren lassen und dass die Dendritischen Zellen aus diesen Tieren

keinerlei Defekte beziiglich ihrer Immunisierungskapazitat aufweisen.

In den folgenden Experimenten wurde der EinfluR der Mastzelle auf die Entstehung einer
cytotoxischen T-Zellantwort nach transkutaner Immunisierung untersucht.
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6.1 Die Zahl der antigenspezifischen CD8" T-Zellen nach transkutaner
Immunisierung ist in Mastzell-defizienten Mausen stark reduziert

Wildtyp- und Mastzell-defiziente Mause wurden durch die Applikation von Aldara, welcher
zuvor das Peptid SIINFEKL zugegeben wurde, an zwei aufeinander folgenden Tagen
immunisiert. An Tag 5 und 6 wurde den Tieren Blut abgenommen und die Zahl der
antigenspezifischen CD8" T-Zellen bestimmt. Dies geschah durch ein fluoreszenzmarkiertes
Tetramer, welches aus MHC-I-Molekiilen besteht, die mit dem entsprechenden Antigen
beladen sind. Diese Tetramer binden an den T-Zellrezeptor und markieren so die
antigenspezifischen T-Zellen, die sich nun durch FACS-Analyse nachweisen lassen.
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Abb.27: Mastzellose Miuse zeigen eine stark reduzierte Anzahl an SIINFEKL-spezifischen CD8"
T-Zellen nach transkutaner Immunisierung (TCI) mit Aldara als Adjuvans.
Wildtyp und mastzellose Mause (n=5) wurden an zwei aufeinanderfolgenden Tagen mit Aldara
(3mg Imiquimod/Applikation) unter Zugabe von SIINFEKL (100ug) immunisiert. Als Kontrolle
dienten unbehandelte Tiere. An Tag 5 (A) und 6 (B) wurde den Tieren Blut enthommen und die

peptidspezifischen CD8" T-Zellen mit Hilfe spezifischer markierter Tetramere nachgewiesen.
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In den Wildtyp-Tieren (Kit”*) konnte nach transkutaner Immunisierung (TCI) eine Erhdhung
der Anzahl an SIINFEKL-spezifischen CD8" T-Zellen nachgewiesen werden. Nach 5 Tagen
lag in einigen Tieren der Anteil schon bei ca. 0,9% aller CD8" T-Zellen (Abb.27A). Dieser
Wert konnte sogar an Tag 6 noch auf bis zu 2,5% gesteigert werden (Abb.27B). In den

mastzellosen Tieren (Kit"Vs"W-sh)

hingegen konnte keine Expansion CD8* T-Zellen
nachgewiesen werden (Abb.27A/B). Hier lag die Farbung stets auf gleichem Niveau wie in
den unbehandelten Tieren.

Da die mastzellosen Tiere bezlglich der Ohrschwellung mit einigen Tagen Verspatung das
Niveau der Wildtyp-Tiere erreichten, sollte nun auch nach transkutaner Immunisierung
untersucht werden, ob die Kit"*""<" Tiere nicht auch zu einem spateren Zeitpunkt die

gleiche Anzahl an antigenspezifischen CD8" T-Zellen erreichen kénnen.
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Abb.28: Die Expansion antigenspezifischer T-Zellen bleibt auch zu spateren Zeitpunkten nach
transkutaner Immunisierung mastzelloser Mause beeintrachtigt.
Mastzellose und Wildtyp Mause (n=5) wurden an zwei Tagen transkutan mit Aldara
(100ug SIINFEKL) immunisiert und an Tag 6 (A) und 8 (B) die Zahl spezifischer CD8" T-

Zellen analysiert. Als Kontrolle dienten unbehandelte Tiere (n=3).
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Dazu wurde den Tieren an Tag 6 und 8 Blut abgenommen und die spezifischen CD8" T-
Zellen mit Tetrameren gefarbt.

Wieder zeigte sich an Tag 6, dass in den Wildtyp-Tieren bis zu 1,3% der CD8" T-Zellen
spezifisch fur SIINFEKL waren (Abb.28A). In den mastzellosen Tieren hingegen konnten nur
0,4% der CD8" T-Zellen auch als antigenspezifisch nachgewiesen werden (Abb.28A). Die
unbehandelten Tiere zeigten wiederum keine spezifischen T-Zellen.

An Tag 8 nahm die Zahl der SIINFEKL-spezifischen CD8" T-Zellen schon wieder leicht ab.
Jetzt wurde nur noch ein Wert von ca. 0,7% erreicht. In den mastzellosen Tieren hingegen
konnten wieder nur ca. 0,4% der CD8" T-Zellen als SIINFEKL-spezifisch detektiert werden
(Abb.28B).

Diese Versuche zeigen, dass, wie bei der Auswanderung der Langerhanszellen, die
mastzellosen Tiere das Fehlen der Mastzellen langfristig nicht mittels anderer Mechanismen
ausgleichen kénnen.

6.2 Mastzellose Tiere entwickeln nur eine schwache cytotoxische T-
Zellantwort nach transkutaner Immunisierung

Nach der Blutentnahme an Tag 6 wurde den Tieren, wie bereits flir den Vorversuch
beschrieben, eine Mischung von antigenbeladenen CFSE'" und unbeladenen CFSE""
Milzzellen i.v injiziert. Nach 11 Stunden wurde im Blut und nach weiteren 11 Stunden in der
Milz die spezifische Lyse der antigenbeladenen Milzzellen im FACS analysiert. Die
antigenspezifische Lyse wurde anhand der folgen Formel bestimmt:

(Zellzahl unbeladene Zellen- Zellzahl beladene Zellen)

Spezifische Lyse (%) =
Zellzahl unbeladene Zellen

Bereits 11 Stunden nach Injektion der SIINFEKL-beladenen Milzzellen waren in den Wildtyp-
Tieren (Kit"*) ca. 74% der Zielzellen lysiert worden. In den mastzellosen Mausen (Kit"s"=s")
hingegen waren es nur 21% (Abb.29A). Nach weiteren 11 Stunden konnte in der Milz der
Wildtyp-Tiere eine nahezu vollstandige Lyse von 94% festgestellt werden. In den Mastzell-
defizienten Mdausen hingegen konnte auch zu diesem Zeitpunkt nur eine relativ schwache

Lyse von ca. 33% nachgewiesen werden (Abb.29B).
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Abb.29: Mastzellen sind wichtig fiir die Entstehung einer volistandigen cytotoxischen T-
Zellantwort nach transkutaner Immunisierung mit Imiquimod als Adjuvans.
Wildtyp und mastzellose Tiere wurden wie oben beschriecben an zwei Tagen mit
Aldara/SIINFEKL immunisiert. An Tag 6 wurden den Tieren CFSE™ Peptid beladene und
CFSE"®" unbeladene Milzzellen in einem Verhaltnis von 1:1 i.v. injiziert. Nach 11 bzw. 22
Stunden wurde die spezifische Lyse der peptidbeladenen Zielzellen durch FACS-Analyse

bestimmt.

Nach Ende des Versuchs wurden die Milzzellen der Tiere in vitro noch einmal mit SIINFEKL
restimuliert. Nach Zugabe von Brefeldin A konnte nun durch intrazelluldre Farbung die
Produktion von INF-y durch CD8" T-Zellen bestimmt werden.
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Abb.30: Die Zahl der INF-y produzierenden CD8" T-Zellen ist in mastzellosen Mausen stark
reduziert.
Nach Beendigung des oben beschrieben Versuchs wurden die Milzzellen der
immunisierten und unbehandelten Tiere unter Zugabe von 100nM SIINFEKL und
Brefeldin A (1ug/ml) in vitro restimuliert. Die IFN-y Produktion wurde durch intrazellulare

FACS-Farbung analysiert.

Auch hier zeigte sich wieder, dass die Reaktion in den mastzellosen Tieren wesentlich
schwacher als in den Wildtyp-Tieren ausfiel (Abb.30). In den Kit”* Tieren produzierten etwa
0,45% der CD8" T-Zellen INF-y wahrend in den mastzellosen nur 0,21% der CD8" T-Zellen
INF-y produzierten.

Die Ergebnisse der transkutanen Immunisierung zeigen, dass die Mastzellen in diesem
Modell fir eine massive Etablierung einer cytotoxischen T-Zellantwort unbedingt notwendig
sind. Dies zeigt sich durch eine Reduktion antigenspezifischer T-Zellen in mastzellosen
Mausen, nachgewiesen durch Tetramerfarbung, eine stark beeintrachtigte cytotoxische
Antwort in vivo und eine reduzierte Anzahl IFN-y produzierender CD8" T-Zellen nach
Restimulation ex vivo.

Weiterhin lassen die gezeigten Daten vermuten, dass die Funktion von Mastzellen in diesem
Modell nicht durch andere Zelltypen kompensiert werden kann.
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D. Diskussion

Mastzellen lassen sich nicht nur, wie bereits in der Einleitung beschrieben, Uber den
klassischen IgE-abhangigen Weg aktivieren, sondern auch Uber eine ganze Reihe
alternativer Mechanismen.

Ein relativ gut untersuchtes Beispiel hierfur ist die Aktivierung von Mastzellen tber CD48.
Hier wurde zunachst grundsatzlich gezeigt, dass durch die Interaktion von Mastzellen mit
Typ 1 Fimbrien von E.coli die Mastzellen zur Degranulation gebracht werden (31).
SchlieBlich konnte belegt werden, dass dieser Prozel} tber den Proteinbestandteil FimH der
Bakteriengeilteln und CD48 auf der Mastzelloberflache vermittelt wird. Dabei kommt es zum
einen zur Freisetzung von gespeichertem TNF-a und zum anderen zur Phagocytose der
Bakterien durch die Mastzelle (32, 50, 51).

Eine weitere Mdglichkeit, Mastzellen Uber alternative Wege zu aktivieren, sind die Toll-like
Rezeptoren. Dies konnte zunachst flr LPS, dem Liganden fir TLR4, gezeigt werden. So
bilden peritoneale Mastzellen nach Stimulation mit LPS IL-6, ohne jedoch zu degranulieren
(37). Ebenso kann LPS die Produktion von IL-9 und IL-13 nach IgE-abhangiger Aktivierung
in Mastzellen erheblich steigern (38).

CpG-Motive bakterieller DNA, als Liganden fur TLR9, sind ebenfalls in der Lage, die
Cytokinproduktion in Mastzellen zu induzieren. Durch die Stimulation kommt es hier zur
Expression von TNF-a und IL-6 (52). Interessanterweise konnen sich die Muster an
Cytokinen und Chemokinen, die nach Aktivierung von Mastzellen Uber verschiedene TLR
produziert werden, unterscheiden (36, 53).

Diese Beispiele zeigen, dass die Mastzelle erstaunlich flexibel auf die jeweiligen Stimuli
reagieren kann. In manchen Fallen (wie z.B. bei der Stimulation Uber IgE-Kreuzvernetzung)
kommt es dabei zu einer explosionsartigen Degranulation (,anaphylaktische Degranulation®)
der Mastzelle und zur Freisetzung von Mediatoren wie TNF-a und Histamin. Davon
abzugrenzen ist die sog. ,piecemeal Degranulation®, welche wesentlich langsamer verlauft
und nicht zur vélligen ,Entleerung“ der Zellen fiihrt. Diese Art der Degranulation lauft
bevorzugt nach Kontakt von Mastzellen mit bakteriellen Komponenten ab (54, 55).
Mastzellen sind nahezu an jeder Stelle, die im Kontakt mit der AuRenwelt steht (Haut,
Mucosa etc), vertreten. Dies und die Mdglichkeit auf eindringende Pathogene schnell und
flexibel zu reagieren, lie® zunachst die Vermutung aufkommen, dass die Mastzelle nicht nur
als Effektorzelle der erwobenen Immunitat zu sehen ist, sondern auch eine wichtige Funktion
innerhalb des angeborenen Immunsystems hat. Diese Annahme wurde inzwischen durch
zahlreiche Arbeiten belegt, die nachwiesen, dass Mastzellen wichtige Ausldser von schnellen
Entziindungsreaktionen sind (2, 56).
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Die Rolle der Mastzelle bei der TLR7-vermittelten Entziindungsreaktion

Als Modell wurde in dieser Arbeit die Toll-like Rezeptor 7 vermittelte Aktivierung der
Mastzellen durch den synthetischen Liganden Imiquimod (Wirkstoff in der Creme Aldara)
gewahlt. Die Creme Aldara wird in der Medizin zur Behandlung von Warzen verwendet und
wurde im Mausmodell bereits erfolgreich bei der Behandlung von Melanomen eingesetzt. Die
Wirkung von Aldara/Imiquimod zeichnet sich durch die Induktion von Entziindungsreaktionen
aus. Auf Grund dieser entziindungsférdernden Wirkung wurde Imiquimod auch erfolgreich im
Mausmodell als Adjuvans flr transkutane Immunisierungen verwendet.

In den Versuchen der vorliegenden Arbeit zeigte sich, dass die Imiquimod-vermittelte
Entziindungsreaktion, gemessen als Ohrschwellung, in den mastzellosen Tieren stark
verzogert auftrat und erst mit mehreren Tagen Verzégerung das Niveau der Wildtyp-Tiere
erreichte. Dies zeigt, dass Mastzellen in diesem Modell fir eine schnelle
Entziindungsreaktion unerlalich sind. Nach Rekonstitution mit Wildtyp-BMMC konnte die
schnelle Reaktion der mastzellosen Mause auf Imiquimod wieder hergestellt werden, nicht
jedoch nach Transfer von TLR7-defizienten BMMC. Dies zeigt indirekt, dass BMMC, die
keinen TLRY7 exprimieren, in der Haut zu dermalen Mastzellen differenzieren (6), welche den
Toll-like Rezeptor 7 exprimieren und so auch auf Imiquimod reagieren kénnen. Da sich die
Ohrschwellung in den Mastzell-defizienten Mausen nach einiger Zeit dem Wildtyp anglich,
tragen sicherlich noch andere Zellen zu dieser spaten Reaktion auf TLR7 Ligand bei. In einer
Arbeit konnte gezeigt werden, dass plasmacytoid-ahnliche Dendritische Zellen ebenfalls
TLRY7 tragen und sich nach Behandlung mit Imiquimod in der Haut anreichern (57). Die frihe
und schnelle Entstehung der Entziindung |14t sich jedoch durch andere Zellen in der Haut
offensichtlich nicht kompensieren. Die Mastzellen sind hier unbedingt notwendig. Ob die
Rekrutierung der pDC-ahnlichen Zellen auch durch Mastzellen vermittelt wird, ist noch zu
untersuchen. Ebenso ist ihre Funktion bei der Entzlindungsreaktion noch zu Gberprifen.
Mastzellen setzen nach Stimulation eine ganze Reihe praformierter und de novo
synthetisierter Substanzen frei. So wurde urspriinglich am Beispiel der Arthus-Reaktion
gezeigt, dass Mastzell-TNF-a innerhalb weniger Minuten freigesetzt wird und so zu einem
Influx von neutrophilen Granulozyten fiihrt (26). Echtenacher et al., und Malaviya et al.,
konnten ebenfalls zeigen, dass bei bakteriellen Infektionen die schnelle Freisetzung von
TNF-a durch Mastzellen Uberlebenswichtig ist (22, 23).

Aufgrund dieser Kenntnisse wurde in dieser Arbeit die Expression wichtiger
entziindungsfordernder (,proinflammatorischer) Cytokine nach Aldara-Behandlung in der
Haut untersucht. Dabei war bereits 2 Stunden nach Applikation von Imiquimod eine erhdhte
Expression von TNF-a und IL-18 mRNA in den Wildtyp-Tieren zu finden. In den Mastzell-
defizienten Tieren hingegen war keine Expression von TNF-a nachzuweisen. Die Expression
von IL-1PB fiel sehr schwach aus und lie3 sich auch durch die Aldara-Behandlung nicht weiter
steigern.
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Um direkt die Rolle der von Mastzellen exprimierten Cytokine zu untersuchen, wurden
mastzellose Mause lokal mit Cytokin-defizienten Mastzellen rekonstituiert und anschlielend
mit Aldara eingecremt.

In den mit TNF-a”-BMMC rekonstituierten Tieren war die Ohrschwellung im Vergleich zu den
Wildtyp-Tieren um 2 Tage verzdgert, somit den mastzellosen Mausen vergleichbar. Bei den
mit IL- 1a/8”-BMMC rekonstituierten Tieren war die Entziindungsreaktion hingegen nur um
einen Tag reduziert.

Die folgende Tabelle fal’t die Ergebnisse der Ohrschwellung noch einmal zusammen.

Ohrschwellung
Kit”* schnell
KitV-shw-sh verzogert (2 Tage)
rekonstituiert mit Kit”* BMMC schnell
rekonstituiert mit TNF-a” BMMC verzogert (2 Tage)
rekonstituiert mit IL-1a/8” BMMC leicht verzogert (1 Tag)

Tab.4: Die Bedeutung von Mastzellen und Mastzellcytokinen fiir die Entstehung der
Ohrschwellungsreaktion nach Aldara-Behandlung. Verglichen wird dies an der
Reaktion des Wildtyps (Kit"*)(sieche Abb. 14 und 17).

Durch diese Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass Mastzellen vor allem durch die Bildung
von TNF-a, aber auch von IL-1, in der Imiquimod/TLR7 vermittelten Entziindungsreaktion
eine wichtige Rolle spielen. Ohne diese von der Mastzelle freigesetzten Cytokine verlauft die
Reaktion wesentlich langsamer. Mastzellen sind hier also fir die schnelle Entstehung der
Entziindung unerlaRlich.

Der EinfluR von Mastzellen auf andere Zellen des Immunsystems

Durch die Freisetzung von Cytokinen und anderen Mediatoren kann die Mastzelle
theoretisch eine Vielzahl anderer Zellen des Immunsystems beeinflussen. Ein bereits
mehrfach erwahntes Beispiel ist die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten durch
TNF-a.

Desweiteren kdnnen humane Mastzellen den Klassenwechsel von IgG zur Produktion von
IgE-Antikérpern in B-Zellen bewirken. Dabei sind vor allem die Interaktion von CD40- CD40-
Ligand und die Cytokine IL-4 und IL-13 von Bedeutung (58-60).

Weiterhin kdnnen Mastzellen auch Einflu auf die Differenzierung von T-Zellen nehmen. So
fuhrt die gleichzeitige Aktivierung von BMMC (IgE-Kreuzvernetzung) und naiven T-Zellen
(anti CD3-Antikoérper) zu einer Entwicklung der T-Zellen zu Th2-Zellen. Diese Differenzierung
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hangt vor allem von dem Cytokin IL-4 ab. IL-4 defiziente Mastzellen konnten diese
Entwicklung nicht induzieren (61).

Die Differenzierung von T-Zellen kann jedoch auch durch Histamin beeinfluf3t werden. So
konnte gezeigt werden, dass Histamin Uber den H1-Rezeptor die Entstehung einer Th1-
Antwort fordert. Die Deletion dieses Rezeptors fiihrte zu einer verminderten IFN-y Produktion
und einer erhdhten Expression von IL-4 und IL-13 in T-Zellen (62). In humanen
Dendritischen Zellen jedoch unterdriickt Histamin die Expression des Th1 induzierenden
Cytokins IL-12 wahrend der Reifung und férdert so indirekt die Entstehung von Th2-Zellen
(63).

Aber nicht nur die Differenzierung, sondern auch die Aktivierung von T-Zellen kann durch
Mastzellen beférdert werden. Uber die Freisetzung von TNF-a wird die Expression von
0OX40, einem costimulatorischen Molekdl, auf T-Zellen verstarkt, wodurch diese nun direkt
mit dem OX40-Liganden auf der Mastzelle interagieren und aktiviert werden (64). Das durch
Mastzellen nach Aktivierung freigesetzte TNF-a kann auch zu einer Anhaufung von T- und
auch B-Zellen im Lymphknoten flihren (65). Aber auch andere von Mastzellen produzierte
Cytokine und Chemokine kénnen prinzipiell die Wanderung von T-Zellen beeinflussen (66).

Eine ganze Reihe von Mastzellmediatoren sind potentiell auch in der Lage, die Reifung und
Wanderung Dendritischer Zellen (DC) zu beinflussen. Hierzu gehéren GM-CSF, IL-1j,
TNF-a, LTC, sowie Histamin, welche alle nach Kontakt von Mastzellen mit bakteriellen
Komponenten freigesetzt werden kénnen (53, 67, 68). Diese Eigenschaft liel3 den Verdacht
aufkommen, dass die Mastzelle somit auch prinzipiell an der Entstehung adaptiver
Immunantworten beteiligt sein konnte.

Um dieser Vermutung im Rahmen der vorliegenden Arbeit nachzugehen, wurde zunachst
untersucht, ob die Auswanderung der Langerhanszellen aus der Epidermis nach Applikation
von Imiquimod auch von Mastzellen abhangt. Dieses Modell erschien nicht zuletzt deshalb
interessant, weil Langerhanszellen selbst nicht auf TLR7-Liganden reagieren kénnen, somit

offensichtlich durch andere Zellen aktiviert werden missen.

Tatsachlich wanderten in den Mastzell-defizienten Tieren auch nach langerer Behandlung
mit Imiquimod wesentlich weniger Langerhanszellen als im Wildtyp aus. Dieses Defizit
konnte jedoch nicht, wie bei der Ohrschwellung, durch langere Behandlung ausgeglichen
werden. Nach Rekonstitution mit Wildtyp-BMMC lie} sich die Wanderung der LC aus der
Epidermis in den mastzellosen Mausen wieder dem Wildtyp-Niveau angleichen. Durch die
Rekonstitution mit Cytokin-defizienten BMMC zeigte sich, dass die Imiquimod induzierte
Auswanderung stark von Mastzell-IL-1 abhangt, TNF-a hingegen keine Rolle zu spielen
scheint.
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LC Auswanderung
Kit"”* 41,4- 61%
Kit"-sh-sh 17,6- 26,3%
rekonstituiert mit Kit”* BMMC 44,6- 64,5%
rekonstituiert mit TNF-a” BMMC 54,4%
rekonstituiert mit /L-1a/8” BMMC 33,.2%

Tab.5: Das IL-1 der Mastzelle hat eine wichtige Funktion fiir die Emigration der

Langerhanszellen.

Wahrend der Anfertigung der vorliegenden Arbeit erschienen mehrere Publikationen, die
ebenfalls einen Zusammenhang zwischen Mastzellen und Langerhanszellen aufzeigen.

In einem murinen Modell der Kontaktallergie konnte zunachst nachgewiesen werden, dass
Mastzellen wichtig fir die Auswanderung von Langerhanszellen nach Applikation des
Allergens sind, ohne jedoch genaueren Einblick in die zugrunde liegenden Mechanismen zu
geben (19). Weiterhin wurde bei der passiven cutanen Anaphylaxie® die starke Abhéngigkeit
der Langerhanszell-Wanderung von Mastzellen berichtet, aktiviert durch IgE-
Kreuzvernetzung (42).

Durch Verwendung entsprechender Inhibitoren konnte in der letztgenannten Arbeit eine
wichtige Rolle flr Histamin nachgewiesen werden. Da die Injektion von reinem Histamin in
die Haut jedoch keinen Einflu auf die Wanderung von Langerhanszellen hatte, kam auch
hier der Verdacht auf, dass weitere Mastzellmediatoren an diesem Prozel} beteiligt sein
mussen. Zwei soeben erschienene Publikationen geben erste Einblicke in den Mechanismus
der Mastzell-Langerhanszell-Interaktion; demnach ist von Mastzellen produziertes TNF-a
wichtig flr die Wanderung von Langerhanszellen nach Applikation von Kontaktallergen (43)
und nach der Aktivierung von Mastzellen durch IgE-Kreuzvernetzung (42).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit belegen jedoch, dass die Imiquimod/TLR7-
vermittelte Auswanderung von Langerhanszellen in TNF-a-defizienten Tieren nur marginal
beeintrachtigt ist, und ein Zusammenhang zwischen Mastzell-TNF-a und Emigration lief3 sich
statistisch nicht nachweisen. Jedoch besteht in diesem Modell eine starke Abhangigkeit der
Emigration von Mastzell-IL-1. Dieses IL-1 wiederum kann in Keratinozyten die Produktion
von TNF-a induzieren, wodurch die Migration der Langerhanszellen weiter vorangetrieben
wird (69). Dadurch stellt sich das von Mastzellen produzierte IL-1 in diesem Modell als

® Mastzellen werden zunachst durch die systemische Gabe mit IgE-Antikdrpern beladen. Durch die
anschliellende lokale Injektion des entsprechenden Antigens oder anti IgE-Antikbrpern kommt
es dann zur Degranulation der Mastzellen und der Freisetzung von verschiedenen Mediatoren
wie Histamin etc.. Die Bildung der IgE-Antikérper wird in diesem Modell nicht durch
Antigene/Allergene induziert, sondern diese werden passiv verabreicht.

64



Diskussion

~Schlisselcytokin® fur die Auswanderung der LC dar. Sowohl IL-1 als auch TNF-a bewirken
eine starke Reduktion der Expression des Adhasionsmolekils E-Cadherin auf
Langerhanszellen, wodurch, als Voraussetzung fir die Auswanderung, der Kontakt zu den
umgebenden Keratinocyten gelockert wird. Beide Cytokine sind ferner auch in der Lage, die
Reifung von Langerhanszellen zu induzieren, charakterisiert durch verstarkte Produktion von
MHC-II und kostimulatorischen Molekilen (69, 70).

Zusammenfassend legen diese Ergebnisse nahe, dass eine gewisse Flexibilitdt in Bezug auf
die Mechanismen der durch Mastzellen geférderten Emigration von Langerhanszellen zu
beobachten ist, welche hochstwahrscheinlich von der Art der Mastzell-Aktivierung abhangig
ist.

Die Bedeutung des Transkriptionsfaktors NFATc2 fiir die Funktion der Mastzelle in
vivo

Die Expression der Mastzellcytokine wird zum Teil durch die Transkriptionsfaktoren der
NFAT-Familie reguliert. So wurde bereits beschrieben, dass in NFATc2-defizienten
Mastzellen die Produktion von TNF-a nach Stimulation in vitro stark vermindert ausfallt (Klein
et al., im Druck). Da sich im Rahmen der vorliegenden Arbeit gezeigt hatte, dass TNF-a und
IL-18 von Mastzellen fir die schnelle Entziindungsreaktion nétig sind, wurde die
Cytokinexpression in NFATc2-defizienten Mausen nach Aldara-Behandlung untersucht. In
den Wildtyp-Tieren war, wie erwartet, nach 2 Stunden eine erhéhte mRNA Expression beider
Cytokine zu finden. In den NFATc2”-Mausen jedoch war die TNF-a mRNA nicht zu
detektieren und die IL-18 mRNA Expression fiel stark reduziert aus. Aufgrund dieser
Ergebnisse wurde nun die Ohrschwellungsreaktion in diesen Tieren analysiert. Diese wair,
im Vergleich zu den mastzellosen Tieren, noch starker reduziert. Nach Rekonstitution
mastzelloser Tiere mit NFATc2”-BMMC blieb das AusmaR der Entziindung immer noch
hinter dem der mastzellosen Tiere zurtck.

Ohrschwellung

Kit"* schnell, vollstandig
KitV-shW-sh verzdgert, vollstandig
rekonstituiert mit Kit”* BMMC schnell, vollstandig
rekonstituiert mit NFATc2” BMMC | stark verzégert, vollstandig
NFATc2” stark verzégert

Tab.6: Die Rolle des Transkriptionsfaktors NFATc2 bei der Aldara vermittelten
Entziindungsreaktion (siehe Abb.22 und 23).
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Da sich bereits bei der Cytokinproduktion in Mastzellen und der Ohrschwellungsreaktion eine
wichtige Funktion des Transkriptionsfaktors NFATc2 herausgestellt hatte, wurde auch hier
nach Aldara-Behandlung die Auswanderungsrate der Langerhanszellen bestimmt.

Diese war in den mit NFATc2-defizienten BMMC rekonstituierten Tieren stark vermindert.
Durchschnittlich lag hier die Auswanderungsrate sogar noch unter der der mastzellosen

Mause.
LC Auswanderung
Kit"* 34,4- 40,8%
Kit"V-shW-sh 17,6%- 26,3%
rekonstituiert mit Kit”* BMMC 34,4%
rekonstituiert mit NFATc2” BMMC 16%
NFATc2” 16,7%

Tab.7: Die Rolle des Transkriptionsfaktors NFATc2 bei der Auswanderung von

Langerhanszellen.

Ob hier fur die so stark verminderte Auswanderung eine verstarkte Expression von
supprimierenden Cytokinen durch NFATc2-defiziente Mastzellen die Ursache ist, miRte
noch weiter untersucht werden. Die Expression der potentiell suppressiven Cytokine IL-10
oder TGF-B konnte in den mastzellosen Mause, die mit NFATc2”-BMMC rekonstituiert
worden waren, nicht nachgewiesen werden.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen jedoch, dass das verwendete Modell sich sehr gut zur
Untersuchung der Funktion einzelner Gene in Mastzellen eignet und belegen erstmals eine
wichtige Funktion des Transkriptionsfaktors NFATc2 fiir die Funktion von Mastzellen in vivo.
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Mastzellen und die Entstehung adaptiver Immunitat

Antigenbeladene Langerhanszellen sind potente antigenprasentierende Zellen in vitro (71).
Dies zusammen mit der Beobachtung, dass die Mastzelle eine stark emigrationsférdernde
Wirkung auf Langerhanszellen austlibt, begriindete die Annahme, dass Mastzellen direkten
EinfluR auf die Entstehung einer adaptiven Immunreaktion nehmen kénnen.

Zur Uberprifung dieser Hypothese wurde ein Mausmodell fiir transkutane Immunisierung
gewahlt (49).

Dazu wurden die Tiere (Wildtyp- und mastzellose Mause) unter Verwendung von Imiquimod
als Adjuvans gegen das Peptid SIINFEKL immunisiert. Zunachst wurde zu unterschiedlichen
Zeitpunkten (Tag 5-8) die Zahl der peptidspezifischnen CD8" T-Zellen im peripheren Blut
ermittelt. Hier zeigte sich, dass im Wildtyp bis zu 2% der CD8" T-Zellen SIINFEKL-spezifisch
waren. In den mastzellosen Tieren hingegen lies sich zu keiner Zeit eine signifikante
Erhohung der Zahl der spezifischen CD8" T-Zellen nachweisen, sie blieb stets auf dem
Niveau der unbehandelten Tiere. In diesem Versuch konnten die mastzellosen Mause ihr
Defizit, wie schon bei der Auswanderung der Langerhanszellen, auch zu einem spateren
Zeitpunkt nicht aufholen. Das Fehlen der Mastzellen hatte auch eine erhebliche
Beeintrachtigung der peptidspezifischen Zellyse zur Folge, eine Methode die, verglichen mit
dem FACS-Nachweis peptidspezifischer Zellen, eine weit héhere Sensitivitat aufweist. So
90% der

peptidbeladenen Zielzellen lysiert, in den mastzellosen waren es hingegen etwa um die 35%.

wurden nach transkutaner Immunisierung in den Wildtyp-Tieren Uber

Auch die nach Restimulation ex vivo IFN-y produzierenden CD8" T-Zellen waren in den
Mastzell-defizienten Tieren um die Halfte reduziert.

SIINFEKL- spezifische Spezifische Zellyse IFN-y produzierende

CD8" T-Zellen (%) (%) CD8" T- Zellen (%)
Kit”* unbehandelt 0,1 0 0,16
Kit"™ TCI 0,75 93,8 0,45
Kit"*""" unbehandelt 0,13 0 0,13
Kit"s"W-sh 1) 0,22 33,6 0,21

Tab.8: Zusammenfassung der Ergebnisse der transkutanen Immunisierung mit Imiquimod als

Adjuvans

Die Frage, ob diese Reduktion der cytotoxischen T-Zellantwort direkt mit der verminderten
Auswanderung der Langerhanszellen in mastzellosen Mausen zusammenhangt, lalkt sich mit
den bislang vorliegenden Daten jedoch noch nicht beantworten. Wie eingangs erwahnt, sind
die antigenprasentierenden Eigenschaften von Langerhanszellen in vitro gut untersucht und
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allgemein akzeptiert, ihre Funktion in vivo wird jedoch vergleichsweise schlecht verstanden
(72). Entsprechende Experimente werden vor allem durch das Vorhandensein dermaler
Dendritischer Zellen erschwert, welche sich phanotypisch kaum von Langerhanszellen
unterscheiden lassen, was eine funktionelle Abgrenzung beider Zelltypen bislang unmaéglich
machte. Ein vielversprechender und neuer Ansatz stellt die Verwendung von Mausen dar,
die unter der Kontrolle des endogenen Langerin-Locus eine EGFP Expressionskassette bzw.
ein Fusionsprodukt aus EGFP und dem Rezeptor des Diphterietoxins (DTR) tragen. Dieser
Rezeptor wird normalerweise in Mausen nicht exprimiert. Deshalb ist es mdglich mit Hilfe
dieser Mause, die Wanderung von Langerhanszellen direkt zu verfolgen und diese durch
Gabe des Toxins gezielt in vivo zu eliminieren. Komplementiert werden koénnen solche
Untersuchungen durch Einsatz entsprechender CD11c ,knock in“ Mause, die eine EGFP-
DTR Expressionskassette unter Kontrolle des CD11¢c Promoters besitzen. Es wurde bereits
gezeigt, dass nach Gabe des Toxins stark CD11c exprimierende Dendritische Zellen in
solchen Tieren eliminiert werden kdénnen, Langerhanszellen, die CD11c entweder nicht oder
nur schwach exprimieren, werden durch diese Behandlung nicht betroffen (73-75). Durch
Kreuzung dieser Mausstamme mit mastzellosen Mausen sollte es in Zukunft mdglich sein,
den Einflu® von Mastzellen auf Langerhanszellen und dermale Dendritische Zellen sowie die
funktionelle Beziehung zwischen den letztgenannten Zelltypen gezielt zu untersuchen.

Zusammenfassend demonstrieren die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit einen wichtigen
Zusammenhang zwischen Mastzellen und der Entstehung einer spezifischen adaptiven
Immunantwort am Beispiel des Immunsystems der Haut. Ermdglicht wird dieses
Zusammenspiel letztlich durch die IgE-unabhangige Aktivierung von Mastzellen Uber einen
Rezeptor des angeborenen Immunsystems, den TLR7. Grundsatzlich hangt die Entstehung
einer adaptiven Immunantwort von einer adaquaten Aktivierung angeborener Mechanismen
ab, welche durch die Entstehung einer raschen Entziindungsreaktion die Entwicklung einer
spezifischen Immunantwort einleiten. In diesem Rahmen kdénnen Mastzellen offensichtlich
eine wichtige Funktion als Scharnier zwischen Zellen des angeborenen und des adaptiven
Immunsystems bilden.
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E. Zusammenfassunq

Fir lange Zeit wurde die Mastzelle nur als Effektorzelle im Rahmen von Erkrankungen des
atopischen Formenkreises gesehen. Erst lange Zeit nach ihrer ersten Beschreibung konnte
gezeigt werden, dass die Mastzelle einen wichtigen Beitrag zur Abwehr von Pathogenen
leistet. Dies wird vor allem durch Wege der alternativen Mastzellaktivierung, z.B. Gber Toll-
like Rezeptoren, ermoglicht.

In dieser Arbeit sollte daher zunachst die mégliche Funktion der Mastzelle bei der durch den
synthetischen TLR7-Liganden Imiquimod induzierten Entziindungsreaktion der Haut und der
Auswanderung von Langerhanszellen in einem Mausmodell untersucht werden. Dabei zeigte
sich, dass Mastzellen vor allem fir die friihe und schnelle Induktion einer Entzindung
unerlafilich sind. Dabei spielt bei der Entziindungsreaktion vor allem das von Mastzellen
gebildete TNF-a eine entscheidende Rolle. Mastzellose Mause und mit TNF-a —defizienten
Mastzellen rekonstituierte Tiere zeigten nach Imiquimod-Behandlung eine stark verzdgerte
Entziindungsreaktion. Da diese jedoch nach einigen Tagen das Niveau der Wildtyp-Tiere
erreichte, spielen in diesem Modell sicherlich noch andere Zellen (z.B. plasmacytoid-
ahnliche Dendritische Zellen) eine Rolle, die jedoch die spate Phase der Entzindung
beeinflussen.

Ebenso wie die Entziindungsreaktion ist die Auswanderung der Langerhanszellen (LC) stark
von der Anwesenheit der Mastzelle abhangig. In mastzellosen Mausen war die
Auswanderungsrate nach Imiquimod-Applikation auch noch nach mehrtagiger Behandlung
um mehr als 50% reduziert. FUr die Auswanderung der LC zeigte sich, dass vor allem das
Mastzellcytokin IL-1 von entscheidender Bedeutung ist.

Da NFATc2-defiziente Mastzellen eine stark reduzierte Cytokinproduktion, insbesondere von
TNF-a zeigten, wurde auch die Funktion dieses Transkriptionsfaktors bei der Imiquimod-
vermittelten Entzindungsreaktion und Auswanderung von Langerhanszellen untersucht.
Sowohl die Auswanderung der Langerhanszellen als auch die Entstehung der
Entziindungsreaktion waren durch die NFATc2-Defizienz der Mastzellen noch starker
reduziert als in den mastzellosen Mausen. Desweiteren lie3 sich in NFATc2-defizienten
Mausen nach Aldara/Imiquimod-Applikation die Expression weder von TNF-a noch von IL-13
nachweisen.

Imiquimod wurde in Form der Creme Aldara bereits erfolgreich zur transkutanen
Immunisierung (TCI) in Mausversuchen verwendet. Da die Wirkung von Imiquimod bezlglich
der Entzindungsreaktion und Auswanderung von Langerhanszellen zu einem grof3en Teil
auf die Mastzelle zurlickzuflihren war, lieRen diese Ergebnisse die Schlulfolgerung zu, dass
Mastzellen auch einen entscheidenden Einflul® bei der TCl und somit auf die Entstehung
einer adaptiven Immunantwort haben kénnten. Durch den Vergleich von mastzellosen und
Wildtyp-Mausen nach transkutaner Immunisierung gegen das Ovalbuminpeptid SIINFEKL
unter Verwendung von Imiquimod als Adjuvans konnte diese Annahme bestatigt werden. Die
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Immunisierungserfolge waren in den mastzellosen Mausen im Vergleich zu den Wildtyp-
Tieren stark vermindert. So konnten nach Immunisierung in den Mastzell-defizienten Tieren
deutlich weniger SIINFEKL-spezifische CD8" T-Zellen nachgewiesen werden und auch die
cytotoxische T- Zellantwort gegen peptidbeladene Zielzellen in vivo war in den mastzellosen
Mausen um 2/3 reduziert.

Da Mastzellen in dem verwendeten Modell einen entscheidenden Einflul3 auf die Entstehung
einer adaptiven Immunantwort haben, kénnen sie somit als ein weiteres wichtiges Bindeglied
zwischen angeborener und erworbener Immunitat gesehen werden.
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Abkurzungen

G. Abkiirzungen

ABTS
BMDC
BMMC
BSA
CFSE
CHS
CLP
CR
CTL
CTMC
DC
DEPC
DNA
DTH
DTR
EDTA
EGFP
ELISA
FACS
FCS
GM-CSF
HGPRT
ip.

iv.

LPS
MCP
MHC
MIP
MMC
mMCP
mRNA
NFAT
SCF

2,2- Azino-bis(3-Ethylbenzthiazolin-6-Sulfonsaure)
bone marrow- derived dendritic cells

bone marrow- derived mast cells

bovine serum albumin
5-(und-6)-Carboxyfluoreszein Diacetat, Succinimidyl Ester
contct hypersensitivity

caecum ligation and puncture
Komplementrezeptor

cytotoxischer T-Lymphocyt

connective tissue type mast cells

Dendritic cells

Diethylpyrocarbonat

Desoxyribonukleinsaure

delayed type hypersensitivity
Diphterietoxinrezeptor

disodium ethylendiamine tetraacetic acid
enhanced green fluorescense protein

enzyme linked immunosorbent assay
fluorescense activated cell scanner

fetal calf serum

Granulozyten und Makrophagen colony stimulating factor
Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase
intra peritoneal

intra venos

Interferon

Immunglobulin

Interleukin

Langerhans cells

Lipopolysaccarid

Macrophage chemoattractant protein

major histocompatibility complex

Macrophage inflammatory protein

mucosal type mast cells

mouse mast cell protease

messenger ribonucleic acid

nuclear factor of activated T cells

stem cell factor
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Abkurzungen

TCI transkutane immunisierung
TLR Toll-like Rezeptor
TNF Tumornekrosefaktor
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