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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Die Haut als Schutzbarriere und immunologisches Organ

Der Mensch steht als Lebewesen in einem standigen Austausch mit seiner Umwelt.
Um das Eindringen von Pathogenen in den Koérper zu verhindern, besitzt der Kérper bereits
bei der Geburt mechanische und biochemische Abwehrmechanismen.
Eine erste mechanische Verteidigungslinie des Korpers gegen kérperfremde Substanzen oder
Organismen ist die Haut. Mit einer mittleren Grofie von eineinhalb bis zwei Quadratmetern und
einem Gewicht von drei bis finf Kilogramm ist die Haut sowohl das grofite als auch das
schwerste Organ des menschlichen Koérpers (Nicholas Dias, Yung Peng, 2017). Als Hullorgan
dient sie vor allem der Abgrenzung des Kdrperinneren von seiner dufderen Umgebung, dem
Schutz vor Umwelteinflissen und der Wahrung der inneren Homdostase (Gilaberte et al.,
2016). Die funktionellen Eigenschaften der Haut resultieren vor allem aus ihrem schichtartigen
Aufbau (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Der schematische Aufbau der Haut.

Die Haut stellt die dulRerste Barriere des Kérpers dar und setzt sich aus Epidermis, Dermis und Subkutis zusammen.
Die auBerste Schicht der Epidermis, das Stratum corneum, bietet einen effektiven Schutz vor eindringenden
Pathogenen oder schadlichen Umwelteinflissen. Blutgefae und verschiedene Drisen, einschlieRlich Talg- und
Schweilldrusen, liefern essentielle Substanzen und erhalten die funktionellen Charakteristika der Haut.
LymphgefaRe erflllen durch den Transport von Antigenen und Leukozyten hingegen immunbiologische Aufgaben.
Abgewandelt nach (Aldag et al., 2016)
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Von aulen nach innen umfassen die einzelnen Hautschichten die Oberhaut (Epidermis), die
Lederhaut (Dermis) und das Unterhautfettgewebe (Subkutis, Hypodermis). Die einzelnen
Hautschichten sind von Hautanhangsgebilden durchzogen. Bei diesen handelt es sich um
spezialisierte Gewebestrukturen, welche sich aus den Epithelzellen der Dermis und Epidermis
entwickeln. Zu den Hautanhangsgebilden werden Haare, Hornbildungen und Driisen gezahlt.
Saure Sekrete aus Hautdriisen erzeugen zudem eine lebensfeindliche Umgebung auf der

Haut, die das Uberleben und die Vermehrung von eindringenden Pathogenen verhindert.

Die aulerste Schicht der Haut, die Epidermis, besteht aus einem mehrschichtigen, verhornten
Plattenepithel. Der nach aufien gerichtete Bereich der Epidermis wird als Stratum corneum
(SC) bezeichnet und besteht vor allem aus abgestorbenen, abgeflachten Keratinozyten,
welche als Korneozyten bezeichnet werden (Elias, 2012). Die Korneozyten sind in
interzellularen Lipiden eingebettet und dartber hinaus durch Transmembranproteine
verbunden. Diese Verbindungsstellen zwischen den Korneozyten, die sogenannten
Korneodesmosomen, minimieren zusammen mit den interzelluldaren Lipiden die
Durchlassigkeit der Haut und verhindern das Eindringen korperfremder Substanzen oder
Organismen (Kitajima, 2015). Im unterhalb des SC gelegenen Stratum germinativum
(bestehend aus dem Stratum basale und dem Stratum spinosum) befinden sich Stammzellen,
welche sich zu Keratinozyten entwickeln. Die Keratinozyten wandern topikal in das Stratum
spinosum ein, in dem durch die Bildung von Keratohyalin die Differenzierung in Korneozyten
beginnt (Di Meglio & Conrad, 2016). Durch diese Vorgange erfolgt eine permanente
Erneuerung des Stratum corneum, welche die Aufrechterhaltung der schitzenden

Aulenbarriere zum Ziel hat.

Wahrend die Epidermis vor allem dem Schutz des Korpers vor dufleren Einflissen dient,
erzeugt die darunter liegende Dermis mit ihrem dichten Bindegewebe die Elastizitat der Haut.
In der Dermis liegen Nerven- und Muskelfasern, Schweif- und Talgdrisen, Blut- und
Lymphgefale, Haarwurzeln, Tastsinneszellen, Warme- und Kalterezeptoren (Lai-Cheong &
McGrath, 2017). Darlber hinaus wird die Dermis von einer Vielzahl verschiedener
Immunzellen bevélkert. Zu diesen zahlen vor allem Mastzellen, Makrophagen, CD4* und CD8*
T-Zellen sowie verschiedene Subtypen dermaler DCs. Das Netzwerk aller Immunzellen in der
Dermis und Epidermis wird als skin-associated lymphoid tissue (SALT) bezeichnet
(Kabashima et al., 2019). Das SALT dient der unmittelbaren Erkennung und Eliminierung von
Pathogenen, welche das SC passieren und in den Kérper eindringen. Die Mechanismen des
SALT, welche zur Eliminierung eingedrungener Pathogene fiihren, sind vielfaltig.
Klassischerweise sind die Mechanismen der Immunabwehr in zwei Untersysteme unterteilt -

die angeborene und die adaptive Immunantwort.
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Die angeborene Immunantwort setzt sich aus verschiedenen Idslichen und zellularen
Bestandteilen zusammen, welche die Verbreitung der Pathogene ohne spezifische
Anpassungen an Antigene verhindern. Zu den I8slichen Bestandteilen des angeborenen
Immunsystems wird beispielsweise das Komplementsystem gezahlt, dessen Komponenten an
eingedrungene Pathogene binden und diese dem Immunsystem sichtbar machen. Die
Identifikation der Pathogene kann durch gewebsresidente Makrophagen, Mastzellen und
sogenannte innate lymphoid cells (ILCs) erfolgen. ILCs sind vor allem an den Grenzflachen
des Korpers zu seiner Umwelt zu finden und werden von epithelialen, stromalen oder
myeloiden Zellen aktiviert. Zu den aktivierenden Signalen der ILCs gehdéren Alarmine, Zytokine
und weitere inflammatorische Mediatoren. Vor allem der Subtyp ILC1 spielt durch die
Sekretion von Zytokinen und Chemokinen eine wesentliche Rolle bei der Pathogenabwehr in
der Haut (Kobayashi et al., 2020).

Durch die Freisetzung chemischer Botenstoffe erweitern sich zudem die Kapillaren und es
kommt lokal zu einem verstarkten Blutfluss. Durch die vermehrte Expression von
Adhasionsmolekulen auf den Endothelzellen der Blutgefae wird im Blut zirkulierenden
Leukozyten die Uberwindung der Endothelschicht und die Migration in das Gewebe erleichtert.
Man bezeichnet diesen Vorgang als Leukodiapedese. Die Gesamtheit dieser Prozesse wird
als Entstehung einer Entzindungsreaktion bezeichnet. Allgemein werden Entzindungen
durch die vier Symptome Rétung (rubor), Warme (calor), Schwellung (tumor) und Schmerz
(dolor) charakterisiert (Linlin Chen et al., 2018).

Im Blut zirkulierende neutrophile Granulozyten werden durch die freigesetzten Chemokine zu
einem frihen Zeitpunkt der Entziindungsreaktion in das betroffene Gewebe gelockt. Im
Gewebe koénnen neutrophile Granulozyten durch verschiedene Effektorfunktionen, zum
Beispiel NETose oder die Bildung zytotoxischer Sauerstoffradikale, Pathogene unschadlich
machen (Rosales, 2018). Makrophagen, Mastzellen, dendritische Zellen (dendritic cells, DCs)
und neutrophile Granulozyten kénnen darlber hinaus konservierte molekulare Strukturen auf
der Oberflache der Pathogene (sog. pathogen-associated molecular patterns, PAMPS)
erkennen und mit Hilfe bestimmter Rezeptoren (sog. pattern-recognition receptors, PRRs)
aufnehmen. Diese sogenannten Phagozyten, werden durch die Aufnahme des Pathogens
aktiviert und sezernieren entzindungsférdernde Mediatoren, die zur vollstandigen

Eliminierung des eingedrungenen Pathogens beitragen (Gordon, 2016).

Parallel zu den Abwehrmechanismen der angeborenen Immunantwort wird durch die
Prasentation = phagozytierter ~ Antigene auf der Zelloberflache professioneller
antigenprasentierenden Zellen (antigen-presenting cells, APCs) eine spezifische, erworbene
Immunantwort eingeleitet. Professionelle APCs, vor allem DCs, nehmen Antigene in der

Kérperperipherie auf, prozessieren diese und migrieren in sekundare lymphatische Organe.
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Bei Antigenen handelt es sich um Stoffe, welche in einem Organismus eine Immunreaktion
ausldsen. Proteine, Lipide, Kohlenhydrate und andere komplexe Molekiile kénnen als Antigen
wirken. Die APCs sind ein zentraler Bestandteil des Immunsystems, da sie zwischen
angeborener und adaptiver Immunantwort vermitteln (lwasaki & Medzhitov, 2015). In
sekundaren lymphatischen Organen werden die prozessierten Antigene auf spezialisierten

Proteinkomplexen der APCs naiven T-Zellen prasentiert.

Die Erkennung des prasentierten Antigen-Komplexes auf den APCs erfolgt durch den T-Zell-
Rezeptor (T cell receptor, TCR). Der TCR ist im Gegensatz zu den Rezeptoren der
angeborenen Immunantwort hochspezifisch fr ein Antigen. Naive T-Zellen werden durch die
Interaktion des TCR mit der APC aktiviert und zur Proliferation angeregt. Dieser Prozess wird
als klonale Selektion bezeichnet und fuhrt zur Bildung von T-Zell-Klonen, welche die gleiche
Spezifitdt wie die Ursprungszelle besitzen. Die Entstehung antigenspezifischer CTLs erfolgt
etwa 4-7 Tage nach der Exposition mit dem Antigen. Die CTLs verlassen nach der Aktivierung
die sekundaren lymphatischen Organe und wandern entlang der chemischen Botenstoffe zum
Ort der Entzindung. Dort angekommen erkennen CTLs das spezifische Antigen des
Pathogens auf infizierten Zellen und eliminieren diese durch die Freisetzung pro-apoptotischer
und zytotoxischer Substanzen. Die Gesamtheit dieser Ablaufe wird als primare Immunantwort
bezeichnet (Chaplin, 2010).

Ein GrofRteil der CTLs erhalt nach Abschluss der primaren Immunantwort kein
Uberlebenssignal und stirbt ab. Durch bestimmte weitere Stimuli kénnen sich aktivierte T-
Effektorzellen jedoch in langlebige T-Gedachtniszellen differenzieren und im Korper
verbleiben. Bei einem erneuten Kontakt des Organismus mit dem gleichen Pathogen kénnen
diese T-Gedachtniszellen reaktiviert werden und diesen effektiver als in der primaren
Immunantwort eliminieren. Die erworbene Immunantwort ermdglicht somit die Entstehung
eines immunologischen Gedachtnisses, welches den Organismus langanhaltend vor einem
erneuten Kontakt mit einem spezifischen Pathogen schitzt (Chaplin, 2010). Dieser Prozess
wird als sekundare Immunantwort bezeichnet. Die Entwicklung eines immunologischen

Gedachtnisses ist in Abbildung 2 schematisch dargestellt.
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Abbildung 2: Die Induktion und der Verlauf antigenspezifischer T-Zell-Antworten.

APCs prasentieren naiven T-Zellen Antigene kdérperfremder Erreger. Naive T-Zellen werden durch diesen Vorgang
aktiviert und durchlaufen innerhalb von 4-7 Tagen nach Antigenkontakt eine klonale Expansion, welche zu einer
Vermehrung der antigenspezifischen T-Effektorzellen und zur Eliminierung des Erregers fuhrt (,Expansion®). Nach
der Erregerabwehr nimmt die Anzahl erregerspezifischer T-Effektorzellen ab (,Kontraktion®). Einige dieser
erregerspezifischen Zellen verbleiben als T-Gedachtniszellen im Korper und ermdglichen eine effiziente
Sekundéarantwort bei einem erneuten Kontakt mit dem gleichen Erreger. Abgewandelt nach Inoue et al., 2013.

Die Induktion eines immunologischen Gedachtnisses ist von einer effizienten Zusammenarbeit
des angeborenen und des adaptiven Immunsystems abhangig. Die hinreichende Aktivierung
der zelluldaren Vertreter des angeborenen Immunsystems und eine effektive
Antigenprasentation durch professionelle APCs sind die Grundlage fir die Entstehung

wirkungsvoller und langanhaltender, adaptiver Immunantworten.

1.2 Antigenprasentation

Das erworbene, adaptive Immunsystem ermdéglicht eine spezifische Reaktion auf definierte

Antigene und die Entstehung eines immunologischen Gedachtnisses, welches den Korper
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langanhaltend vor einer erneuten Infektion mit dem gleichen Pathogen schitzt.
Die Vertreter des adaptiven Immunsystems kdnnen Antigene jedoch nur dann erkennen, wenn
diese auf  spezialisierten Proteinkomplexen, den  sogenannten Haupthisto-
kompatibilitatskomplexen (major histocompatibility complex, MHC) prasentiert werden
(Wieczorek et al., 2017). Man bezeichnet diesen Umstand als MHC-Restriktion. Grundsatzlich

unterscheidet man zwei strukturell und funktionell verschiedene Klassen von MHC-Molekiilen:

MHC-Klasse-I-Molekiile bestehen aus einer etwa 45kDa grof3en schweren a-Kette und einer
nicht kovalent gebundenen etwa 12kDa grof3en leichten B-Kette, dem so genannten beta-2-
Mikroglobulin. Die a-Kette besteht aus drei a-Domanen, wobei die as Domane der
Transmembrandomane zugewandt ist und die beiden membranfernen a4. und az.Domanen die
Peptidbindungsfurche bilden. Diese stellt eine hochvariable Region dar, die ahnlich wie
Antikoérper viele Millionen verschiedener Antigene binden und diese dem Immunsystem
prasentieren kann. MHC-Klasse-I-Moleklle kommen auf allen kernhaltigen Kdrperzellen vor
und prasentieren aufgrund der geschlossenen Peptidbindungsfurche endogene Antigene mit
einer Lange von 8-10 Aminosauren. Dabei kann es sich sowohl um Sequenzen kdrpereigener
Proteine, bei infizierten Zellen aber auch um virale oder bakterielle Antigene handeln. Die
Prasentation korpereigener Antigene auf MHC-Klasse-I-Molekiilen schitzt die Korperzellen
vor der Degradierung durch zytotoxische Effektormechanismen natirlicher Killer (NK)-Zellen,
welche eine verminderte Expression von MHC-Klasse-I-Molekilen auf der Zelloberflache z.B.
nach einer Virusinfektion erkennen (,Missing-self-Hypothese®). Die Prasentation
korperfremder Antigene auf MHC-Klasse-I-Molekilen zeigt dem Immunsystem die Infektion
der betroffenen Zelle an. Der MHC-Klasse-I-Antigen-Komplex wird durch den spezifischen
TCR von CD8" T-Zellen erkannt.

MHC-Klasse-ll-Molekiile bestehen aus zwei nahezu gleich grof3en Proteinen, einer ao-
Untereinheit und einer nicht kovalent gebundenen B-Untereinheit. Jede Proteinuntereinheit
besitzt zwei extrazellulare Domanen, eine Transmembrandoméne und einen kurzen
zytosolischen Bereich. Bei den MHC-Klasse-lI-Komplexen wird ebenfalls die hochvariable
Peptidbindungsfurche von membranfernen Domanen (a4 und 1) gebildet. Im Gegensatz zum
MHC-Klasse-I-Komplex sind hier beide Untereinheiten in der Zellmembran verankert. MHC-
Klasse-II-Molekile werden vorrangig auf der Zelloberflache von professionellen APCs
exprimiert. Auf MHC-Klasse-II-Molekulen werden aufgrund der offenen Peptidbindungsfurche
exogene Antigene mit einer nahezu unbegrenzten Lange, welche aber zumeist bei 13-17
Aminosauren liegt, prasentiert. Diese Antigene werden von den APCs durch Pinozytose oder
Phagozytose aufgenommen und prozessiert. Dabei kann es sich sowohl um apoptotische,
kérpereigene Zellen als auch extrazellulare Pathogene handeln. MHC-Klasse-II-Antigen-

Komplexe interagieren mit dem spezifischen TCR von CD4*-T-Helferzellen.
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Neben diesen beiden klassischen Prasentationswegen gibt es einen Sonderfall der
Antigenprasentation, welcher als Kreuzprasentation bezeichnet wird (Embgenbroich &
Burgdorf, 2018). Dieser Mechanismus ist unter anderem bei der Immunabwehr von
virusinfizierten Nicht-Immunzellen und Tumorzellen von Bedeutung (Sanchez-Paulete et al.,
2017). Die Kreuzprasentation stellt eine Mischung der beiden klassischen Prasentationswege
dar, bei der exogene Antigene vor allem durch bestimmte Subtypen der DCs aus der
Umgebung aufgenommen und auf MHC-Klasse-I-Molekllen CD8" T-Zellen prasentiert werden
(Joffre et al., 2012).

1.2.1 Subtypen der professionellen APCs

Nahezu alle kernhaltige Zellen und Thrombozyten besitzen die Fahigkeit, endogene Antigene
auf MHC-Klasse-I-Molekulen zu prasentieren. Dartber hinaus gibt es Zelltypen, die T-Zellen
Antigene prasentieren, um diese zu aktivieren und eine spezifische Immunreaktion
auszuldsen. Diese Zellen werden als professionelle APCs bezeichnet. Zu diesen zahlen DCs,
Makrophagen und B-Zellen (Kashem et al., 2017).

1.2.1.1 Dendritische Zellen

DCs wurden erstmals von Paul Langerhans beschrieben, der ihnen aufgrund ihrer
zytoplasmatischen Zellfortsatze und ihrem verzweigten Aufbau zunachst neurologische
Funktionen zuordnete. Erst 1973 konnten Steinman und Cohn diese Zellen aufgrund ihrer
Befahigung zur Antigenprasentation den Immunzellen zuordnen (Steinman & Cohn, 1973).
Steinman wurde flr die Beschreibung der zentralen Rolle der DCs im Immunsystem im Jahr

2011 posthum mit dem Nobelpreis fir Physiologie oder Medizin ausgezeichnet.

DCs sind in den sekundaren lymphatischen Organen und an Kontaktstellen des Kérpers mit
der Umwelt, vor allem der Haut und den Schleimhauten, zahlreich vertreten. An diesen
Kontaktstellen nehmen sie Antigene auf und migrieren in sekundare lymphatische Organe, um
dort adaptive Immunantworten einzuleiten (Palucka & Banchereau, 1999). Sie stellen somit
das zentrale Bindeglied zwischen angeborener und adaptiver Immunantwort dar und sind der
bedeutendste Vertreter der APCs.

Die Entwicklung von DCs erfolgt aus CD34* hamatopoetischen Stammzellen (hematopoetic
stem cells, HSCs) im Knochenmark. DCs sind ein plastischer Zelltyp, deren Subtypen sich von
der Morphologie, Funktionen und der Expression von Oberflachenmarkern unterscheiden
lassen. Ein Grofiteil der Subtypen der DCs wird in ihrer Entstehung durch das Zytokin FIt3L
(FMS-like tyrosin kinase 3 ligand) kontrolliert (Karsunky et al., 2003). Nach der Freisetzung
aus dem Knochenmark zirkulieren Vorlauferzellen der DCs in der Blutbahn. Durch die

Expression verschiedener Chemokinrezeptoren, einschlieBlich CCR1, CCR5 und CCRY7,
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werden diese Vorlauferzellen in das Gewebe gelockt und differenzieren sich dort in DCs. DCs
kénnen allgemein anhand der Expression von CD11c und MHC-Klasse-lI-Molekilen
identifiziert werden. In sekundaren lymphatischen Organen wie der Milz werden die DCs

traditionell in zwei Subtypen unterteilt (Kushwah & Hu, 2011).

Plasmazytoide DCs (pDCs) sind ein seltener Typ der DCs, die ihre Benennung dem
plasmazellahnlichen Aussehen verdanken. pDCs spielen durch die Produktion gro3er Mengen
Typ I-Interferone (IFNa, IFNB) und die Sezernierung der pro-inflammatorischen Zytokine IL-6
und TNF-a vor allem in der Virusabwehr eine bedeutende Rolle. pDCs zeigen eine geringe
Befahigung fur die Aufnahme von Antigenen und einer schwachen Expression von MHC-
Klasse-ll-Molekulen. Unter inflammatorischen Bedingungen werden die MHC-Molekile auf
pDCs jedoch hochreguliert, so dass sie naiven T-Zellen Antigene prasentieren koénnen
(Kushwah & Hu, 2011).

Konventionelle DCs (cDCs) werden allgemein in zwei weitere Subtypen unterteilt, die CD8*
cDC1 und die CD11b* cDC2. Nach der Aufnahme des Antigens und der Stimulation
aktivierender Rezeptoren produzieren cDC1s die pro-inflammatorischen Zytokine TNF-qa, IL-
6, IL-12(p70) und IFNy, die zur Aktivierung von NK-Zellen, den T-Helferzell-Subtypen
Th1/Tw17 und der Rekrutierung von CTLs fuhren. Durch die Induktion von antigenspezifischen
CD8* T-Zellen spielen cDC1s eine bedeutende Rolle bei der Immunabwehr von Pathogenen
und Tumorzellen. Demgegenuber sind cDC2s an der Aktivierung von ILCs und den T-
Helferzell-Subtypen Tw2/Tu17 beteiligt. Der cDC2-Subtyp ist vorrangig bei der Eliminierung
von extrazellularen Bakterien und Parasiten von Bedeutung. Die beiden Subtypen der cDCs
kénnen durch die Expression von Oberflachenmarkern und Transkriptionsfaktoren
unterschieden werden. Wahrend cDC1s durch den Oberflachenmarker XCR1 und die
Transkriptionsfaktoren Batf3 und IRF8 charakterisiert werden, exprimieren cDC2s den
Oberflachenmarker SIRPa und den Transkriptionsfaktor IRF4 (Sichien et al., 2017).

Aulerhalb der sekundaren lymphatischen Organe, beispielsweise der Haut, gibt es weitere
Subtypen der DCs. Diese kénnen anhand verschiedener Oberflachenmarker grob in
gewebsresidente c¢DCs, migratorische cDCs, Langerhans-Zellen (in der Epidermis) oder
inflammatorische monozytare DCs (monocyte-derived DCs, moDCs) unterteilt werden (Zaba
et al., 2009).

1.2.1.2 Makrophagen

Makrophagen (M®) sind groRe, einkernige und bewegliche Zellen, welche
stammesgeschichtlich den vermutlich altesten Teil der angeborenen Immunantwort darstellen.
Als Teil des angeborenen Immunsystems erkennen Makrophagen konservierte

Oberflachenstrukturen kérperfremder Organismen, nehmen diese durch Endozytose auf und
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prasentieren sie aktivierten T-Zellen. Zu den zentralen Aufgaben der Makrophagen zahlt die
Beseitigung von koérperfremden und entarteten koérpereigenen Zellen. Die Befahigung zur
Phagozytose und die nachfolgende lysosomale Degradierung von Pathogenen sind bei
Makrophagen daher stark ausgepragt (Wong et al., 2017). Makrophagen sind jedoch nur
begrenzt fahig, naiven T-Zellen Antigene zu prasentieren. Durch die Freisetzung von pro-
inflammatorischen Zytokinen kénnen Makrophagen jedoch Einfluss auf die Aktivierung von

DCs und die Polarisierung von T-Zellen nehmen (Gaudino & Kumar, 2019).

In  der Gesamtheit der Makrophagen werden die sogenannten residenten
Gewebsmakrophagen von den monocyte-derived macrophages (MDMs) unterschieden (van
de Laar et al.,, 2016). Wahrend die residenten Vertreter der Makrophagen ihren Ursprung
bereits in der Embryonalentwicklung haben, entwickeln sich die MDMs aus HSCs des
Knochenmarks. Die HSCs differenzieren sich unter bestimmten Bedingungen in
patrouillierende Ly6C- Monozyten oder inflammatorische Ly6C* Monozyten, die wahrend einer
Entziindungsreaktion durch Chemokine in das entziindete Gewebe gelockt werden (Oishi &
Manabe, 2018). Die Freisetzung von Zytokinen durch inflammatorische Zellen am
Entzindungsort bewirkt deren Differenzierung in gewebsresidente Makrophagen. Der
Monozyten-Kolonien stimulierende Faktor (M-CSF) nimmt bei der Entwicklung von
hamatopoetischen Stammzellen in Monozyten und der Differenzierung in Makrophagen
entscheidenden Einfluss. Koloniestimulierende Faktoren werden vor allem von Stromazellen

des Knochenmarks, Endothelzellen und Fibroblasten erzeugt (Jones & Ricardo, 2013).

Klassischerweise werden die heterogenen Mitglieder der Makrophagen-Familie anhand ihrer
Polarisierung in zwei libergeordnete Phanotypen eingeordnet. Mit dem M1/M2-Schema sollen
die ,klassisch aktivierten“ M1-Makrophagen von den ,alternativ aktivierten* M2-Makrophagen
unterschieden werden. M1- und M2-Makrophagen stellen in Realitat die beiden Extreme in
einem Kontinuum unterschiedlichster Phanotypen dieses plastischen Zelltyps dar (Martinez &
Gordon, 2014).

M1-Makrophagen entstehen in vitro durch die Stimulation von Toll-like Rezeptoren (TLRs)
und den Zytokinen IFNy oder TNF-a. Durch die Sezernierung der Zytokine IL-18, IL-6, TNF-q,
IL-12(p70) und IL-23 haben M1-Makrophagen eine pro-inflammatorische Wirkung (Orecchioni
et al., 2019). Der M1-Subtyp kann direkt zur Eliminierung von Pathogenen oder Tumorzellen
beitragen und gleichzeitig DCs aktivieren, welche daraufhin eine adaptive Immunantwort
einleiten. Dartber hinaus bilden M1-Makrophagen eine Vielzahl verschiedener Chemokine,
beispielsweise CXCL16, welche T-Zellen zur Chemotaxis in das entziindete Gewebe anregen
(Van Der Voort et al., 2005).
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M2-Makrophagen stellen den anderen Extremzustand der Makrophagen-Polarisierung dar.
Diese entstehen in vitro durch eine Behandlung mit M-CSF, IL-4 und IL-13.
M2-Makrophagen produzieren unter anderem die Zytokine IL-10 und TGF-f3 und haben einen
anti-inflammatorischen Phanotyp. Durch die Freisetzung weiterer Faktoren, einschlieflich von
Matrix-Metalloproteasen (MMPs), und der Beseitigung von Detritus spielen M2-Makrophagen
eine wichtige Rolle bei der Reparatur von geschadigtem Gewebe und in der

Gewebshomdostase (Jantsch et al., 2014).

1.2.2 Aktivierungsmechanismen professioneller APCs
1.2.2.1 Phagozytose

Die Phagozytose bezeichnet die aktive Aufnahme von Makromolekilen und Partikeln in eine
einzelne eukaryotische Zelle und ist eine Sonderform der rezeptorvermittelten Endozytose. Als
Teil der Immunabwehr wird die Phagozytose vor allem von Granulozyten, Monozyten,
Makrophagen und DCs durchgefiihrt. Diese werden als professionelle Phagozyten bezeichnet.
Der Mechanismus der Phagozytose beinhaltet die rezeptorvermittelte Erkennung von
hochkonservierten molekularen Strukturen eines Pathogens. Diese werden als PAMPs
bezeichnet und mit Hilfe spezieller Rezeptoren, den sogenannten PRRs, von Phagozyten
erkannt (Takeuchi & Akira, 2010). Da es sich bei PAMPs zumeist um funktionell unabdingbare
Sequenzen der Pathogene handelt, sind diese hochkonserviert und werden stabil von den
Pathogenen exprimiert. Zu der Gruppe der PRR werden C-Typ-Lektine, Scavenger-
Rezeptoren und Toll-like Rezeptoren gezahlt. Wahrend der Phagozytose werden Pathogen
und Rezeptor in ein pH-neutrales intrazellulares Kompartiment internalisiert, welches als
Phagosom bezeichnet wird. Diese Phagosome verschmelzen im Zytoplasma der Phagozyten
mit einem Lysosom und bilden so das sogenannte Phagolysosom. Durch die Absenkung des
pH-Wertes im Phagolysosom werden lysosomale Enzyme aktiviert (einschlieRlich
Glykosidasen, Proteasen, Lipasen, Nukleasen und Phosphatasen), welche den Abbau des
aufgenommenen Pathogens vermitteln. Bestimmte Sequenzen der Pathogene kdnnen im
Anschluss an eine intrazellulare Prozessierung auf MHC-Molekilen prasentiert werden

(Flannagan et al., 2012).

1.2.2.2 Toll-like Rezeptoren

Toll-like Rezeptoren (TLR) sind bedeutende Vertreter der PRR, welche in der 1980er Jahren
bei experimentellen Arbeiten an der Embryogenese der Taufliege Drosophila melanogaster
entdeckt wurden (Sprenger et al., 1989). Ein Zusammenhang der TLR mit dem Immunsystem
konnte hingegen erst deutlich spater illustriert werden. Seit deren Entdeckung konnten
insgesamt 13 Vertreter der TLR-Familie zugeordnet werden, welche vor allem von Monozyten,

Makrophagen, DCs und B-Zellen exprimiert werden. Darlber hinaus sind diese Rezeptoren
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bei nicht-myeloiden Zelltypen, einschliellich Epithelzellen und Fibroblasten, nachweisbar. Die

TLR werden entweder extrazellular als Typ I-Transmembranproteine oder intrazellular auf

endosomalen Membranen exprimiert.

Die Erkennung der PAMPs und die Signalweiterleitung erfolgt durch charakteristische Leucin-

reiche Sequenzen in der extrazellularen Domane der TLR. Durch die Bindung eines Liganden

vollzieht der TLR eine Konformationsanderung, welche die Bindung eines Adapterproteins an

eine intrazellulare TIR-Domane ermoglicht. Myeloid differentiation factor 88 (MyD88) ist das

am haufigsten vorkommende der flinf bekannten Adapterproteine. Eine Auflistung aller bisher

identifizierten TLR, deren Lokalisation, ihre Liganden und das verwendete Adapterprotein sind

in Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1: Auflistung aller bekannten humanen und murinen TLR und deren Charakteristika.

TLR Ligand Adapter Spezies Lokalisation
1 Pam3CSK4 MyD88, MAL Mensch/Maus | Zelloberflache
2 Pam3CSK4i_inigfeﬁ§ﬂg§é Peptidogiykan, | wyDgs, MAL | Mensch/Maus | Zelloberfiache
3 Doppelstrangige DNA, poly I:C TRIF Mensch/Maus Endosomal
4 LPS, HMGB1 Tﬁk’i“.ﬁéiﬁ Mensch/Maus | Zelloberflache
5 Flagellin MyD88 Mensch/Maus | Zelloberflache
6 Diacyl-Lipopeptide MyD88/MAL Mensch/Maus | Zelloberflache
7 Einzelstrangige RNA, Imidazoquinoline MyD88 Mensch/Maus Endosomal
8 Einzelstrangige RNA, Imidazoquinoline MyD88 Mensch Endosomal
9 CpG MyD88 Mensch/Maus Endosomal
10 Pam3CSK4 Unbekannt Mensch Zelloberflache
11 Flagellin, Profilin MyD88 Maus Endosomal
12 Unbekannt Unbekannt Maus Endosomal
13 Unbekannt Unbekannt Maus Endosomal

11
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Das Adapterprotein MyD88 kann nach der Bindung an die intrazelluldren TIR-Doméanen des
TLR mit der Todesdomane der Serin/Threonin-Kinase IRAK-4 interagieren. Dies ermdéglicht
der Kinase IRAK-4 die Phosphorylierung von TRAF-6, welches nachfolgend die Aktivierung
von TAK-1 bewirkt. Durch die Bildung eines Kinasen-Komplexes aktiviert TAK-1 den MAPK-
Signalweg und hebt die inhibitorische Wirkung des IkB auf den Transkriptionsfaktor NFkB auf.
Ungebundenes NFkB kann vom Zytoplasma in den Zellkern migrieren und im Zusammenspiel
mit dem Transkription AP-1 die Expression von Genen regulieren, welche beispielsweise bei
der Aktivierung von APCs beteiligt sind. Aktivierte APCs sezernieren daraufhin pro-
inflammatorische Zytokine (unter anderem IL-1B, TNF-a und IL-6) und exprimieren eine
erhdhte Anzahl von MHC und kostimulatorischen Molekillen auf der Zelloberflache (Akira &
Takeda, 2004).

1.2.2.3 Inflammasome

Das Inflammasom ist ein intrazellularer Multiproteinkomplex, welcher im Rahmen von
Entziindungsreaktionen eine bedeutende Rolle einnimmt (Malik & Kanneganti, 2017; Sharma
& Kanneganti, 2016). Inflammasome nehmen entscheidenden Einfluss auf die Reifung und

Sekretion der pro-inflammatorischen IL-1-Familien-Zytokine IL-18 und IL-18.

Inflammasome treten vor allem im Zytoplasma von Zellen des angeborenen Immunsystems
auf. Neuere Studien weisen darauf hin, dass Inflammasome uUberdies in Epithelzellen
vorkommen und von Bedeutung fir die Pathogenabwehr in der Haut sind (Malik & Kanneganti,
2017). Es existieren verschiedene Subtypen von Inflammasomen, welche durch
unterschiedliche Stimuli, einschliellich DAMPs (danger associated molecular patterns),
PAMPS, Toxine und das Adjuvans Aluminiumhydroxid, aktiviert werden kénnen. Von

Ubergeordneter Bedeutung fir die vorliegende Arbeit ist das NLRP3-Inflammasom.
1.2.2.3.1 Das NLRP3-Inflammasom

NLRP3 (NOD-, LRR- and pyrin domain-containing protein 3)-Proteine sind intrazellulare
Sensoren einer Vielzahl mikrobieller PAMPs. DAMPs, Toxinen und mitochondrialer ROS
(Kelley et al., 2019). NLRP3-Inflammasome bestehen allgemein aus einem Sensor (NLRP3),
einem Adapterprotein (ASC/PYCARD) und einem Effektor (Caspase 1). Die Assemblierung
des NLRP3-Inflammasoms beginnt mit der Oligomerisierung von NLRP3-Proteinen, welche
durch homotypische Interaktionen ihnrer NACHT-Domanen erfolgt. NLRP3-Proteine rekrutieren
die Adapterproteine ASC, welche durch PYD-PYD-Interaktionen an den Komplex binden und
sogenannte ASC-Filamente bilden. Diese ASC-Filamente rekrutieren Uber CARD-CARD-
Interaktionen die Caspase 1, welche nach der Bindung an den Komplex durch Selbstspaltung
aktiviert wird. Die Serin-Threonin-Kinase NEK7 (NIMA-related kinase 7) konnte kirzlich als

eine weitere, fur die Aktivierung des NLRP3-Inflammasomes essentielle Komponente
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identifiziert werden. Der Aufbau und die Signalkaskade des NLRP3-Inflammasoms sind in
Abbildung 3 dargestellt.
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Abbildung 3: Aufbau und Funktion des NLRP3-Inflammasoms.

NLRP3-Proteine sind Sensoren von PAMPs und DAMPs. Durch Verschiebungen der zelluldren
lonenkonzentrationen und Induktion mitochondrialer ROS erfolgt die Assemblierung des NLRP3-Inflammasoms.
NLRP3-Inflammasome setzen sich aus dem Effektor Caspase 1, dem Adapterprotein ASC und den NLRP3-
Sensorproteinen zusammen. Durch die Uberfiihrung von Vorstufen der IL-1-Familie-Mitglieder IL-18 und IL-18
nehmen NLRP3-Inflammasome Einfluss auf Entzlindungsreaktionen und die Immunabwehr. (Saxena & Yeretssian,
2014)

Die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms wird klassischerweise als zweistufiger Prozess
betrachtet — das Priming und die Aktivierung. Das Priming erfolgt durch die stimulatorischen
Effekte von PAMPs, DAMPs, ROS oder durch pro-inflammatorische Zytokine (IL-13, TNF-a)

und induziert die vermehrte Bildung von Inflammasom-Komponenten. Dartber hinaus erfolgt
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durch das Priming eine post-translationale Modifikation des NLRP3, welche zur Stabilisierung

des Proteins fuhrt.

Die nachfolgende Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms kann durch eine Vielzahl bakterieller
und viraler PAMPs erfolgen. Die molekularen Ursachen der Aktivierung sind ebenso vielfaltig
wie unspezifisch und beinhalten den Efflux von Kalzium- und Chlorid-lonen, den Influx von
Calcium-lonen, die Degradation von Lysosomen, mitochondriale Dysfunktion und

metabolische Veranderungen der Zelle.

Aktivierte NLRP3-Inflammasome bewirken die Maturation unreifer Vorstufen der pro-
inflammatorischen Zytokine IL-18 und IL-18. Zusatzlich zur Freisetzung von pro-
inflammatorischen Zytokinen bewirkt das NLRP3-Inflammasom die Induktion der Pyroptose
(Xueliang Chen et al., 2019). Bei der Pyroptose handelt es sich um eine inflammatorische
Form des programmierten Zelltods, welche durch Gasdermin D (GSDMD) vermittelt wird
(Ramos-Junior & Morandini, 2017). Gasdermin D férdert die Porenbildung innerhalb der
Zellmembran und leitet damit gleichzeitig den Zelltod ein. Durch die Apoptose erfolgt die
Freisetzung der pro-inflammatorischen Zytokine IL-18 und IL-18. Die Pyroptose fuhrt dartiber
hinaus zur Bildung des pro-inflammatorischen Zytokins IL-1a und weiterer pro-
inflammatorischer Zytokine, welche zur Rekrutierung und Aktivierung von Immunzellen

beitragen.
1.2.2.3.2 ROS sind wichtige Effektoren und Signalmolekiile des Immunsystems

Als ROS bezeichnet man eine heterogene Gruppe von Sauerstoff-Verbindungen, welche
durch eine partielle Reduktion von elementarem Sauerstoff (O2) gebildet werden. Dazu
gehoéren unter anderem Wasserstoffperoxid (H20;2), das Superoxid-Anion (O2™, auch als
Hyperoxid-Anion bezeichnet) und das Hydroxyl-Radikal (OH). Durch ihre hohe chemische
Reaktionsfahigkeit kbnnen ROS zur oxidativen Schadigung von DNA, Proteinen und Lipiden
fuhren. ROS spielen bei der Zellalterung, dem Zelltod und vielen Erkrankungen, z. B. Krebs
oder Autoimmunitat, eine bedeutende Rolle. Gleichermaflen sind ROS auch zellulare
Signalmediatoren, welche in physiologischen Konzentrationen metabolische Prozesse und

funktionelle Charakteristika von Immunzellen regulieren (R. Kohen & Nyska, 2002).

ROS kénnen durch unterschiedliche zellulare Vorgange in jeder Korperzelle gebildet werden.
Grundsatzlich unterscheidet man zwischen ROS, welche in den Mitochondrien oder durch
Mitglieder der NADPH-Oxidasen (NOX) - Familie entstehen. Mitochondriale ROS entstehen
bei der nicht-enzymatischen Ubertragung von Elektronen auf Sauerstoff an den

mitochondrialen Proteinkomplexen (I-1V). Bei funktionstiichtigen Mitochondrien erfolgt diese
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Reaktion nur bei etwa 0,1 - 2 % der Ubertragenen Elektronen. Aus dieser Reaktion folgt eine

partielle Reduktion des Sauerstoffs und die Bildung von Oz~ (Murphy, 2009).

Zusatzlich zu den Mitochondrien werden ROS auch von Mitgliedern der NOX-Protein-Familie
generiert. Die unterschiedlichen NOX-Isoformen sind in verschiedenen Organellen wie dem
Mitochondrium, dem endoplasmatischen Retikulum oder der nukledren Membran lokalisiert.
NOX-Enzyme der Plasmamembran von neutrophilen Granulozyten katalysieren die Bildung
der erforderlichen Sauerstoffradikale im oxidativen Burst (Bedard & Krause, 2007).
Verschiedene andere Enzyme, beispielsweise Cyclooxygenasen, Lipoxygenasen und
Cytochrome P450 kénnen Uberdies ROS produzieren (Bobba et al., 2008).

In Proteinen kénnen ROS reversible, posttranslationale Modifikationen durch die Oxidation
freier Thiole bewirken. Dabei handelt es sich vornehmlich um die Oxidation der Sulfhydryl-
Gruppe von Cysteinresten, wodurch Sulfonsaurereste, Disulfidbindungen, Sulfonamidreste
oder Glutathionylierungen entstehen kénnen. Diese Modifikationen kdnnen die Aktivitat der
betroffenen Signalmolekiile erheblich beeinflussen und spielen bei der Regulation von
Kinasen, Transkriptionsfaktoren, Histon-Deacetylasen, antioxidativen Enzymen und
Phosphatasen eine wichtige Rolle (R. Kohen & Nyska, 2002). Die Kontrolle des intrazellularen

ROS-Levels ist daher von fundamentaler Bedeutung fir die zellulare Homdostase.

Die Menge der ROS wird hauptsachlich von NRF2, einem ROS-sensitiven
Transkriptionsfaktor, kontrolliert. Steigt die ROS-Konzentration in der Zelle an, wird NRF2
aktiviert und initiiert die Expression von antioxidativen Molekilen, die der zellularen ROS-
Anreicherung entgegenwirken. NRF2 kontrolliert verschiedene antioxidative Systeme wie z. B.
Superoxid-Dismutasen (SODs), Peroxiredoxin (PRX), Thioredoxin (TRX), die Glutathion-
Peroxidase (GPX) und die Synthese von Glutathion (GSH). Diese antioxidativen Systeme
fuhren zur Uberfiihrung des hochreaktiven Oy in H20. Oxidierte Proteine kdnnen durch diese

Enzyme ebenfalls wieder in den reduzierten Zustand tberflhrt werden (Ray et al., 2012).

Die Bildung von niedrigen oder mittleren ROS-Konzentrationen beeinflusst durch die oben
aufgeflihrten Interaktionen beispielsweise die Antigenprasentation von DCs und nimmt
Einfluss auf die Aktivierung, Differenzierung und das Uberleben von T-Zellen (Maemura et al.,
2005; Matsue et al., 2003; Oberkampf et al., 2018; Yarosz & Chang, 2018).

1.3 T-Zellen

T-Zellen sind bedeutende zellulare Vertreter des adaptiven Immunsystems, welche durch den
Kérper wandern und koérperfremde oder entartete, korpereigene Antigene auf MHC-Molekilen

mit Hilfe des TCR erkennen. Der TCR hat im Gegensatz zu den Rezeptoren des angeborenen
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Immunsystems eine Spezifitat fur ein Antigen und ermdglicht dem Immunsystem bei einer

Infektion eine zielgerichtete Immunantwort.

1.3.1 Entwicklung und Lebenszyklus der T-Zellen

T-Zellen entstehen aus lymphatischen Vorlauferzellen im Knochenmark, welche fiir die weitere
Reifung in den kortikalen Bereich des Thymus einwandern. Zu diesem Zeitpunkt der
Entwicklung werden diese Vorlauferzellen als Thymozyten bezeichnet (Kurd et al., 2017).
Im Thymus angekommen differenzieren sich die Thymozyten und treten in eine Phase der
Proliferation ein. Da in diesem Stadium der Entwicklung noch nicht die Korezeptormolekile
CD4 und CD8 auf der Zelloberflache exprimiert werden, spricht man von doppelt negativen

Thymozyten.

In diesem Entwicklungsstadium beginnen genetische Rekombinationen in den Genen, die
Untereinheiten des TCR codieren. In diesem frihen Stadium der T-Zell-Entwicklung
unterscheidet man bereits zwei grundsatzlich verschiedene T-Zell-Linien, die sogenannten
a:B- oder y:6-T-Zellen (Kreslavsky et al., 2010). Die beiden Linien werden durch die
charakteristischen Untereinheiten des jeweiligen TCR voneinander abgegrenzt.
Etwa 95 % der Subpopulationen entspringen den a:B-T-Zellen und kénnen in einem spateren
Entwicklungsstadium durch die Expression von Korezeptormolekilen in CD4* und CD8" T-
Zellen unterteilt werden. y:56-T-Zellen treten hingegen vorrangig in epithelialen Geweben wie

der Haut auf.

Nachdem die Expression des TCR und der Korezeptormolekiile CD4 und CD8 auf der
Zelloberflache erfolgt ist, durchlaufen die unreifen Thymozyten im Thymus Selektionsprozesse
(Takaba & Takayanagi, 2017). Man unterscheidet hierbei die positive und die negative
Selektion. Bei der positiven Selektion werden Antigene auf MHC-Klasse-| -oder MHC-Klasse-
[I-Molekllen den CD4* CD8" Thymozyten im Kortex des Thymus prasentiert. Thymozyten mit
geringer Affinitdt zu MHC-Molekillen erhalten ab diesem Entwicklungsstadium keine
Wachstumssignale und werden apoptotisch. In einem zweiten Selektionsschritt werden den
positiv selektierten Thymozyten kérpereigene Antigene prasentiert. Autoreaktive Thymozyten
erhalten nach dieser Selektion keine weiteren Wachstumssignale und sterben ab. Dieser
Vorgang verhindert die Entstehung von Autoimmunitdt und wird als negative Selektion

bezeichnet (Rosenblum et al., 2015).

Nur etwa 10 % der Thymozyten Uberleben diese beiden Selektionsvorgange im Thymus und
wandern nachfolgend in T-Zell-Regionen der sekundaren lymphatischen Organe aus.
Diese werden als naive T-Zellen bezeichnet, da sie zu diesem Zeitpunkt noch keinen Kontakt

mit ihrem spezifischen Antigen hatten. Erst nach der Interaktion des TCR mit einem

16



Einleitung

spezifischen MHC-Antigen-Komplex auf einer professionellen APC werden naive T-Zellen

aktiviert und entwickeln ihre funktionellen Eigenschaften (Takaba & Takayanagi, 2017).

1.3.2 Aufbau und Signaltransduktion des T-Zell-Rezeptors

Der T-Zell-Rezeptor ist ein Proteinkomplex auf der Zelloberflache von T-Zellen, der die
Unterscheidung von  korperfremden und  korpereigenen  Antigenen  ermdglicht.
Nach der Bindung des TCR an einen passenden MHC-Antigen-Komplex erfolgt eine
Veranderung der Genexpression in T-Zellen, welche zur Aktivierung, Proliferation und

Differenzierung fihrt.

Der TCR setzt sich strukturell aus zwei Proteinunterheiten (a: oder y:8) zusammen, welche
Uber Disulfidbriicken miteinander verknlpft sind. Dartiber hinaus besteht der TCR aus einer
konstanten (C) und einer variablen (V) Domane, einer Transmembrandomane und einer
kurzen zytoplasmatischen Domane. Die a-Untereinheit besteht aus zwei V- und J-Segmenten,
die B-Untereinheit hingegen aus drei V, D- und J-Segmenten. Die beiden Untereinheiten des
TCR besitzen je drei hypervariable Bindungsstellen, welche als complementary determining
regions (CDRs) bezeichnet werden. Diese CDRs interagieren sowohl mit den MHC-Molekdlen
als auch dem prasentierten Antigen und erzeugen so die Spezifitat des TCR (Wucherpfennig
et al., 2010).

Da der TCR selbst nur eine sehr kurze zytoplasmatische Domane besitzt, liegt er im Komplex
mit CD3-Adaptermolekiilen vor. CD3-Molekiile setzen sich wiederum aus verschiedenen
Modulen zusammen (&, y, € und ¢) und dienen im TCR-Komplex der Signallibertragung ins
Innere der T-Zelle. Der zytoplasmatische Anteil der verschiedenen CD3-Module besitzt
sogenannte immunoreceptor tyrosin-based activation motifs (ITAMs). Diese dienen als
Bindungsstellen fir Kinasen, welche nach der Bindung eines MHC-Antigen-Komplexes das

Signal des TCR ins Zellinnere weiterleiten (Hwang et al., 2020).

Nach der Bindung eines MHC-Antigen-Komplexes an einen spezifischen TCR werden die
ITAMs der CD3-Module durch die Scr-Kinase Lck phosphoryliert. Lck ist mit den beiden
Korezeptoren CD4 oder CD8 assoziiert und Teil des TCR-Komplexes. Die phosphorylierten
ITAMs dienen wiederum als Bindungsstellen fir die Tyrosinkinase ZAP-70 (zeta-chain-
associated protein kinase 70). ZAP-70 bindet mit einer SH2-Domane an phosphorylierte
Tyrosinreste der ITAMs und wird daher in die unmittelbare Nahe von Lck gebracht, wodurch
die Phosphorylierung von ZAP-70 ermdglicht wird. Nach deren Aktivierung kann ZAP-70 das
Transmembranprotein LAT (linker for activation of T cells) an mehreren Tyrosinresten
phosphorylieren. Die phosphorylierten Tyrosinreste dienen der Rekrutierung von
Signalmolekilen, einschliellich der Phospholipase Cy1 und SOS. Durch die Rekrutierung

dieser Signalmolekiile an die Zellmembran wird die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren
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NFkB, NFAT (nuclear factor of activated T cells) und AP-1 im Zellkern induziert, welche
daraufhin die Expression von Genen der T-Zell-Differenzierung induzieren (Wucherpfennig et
al., 2010).

1.3.3 Subtypen der T-Zellen

T-Zellen sind ein plastischer Zelltyp, der anhand der Expression von Oberflachenmolekilen
und der Sekretion von charakteristischen Zytokinen in verschiedene Subtypen unterteilt

werden kann.

CD8* zytotoxische T-Zellen (cytotoxic T lymphocyte, CTLs) patrouillieren durch den Korper
und eliminieren infizierte oder entartete kérpereigene Zellen nach der Aktivierung durch APCs.
Die Eliminierung der Zielzelle erfolgt vor allem durch die Freisetzung von Perforinen und
Granzymen. CTLs kdénnen durch die Expression des Korezeptors CD8 und die Freisetzung
der Zytokine IFNy und TNF-a charakterisiert werden (N. Zhang & Bevan, 2011).

CD4* T-Helferzellen haben im Gegensatz zu den CTLs keine zytotoxische Aktivitat.
Ihre Hauptaufgabe liegt im Zusammenspiel mit den APCs in der Einleitung einer adaquaten
Immunantwort (Gaudino & Kumar, 2019). T-Helferzellen koordinieren durch die Produktion
von Zytokinen die Aktivierung von APCs, welche nachfolgend sowohl die Entstehung
zytotoxischer CTLs als auch Antikérper-produzierender Plasmazellen ermdglichen.
Anhand der charakteristischen Zytokine erfolgt eine Einteilung in die verschiedenen Subtypen
der T-Helferzellen (Zhu & Paul, 2008). Die Polarisierung der verschiedenen T-Helferzell-

Subtypen wird durch das umgebende Zytokinmilieu malfgeblich beeinflusst:

o Tu1-Zellen entstehen in Anwesenheit der Zytokine IFNy und IL-12. Durch die Bindung
an ihre entsprechenden Rezeptoren aktivieren diese Zytokine die signalvermittelnden
Proteine STAT1 und STAT4, welche die Bildung des Transkriptionsfaktors T-bet
bewirken. T-bet induziert die Sekretion des flr Tu1-Zellen charakteristischen Zytokins
IFNy. Tu1-Zellen koordinieren vor allem gegen Viren und intrazellulare Bakterien

gerichtete Immunreaktionen.

e Die Polarisierung von Tu2-Zellen erfolgt durch die Freisetzung des Zytokins IL-4 in
Abwesenheit von IL-12. Die Bindung von IL-4 an den entsprechenden Rezeptor fiihrt
Uber STAT6 zur Bildung des Transkriptionsfaktors GATA-3. Dieser bewirkt die
Freisetzung des charakteristischen Tp2-Zytokins IL-4. Th2-Zellen aktivieren B-Zellen
und sind am Klassenwechsel von IgE zu IgA beteiligt. Daruber hinaus spielen sie eine

wichtige Rolle bei der Entstehung von Allergien und Asthma (Deo et al., 2010).
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Tu9-Zellen differenzieren sich durch die Signalwege der Zytokine IL-4 und TGF-B. Sie
sind durch eine hohe Expression des Zytokins IL-9 charakterisiert. T49-Zellen sind vor
allem bei der Immunabwehr von Parasiten und bei allergischen Reaktionen von
Bedeutung. Dartiber hinaus spielt dieser Subtyp bei verschiedenen Erkrankungen,

beispielsweise Autoimmunitat, Krebs und Rheuma, eine wichtige Rolle (Kaplan, 2013).

Tu17-Zellen werden in Abwesenheit von IL-12 und IL-4 durch die Zytokine IL-6, IL-21
und TGF-B gebildet. Vor allem IL-6 und TGF-B induzieren den Transkriptionsfaktor
RORyT. Tw17-Zellen sezernieren charakteristischerweise das Zytokin [IL-17.
Zusammen mit den Subtypen Tu1 und Tu2 sind Tu17-Zellen bei der Immunabwehr
extrazellularer Pathogene von Bedeutung. Eine Vielzahl von Autoimmun-erkrankungen
ist Uiberdies mit einer Uberproduktion von Tn17-Zytokinen assoziiert (Yasuda et al.,
2019).

Regulatorische T-Zellen (Tregs) sind ein spezialisierter Subtyp der T-Zellen und
kontrollieren die Intensitdt von Immunantworten. T.gs dampfen die Intensitat von
Immunantworten sowohl durch die Sekretion der anti-inflammatorischen Zytokine IL-
10 und TGF-B als auch die Fas/FasL-vermittelte Apoptose Uberschissiger oder
selbstreaktiver T-Zellen. Sie verhindern somit das Auftreten von Autoimmunitat oder
chronischen Entzindungen (Vignali et al., 2008). Tegs kdnnen durch die Expression

des Transkriptionsfaktor FoxP3 charakterisiert werden.

CD4" oder CD8" T-Gedachtniszellen verbleiben nach der primaren Immunantwort im

Organismus und schiitzen diesen bei einem erneuten Kontakt mit dem gleichen Antigen vor
einer neuerlichen Infektion (MacLeod et al., 2010; Pennock et al., 2013). Innerhalb der CD4*

und CD8* T-Gedachtniszellen gibt es verschiedene Subtypen, die sich phanotypisch und

funktionell voneinander unterscheiden:

Die Effektor-T-Gedachtniszellen (effector memory T cells, Tem) exprimieren CCRY7,
CD44 und kein CD62L (L-Selektin). Sie kdnnen daher nicht in lymphatische Gewebe
einwandern und migrieren zwischen Blutbahn und Gewebe. Mit Hilfe von
Chemokinrezeptoren erkennen sie Entziindungssignale und wandern daraufhin in das

betroffene Gewebe ein, um eingedrungene Pathogene zu eliminieren.

Zentrale T-Gedachtniszellen (central memory T cells, Tcm) exprimieren auf ihrer
Oberflache CCR7, CD44 und CD62L. Sie sezernieren IL-2, aber weder IFNy noch IL-
4. Tcwm patrouillieren im Gegensatz zu den Tem zwischen Blut und den lymphatischen
Organen (Martin & Badovinac, 2018).
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o Nicht-zirkulierende, gewebsresidente T-Gedachtniszellen (fissue resident memory
cells, Trm) bewohnen beispielsweise die Haut, die Lunge oder den Gastrointestinaltrakt
und unterscheiden sich phanotypisch wie funktionell von Tem und Tcm. Trm schiitzen
den Organismus an Grenzflachen zur Umwelt vor eindringenden Pathogenen und sind
durch die Expression der Oberflachenmarker CD69 und CD103 charakterisiert
(Schenkel & Masopust, 2014).

Eine Ubersicht der fiir diese Arbeit relevanten Subtypen der T-Zellen ist in Abbildung 4
dargestellt.
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Abbildung 4: Subtypen der T-Zellen.
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Naive CD4* oder CD8* T-Zellen interagieren bei der Antigenprasentation tiber den TCR-Komplex mit einem MHC-
Antigen-Komplex auf APCs. APCs sezernieren in Abhangigkeit von ihrer Polarisierung verschiedene Zytokine,
welche direkten Einfluss auf die Differenzierung von T-Zellen nehmen. Jeder Subtyp der ausdifferenzierten,
antigenspezifischen T-Zellen sezerniert nach ihrer Aktivierung charakteristische Effektorzytokine.
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1.3.4 Die Interaktion kostimulatorischer Molekiile und das Zytokinmilieu beeinflussen

das Priming naiver T-Zellen

Naive T-Zellen werden nach ihrer Reifung im Thymus durch die Interaktion mit einem MHC-
Antigen-Komplex aktiviert. Die Prasentation von Antigenen ohne weitere stimulierende
Einfliisse bewirkt jedoch die Entstehung anerger T-Zellen. Man bezeichnet diese Induktion von
ausdifferenzierten, aber funktionslosen T-Zellen als periphere Toleranz. Die periphere
Toleranz ist neben der zentralen Toleranz ein Mechanismus, der die Entstehung von

autoreaktiven T-Zellen und Autoimmunitat verhindert (Lechler et al., 2001).

Fir die vollstandige Aktivierung der adaptiven Immunantwort sind neben der Stimulation des
TCRs weitere Signale erforderlich. Zu diesem Zweck werden auf der Oberflache von T-Zellen
und APCs sogenannte kostimulatorische Molekile gebildet, welche bei der
Antigenprasentation miteinander interagieren und die Signalstarke des TCR amplifizieren
(Lieping Chen & Flies, 2013a). Die Expression von kostimulatorischen Molekilen auf den
APCs kann beispielsweise nach der Stimulation eines PRR durch ein entsprechendes PAMP

induziert werden.

Wichtige Vertreter der Kostimulatoren sind zum Beispiel B7.1 (CD80) und B7.2 (CD86), welche
auf der Zelloberflache von APCs exprimiert werden. Diese interagieren mit CD28 auf der
Zelloberflache der T-Zelle und leiten Signalwege ein, die zusammen mit der Signalkaskade
des TCR zu einer vollstandigen Aktivierung der T-Zelle fiihren (Subauste et al., 1998). Der
CD80/CD86-CD28-Signalweg fuhrt beispielsweise zur Sezernierung des T-Zell-

Wachstumsfaktors IL-2, welcher die Proliferation und Differenzierung von T-Zellen férdert.

Daruber hinaus kann durch die Interaktion der APCs mit inhibitorischen Molekullen auch eine
Repression der T-Zell-Aktivierung und -Proliferation erfolgen. CTLA-4 ist ein inhibitorisches
Molekdl auf der Zelloberflache von T-Zellen und wirkt als Antagonist der T-Zell-Aktivierung, da
es mit hoherer Affinitat als CD28 an CD80/CD86 bindet (Buchbinder & Desai, 2016).
Die Interaktion solcher Molekiile auf APCs und T-Zellen verhindert eine Uberreaktion des
Immunsystems. Diese Interaktionen werden daher als ,Immuncheckpoints® bezeichnet.
Die Blockade solcher Immuncheckpoints wird in der Immunonkologie zu therapeutischen
Zwecken genutzt (Darvin et al., 2018). Eine Ubersicht stimulierender oder hemmender

Interaktionen von APCs und T-Zellen ist in Abbildung 5 dargestellt.
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Abbildung 5: Das Priming naiver T-Zellen wird durch kostimulatorische Molekiile beeinflusst.

APCs und naive T-Zellen interagieren bei der Antigenprasentation tber verschiedene Rezeptoren und Liganden
auf der Zelloberflache. Diese Interaktionen kénnen sowohl eine stimulierende als auch inhibierende Wirkung auf
die Expansion und die Funktionalitat der antigenspezifischen T-Zellen haben.

Die vollstandige Ausbildung von Effektorfunktionen sowie die Langlebigkeit
antigenspezifischer T-Zellen werden uberdies durch pro-inflammatorische Zytokine reguliert
(Schluns & Lefrangois, 2003). Das Zytokinmilieu in der Mikroumgebung naiver T-Zellen nimmt
einen entscheidenden Einfluss auf deren Differenzierung und Polarisierung in verschiedene
Subtypen (siehe 1.3.3). Die Zytokine IL-12 und IFNa/B regulieren beispielsweise die
Genexpression von Granzymen, IFNy, CD25, OX40 und Bcl-3, welche essentiell flr das
Uberleben, die Proliferation, die Migration und die Effektorfunktionen von CTLs sind. Darlber
hinaus wird die Induktion langlebiger, antigenspezifischer T-Gedachtniszellen malfgeblich
durch ein entsprechendes Zytokinmilieu, charakterisiert durch IL-7 und IL-15, gesteuert
(Rubinstein et al., 2008).

Die Entstehung effektiver und langanhaltender T-Zell-Antworten ist daher von einer komplexen
Interaktion wvon APCs und T-Zellen bei der Antigenprasentation abhangig.
Das zunehmende Verstandnis Uber die molekularen Grundlagen bei der Entstehung adaptiver

Immunantworten wird bei der Entwicklung neuartiger Impfstoffe genutzt.
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1.4 Impfungen

Impfungen (auch als Vakzinierung bezeichnet, abgeleitet vom lateinischen Wort vacca, ,,Kuh®)
erzeugen die Immunitat eines Organismus gegentiber einem spezifischen Pathogen und sind
die erfolgreichste Errungenschaft im Kampf gegen Infektionskrankheiten in der Geschichte
medizinischer Forschung. Bereits am Ende des 18. Jahrhunderts angewandt, konnte die
Durchfiihrung von Massenimpfprogrammen die Verbreitung einer Vielzahl teils
lebensbedrohlicher Infektionskrankheiten, einschliel3lich Pocken, Kinderlahmung, Masern,
Diphterie, Keuchhusten und Tetanus, massiv einschranken. Der englische Landarzt Edward
Jenner gilt als Pionier der modernen Schutzimpfung, da er die Zusammenhange zwischen der
Verabreichung von abgeschwachten Kuhpocken und dem nachfolgenden Schutz vor einer
Infektion mit humanen Pocken erkannte (Plotkin, 2014). Die Weltgesundheitsorganisation
(world health organisation, WHO) nimmt an, dass Impfungen jahrlich zwei bis drei Millionen

Menschen vor einer todlichen Infektion schiitzen.

1.4.1 Klassische Impfungen

Bei der klassischen Impfung werden attenuierte Pathogene prophylaktisch verabreicht. Durch
die Verabreichung des Impfstoffes wird das Immunsystem dazu angeregt, eine
erregerspezifische Immunkompetenz zu entwickeln, ohne die eigentliche Infektion durchleben
zu missen. Man bezeichnet diese Herangehensweise als aktive Impfung, da sie die
eigenstandige Reaktion des Immunsystems auf Sequenzen eines Pathogens voraussetzt.
Demgegentber steht die Verabreichung von Antikérpern, welche in einem anderen
Organismus erzeugt wurden. Diese Form der Impfung wird als passive Impfung bezeichnet
(Federman, 2014).

Klassische Impfungen basieren auf der intramuskuldren (in den Musculus deltoideus am
Oberarm) oder subkutanen Injektion des Impfstoffes mit Spritzen und Kanulen. Klassische
Impfstoffe I6sen eine Entziindung an der Injektionsstelle aus, welche zur Einwanderung von
Immunzellen an die Injektionsstelle fuhrt. Die eingewanderten Immunzellen, vor allem APCs,
nehmen Sequenzen des verabreichten Pathogens an der Injektionsstelle auf und migrieren in
sekundare lymphatische Organe, um sie naiven B- oder T-Zellen zu prasentieren. Klassische
Impfungen induzieren meist die Reifung von antigenspezifischen B-Zellen in Plasmazellen,
welche nachfolgend Antikdrper produzieren. Diese zirkulieren im Blut des immunisierten
Organismus und erkennen bei einem entsprechend hohen Antikérpertiter auch nach langerer
Zeit eingedrungene Pathogene mit der entsprechenden Spezifitat. Darlber hinaus verbleiben
nach der Impfung B-Gedachtniszellen im Korper, welche bei einem erneuten Kontakt mit dem
Antigen expandieren und erneut erregerspezifische Antikdrper produzieren. Die Sezernierung

von Antikérpern dient dem Schutz des Organismus vor extrazellularen Pathogenen.
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Klassische Impfungen fiihren in geringerer Auspragung auch zur Entstehung von
antigenspezifischen CTLs, welche infizierte Zellen erkennen und diese durch verschiedene

Effektorfunktionen eliminieren.

Trotz des immensen Erfolgs klassischer Impfungen steht die Weiterentwicklung bestehender
Impfstoffe im Fokus einer Vielzahl wissenschaftlicher Arbeiten. Im Zentrum dieser
Forschungsprojekte steht haufig die Verabreichungsstelle des Impfstoffes. Muskeln und das
Unterhautfettgewebe, welche die gewdhnlichen Verabreichungsstellen klassischer Impfstoffe
darstellen, weisen nur eine geringe Anzahl von Immunzellen auf und erfordern eine hohe Dosis
des Impfstoffes. Klassische Impfungen basieren zudem vorrangig auf einer prophylaktischen
Verabreichung des Impfstoffes. Durch den steigenden Bedarf an therapeutisch wirksamen

Impfmethoden ist die permanente Weiterentwicklung bestehender Impfverfahren unerlasslich.

1.4.2 Transkutane Immunisierungen

Durch das gestiegene Verstandnis Uber die Entstehung von Immunantworten und durch den
technologischen Fortschritt konnten in den vergangenen Jahren neuartige Strategien fir die
Verabreichung von Impfstoffen entwickelt werden. Eine vielversprechende Strategie stellt
hierbei die transkutane Immunisierung (Transcutaneous Immunization, TCIl) dar. Bei der TCI
werden Impfstoffe im Gegensatz zu herkémmlichen Impfungen direkt auf die Haut verabreicht
(Gregory M. Glenn et al., 2000; Karande & Mitragotri, 2010). Im Vergleich zu herkdbmmlichen
Impfungen zeichnet sich die TCI durch eine leichte Handhabung aus, die kein medizinisch
geschultes Personal erfordert und vor allem bei der Logistik von Massenimpfungen einen
Vorteil darstellen kénnte. Darlber hinaus kann die Vakzinierung bei der TCl ohne Nadeln
erfolgen, was vor allem in Schwellen- und Entwicklungslandern zur Vermeidung von
nadelassoziierten Ubertragungen lebensbedrohlicher Krankheitserreger beitragen kann. Die
Entwicklung nadelfreier Applikationssystemen wurde von der WHO daher als ein Ziel von

Ubergeordneter Bedeutung eingestuft.

Vor allem aufgrund des SALT stellt die Haut ein attraktives Ziel fir die Verabreichung von
Impfstoffen dar (Egawa & Kabashima, 2011). Wahrend der schichtartige Aufbau der Haut und
vor allem das Stratum corneum einen effektiven Schutz vor eindringenden Pathogenen bietet,
stellt diese Auenbarriere jedoch gleichzeitig ein immenses Hindernis beim Transport von
Medikamenten oder Impfstoffen dar, welche ausschlieRlich den Transport niedermolekularer
Substanzen erlaubt. Die Auswahl geeigneter Antigene und Hilfsstoffe ist bei einem Teil der
TCI-Strategien aus diesem Grund limitiert (M. Y. Lee et al., 2013).

Der Stofftransport der Antigene erfolgt in der TCI vor allem durch interzellulare Penetration
oder durch Haarfollikel. Gelangt das Antigen zu den APCs kann es von diesen gebunden oder

durch Endozytose aufgenommen werden, diese reifen daraufhin und migrieren in drainierende
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Lymphknoten. Dort angekommen prasentieren vor allem DCs den naiven T-Zellen MHC-
Antigen-Komplexe und férdern deren Aktivierung, Proliferation und Differenzierung in T-
Effektorzellen. Langerhans Zellen und migratorische dermale DCs sind hierbei befahigt,
exogene Antigene CD8" T-Zellen via Kreuzprasentation zu prasentieren (Stoitzner et al.,
2006). Neben der Entstehung antigenspezifischer T-Zell-Antworten kann durch TCI-Strategien
auch die Produktion von Antikérpern induziert werden (Scharton-Kersten et al., 2000).
Wahrend klassische Impfungen durch die Sezernierung von Antikérpern den Organismus
prophylaktisch vor der Infektion schitzen, erscheint die Induktion von antigenspezifischen

CTLs nach der TCI hinsichtlich der Therapie von Virus- oder Tumorerkrankungen nutzlich.

Die Entstehung adaptiver Immunantworten in Folge transkutaner Immunisierung ist

schematisch in Abbildung 6 dargestellt.
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2.B. CD80, CD86, CD40, ...)
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Langerhans-Zelle MHC-Komplex

konventionelle dDC  Antigen
Drainierender Lymphknoten
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Abbildung 6: Die Entstehung antigenspezifischer T-Zellen in der transkutanen Immunisierung.

Die Epidermis und Dermis werden durch eine Vielzahl unterschiedlicher Subtypen der Immunzellen bevélkert. Die
Verabreichung von Adjuvantien und Antigenen auf die Haut flihrt zur Aktivierung von APCs, vor allem dermalen
DCs oder Langerhans-Zellen. Aktivierte APCs prozessieren oder binden das entsprechende Antigen auf MHC-
Komplexen und prasentieren den MHC-Antigen-Komplex in drainierenden Lymphknoten naiven T-Zellen. Die
naiven T-Zellen werden durch die Antigenprasentation aktiviert und zur klonalen Expansion angeregt.
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In transkutanen Impfstoffen verwendete Antigene weisen, vergleichbar mit klassischen
Impfstoffen, eine schwache Immunogenitat auf, welche nicht ausreicht, um eine adaptive
Immunantwort auszuldésen. Aus diesem Grund enthalten transkutane Impfstoffe Hilfsstoffe,

welche die Effizienz der Impfung amplifizieren.

1.4.2.1 Adjuvantien in der transkutanen Immunisierung

Adjuvantien sind Hilfsstoffe, welche die Wirksamkeit einer Substanz verstarken. Aufgrund der
geringen Immunogenitat der meisten Antigene sind Adjuvantien essentielle Bestandteile von
Impfstoffen (Prendergast & Metz, 2012). Die gemeinsame Verabreichung von Antigen und
Adjuvans ist hierbei entscheidend, um die Anergie von T-Zellen und der damit einhergehenden

peripheren Toleranz zu verhindern.

Bei klassischen Adjuvantien handelt es sich um bakterielle Toxine, mikrobielle Produkte,
Zytokine, Liposome und Mineralsalze, welche die Aktivierung von APCs bewirken.
Die in klassischen Impfstoffen am haufigsten verwendeten Adjuvantien Alaun, Monophosporyl
Lipid A und MF59 sind aufgrund der beschrankten Durchlassigkeit des Stratum corneum
ungeeignet, um diese als Wirkverstarker in der TCI einzusetzen (Del Giudice et al., 2018).
Nachfolgend sind Adjuvantien transkutaner Impfstoffe und deren Wirkmechanismen

exemplarisch aufgefuhrt:

ADP-ribosylierende Exotoxine

Zu der Gruppe der ADP-ribosylierenden Exotoxine gehdren das Cholera-Toxin (CT), das
hitzelabile Toxin (LT) aus E. coli und deren Derivate. Das CT wurde beispielsweise in der
Pionierarbeit zur transkutanen Immunisierung von Glenn und Kollegen verwendet (Scharton-
Kersten et al., 2000). Der exakte Wirkmechanismus des CT ist nicht bekannt. Es wird davon
ausgegangen, dass die gesteigerte Bildung von cAMP als Signalmolekil die Sezernierung
pro-inflammatorischer Zytokine fordert (Barbieri, 2014). Wahrend der Adjuvanseffekt des CT
unabhangig von TLR-Signalwegen und dem Inflammasom ist, konnte eine Abhangigkeit von
Typ 1 Interferonen aufgezeigt werden. In Folge der Freisetzung pro-inflammatorischer
Zytokine konnte eine verstarkte Aktivierung von APCs und deren Migration in drainierende
Lymphknoten beobachtet werden. Im Zusammenhang mit der Verwendung des CT als
Adjuvans in der TCI konnte sowohl die Produktion von Antikérpern als auch Induktion CD8" T-
Zellen illustriert werden. Die Verabreichung von CT auf intakte murine Haut wird tberdies mit

der Entstehung von Autoimmunitat in Verbindung gebracht (Palazzo et al., 2019).

CpG

CpG-Motive sind unmethylierte CpG-Dinukleotide innerhalb der DNA, welche in menschlicher

und bakterieller DNA differenziell auftreten. Synthetisch hergestellte, nukleasestabile CpG-
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Oligonukleotide erzielen ihren Adjuvanseffekt durch die Induktion des TLR9/MyD88-
Signalweges (Bode et al., 2011). TLR9-Agonisten regen pDCs zur Sekretion von Typ |
Interferonen an und erhéhen die Anzahl der kostimulatorischen Molekile CD80 und CD86 auf
der Zelloberflache. Darlber hinaus werden Zytokine und Chemokine induziert, die zur

Aktivierung von NK-Zellen, Tu1-Zellen und CTLs flihren.

TLR-Liganden

Toll-like Rezeptoren stellen einen Subtyp der PRRs dar und werden meist von Zellen des
angeborenen Immunsystems exprimiert. Fir jeden Subtyp der TLR gibt es verschiedene
natlrliche oder synthetisch hergestellte Agonisten, welche als Adjuvantien in der TCI
eingesetzt werden koénnen. Ein Beispiel fir adjuvante TLR-Liganden sind Imidazoquinoline,
deren Derivate haufig in antiviralen oder antiallergischen Cremes Verwendung finden.
Imiquimod, Resiquimod oder Gardiquimod sind synthetisch hergestellte Vertreter der
Imidazoquinoline, welche ihre immunstimulierende Wirkung durch die Bindung an den TLR7
erzielen. Imiquimod-haltige Cremes (z.B. Aldara®) werden beispielsweise bei der Behandlung
von Basaliomen, aktinischen Keratosen und Feigwarzen eingesetzt (Rosso, 2008). Die
Wirkung der Imidazoquinoline wird auf die Induktion des TLR7/MyD88-Signalweges
zuruckgefuhrt, welcher die Reifung von APCs und die Sezernierung pro-inflammatorischer
Zytokine fordert (Prins et al., 2006). Synthetische TLR7-Agonisten bewirken vor allem die
Entstehung von Tn1-polarisierten Immunantworten und die Produktion von Antikorpern
(Wagner et al., 1999).

1.4.2.2 Die Methode der transkutanen Immunisierung mit der Imiquimod-haltigen

Nanoemulsion IMI-Sol

Die Methode der transkutanen Immunisierung mit dem TLR7-Liganden Imiquimod wurde vor
einigen Jahren am Institut flir Immunologie Mainz in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Markus
Radsak entwickelt. Ziel dieser Methode ist die Induktion von antigenspezifischen
Immunantworten durch die topische Verabreichung des TLR7-Liganden Imiquimod auf die
intakte Haut. Urspriinglich wurde diese Methode mit der kommerziell erhaltlichen Imiquimod-
haltigen Creme Aldara® durchgefihrt (Rechtsteiner et al., 2005).
Das MHC-Klasse-| restringierte Antigen SIINFEKL (OVAzs7.264) aus dem Huhnereiweil’
Ovalbumin wurde in Aldara® eingeriihrt und auf die rasierte, murine Riickenhaut aufgetragen.
Eine Woche nach dem Auftragen von Aldara® mit dem Antigen konnten OVAzs7-2es-spezifische
CD8" T-Effektorzellen im Blut der immunisierten Mause detektiert werden. Durch TLR7-
unabhangige Effekte von Aldara® wurden jedoch auch MDSCs (myeloid-derived suppressor
cells) und regulatorische T-Zellen zur Expansion angeregt, was bei dieser Methode zu

Limitierungen hinsichtlich der Entstehung immunologischer Gedachtnisantworten flhrte.
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Aus diesem Grund wurde in Kooperation mit der Arbeitsgruppe Langguth, Institut fur
Pharmazie und Biochemie der JGU Mainz, die Imiquimod-haltige Nanoemulsion IMI-Sol
entwickelt (Gogoll et al., 2016). Wahrend der Anteil des Imiquimod in dieser Nanoemulsion
identisch mit dem der kommerziell erhaltlichen Creme Aldara®ist, konnten Unterschiede in den
pharmazeutischen Eigenschaften beider Formulierungen beobachtet werden. Die
Formulierung von Imiquimod in IMI-Sol erméglicht im Vergleich zu Aldara® Uberdies die
Verabreichung des MHC-Klasse-ll-restringierten Antigens OVAszs.337. Bei der topischen
Verabreichung von IMI-Sol konnte im Vergleich zu Aldara® eine erhdhte Anzahl von IgG-
Antikérpern und OVAgs7-264-spezifischen CD8* T-Zellen im Blut immunisierter Mause detektiert
werden. Die Induktion der adaptiven Immunantwort durch IMI-Sol wurde hierbei mal3geblich
durch den TLR7/MyD88-Signalweg und die Expression des Chemokin-Rezeptors CCR7
gesteuert, wahrend IL-1R-Signalwege einen vernachlassigbaren Einfluss auf die

Immunisierungseffizienz hatten (Lopez et al., 2017).

Die Entstehung langanhaltender, anti-tumoraler oder anti-viraler Immunantworten war sowohl
bei der TCI mit Aldara®als auch IMI-Sol von der Zugabe weiterer Adjuvantien abhéngig. Durch
die Blockade der inhibitorischen Signale des Koinhibitors CTLA-4 bei der TCI mit IMI-Sol
konnte die Anzahl antigenspezifischer CD8" T-Effektorzellen im Blut erhéht und die mittlere
Uberlebensrate der Mause nach der Inokulation von B160VA-Tumoren erhéht werden
(Rausch et al., 2017). Die Ligation des Kostimulators CD40 auf APCs durch einen
agonistischen Antikorper (Klon FGK-45) steigerte gleichermallen die Frequenz
antigenspezifischer CD8* T-Effektorzellen und verlangsamte das Wachstum von B160OVA-
Tumoren nach den TCI mit Aldara® oder IMI-Sol signifikant (Bialojan et al., 2019; Warger et
al., 2007). Die hierbei verabreichten Co-Adjuvantien wurden aufgrund ihrer Grélke und
chemischen Eigenschaften durch intraperitoneale Injektionen verabreicht. Die Identifizierung
von hautgangigen Adjuvantien im Rahmen der TCl mit Imiquimod ist daher von groflem

Interesse.

1.5 Das Hydroxyanthron Anthralin

Anthralin (1,8-Dihydroxy-9(10H)-anthracenone, auch als Dithranol bezeichnet) ist ein der
Gruppe der Hydroxyanthrone zugehoriges synthetisches Derivat des Chrysarobin, welches
urspriinglich aus dem Stamm und den Asten des Goabaums gewonnen wurde und in der
brasilianischen Naturheilkunde Verwendung findet. Die Synthese von Anthralin wurde in 1916
von der Bayer AG unter Paul Galewsky patentiert. Anthralin war der erste speziell fir die

Behandlung der Psoriasis vulgaris hergestellte Wirkstoff.
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Auf molekularer Ebene setzt sich Anthralin aus einem Anthracen (drei miteinander verknipfte
Benzolringe), zwei Hydroxylgruppen in Position 1 und 8 und einer Keto-Gruppe an Position 9
zusammen. In wassriger Losung ist Anthralin extrem unstabil und bildet durch lichtkatalysierte
Autooxidation das Anthrachinon Danthron (Sa e Melo et al.,, 1983). Durch eine Protonen-
Eliminierungsreaktion an C-10, dem reaktiven Zentrum des Molekils, entsteht das
hochreaktive 10-Anthranyl-Radikal. Dieses reagiert mit Sauerstoff (O2) und erzeugt dabei
weitere Anthralin-Radikale und reaktive Sauerstoffspezies (Singulett-Sauerstoff, Superoxid-
Radikale und Hydroxyl-Radikale). Die molekularen Veranderungen von Anthralin wahrend der
Oxidation sind in Abbildung 7 dargestellt.

OH O OH

(1) Anthralin
| |
| P

OH O OH OH O OH | ROS
o Anthralin-Radikal

Dithranol-Dimer-Radikal

+ Dithranolbraun-Radikal
+ Weitere Radikalspezies

OH O OH
@ Anthralin-Dimer

Abbildung 7: Strukturformel und Derivate des Anthralin.

Das Hydroxyanthron Anthralin setzt sich aus drei miteinander verknlpften Benzolringen zusammen.
Charakteristisches Merkmal des Molekils ist das reaktive Zentrum an C-10 (1). Durch lichtkatalysierte
Autooxidation entstehen Anthralin-Radikale oder das Anthrachinon Danthron (2). Hochreaktive Anthralin-Radikale
kénnen darlber hinaus weitere Radikalspezies induzieren oder das inaktive Anthralin-Dimer bilden (3).
Abgewandelt nach (Lau et al., 2013)

Anthralin hat amphiphile Eigenschaften und kann daher sowohl in hydrophilen als auch in
lipophilen Formulierungen vorliegen. In lipophiler Umgebung konnte jedoch eine gesteigerte
Durchlassigkeit des Stratum corneum fur Anthralin beobachtet werden (Kammerau et al.,

1975). Vorangegangene Studien konnten zudem bereits 60 Minuten nach der Behandlung die
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maximale Konzentration von Anthralin in der Epidermis messen, was im Kontext der Psoriasis
vulgaris zur Anwendung von Anthralin in der hochdosierten Kurzkontakt- (,Minuten®-) Therapie
fuhrte (Boer & Smeenk, 1986; Schaefer, 1985).

Trotz der andauernden Verwendung von Anthralin als Antipsoriatikum konnte dessen
Wirkmechanismus bisher nicht vollstandig aufgeklart werden. Experimentelle Arbeiten mit
Keratinozyten konnten eine Akkumulation von Anthralin in den Mitochondrien aufzeigen, was
zu strukturellen und funktionellen Veranderungen der Mitochondrien flhrte (McGill et al.,
2005). Anthralin bewirkte in diesen Studien eine Inhibition von mitochondrialen Enzymen,
welche fir den Ablauf der oxidativen Phosphorylierung essentiell sind. Uber die
Einschrankungen des oxidativen Energiestoffwechsels hinaus wurden inhibierende Effekte
von Anthralin auf den Pentose-Phosphat-Weg, die Calmodulin-Aktivitat, die Polyamin-
Biosynthese und Lipoxygenase-Signalwege festgestellt (E. Kohen et al., 1986; McGill et al.,
2005; Tucker et al., 1986). Obwohl der Wirkmechanismus von Anthralin bisher nur
unzureichend geklart werden konnte, deutet eine Vielzahl von Studien auf antiproliferative und

immunsuppressive Effekte von Anthralin in psoriatischer Haut hin.

Ein Nebeneffekt bei der topischen Verabreichung von Anthralin auf gesunde Haut ist die
Entstehung einer Entziindungsreaktion (Lawrence et al., 1984). Anthralin induziert innerhalb
der ersten 24 Stunden eine Rétung der Haut und fiihrt zu einem Anschwellen des behandelten
Hautgewebes. Die fiir die Entziindung verantwortlichen Mediatoren konnten trotz zahlreicher
Studien nicht vollstandig aufgeklart werden. Eine Vielzahl von Studien deutet darauf hin, dass
die entziindungsférdernde Wirkung von Anthralin mit der Induktion von Sauerstoffradikalen
zusammenhangt (Finnen et al., 1984; Lange et al., 1998; K. Miiller & Kappus, 1988; Klaus
Mdaller, 1997; Klaus Mduller et al., 1987). Wahrend Hydroxyl-Radikale scheinbar einen
vernachlassigbaren Anteil leisten, werden vor allem Superoxid-Radikale mit einer
entziindungsférdernden Wirkung in Anthralin-behandelter Haut in Verbindung gebracht (Bruce
et al., 1987). Die entzindungsférdernden Eigenschaften von Anthralin sind in psoriatischer

Haut grundséatzlich geringer ausgepragt als in gesunder Haut.

Potentielle Effekte von Anthralin auf Immunzellen wurden hingegen bisher nur unzureichend
untersucht. So konnten unterschiedliche Studien widersprichliche Ergebnisse bezlglich der
Auswirkungen von Anthralin auf neutrophile Granulozyten und Monozyten prasentieren
(Benezeder et al., 2020; Mrowietz et al., 1992; Schrdder, 1986; Schroder et al., 1985). Dermale
DCs, Langerhans-Zellen und gewebsresidente T-Zellen zeigten in psoriatischer Haut einen
weitestgehend unveranderten Phanotyp (Baker et al., 1985). Da sich ein GroRteil der Studien
beziglich des immunmodulatorischen Effekts von Anthralin auf psoriatische Haut bezieht, sind

die Auswirkungen auf gewebsresidente Immunzellen in gesunder Haut weitgehend ungeklart.
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Die von Rechtsteiner und Kollegen entwickelte TCI mit dem TLR7-Liganden Imiquimod
erzeugt antigenspezifische T-Zell-Antworten, welche jedoch hinsichtlich ihrer Qualitat und
Langlebigkeit limitiert sind. Adjuvantien spielen bei der Entwicklung von Impfstoffen eine
zentrale Rolle, da sie Immunantworten in Folge der Impfung verstarken. Durch die einzigartige
Struktur der Haut sind geeignete Adjuvantien fir die TCI jedoch rar. Die ldentifizierung eines
hautgangigen Adjuvans, welches die antigenspezifischen T-Zell-Antworten in Folge der TCI

mit Imiquimod optimiert, war daher das zentrale Ziel der vorliegenden Arbeit.

Im Fokus der vorliegenden Arbeit steht die Untersuchung eines potentiellen Adjuvanseffektes
des Hydroxyanthrons Anthralin auf die Qualitat und Langlebigkeit der T-Zell-Antwort nach der
Imiquimod-basierten TCIl. Von grofer Bedeutung war daher auch der Einfluss der
verwendeten Agenzien auf APCs, welche die Grundlage fir die Entstehung adaptiver
Immunantworten darstellen. Die Beeinflussung von APCs durch Anthralin und Imiquimod sollte
in vivo anhand des Kostimulators CD70 beispielhaft untersucht werden.
In vitro Studien sollten dartber hinaus direkte Effekte von Anthralin und Imiquimod auf APCs

analysieren.

Der Wirkmechanismus von Anthralin bei der Behandlung der Psoriasis vulgaris wird in
vorangegangen Arbeiten vor allem mit hochreaktiven Anthralin-Derivaten und der Entstehung
von ROS assoziiert. Der Einfluss reaktiver Oxidationsprodukte und des ROS-induzierten
NLRP3-Inflammasoms auf quantitative und qualitative Aspekte der T-Zell-Antwort sollten in
der vorliegenden Arbeit untersucht werden, um molekulare Ursachen fiir den Adjuvanseffekt

von Anthralin in der TCI zu identifizieren.

Abschlielend sollten neben der Darstellung einer prophylaktischen Wirksamkeit neuartige
Immunisierungsprotokolle mit den Agenzien Anthralin und Imiquimod entwickelt werden,
welche in nachfolgende Arbeiten wirksame therapeutische Impfungen in Tumormodellen

ermoglichen.
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2. Material und Methoden

2.1 Verbrauchsmaterialien

Alle Plastikwaren wurden steril bezogen.

Tabelle 2: Verwendete Verbrauchsmaterialien.

Verbrauchsmaterial

Hersteller

Einweg-Wageschalen

VWR (Leuven, Belgien)

ELISpot Platten

Merck Millipore (Darmstadt, Deutschland)

Entsorgungsbeutel

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Kavitaten-Platte 6-well

Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

Kavitaten-Platte 96-well (F, U oder V-Boden)

Greiner (Frickenhausen, Deutschland)

Latexhandschuhe

Starlab (Hamburg, Deutschland)

Petrischale

Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

Reagenzgefalie (Durchflusszytometrie)

Greiner (Frickenhausen, Deutschland)

Reaktionsgefalte (0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Reagenzreservoir

Corning incorporated (New York, USA)

Seahorse XFp (8-Kavitadtenmikroplatte)

Seahorse Bioscience (Santa Clara, USA)

Skalpell

Dahlhausen (Halberstadt, Deutschland)

Spritzen (1 ml)

B. Braun (Melsungen, Deutschland)

Spritzen (5 ml; 10 ml)

BD Bioscience (Heidelberg, Deutschland)

Verschlussfolie

Hecht-Assistent (Sondheim, Deutschland)

Zellkulturflasche (25 cm2; 75 cm2; 175 cm2)

Greiner (Frickenhausen, Deutschland)

Zellsieb (40 ym; 70 pm)

Greiner (Frickenhausen, Deutschland)

Zentrifugenrdhrchen (15 ml; 50 ml)

Greiner (Frickenhausen, Deutschland)
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2.2 Laborgerate

Tabelle 3: Verwendete Laborgerite.

Gerat

Hersteller

Analysenwaage

Sartorius CP64 (Géttingen, Deutschland)

COz-Inkubator

Sanyo (Minchen, Deutschland)

Durchflusszytometer (LSRII, Symphony)

BD Bioscience (Heidelberg, Deutschland)

Elektrorasierer

B. Braun (Melsungen, Deutschland)

ELISpot Reader AiD iSpot (ELROS8IFL)

AiD Diagnostika (StralRberg, Deutschland)

Fluoreszenzmikroskop (Keyence BZ-8000K)

Keyence (Neu-Isenburg, Deutschland)

Gefrierschrank/-truhe (-20°C, -70°C)

Liebherr (Biberach an der Rif3, Deutschland)

Infrarotlampe (INFRARED-H95E)

Philips (Hamburg, Deutschland)

Injektionskafig

Kent Scientific (Torrington, USA)

Inkubations-Wasserbad (Aqualine AL12)

Lauda (Kénigshofen, Deutschland)

Kuhlschrank

Liebherr (Biberach an der Rif3, Deutschland)

Kihlzentrifuge

Hereaus (Hanau, Deutschland)

Langhaarschneider

Panasonic (Hamburg, Deutschland)

MACS-Seperator

Miltenyi Biotec (Bergisch-Gladbach)

Mehrkanal-Pipette

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Messschieber

Fisher Scientific (Darmstadt, Deutschland)

Minizentrifuge (MCF-2360)

LMS (Tokyo, Japan)

Neubauerzahlkammer

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Pipetboy comfort

INTEGRA bioscience (Fernwald,
Deutschland)

Pipetten (Eppendorf Research)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Plattformschuttler (Titramax 100)

Heidolph(Schwabach, Deutschland)

Seahorse XFp Analyzer Seahorse Bioscience (Santa Clara, USA)
Sterilbank Heraeus (Hanau, Deutschland)
Vortex Mixer 230V VWR (Leuven, Belgien)

Zellzahlgerat (Vet Animal blood counter)

Scil veterinary excellence (Viernheim,
Deutschland)
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2.3 Zellkulturmedien, Puffer, Losungen und Reagenzien

Im folgenden Abschnitt werden die in dieser Arbeit verwendeten Zellkulturmedien, Puffer,
Lésungen und Chemikalien angegeben. Alle verwendeten Chemikalien entsprachen der
héchsten Reinheitsstufe (p.a.).

2.3.1 Medien zur Kultivierung von Zellen

Aminosaure-Mischung

Alanin 32 mM
Asparagin 17 mM
Asparaginsaure 26 mM
Glutaminsaure 58 mM
Prolin 40 mM
Natriumpyruvat 114 mM

Die aufgefiihrten Aminosauren wurden in vollentsalztem (VE) Wasser gel6st und fir 3 h bei
40 °C inkubiert. Anschlie®end wurde eine zweite Lésung in VE-Wasser vorbereitet (1 mM
Biotin, 184 pM Vitamin B12 und 50 uM HCI) und im Verhaltnis 1:185 zu der Aminosaure-
Mischung hinzugefiigt.

Fotales Kéalberserum (FCS)

Das fotale Kalberserum (FCS) wurde von der Firma Gibco bezogen. Zur Inaktivierung der
Komplementkomponenten wurde das FCS vor Gebrauch 60 min bei 56 °C im Wasserbad

erhitzt und anschlieRend 20 min bei 600 x g zentrifugiert.

Iscove’s Medium

Natriumhydrogencarbonat 44 mM
HEPES 12,5 mM
Aminosaure-Mischung 1:100

Cystein-Lésung (58 uM in 0,25 M HCI) 1:2500

Natrium-Selenit 128 uM
Penicillin-Streptomycin 1 %o (VIV)
B-Mercaptoethanol 50 uM
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mit Trockenpulver DMEM, pH-Wert: 6,9

Minimal Essential Medium (MEM)

MEM-Trockenpulver 10,58 g/l
HEPES-Puffer 4,77 g/l
Penicillin/Streptomycin 1 % (viv)
2-Mercaptoethanol 50 uM

in VE-Wasser geldst und steril filtriert (0,2 um)

Natriumpyruvat-Losung

Es wurde eine 0,1 M Natriumpyruvat-Losung in VE-Wasser angesetzt. Diese wurde

anschliefend 0,2 pm steril filtriert.

Penicillin/Streptomycin-Losung

Penicillin 172 uM
Streptomycin 137 uM
in VE-Wasser

Testmedium (5%/10%; TM5/10)

FCS 5% /110 % (v/v)
Natriumpyruvat 01 M
Glutamin 200 mM

in Iscove’s Medium

2.3.2 Puffer und Lésungen

ACK-Puffer
Ammoniumchlorid 155 mM
Kaliumhydrogencarbonat 10 mM

35



Material und Methoden

EDTA 0,1 mM
AEC-Ldsung

AEC-Tablette 1
Dimethylformamid 2,5ml

in Natriumacetatpuffer auf 50 ml auffillen und 0,45 um steril filtrieren

EDTA-Puffer

EDTA 30 mM
Natriumazid 0,01 % (w/v)

in 1x PBS gel6st

FACS-Puffer

BSA (0,2 uM) 0,5 % (v/v)
Natriumazid 0,01 % (w/v)
EDTA 5 mM

Gey’s Lysepuffer

Ammoniumchlorid 16 mM
Kaliumhydrogencarbonat 10 mM
EDTA 126 uM

in 1x PBS gelést, auf pH 7,4 eingestellt und 0,2 um steril filtriert

GM (LMACS*)-Puffer

BSA 0,5 % (v/v)
EDTA 5mM
NaNs-Lésung 0,01 % (v/v)

in PBS und unmittelbar vor der Verwendung entgast
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Ketamin-Rompun-Narkoseldsung

Fur die Herstellung einer Narkose-Stammlésung wurde eine Ampulle Ketamin (2 ml, 50 mg/ml)
mit 800 pyl Rompun (2 %) gemischt. Die angesetzte Narkose-Stammlésung wurde fur die
Herstellung einer Narkose-Arbeitslosung 1:5 mit PBS verdinnt und die Arbeitslésung fir

maximal 14 Tage bei 4 °C gelagert.

Kristallviolett-Farbelosung

Kristallviolett 5¢
Formaldehyd (37 %) 50 mi
NacCl 8¢
ddH20 450 ml
EtOH (96 %) 500 ml

Natriumacetatpuffer

Essigsaure 6 g/l
Natriumacetat-Trihydrat 1,56 g/l

in VE-Wasser gelost

Phosphatgepufferte Salzlodsung (PBS)

Natriumchlorid 8,18 g/l
Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat 1,56 g/l

in VE-Wasser geldst, auf pH 7,2 eingestellt und 0,2 pm steril filtriert

Trypanblauldésung

Trypanblau (in VE-Wasser) 0,2 % (w/v)
Natriumchlorid (in VE-Wasser) 4,25 % (wlv)

Die beiden Ldsungen wurden im Verhaltnis 1:5 gemischt. Diese Lésung wurde vor der

Verwendung 1:10 in PBS verdinnt.
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2.3.3 Reagenzien

Tabelle 4: Verwendete Reagenzien.

Bezeichnung

Hersteller

3-Amino-9-ethyl-carbazole (AEC)

Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

Ammoniumchlorid

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

BSA PAN Biotech (Aidenbach, Deutschland)
CFSE Invitrogen™ Molecular Probes

Dithranol Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
DMSO Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
DNase-| Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
EDTA Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

Ethanol (96 %)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

FCS

Gibco (Darmstadt, Deutschland)

Foxp3/ Transcription Factor Staining

eBioScience™ (San Diego, USA)

Histofix

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Ketamin Inresa 2ml (Ketaminhydrochlorid)

Inresa (Freiburg, Deutschland)

Kollagenase-4

Worthington Biochemical Corporation
(New Jersey, USA)

Kristiallviolett

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

L-Glutamin

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Natriumpyruvat

Serva (Tubingen, Deutschland)

OVA257264(SIINFEKL)/ OVA323.337 (OT-I)

Peptides & elephants
(Henningsdorf, Deutschland)

Penicillin/Streptomycin

Serva (Tubingen, Deutschland)

Resiquimod (R-848)

InvivoGen (San Diego, USA)

Rompun 2 % (Xylazinhydrochlorid)

Bayer (Leverkusen, Deutschland)

RPMI Gibco (Darmstadt, Deutschland)
Trypanblau Calbiochem (Darmstadt, Deutschland)
Tween-20 Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Vectastain ABC-Kit

Maravai Life Sciences (San Diego, USA)

Wasserstoffperoxid (30%)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

a-Tocopherol

Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
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2.4 Verwendete Antikorper

Tabelle 5: Verwendete Antikorper.

Verwendung Epitop Fluorophor Klon Konzentration Hersteller
FACS CD8 Pacific Blue 53-6.7 1:500 BioLegend
CcD8 BV510 53-6.7 1:500 BioLegend
CD4 BV711 RM4-5 1:500 BioLegend
CD3 PE-Cy5 145-2C11 1:400 BioLegend
CD11b PE-Cy7 M1/70 1:400 BioLegend
CD11c PE-Cy7 N418 1:500 BioLegend
MHCII Pacific Blue | M5/114.15.2 1:1000 BioLegend
CD44 APC IM7 1:400 BioLegend
CD62L FITC MEL-14 1:1000 BioLegend
CD69 BV605 H1.2F3 1/400 BioLegend
CD103 BVv421 M290 1:200 BD
CD80 BV605 16-10A1 1:1000 BioLegend
CD86 PE GL-1 1:1000 eBioscience
CD40 APC 1C10 1:500 eBioscience
CD45pan BV785 30-F11 1:500 BioLegend
SIINFEKL- PE 25.D1.16 1:125 Eigen-
Tetramer herstellung
ELISpot IFNy - AN18 1:100 Mabtech
anti-IFNy- - R4-6A2 1:500 Mabtech
bio
IL-4 - 11B11 1:100 Mabtech
anti-1L-4- - BVD6-24G2 1:500 Mabtech
bio
IL-17A - IL-17-1 1:100 Mabtech
anti-IL- - MT2270 1:500 Mabtech
17A-bio
in vivo CD40 - FGK-45 30 ug Hybridom
CD70 - FR-70 250 ug Hideo Yagita
CD4 - GK-1.5 500 pg Eigen-
herstellung
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2.5 Verwendete Zelllinien

RAW309: Die murine Monozyten/Makrophagen-Zelllinie RAW309 (ATCC® TIB-69™) wurde in
vitro in TM10 bei 37 °C und 5 % CO- kultiviert.

L929: Die murine Fibroblasten-Zelllinie L929 wurde von der AG Bopp, Institut fir Immunologie
Mainz, zur Verfugung gestellt und in TM10 bei 37 °C und 5 % CO: kultiviert.

BSC-40: Die Nierenzellen-Zelllinie BSC-40 aus der grinen Meerkatze (Cercopithecus
aethiops; ATCC® CRL-2761™) wurde von der AG Probst, Institut fir Immunologie Mainz, zur
Verfigung gestellt und in DMEM (mit 10 % FCS) bei 37 °C und 5 % CO: kultiviert.

2.6 Verwendete Mausstamme

Alle Mause wurden unter standardisierten Bedingungen geziichtet und gehalten. Sie waren
einem kunstlichen 12-stiindigen Hell-Dunkel-Rhythmus ausgesetzt und hatten freien Zugang
zu Nahrung und Wasser. Die Raumtemperatur lag konstant bei 25 + 3 °C. Die Haltung erfolgte
in Tierhaltungseinrichtungen des ,Translational Animal Research Center* (TARC) der
Johannes-Gutenberg-Universitat Mainz nach aktuellen Tierschutzbedingungen. C57B6/J
OlaHsd-Mause wurden von der Firma Envigo bezogen und nach ihrer Anlieferung fir
mindestens zwei Wochen in den Tierhaltungseinrichtungen des TARC Mainz gehalten, bevor
sie in Experimenten eingesetzt wurden. Die Tiere flr die in vivo Experimente waren zwischen
8-14 Wochen alt.

Tabelle 6: Verwendete Mausstamme.

Mausstamm Herkunft Beschreibung
C57B6/J Eigenzucht -
C57B6/J OlaHsd Envigo -
CD11cCre Institut far Molekulare | Expression der Rekombinase Cre in
Medizin, Mainz, Prof. Ari|Dendritischen Zellen. Stamm kann
Waismann zusammen mit loxP-flankierten
Gensegmenten  zur  Generierung
zellspezifischer Gen-Deletionen
verwendet werden.
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NLRP3" Prof. Alexander Weber, Uni|Deletion des NLRP3-Genes
Tubingen
LysMCre Centrum fir Thrombose und | Expression der Rekombinase Cre in
Hamostase, Mainz, Prof.|myeloiden Zellen. LysMCre Mause
Philip Wenzel erlauben eine Deletion von loxP-
flankierten Zielgenen in myeloiden
Zellen.
TLR7%A Helmholtz-Institut, Miinchen | Mause deren tlr7-Gene loxP-flankiert
sind
2.7 Virus
Vaccinia Virus OVA Rekombinantes Vaccinia Virus, welches Epitope des
(VV-OVA) Ovalbumin auf der Virusoberflache prasentiert. Das Virus

wurde von der AG Probst, Institut fir Immunologie Mainz,

zur Verfligung gestellt.

2.8 Adjuvantien fur die transkutane Immunisierung

2.8.1 Anthralin- und Danthron/Vaseline

Die Anthralin- und Danthron/Vaseline wurden von der Apotheke der Universitatsmedizin Mainz
nach standardisierten Protokollen hergestellt. Diesen Rezepturen wurde zur Stabilisierung 0,1

% Ascorbyl-6-palmitat (Antioxidationsmittel und Emulgator) beigefugt.

2.8.2 IMI-Sol

Die Imiquimod-haltige Nanoemulsion IMI-Sol wurde im Rahmen einer Kooperation von der AG
Langguth, Institut fir Pharmazie und Biochemie der Johannes-Gutenberg-Universitat Mainz,
unter standardisierten Bedingungen nach folgendem Protokoll hergestellt: Gereinigtes
Wasser, Sucrose-Fettsaureester S-1670 und Imiquimod wurden gemeinsam mit 25 g
Zirkoniumoxid-Mahlkugeln (@ 1mm) in einen 45 ml Fritsch™ Zirkoniumoxid-Mahlbecher
gegeben und mithilfe einer Fritsch™ Pulverisette 6 Planetenmiihle bei 650 x g flir zwei Zyklen
a 20 min mit je 10 min Pausenzeiten vermahlen. Nach Abtrennen der Mahlkugeln von der

Suspension wurde die Formulierung unter Verwendung eines Avestin Emulsiflex C3
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Hochdruckhomogenisators fir vier Zyklen bei 500 bar und fir acht Zyklen bei 1000 bar
homogenisiert. AnschlieRend wurde die Olkomponente, bestehend aus Squalen:Tocopherol
6:4 (m/m), zu der Suspension zugegeben und mithilfe eines Ultra Turrax ® bei 8000 x g fir 5
min praemulgiert. Fir die Herstellung einer Nanoemulsion wurde die Dispersion flir jeweils vier
Zyklen bei 500, 1000 und 1500 bar hochdruckhomogenisiert. Die Nanoemulsion wurde
anschliel’end fir 15 min bei -85 °C eingefroren. Die Probenhdhe auf dem Probenteller der
wassrigen Formulierung betrug etwa 5 mm. Die 24-stliindige Primartrocknung der gefrorenen
Nanoemulsion erfolgte mithilfe eines Christ alpha 1-4 freeze dryers bei -21 °C und einem
maximalen Vakuum von 0,055 mbar. Im Anschluss erfolgte die Sekundartrocknung bei
welcher die Formulierung fir 2 h bei 25 °C und 0,055 mbar getrocknet wurde. Die
Nanoemulsion wurde nachfolgend bis zu ihrer Verwendung in der TCI bei -20 °C gelagert, um
eine gleichbleibende Wirksamkeit Uber einen langen Zeitraum (max. vier Wochen) zu

gewabhrleisten.

2.8.3 Salbengrundlage (Basiscreme DAC, cremor basalis)

Die im Rahmen der TCI verwendete Salbengrundlage entspricht einer Basiscreme nach DAC
(Deutscher Arzneimittel Codex). Es handelt sich um eine amphiphile Ol-in-Wasser-Emulsion,
welche in groRen Mengen sowohl lipophile als auch hydrophile Substanzen aufnehmen kann.
Die Salbengrundlage wurde zur Verabreichung der Ovalbumin-Peptide OVA2s57.264 und OVAszs.
aa7 in der TCI verwendet. Nachfolgend sind die einzelnen Bestandteile der Salbengrundlage
aufgelistet: Glycerolmonostearat, Cetylalkohol, Mittelkettige Triglyceride (MCT), Vaseline,

Macrogol-20-glycerolmonostearat; Propylenglycol, gereinigtes Wasser.

2.9 In vivo-Experimente

2.9.1 Betaubung von Versuchstieren mit Ketamin und Rompun

Vor der Durchflihrung der TCI wurden die Mause durch eine intraperitoneale Injektion von 150-

250 pl Ketamin-Rompun-Arbeitsiésung (abhéngig vom Kdrpergewicht der Maus) narkotisiert.

2.9.2 Transkutane Immunisierung

Die transkutane Immunisierung (franscutaneous immunization, TCl) der Mause erfolgte an
zwei aufeinanderfolgenden Tagen. Die Ohrhaut narkotisierter Mause wurde topisch mit
Anthralin/Vaseline (1/16 % - 1/128%; 25 mg/ Ohr) oder Danthron/Vaseline (1/16 %; 25 mg/
Ohr) behandelt (Tag 0). Am darauffolgenden Tag wurde die Imiquimod-haltige Nanoemulsion
IMI-Sol auf die vorbehandelte Ohrhaut aufgetragen (50 mg/ Ohr, Tag 1). Je 100 ug OVA2s7-264
und OVAsz3.337 (je Ohr, geldst in je 10 yl DMSO) wurden in Salbengrundlage verrihrt und auf
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die Anthralin und IMI-Sol behandelte Ohrhaut aufgetragen (Tag 1). Abbildung 9

veranschaulicht das in dieser Arbeit angewandte Protokoll der TCI.

2.9.3 Injektion von monoklonalen Antikérpern und Radikalfangern in der TCI

Die nachfolgenden Substanzen wurden im Rahmen der TClI in vivo verabreicht:

Monoklonaler CD70-Antikorper (Klon FR-70)

Der CD70/CD27-Signalweg ist an der Kostimulation und Expansion naiver CD4* und CD8" T-
Zellen und deren Differenzierung in T-Gedachtniszellen beteiligt (Borst et al., 2005). Der
monoklonale Antikdrper FR-70 bindet an CD70 auf APCs, verhindert die Interaktion von CD70
mit CD27 auf T-Zellen und unterbindet somit die Induktion des CD70/CD27-Signalwegs. FR-
70 wurde von Prof. Dr. Hideo Yagita (Juntendo University, Tokyo, Japan) bereitgestellt und an
Tag 0, 1, 4 und 7 des Immunisierungsprotokolls durch eine intraperitoneale Injektion
verabreicht (je 250 yg FR-70 in 100 pl PBS).

Monoklonaler CD4-Antikorper (Klon GK1.5)

Der CD4-Rezeptor wird auf der Zelloberflache von Immunzellen, vorrangig T-Helferzellen,
exprimiert. Der monoklonale Antikérper GK1.5 bindet an den CD4-Rezeptor und ermoglicht
die Depletion von CD4* Zellen, einschlief3lich aller Subtypen der T-Helferzellen und
regulatorischen T-Zellen. GK1.5 wurde einen Tag vor Beginn der TCI durch eine intravendse
Injektion verabreicht (500 uyg GK1.5 in 100 ul PBS). Eine vollstadndige Depletion CD4* Zellen
wurde vor Beginn der TCI durch durchflusszytometrische Analysen von Blutproben verifiziert.

An Tag 7 des Immunisierungsprotokolls wurde GK1.5 erneut appliziert.

a-Tocopherol

Freie Radikale, einschlielllich reactive oxygen species (ROS) und reactive nitrogen species
(RNS), entstehen in den Mitochondrien als Nebenprodukte der Zellatmung und fungieren im
Immunsystem als bedeutendes Signalmolekiile, unter anderem in der Migration von
Immunzellen und der Aktivierung von T-Zellen. a-Tocopherol (Vitamin E) bindet mit seinem
Chromanring freie Radikale und unterbindet deren nachfolgende Signalkaskade (Yamauchi et
al., 1995). a-Tocopherol wurde 2 h vor der Verabreichung von Anthralin oder IMI-Sol

intraperitoneal injiziert (15 mg, geldst in Maisol).

2.9.4 Charakterisierung der Entziindungsreaktion nach transkutanen Immunisierungen

Die Schwellungsreaktion (fumor) des immunisierten Ohrhautgewebes wurde durch die
Bestimmung der Ohrdicke mit einem Mikrometer quantifiziert (Tag O bis 6). Die

Entzindungsreaktion des Ohrhautgewebes in Folge transkutaner Immunisierung wurde
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zudem makroskopisch durch die Entstehung von Rétung (rubor) und Warme (calor)

charakterisiert.

2.9.5 Entnahme von Blutproben und Nachweis von antigenspezifischen CD8* T-Zellen

Die Blutentnahme erfolgte 7, 14 oder 35 Tage nach der TCI durch Punktion der Schwanzvene
mit einem Skalpell. Im Rahmen der ,,Prime-Boost““Immunisierungen erfolgte die Enthahme der
Blutproben woéchentlich bis Tag 49. Es wurden 1,5 ml Reaktionsgefald mit 500 uyl EDTA-Puffer
vorbereitet, in welchen die Bluttropfen aufgefangen und mit dem EDTA-Puffer vermischt
wurden. Das Gemisch aus Blut und EDTA-Puffer wurde anschliel3end in 15 ml Reagenzgefalle
Uberfuhrt und die Erythrozyten durch die Zugabe von 3 ml ACK-Puffer (10 min, RT) lysiert.
Nach Beendigung der Lyse (500 x g, 4 min, 4 °C) wurden die Zellpellets in eine 96-Kavitaten-
Platte mit Spitzboden Uberfihrt und zweimal in FACS-Puffer gewaschen. Die
Oberflachenfarbung der Zellen wurde wie unter 2.10.6 beschrieben durchgefuhrt. Die Farbung
der Zellen erfolgte nach dem Prinzip der Oberflachenfarbung. Dabei wurden OVAgzs7.264-
spezifische CD8" T-Zellen durch folgende murine Antikdrper fluoreszenzgefarbt und
durchflusszytometrisch analysiert: CD8a-Pacific Blue; OVAgsresa H-2KP-spezifisches
Tetramer-PE; CD44-APC; CD62L-FITC.

2.9.6 In vivo-Zytotoxizitatstest

Der in vivo - Zytotoxizitatstest diente der Quantifizierung der Zytotoxizitdt OVA2s7.264-
spezifischer CD8* T-Zellen. An Tag 8 oder 36 nach transkutaner Immunisierung wurden
CFSE-gefarbte, OVAzs7-264-beladene Zielzellen intravends in immunisierte Mause injiziert und

die Lyse der Zielzellen durch antigenspezifische CTLs in vivo untersucht.

Vorbereitung der CFSE-gefarbten, OVA2s7.064-beladenen Zielzellen:

Als Zielzellen wurden murine Milzzellen verwendet. Hierzu wurden die Mause mit CO;
euthanasiert, die Milz enthommen und eine Milzzellsuspension hergestellt (siehe 2.10.2) Eine
Halfte der Milzzellen wurde mit einer hohen Konzentration (4 uM; CFSEM"), die andere mit
einer zehnfach niedrigeren Konzentration (0,4 uM; CFSE'**) CFSE fiir 5 min bei 37 °C in einem
Wasserbad markiert. Die Reaktion wurde mit 5 ml FCS abgestoppt und die Zellen mit MEM-
Kulturmedium (+ 2 % FCS) gewaschen (500 x g, 4 min, 4 °C). Anschlie3end wurden die Zellen
in MEM-Kulturmedium aufgenommen und die CFSE"9"/CFSE'""-markierten Zellen fiir 1 h bei
37 °C mit OVAzs7264 (1 pug/ml) beladen. Ungebundenes OVAgzs7.264-Peptid wurde nach der
Inkubation mit 1x PBS in einem Waschschritt entfernt (500 x g, 4 min, 4 °C). Die
Lebendzellzahlen beider Ansatze wurden daraufhin bestimmt, die CFSE"" und CFSE'™"
Suspensionen auf je 2 x 107 Zellen/ 300 ul in 1x PBS eingestellt und beide Ansatze 1:1

vereinigt. Abschliefend wurden je 300 pl der CFSE-markierten Zellsuspension intravends in
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die Schwanzvene immunisierter oder unbehandelter Mause injiziert.

Analyse der in vivo Zytotoxizitat mittels Durchflusszytometrie:

Die Analyse der Zytotoxizitat erfolgte standardmaRig 20 h nach der intravendsen
Verabreichung der CFSE-gefarbten Zielzellen. Hierzu wurden die immunisierten Mause
entweder mit CO, euthanasiert und eine Milzzellsuspension hergestellt (sieche 2.10.2) oder
eine Blutprobe an der Schwanzvene enthommen (siehe 2.9.5). Die Messung und Auswertung
des in vivo - Zytotoxizitatstests erfolgte an einem Durchflusszytometer. Die injizierten CFSE-
gefarbten Zielzellen bildeten bei der Analyse am Durchflusszytometer zwei abgrenzbare
Populationen (CFSE"" und CFSE) im FITC-Kanal. Kommt es bei einer erfolgreichen
Immunisierung zur Entstehung funktionstlichtiger OVAgzsr.2es-spezifischer CD8" T-Zellen,
erkennen und lysieren diese CTLs die OVAgs7es-beladenen, CFSE™"-markierten Zielzellen.
Diese Reaktion ist durch eine prozentuale Abnahme des Anteils der CFSE"*"-Population an
den FITC* Zellen zu erkennen. Zur Bestimmung des Anteils der CFSE'*"-Zellen an den FITC*
Zielzellen wurde bei jeder Probe eine konstante Anzahl CFSE""-markierter Zellen gemessen.

Die durchflusszytometrische Analyse CFSE-gefarbter Zielzellen ist in Abbildung 8 dargestellt.
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Abbildung 8: Antigenspezifische CD8* T-Zellen lysieren peptidbeladene Zielzellen.

Der in vivo-Zytotoxizitatstest dient dem Nachweis antigenspezifischer CTL nach einer Immunisierung mit dem
selbigen Peptid. Daflir wurden Zielzellen mit zwei unterschiedlichen CFSE-Konzentrationen (0,4uM; 4uM) gefarbt.
Die CFSE'"-Fraktion wurde zusétzlich mit dem Peptid beladen. Bei einer Anwesenheit von CTL ist eine Lyse der
peptidbeladenen CFSElow-Zellen zu erkennen. Die CFSEM"-Fraktion bleibt erhalten.

Die spezifische Lyse der CFSE*-Zellen durch OVAzsr.26s-spezifische CD8* T-Zellen wurde

wie folgt berechnet:
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speZifische Lyse (in %) = 100 X (1 - (CFSEIownegativ/ CFSEIowimmunisiert))

CFSE"™"negativ = Mittelwert (in %) der CFSE'*-Zellen nicht-immunisierter Mause

CFSE"Y,munisiert = Prozentualer Anteil der CFSE"*-Zellen einer immunisierten Maus

2.9.7 Nachweis der Zytokine IFNy, IL-4 und IL-17A nach der Restimulation

antigenspezifischer T-Zellen mittels ELISpot-Analysen

Die Durchfihrung der ELISpot (Enzyme Linked Immuno Spot) - Analysen diente dem
Nachweis von ex vivo sezernierten Zytokinen von antigenspezifischen T-Zellen in Folge
transkutaner Immunisierung. Fur diesen Nachweis wurden Multiscreen Filter-Platten der Firma
Merck Millipore verwendet, deren Membran zunachst mit 35 % Ethanol (20 pl je Kavitat)
aktiviert und mit einem murinen ErstantikOrper gegen das zu detektierende Zytokin beschichtet
wurde (20 h bei 4 °C; siehe 2.4). AnschlieRend wurden ungebundene Erstantikorper mit
ELISpot-Waschpuffer entfernt und unspezifische Bindungsstellen mit TM10 abgesattigt (1 h,
37 °C und 5 % CO32). Wahrenddessen wurde die Konzentration der Leukozyten in Milz- oder
Hautzellsuspensionen transkutan immunisierter Mause unter Verwendung des Scil Vet animal
blood cell counter (Scil veterinary excellence) bestimmt. 5 x 10° splenogene oder 2 x 10°
kutane Leukozyten (in je 50 pl TM5) wurden fur 20 h bei 37 °C und 5 % CO2 mit den
Ovalbumin-Epitopen OVAgzs7-264 oder OVAszzz337 restimuliert (final 1 pg/ml, in 50 yl TM5). In
Folge der Restimulation sezernierten antigenspezifische T-Zellen Zytokine, welche von
immobilisierten Erstantikdrpern an der Membran gebunden wurden. An die Restimulation
anschlielend wurde die Membran mit ELISpot-Waschpuffer gewaschen und ein biotinylierter
Zweitantikorper fur 2 h bei 37 °C und 5 % CO2 zugegeben, welcher an den immobilisierten
Zytokin-Erstantikdrper-Komplex bindet (siehe 2.4). Ungebundene Zweitantikérper wurden
anschlief’end mit ELISpot-Waschpuffer entfernt und das Vectastain Kit (Vector Laboratories)
nach Herstellerangaben verwendet, um einen Avidin-Biotin Enzym-Komplex (ABC) an der
Membran zu bilden (1 h, RT, in Dunkelheit). Eine abschlieRende Enzym-Substrat-Reaktion
diente dem Nachweis des an der Membran gebundenen Komplexes. Hierfir wurde eine AEC-
Lésung (3-Amino-9-ethylcarbarzol; Sigma-Aldrich) vorbereitet und auf die Membran gegeben.
Die Reaktion wurde nach 5-10 Minuten mit Leitungswasser abgestoppt und die Platte bei
Raumtemperatur im Dunklen getrocknet. Durch die Umsetzung des Substrates entstanden
rote Punkte auf der Membran. Diese sogenannten Spot-erzeugenden Einheiten (SFU, spot
forming units) dienten der Quantifizierung und Charakterisierung der funktionellen
Eigenschaften von Zytokin-produzierenden CD4* oder CD8" T-Zellen in Folge der TCI. Die

Quantifizierung der SFU auf der Membran erfolgte mit einem automatisierten Bild-Analyse-
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System (AiD iSpot) der Firma AiD Diagnostika

2.9.8 Zellaufschluss aus Hautgewebe mittels gentleMACS™ Dissociator

Die phanotypische und funktionelle Charakterisierung von Immunzellinfiltraten im Hautgewebe
erfolgte in der immunologischen Gedachtnisphase in Folge der TCI. Zu diesem Zweck wurden
die Mause an Tag 36 des Immunisierungsprotokolls euthanasiert und die Ohren mit einer
Praparierschere abgetrennt. Mit einer gebogenen Pinzette wurden die verbliebenen Haare an
den abgetrennten Ohren entfernt. Die beiden Ohrhalften wurden mit einer Pinzette
voneinander separiert und der Knorpel abgetrennt. Anschlie®end wurden die beiden
Ohrhalften in ein gentleMACS C Tube (Miltenyi Biotec) tUberfihrt und mit der Praparierschere
in etwa 2-4 mm grof3e Stlicke zerkleinert. Flir den Zellaufschluss wurde eine Aufschlussldsung
(3 ml RPMI1640 + 800 U Kollagenase 4 und 100 ug/ml DNase 1) vorbereitet und je 3 ml der
Lésung zu den Ohrgewebssticken in den gentleMACS C Tubes gegeben. Der
Hautgewebeproben wurden fir 1 h bei 37 °C im Wasserbad inkubiert und anschlieRend im
gentleMACS Dissociator (Miltenyi Biotec, Programm: 37 °C Multi_H) enzymatisch und
mechanisch zerkleinert. Die entstandene Hautzellsuspension wurde durch ein Zellsieb (70 ym)
in ein 50 ml ReagenzgefaR filtriert und zweimal mit FACS-Puffer gewaschen. Die Immunzellen
dieser Hautzellsuspension wurden anschlieBend durch ELISpot-Analysen oder mittels
Durchflusszytometrie charakterisiert. Fur die durchflusszytometrischen Analysen der T-Zellen
aus dem immunisierten Ohrhautgewebe wurden die isolierten Zellen mit folgenden murinen
Antikoérper fluoreszenzmarkiert: CD45-BV785; CD3-BV605; CD8a-BV510; CD4-BV711;
OVAzs7.264 H-2KP-spezifisches Tetramer-PE; CD44-APC; CD62L-FITC; CD103-BV421 und
CD69-BV605 (siehe 2.4).

2.9.9 Infektion mit dem Ovalbumin-transfizierten Vaccinia Virus (VV-OVA) und
Virustiter-Bestimmung mittels Plaque-Assay

Die im Rahmen dieser Dissertation durchgefiihrten Plaque-Assays wurden in Kooperation mit
F. Melchior und H.C. Probst, Institut fir Immunologie der Universitatsmedizin Mainz,
durchgeflhrt.

Infektion mit dem Ovalbumin-transfizierten Vaccinia Virus

Weibliche wildtypische Mause wurden prophylaktisch transkutan immunisiert. An Tag 7 nach
der TCI wurde die Frequenz OVAgs7.oes-spezifischer CTLs ermittelt und die immunisierten
Mause durch eine intraperitoneale Injektion mit 2x 10° pfu des Ovalbumin-transfizierten
Vaccinia Virus (VV-OVA) systemisch infiziert.

Bestimmung des Virustiters mittels Plaque-Assay

47



Material und Methoden

Die infizierten Mause wurden an Tag 5 nach der Infektion euthanasiert. Die Ovarien der
infizierten Mause wurden mit einer Praparierschere isoliert, in DMEM-Kulturmedium (+ 10 %
FCS) aufgenommen und homogenisiert. Die homogenisierte Ovarien-Suspension wurde in die
Vertiefungen einer 96-Kavitaten-Platte Uberfihrt und mit einer Mehrkanalpipette serielle 1:10-
Verdinnungen durchgefihrt. Die seriellen Verdlnnungen erfolgten in Duplikaten. Die
Duplikate der einzelnen Verdinnungsstufen der Ovarien-Suspension (je 100 pl) wurden
anschlieftend vereint und in die Vertiefungen einer 24-Kavitaten-Platte Uberfihrt, in deren
Kavitaten am Vortag je 2 x 10° BSC-40 Zellen je Kavitat in DMEM + 10% FCS ausgesat
wurden. Durch ein leichtes Schwenken auf einem Plattformschittler (450 x g) wurde die Virus-
Ovarien-Suspension gleichmaRig auf dem BSC-40- Zellrasen verteilt. AbschlieRend wurde 1
ml DMEM-Kulturmedium (mit 10 % FCS) je Kavitat zugefigt und die Proben fur etwa 48
Stunden bei 37 °C inkubiert. Nach dieser Inkubationszeit waren L&écher im Zellrasen
erkennbar, welche auf eine Infektion und nachfolgende Lyse der BSC-40-Zellen durch da
Vaccinia Virus hindeuten. Das Medium wurde daraufhin mit einer Pasteurpipette entfernt und
die BSC-40 Zellen in den Vertiefung mit einer Kristallviolettidsung Gberschichtet (2h bei RT).
Nach Entfernung der Kristallviolettidsung konnten die farblosen Plaques im violett eingefarbten
BSC-40-Zellrasen uber einem Lichttisch ausgezahlt werden. Durch die Multiplikation mit der
entsprechenden Verdinnungsstufe der Ovarienzellsuspension konnte der Virustiter (pfu/ml)

fir die Proben berechnet werden.

2.10 In vitro-Experimente

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter einer sterilen Werkbank mit sterilen Materialen und
Medien durchgefihrt. Die Kultivierung der Zellen erfolgte bei 37°C und 5 % Kohlenstoffdioxid

(COy) in einer feuchtigkeitsgesattigten Atmosphare im Brutschrank.

2.10.1 Bestimmung der Lebendzellzahl mittels Neubauer-Zahlkammer

Eine exakte Bestimmung der Lebendzellzahl war in den in vitro-Experimenten erforderlich, um
eine Standardisierung der Versuche zu ermdglichen. Hierfir wurden 10 pl der entsprechenden
Zellsuspension mit 90 pl Trypanblaulésung gemischt. 10 pl der entsprechenden
Verdinnungen wurden in eine Neubauer-Zahlkammer (0,1 mm Kammertiefe, Kammerfaktor
10*) gegeben. Trypanblau ist ein anionischer Azofarbstoff, der fiir die sogenannte Vitalfarbung
der Zellen verwendet wird. Tote Zellen nehmen diesen sauren Farbstoff auf und erscheinen
nach einigen Minuten blau. Ausgezahlt wurden lediglich die farblosen, lebenden Zellen in den
vier Grofdquadraten der Neubauer-Zahlkammer. Aus den Einzelergebnissen wurde ein

Mittelwert (MW) ermittelt. Die Gesamtzellzahl errechnete sich wie folgt:
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Gesamtzellzahl = MW x Verdinnungsfaktor x Gesamtvolumen x Kammerfaktor

2.10.2 Entnahme von Milzen und Herstellung einer Splenozyten-Einzelzellsuspension

Vor der Entnahme der Milzen wurden die Mause euthanasiert und die Haut unterhalb des
linken Rippenbogens mit Hilfe einer Praparierschere eingeschnitten. Die Milz kann auf diese
Weise mit einer Pinzette herausgezogen und abgetrennt werden. AnschlieRend wurden die
Milzen auf einem mit PBS (1x) angefeuchteten Zellsieb (70 um) zerrieben und dieses mit 5 mi
PBS (1x) gespult. Nach einem Zentrifugationsschritt (500 x g, 4 min, 4 °C) wurde der
Uberstand verworfen und das Zellpellet zur Lyse der vorhandenen Erythrozyten wurde das
Zellpellet in Gey’s-Lysepuffer aufgenommen (1 ml je Milz; 3 min bei RT). Durch Zugabe von
PBS (1x) wurde die Lyse abgestoppt und die Zellen nach einem Waschschritt in FACS-Puffer

oder Kulturmedium aufgenommen.

2.10.3 Isolation von CD11c* DCs aus einer Splenozyten-Einzelzellsuspension mittels
Magnetic-Activated Cell Sorting (MACS)

Funktionsprinzip des Magnetic-Activated Cell Sorting (MACS):

Bei der MACS-Technologie werden kleine magnetische Partikel zur Separation von
Zellsuspensionen verwendet. Zu diesem Zweck werden die magnetischen Partikel (50 nm) an
einen monoklonalen Antikdrper gekoppelt. Nachdem der Antikérper ein spezifisches Antigen
auf der Zelloberflache gebunden hat, erfolgt die Auftrennung der Zellsuspension in einer
Saule, deren ferromagnetische Matrix aus Metallkugeln und -drahten besteht. Diese Saule
wird in ein homogenes Magnetfeld gebracht (MACS seperator), was zur Bindung der
magnetisch-markierten Zellen an der Matrixoberflache fuhrt. Wahrend ungebundene Zellen
aus der Saule ausgewaschen werden, kdnnen die separierten Zellen nach Entfernung der

Saule aus dem Magnetfeld ausgespult werden.

Vorgehensweise bei der Isolation CD11c* DCs:

Die Isolation CD11c* DCs erfolgte unter einer Sterilbank. Fir die Anreicherung CD11c* DCs
wurde eine splenogene Einzelzellsuspension hergestellt und die Lebendzellzahl mit Hilfe einer
Neubauer-Zahlkammer bestimmt (max. 1 x 108 Zellen/ 400 ul GM-Puffer). Je 100 ul der CD11¢
MicroBeads UltraPure (Miltenyi Biotec) wurden mit 400 ul der Einzelzellsuspension gemischt
und fir 10 Minuten bei 4 °C inkubiert. In dieser Inkubationszeit wurden die MACS-Saulen (LS
columns, Miltenyi Biotec) am MACS-Separator befestigt und durch Spilen mit MACS-Puffer
nach Herstellerangaben vorbereitet. Nach der Inkubationszeit der Zellsuspension mit den
CD11c MicroBeads UltraPure wurden ungebundene Partikel in einem Waschschritt mit GM-
Puffer entfernt und der Uberstand verworfen (500 x g, 5 min, 4 °C). Die Milzzellen wurden

anschlieRend erneut in GM-Puffer aufgenommen (max. 1 x 108 Zellen/ 500 yl GM-Puffer) und
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Uber ein Zellsieb (70 um) in die Saulen im Magnetfeld filtriert. Nachdem die Zellsuspension die
Saule vollstandig durchlaufen hat, wurden die Saulen dreimal mit GM-Puffer (je 3 ml) gespult
und der Durchfluss verworfen. AnschlieRend wurden die Saulen aus dem Magnetfeld entfernt
und die separierten Zellen mit Hilfe eines Spritzenstempels und 5 ml GM-Puffer abgeldst. Die
Reinheit und Viabilitdt der separierten Zellen wurde mit Hilfe durchflusszytometrischer
Analysen unter Verwendung der folgenden Fluorophor-konjugierten Antikoérper bestimmt:
CD11c-PeCy7, MHCII-BV421. Der Anteil toter Zellen wurde durch die Verwendung von

Propidiumiodid bestimmt.

2.10.4 Isolation von Knochenmarkszellen und Differenzierung in bone-marrow derived

macrophages (BMMs)

Die Isolation von Knochenmarkszellen erfolgte unter einer Sterilbank. Die Mause wurden
zunachst euthanasiert und die Hinterbeine von Fell und Haut befreit. AnschlieRend wurden
jeweils Femur und Tibia prapariert und mit Isopropanol desinfiziert. Isopropanol auf der
Knochenoberflache wurde mit MEM-Kulturmedium abgespilt und die Knochen fir den
Zeitraum der Praparation in einem separaten, mit MEM-Kulturmedium beflllten Gefaly
aufbewahrt. Nach Abschluss der Praparation wurden die Enden der Knochen abgeschnitten
und das darin befindliche Knochenmark mit einer Kandle (0,55 x 25 mm) und je 5 ml MEM-
Kulturmedium in eine sterile Petrischale ausgespilt. Die Knochenmarks-Zellsuspension wurde
durch ein Zellsieb (70 um) filtriert, um Knochensplitter aus der Suspension zu entfernen. Nach
einer anschlieBenden Zentrifugation (500 x g, 5 min, 4 °C) wurde der Uberstand verworfen
und die Erythrozyten mit Hilfe von 1 ml Gey's Lysepuffer fiir 1 min lysiert. Der Lysevorgang

wurde durch die Zugabe von 10 ml MEM beendet.

Die Generierung von bone marrow derived macrophages (BMMs) erfolgte durch Kultivierung
der unreifen Knochenmarks-Vorlduferzellen in TM10 und 10 % L929-Fibroblasten-
Kulturiiberstand (,Makrophagen-Kulturmedium®). 4 x 108 unreife Knochenmarkszellen wurden
dazu in die Vertiefungen einer 6-Kavitaten-Platte (low adhesive, Greiner) ausgesat. In
zeitlichen Abstanden von zwei bis drei Tagen wurde je die Halfte des Kulturmediums aus den
Vertiefungen entfernt und durch frisches Makrophagen-Kulturmedium ersetzt. Die Zytokine
aus den Fibroblasten-Kulturiiberstanden induzierten eine Differenzierung der
Knochenmarkszellen in reife BMMs (F4/80*MHCII*CD11b*). Die BMMs konnten frihestens
sechs und maximal 13 Tage nach der Isolation aus dem Knochenmark aus den 6-Kavitaten-

Platten geerntet und flur weiterfihrende Experimente verwendet werden.

2.10.5 Stimulation und Analyse von APCs in vitro

Die Aktivierung und Polarisierung von APCs wurde durch in vitro Stimulationen von DCs und

Makrophagen untersucht. Fur diese Analysen wurden splenogene CD11c¢c* DCs oder bone
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marrow derived macrophages (BMMs) verwendet (siehe 2.10.3 und 2.10.4). 2 x 10° APCs
wurden in TM10 aufgenommen und in die Vertiefungen einer U-formigen 96-Kavitaten-Platte
ausgesat. Die APCs wurden mit verschiedenen Konzentrationen Anthralin (gelést in DMSO
und verdunnt in TM10) fur 24-48 h bei 37 °C und 5 % CO; stimuliert. Es wurden stets eine
nicht stimulierte Negativkontrolle und eine Positivkontrolle (10 ug/ ml des TLR7/8-Agonisten
Resiquimod, gel6st in VE-Wasser und verdinnt in TM10) mitgefihrt. Die Expression der
kostimulatorischen Molekile CD40, CD80 und CD86 auf APCs wurde nach 24 h
durchflusszytometrisch unter Verwendung folgender Fluoreszenz-markierter Antikérper

Uberpruft:

DCs:
MHCII-BV421, CD11c-PE-Cy7, CD40-APC, CD80-BV605, CD86-PE

Makrophagen:
F4/80-PE-Cy5, MHCII-BV421, CD11b-PE-Cy7, CD40-APC, CD80-BV605, CD86-PE

Die Oberflachenfarbung der Zellen erfolgte wie in 2.10.6 beschrieben. Tote Zellen wurden
durch den Fluoreszenzfarbstoff Fixable Viabilty Dye eFluor™ 780 (eBioscience™) in der
durchflusszytometrischen Analyse ausgeschlossen. Die stimulierten APCs wurden fur 20
Minuten bei 4 °C fixiert und permeabilisiert (Fixations- und Permeabilisierungskit von
eBioscience™). Adhéarente Zellen konnten anschlieBend aus den Vertiefungen der 96-
Kavitaten-Platte geerntet werden und nach zweimaligem Waschen mit FACS-Puffer

durchflusszytometrisch analysiert werden.

Die Analyse pro-inflammatorischer Zytokine im Kulturiiberstand stimulierter APCs erfolgte mit
Hilfe von Multiplex Cytokine Bead Arrays (CBA) in Kooperation mit der AG Grabbe, Hautklinik
der Universitatsmedizin Mainz. Die Konzentration der pro-inflammatorischen Zytokine IL-1j3,
IL-6, IL-12 (p70) und wurde im Kulturiiberstand von stimulierten BMMs nach 48 h bestimmt.

2.10.6 Durchflusszytometrische Analysen

Durchflusszytometrische Analysen dienen dem Nachweis fluoreszenzmarkierter Zellen. Daftir
wird eine zu analysierende Einzelzellsuspension durch eine Nadel angesaugt, wodurch es zu
einem laminaren Strom der Zellen kommt. Abgegrenzte Tropfen der Suspension, in denen
sich je nur eine Zelle befindet, werden im Durchflusszytometer an einem fokussierten
Lichtstrahl (Laser) vorbeigefihrt. Durch das Auftreffen des Laserstrahls auf die Zelle und die
daraus entstehende Beugung (Messung im Forward Scatter) kann die Grofle der Zelle
bestimmt werden. Die Streuung des Laserstrahls (Messung im Side Scatter) ist ein Mal} fur
die Granularitdt der Zellen. Um charakteristische Antigene auf den analysierten Zellen

identifizieren zu koénnen, wurden Fluorophor-gekoppelte Antikérper verwendet. Diese
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Fluorophore werden in der durchflusszytometrischen Analyse mit Lasern zur Fluoreszenz
angeregt und emittieren daraufhin Licht einer bestimmten Wellenlange. Die Verwendung
verschiedener Fluorophore mit unterschiedlichen Emissionsspektren ermoglicht die
Zuordnung mehrerer Signale von einer Zelle. Uberlagerten sich die Emissionsspektren
unterschiedlicher Fluorophore, wurde vor der Messung der fluoreszenzmarkierten Zellen eine
sogenannte Kompensation durchgefiihrt. Hierbei werden die Uberlagerungen der
Emissionsspektren und damit einhergehende falsch-positive Signale in einem

Fluoreszenzkanal gemessen und durch die Software FACS DIVA rechnerisch korrigiert.

Die Fluoreszenzfarbung von Antigenen auf der Zelloberflache erfolgte in 96-Kavitaten-Platten
mit Spitzboden. Fir die Oberflachenfarbung wurden Fluoreszenz-gekoppelte Antikoérper
entsprechend ihrer optimalen Konzentration in FACS-Puffer verdinnt und die Zellen in je 50
pl Farbeldsung/ Kavitat resuspendiert. Die Proben wurden anschlieRend fir 20-30 min bei 4
°C inkubiert. Die verwendeten Fluoreszenz-gekoppelten Antikérper, deren optimale
Konzentration und Ursprung kénnen Tabelle 5 entnommen werden. Nach der Inkubation mit
der Farbeldsung wurden die Zellen zweimal in FACS-Puffer gewaschen (500 x g, 2 min, 4 °C),
um ungebundene Antikérper zu entfernen. AbschlieRend wurden die Proben in FACS-Puffer
aufgenommen und an einem Durchflusszytometer (LSR-Il oder Symphony, BD Pharmingen)

mit Hilfe der Software FACS Diva (BD Pharmingen) gemessen und analysiert.

2.10.7 Metabolismus-Analyse von Makrophagen mittels Seahorse extracellular flux (XF)

analyzer

Die in dieser Dissertation dargestellten Metabolismus-Analysen wurden in Kooperation der AG
Guezguez, lll. Medizinische Klinik der Universitatsmedizin Mainz, durchgefihrt. In dieser
Dissertation sollte mit Hilfe eines Seahorse XFp Analyzers (Seahorse Bioscience) der
Metabolismus von Makrophagen mit und ohne Stimulation durch Anthralin charakterisiert
werden. Der Seahorse XFp Analyzer ermittelt zwei metabolische Messgrofen, die sogenannte
extracellular acidification rate (ECAR) und oxygen consumption rate (OCAR). Die ECAR gibt
die extrazellulare Ansduerung des Kulturmediums durch saure Stoffwechselprodukte (u.a.
Protonen, Laktat) in Folge anaerober Glykolyse an, wahrend die OCAR den
Sauerstoffverbrauch im Kulturmedium durch oxidative Phosphorylierung anzeigt. Der
Vergleich dieser beiden Messgrofien ermdglicht die Bestimmung des bevorzugten
Metabolismus zur Energiegewinnung. Durch die Zugabe verschiedener Inhibitoren des
zellularen Metabolismus kann mithilfe des Seahorse XFp Analyzers zudem die Reaktion der

Zellen unter stress analysiert werden.

Tabelle 7: Verwendete Inhibitoren in den Metabolismus-Analysen.

Inhibitor Konzentration Beschreibung
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Oligomycin 1 uM ATP-Synthase-Inhibitor;  blockiert die  mito-
chondriale ATP-Produktion und verschiebt den
Metabolismus in Richtung Glykolyse (stress-
induzierte ECAR)

FCCP 0,75 uM Carbonyl cyanide-4 (trifluoromethoxy) phenyl-
hydrazone; Entkoppler der mitochondrialen
OXPHOS (stress-induzierte OCAR)

Fur die Metabolismus-Analysen in dieser Arbeit wurden bone-marrow derived macrophages
(BMMs) verwendet (siehe 2.10.4). Die optimale Zellzahl je Kavitat und die Konzentration der
Inhibitoren wurde in Vortests ermittelt. Fiir die Metabolismus-Analysen wurden 3 x 10* BMMs
je Kavitat in 8-Kavitaten-Platten (Seahorse Bioscience) ausplattiert und mit 1 yM Anthralin fur
24 h bei 37 °C und 5 % CO; stimuliert. Direkt vor der Messung im Seahorse XFp Analyzer
wurde der Kulturiiberstand verworfen und durch 180 ul Seahorse-Assay-Medium ersetzt. Die
Messung im Seahorse XFp Analyzer erfolgte bei 37 °C. Die beiden Inhibitoren wurden in den
jeweiligen Konzentrationen in Seahorse-Assay-Medium vorbereitet und im Verlauf der
Messung automatisiert in die Vertiefungen der Kavitaten-Platte injiziert. Da die Werte fir die
ECAR und die OCAR Zellzahl-abhangigen Schwankungen unterliegen, wurde eine
Normalisierung der Zellzahl durch die Farbung der Makrophagen mit einer Calcein AM (2 puM)/
Ethidium-Homodimer 1l (4 pM)-Losung durchgefihrt (30 min, bei 37°C & 5 % CO,). Die
Zellzahl auf den fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen wurde anschlieiend mit Hilfe der

Software Image J quantifiziert und ECAR- und OCAR-Werte dahingehend normalisiert.

2.10.8 Histologische Analyse des Ohrgewebes nach transkutaner Immunisierung

Die Mause wurden an Tag 7 nach der TCl euthanasiert und die Ohren mit einer
Praparierschere abgetrennt. Das Ohrgewebe wurde in 2 ml Reaktionsgefale Uberfihrt und
mit Histofix (Roth) Uberschichtet. In der Core Facility Histologie, Hautklinik der
Universitatsmedizin Mainz, wurden die Ohrgewebeproben in Paraffin eingebettet, mit Hilfe
eines Mikrotoms 5 pym dicke Schnitte angefertigt und diese mit Hamatoxylin-Eosin (HE)-
gefarbt. Hamatoxylin ist ein naturlicher Farbstoff aus dem Blauholzbaum, welcher seine
farbenden Eigenschaften durch die Oxidation in Hamatein entwickelt. Hamatein farbt saure
Strukturen, speziell Zellkerne und Ribosomen am rauen Endoplasmatischen Retikulum blau.
Eosin, ein synthetischer Farbstoff, farbt hingegen basische Strukturen, wie beispielsweise
Zellplasmaproteine, Mitochondrien, Kollagene und Keratin rot. Die HE-gefarbten Praparate
des immunisierten Ohrgewebes wurden anschlielend mit dem Fluoreszenzmikroskop
Keyence BZ-8000K analysiert. Es wurden zehn zufallig ausgewahlte Stellen in den HE-
gefarbten Praparaten bestimmt und Aufnahmen bei 200-facher VergréRerung erstellt. Die

Dicke der Epidermis wurde durch die zugehorige Software BZ-H3M ermittelt.
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2.10.9 Statistische Auswertung

Zur graphischen Auswertung wurden die ermittelten Einzeldaten in Diagrammen
zusammengefasst, welche sowohl die Einzelwerte, als auch die Mittelwerte mit positiver
Standardabweichung zeigen. Der ungepaarte t-Test mit Welch-Korrektur wurde zur Ermittlung
der statistischen Signifikanz zweier Datenpaare angewandt. Bei Datengruppen mit mehr als
zwei Datenpaaren wurde ein einseitiger ANOVA-Test mit Bonferroni-Korrektur angewandt.
Signifikante Unterschiede in Vaccinia Virus-Titern wurden auf Grund der nicht normalverteilten
Datenpunkte mit dem Kruskal-Wallis-Test ermittelt. Als signifikant wurde ein Unterschied
bezeichnet, der eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 besaly. Alle statistischen sowie
graphischen Auswertungen von Einzeldaten wurden mit dem Programm GraphPad Prism 7
und 8 (Software MacKiev) durchgefihrt.

54



Ergebnisse

3. Ergebnisse

3.1 Die Kombination der Agenzien Anthralin und Imiquimod verstarkt die
Induktion antigenspezifischer CD4* und CD8* T-Zellen in der Primarantwort der
TCI

Im Fokus dieser Arbeit steht die Untersuchung eines potentiellen Adjuvanseffektes des
Hydroxyanthrons Anthralin bei der Entstehung antigenspezifischer T-Zellen nach der
Imiquimod-basierten TCI. Zu Beginn dieser Arbeit sollte zunachst der Einfluss der Agenzien

Anthralin und Imiquimod auf murines Hautgewebe charakterisiert werden.

3.1.1 Die Verwendung von Anthralin in der Imiquimod-basierten TCl erfordert die

Anpassung des etablierten Immunisierungsprotokolls

Die topische Verabreichung von Anthralin ist als immunsuppressive Behandlung der Psoriasis
vulgaris seit Beginn des 20. Jahrhunderts etabliert (Klaus Mdaller, 1997). Vorangegangene
Arbeiten illustrieren, dass Anthralin vor der Ausheilung psoriatischer Plaques jedoch eine
Entziindungsreaktion in der Haut  fordert (Lawrence et al., 1984).
Zu Beginn dieser Arbeit wurden die optimale Anthralin-Konzentration und die idealen
Zeitpunkte flr die Verabreichung der beiden potentiellen Adjuvantien getestet
(unveroffentlichte Daten v. Dr. rer. nat. Ann-Kathrin Hartmann). Aufgrund der Anthralin-
induzierten Entziindungsreaktion wurde in der vorliegenden Arbeit die Immunisierungsflache
reduziert. Die Verabreichung der Agenzien sollte fortan auf dem Ohrhautgewebe erfolgen.
Im Vergleich zur Rickenhaut (~ 10 cm?) fiihrt die Verabreichung der TCI auf der Ohrhaut (~ 3

cm?) zu einer dreifachen Reduktion der bendtigten Hautflache.

Abbildung 9 veranschaulicht das zu Beginn dieser Arbeit etablierte und nachfolgend
angewandte Immunisierungsprotokoll im Vergleich zur alleinigen Imiquimod-basierten TCl aus

vorangegangen Arbeiten:
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Abbildung 9: Anpassung des Immunisierungsprotokoll durch die Vorbehandlung der Haut mit Anthralin in
der Imiquimod-basierten TCI.

In vorangegangen Arbeiten unser Arbeitsgruppe wurden vor der Durchfiihrung der TCl die Haare auf der
Rickenhaut der Mause entfernt (Tag -1) und an zwei aufeinander folgenden Tagen je 50 mg IMI-Sol zusammen
mit 100 ug OVAzs7-264 und 100 ug OVAsz3-337 auf die rasierte Riickenhaut aufgetragen (Tag O & 1). In dieser Arbeit
erfolgte die TCI durch die topische Verabreichung von 25 mg Anthralin (Tag 0; verschiedene Konzentrationen in
Vaseline vorliegend), gefolgt von 50 mg IMI-Sol, 100 pg OVA2s7-264 und 100 pg OVAasz3-337 (Tag 1) auf der Ohrhaut.
Die Auswertung der Immunisierungseffizienz in der Primarantwort erfolgte mit Hilfe von T-Zell-Analysen an Tag 7
und 8 des Immunisierungsprotokolls.

3.1.2 Die topische Verabreichung von Anthralin fordert die Entstehung einer

Entziindungsreaktion in gesunder, muriner Haut

Im Anschluss an die Etablierung des neuartigen Immunisierungsprotokolls sollten die
Auswirkungen der TCI mit dem Hydroxyanthron Anthralin, dem synthetischen TLR7-Liganden
Imiquimod (formuliert in IMI-Sol) oder der Kombination beider Agenzien (nachfolgend zum Teil
als Kombi-TCI bezeichnet) auf murines Ohrhautgewebe charakterisiert werden. Zu diesem
Zweck wurden wildtypische Mause transkutan immunisiert und die Auswirkungen der TCI bis

Tag 7 des Immunisierungsprotokolls analysiert (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Anthralin verursacht in gesunder, muriner Haut eine Entziindungsreaktion.

Nach der TCI mit Anthralin, IMI-Sol oder beiden Agenzien wurde A) an Tag 7 des Immunisierungsprotokolls die
Ohrhaut auf Symptome einer Entziindungsreaktion untersucht, B) bis Tag 6 des Immunisierungsprotokolls die
Dicke der Ohrhaut (in pm) bestimmt, C) an Tag 7 des Immunisierungsprotokolls HE-gefarbte Ohrhautpraparate
erstellt, D) an Tag 7 des Immunisierungsprotokolls anhand HE-gefarbter Ohrhautpraparate die Dicke der Epidermis
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ermittelt und E) an Tag 7 des Immunisierungsprotokolls durchflusszytometrisch der Anteil CD45pan* Leukozyten
im Ohrhautgewebe bestimmt. Abgebildet sind die Mittelwerte und Standardabweichungen (n = 8-12). Statistische
Analyse mittels einseitigem ANOVA-Test mit Bonferroni-Korrektur (*p <0,05; ns = nicht signifikant).

Die oberflachliche Betrachtung der behandelten Ohrhaut an Tag 7 nach der TCI
veranschaulicht, dass die topische Verabreichung von Anthralin und die Kombi-TCI eine
Rétung und Schorfbildung des behandelten Gewebes induzieren. Die Verabreichung von IMI-
Sol allein fuhrt hingegen zu geringen Veranderungen des Ohrhautgewebes (Abbildung 10 A).
Wahrend die alleinige Verabreichung von IMI-Sol im Vergleich zu unbehandeltem Gewebe
eine 1,7-fache Steigerung der Ohrdicke bis Tag 6 nach der TCI bewirkt, verursachen Anthralin
und die Kombi-TCI eine 3,1-fache Zunahme der Ohrdicke (Abbildung 10 B).

Um die Entzindungsreaktion in der Haut detaillierter zu charakterisieren, wurden an Tag 7
nach der TCl HE-gefarbte Praparate des Ohrhautgewebes erstellt und mikroskopisch
analysiert (Abbildung 10 C). H/E-gefarbte Praparate von IMI-Sol-behandelten Mausen weisen
eine hohe Ahnlichkeit zu unbehandelten Proben auf. In Préparaten von Anthralin oder Kombi-
TCI behandeltem Ohrhautgewebe kann eine massive Zunahme der Dicke von Epidermis und
Dermis beobachtet werden (Abbildung 10 C). Die H/E-Farbungen ermoglichen dartber hinaus
die Analyse der Proliferation epidermaler Zellen in Folge der TCI (dunkelviolette Umrandung
der Praparate, Abbildung 10 D). Anthralin induziert hierbei alleine oder in Kombination mit
Imiquimod eine epidermale Hyperkeratose, welche bei alleiniger Behandlung mit IMI-Sol und
in unbehandeltem Gewebe ausbleibt (Abbildung 10 D).

Durchflusszytometrische Analysen von Ohrhautgewebe nach der TCI zeigen, dass Anthralin
(durchschnittlich 11,8 % CD45pan* Leukozyten) und die Kombi-TCI (durchschnittlich 12,4 %)
die Migration von Immunzellen in die Haut férdern. Der Anteil der CD45pan* Leukozyten in
IMI-Sol-behandeltem Gewebe ist hingegen signifikant geringer (durchschnittlich 3,2 %;
Abbildung 10 E) und vergleichbar mit unbehandeltem Ohrhautgewebe.

Zusammenfassend zeigen diese Analysen, dass topische Verabreichungen von Anthralin, im
Gegensatz zu Imiquimod, die Entstehung einer Entziindung in muriner Haut férdern, welche
durch die Zunahme der Ohrdicke, der Proliferation von Keratinozyten und der Infiltration von
Immunzellen in das Ohrhautgewebe charakterisiert ist. Auf diese Ergebnisse aufbauend
sollten nachfolgende Experimente die Auswirkungen Anthralin-induzierter Veranderungen der

Haut auf die Entstehung von T-Zell-Antworten nach der Imiquimod-basierten TCl untersuchen.

3.1.3 Anthralin erhoht die Frequenz antigenspezifischer CD8" T-Effektorzellen und

verstarkt deren Effektorfunktionen nach der Imiquimod-basierten TCI

Ein grundlegendes Ziel dieser Arbeit ist die Optimierung der erzeugten T-Zell-Antwort nach

der Imiquimod-basierten TCl. Um den Einfluss von Anthralin auf die Entstehung
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antigenspezifischer T-Zellen in der Primarantwort der TCl zu untersuchen, wurde an Tag 7
nach der TCl der Anteil OVAgsr-264-spezifischer CD8* T-Zellen im Blut von wildtypischen
Mausen bestimmt (Abbildung 11 A).
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Abbildung 11: Die kombinierte Verabreichung von Anthralin und IMI-Sol erhéht die Frequenz OVA257.264-
spezifischer CD44* CD62L" Effektor-CTLs in der Primdrantwort.

Wildtypische M&use wurden durch die Verabreichung von 25 mg Anthralin (Tag 0; 1/16 % in Vaseline) und 50 mg
IMI-Sol (Tag 1) auf die Ohrhaut transkutan gegen OVAzs7-264 und OVAsz3-337 (Tag 1; je 100 pg in Basiscreme)
immunisiert. An Tag 7 des Immunisierungsprotokolls wurde durchflusszytometrisch A) die Frequenz OVA257.264-
spezifischer CTLs im Blut quantifiziert und B) deren Phanotyp durch die Oberflachenmarker CD44 und CD62L
charakterisiert. Abgebildet sind die Einzelwerte mit Mittelwerten und Standardabweichung (n = 8-17). Bei der
Charakterisierung des Phanotyps sind die représentativen Mittelwerte mit Standardabweichung aus einem von
mindestens drei Experimenten abgebildet. Statistische Analyse mittels einseitigem ANOVA-Test mit Bonferroni-
Korrektur (*p <0,05; ns = nicht signifikant).

Die TCI mit Anthralin (durchschnittlich 0,72 %) oder IMI-Sol (1,2 %) allein fihrt im Vergleich
zu unbehandelten Mausen (0,4 %) zu keiner signifikanten Zunahme der Frequenz OVAazs7.264-
spezifischer CD8" T-Zellen im Blut. Die aufeinanderfolgende Verabreichung von Anthralin und
IMI-Sol auf die Ohrhaut bewirkt hingegen die Entstehung von durchschnittlich 2,72 % OVAzs;.
ses-spezifischen CD8" T-Zellen in der primaren Immunantwort (Abbildung 11 A).
Die in der Primarantwort identifizierten OVAos7.264-spezifischen CD8" T-Zellen wurden
durchflusszytometrisch durch die Oberflachenmarker CD44 und CD62L charakterisiert. Diese
Molekile sind bei CD8" T-Zellen an der Aktivierung, Zirkulation im Blut und Rekrutierung in
sekundare lymphatische Organe beteiligt (Gerberick et al., 1999). Die OVA,s7-264-spezifischen
CD8* T-Zellen weisen nach den unterschiedlichen TCls (Anthralin, IMI-Sol oder Kombi-TCl)
einen CD44"sh CD62L"°"-Phanotyp auf, welcher auf die Induktion von CD8* T-Effektorzellen

hindeutet (Abbildung 11).

Die quantitative Zunahme der OVAgusr-264-spezifischen CD8* T-Zellen nach der Kombi-TCl
deutet auf einen Adjuvanseffekt von Anthralin in der Imiquimod-basierten TCI hin.

Die Effektorfunktionen der identifizierten OVAas726s-spezifischen T-Effektorzellen waren
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gleichermalien von Interesse und wurden mit Hilfe des in vivo-Zytotoxizitatstests und IFNy-
ELISpot-Analysen untersucht (Abbildung 12). Die durch den in vivo-Zytotoxizitatstest
ermittelten Werte fir die spezifische Lyse stellen hierbei ein Mal fur die zytolytische Aktivitat

OV Agzs7-264-spezifischer CD8" T-Zellen in immunisierten Mausen dar (siehe 2.9.6).
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Abbildung 12: Die kombinierte Verabreichung von Anthralin und IMI-Sol steigert die funktionellen
Eigenschaften OVAu2s7-264-spezifischer CD8* T-Zellen in der Primarantwort.

Wildtypische Mause wurden durch die Verabreichung von 25 mg Anthralin (Tag 0; 1/16 % in Vaseline) und 50 mg
IMI-Sol (Tag 1) auf die Ohrhaut transkutan gegen OVAzs7-264 und OVAsz3-337 (Tag 1; je 100 pg in Basiscreme)
immunisiert. A) Die Effektorfunktionen OVAgzs7-264-spezifischer CTLs wurden an Tag 8 mittels in vivo -
Zytotoxizitatstests durchflusszytometrisch untersucht. Hierzu wurden mit zwei unterschiedlichen Konzentrationen
(0,4 uM und 4 pM) CFSE-markierte Milzzellen i.v. in die immunisierten Tiere injiziert. Die Population, welche mit
der niedrigeren CFSE-Konzentration markiert wurde (0,4 uM), wurde vorab mit OVA2s7-264 (1 pug/ml) beladen. B)
Milzzellen wurden an Tag 8 aus immunisierten Mausen entnommen und fiir 20 h mit OV A2s7-264 restimuliert. IFNy-
produzierende Einheiten wurden als rote Punkte auf einer Membran detektiert (links) und anschlieffend mit einem
ELISpot-Reader quantifiziert (rechts). Abgebildet sind die Einzelwerte mit Mittelwerten und Standardabweichung (n
= 4-10). Bei den ELISpot-Analysen sind die reprasentativen Mittelwerte mit Standardabweichung aus einem von
mindestens drei Experimenten abgebildet. Statistische Analyse mittels einseitigem ANOVA-Test mit Bonferroni-
Korrektur (*p <0,05; ns = nicht signifikant).

Abbildung 12 A veranschaulicht, dass nach den TCls mit Anthralin oder IMI-Sol nur ein

geringer Anteil der OVAgs7.264-beladenen Zielzellen durch antigenspezifische CD8* T-Zellen
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lysiert wird. Nach der aufeinanderfolgenden Verabreichung beider Agenzien in der Kombi-TCI
wird hingegen ein Groliteil der peptidbeladenen Zielzellen durch OVAgs7-264-spezifische CTLs
lysiert. Die Ergebnisse der in vivo-Zytotoxizitatstests illustrieren, dass durch die Kombination
der Agenzien Anthralin und Imiquimod in der TCl OVAgs7-264-spezifische T-Effektorzellen mit

einer hohen lytischen Aktivitat entstehen.

Die funktionellen Eigenschaften der OVAgzsr-264-spezifischen CD8* T-Zellen wurden in ELISpot-
Analysen weiterfuhrend charakterisiert (Abbildung 12 B). Die Sezernierung des Zytokins IFNy
wurde nach der Restimulation mit dem Antigen OVA2s7.264 durch eine Farbreaktion an einer
Membran detektiert (Abbildung 12 B, links) und mit Hilfe eines ELISpot-Readers quantifiziert
(Abbildung 12 B, rechts). Die TCls mit Anthralin (4,73 + 4,21 SFU) oder IMI-Sol (5,23 + 5,88
SFU) erzeugen bei dieser Analyse nur eine geringe Menge IFNy-produzierender Einheiten,
wohingegen die Kombi-TCl die Entstehung einer signifikant hdéheren Anzahl IFNy-
produzierender CTLs in der primaren Immunantwort ermoglicht (Mittelwert: 456,3 + 193,8
SFU).

Die phanotypischen und funktionellen Analysen OVAzs7.264-spezifischer CD8" T-Zellen in der
primaren Immunantwort illustrieren somit eine Vervielfachung der Immunisierungseffizienz

transkutaner Immunisierungen durch die Kombination der Agenzien Anthralin und Imiquimod.

3.1.4 Anthralin induziert Tu1-polarisierte, antigenspezifische CD4* T-Zellen nach der

Imiquimod-basierten TCI

Aufbauend auf die Analyse der CD8* T-Zellen wurde im Folgenden eine Charakterisierung der
CD4* T-Helferzellen in der primaren Immunantwort der TCI durchgeflhrt.
Zu diesem Zweck wurde die Freisetzung verschiedener charakteristischer Zytokine durch
OVAa2s.337-spezifische CD4* T-Helferzellen mit Hilfe von ELISpot-Analysen untersucht
(Abbildung 13). Die in Abbildung 13 quantifizierten Zytokine IFNy, IL-4 oder IL-17A werden in
Folge der Aktivierung und Differenzierung von naiven T-Zellen in den entsprechenden Subtyp
der T-Helferzellen gebildet (Zhou et al., 2009).
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Abbildung 13: Die Kombi-TCI erzeugt eine Vielzahl Tu1-polarisierter T-Helferzellen in der Primdrantwort.

Wildtypische M&use wurden durch die Verabreichung von 25 mg Anthralin (Tag 0; 1/16 % in Vaseline) und 50 mg
IMI-Sol (Tag 1) auf die Ohrhaut transkutan gegen OVAzs7-264 und OVAsz3-337 (Tag 1; je 100 pg in Basiscreme)
immunisiert. Milzzellen wurden an Tag 8 aus immunisierten Mausen entnommen und fir 20 h mit OVAs23-337
restimuliert. Auf verschiedenen Membranen wurden IFNy, IL-4 oder IL-17 produzierende Einheiten detektiert und
mit einem ELISpot-Reader quantifiziert. Abgebildet sind die reprasentativen Mittelwerte mit Standardabweichung
aus einem von mindestens drei Experimenten. Statistische Analyse mittels einseitigem ANOVA-Test mit Bonferroni-
Korrektur (*p <0,05; ns = nicht signifikant).

Die TCls mit Anthralin oder IMI-Sol induzieren in diesen ELISpot-Analysen nur eine maRige
Anzahl [FNy-produzierender OVAszzssr-spezifischer CD4* T-Helferzellen. Des Weiteren
kénnen nach der alleinigen Verabreichung der beiden Agenzien nur geringe Mengen IL-4 oder
IL-17A in den KulturGberstanden der CD4* T-Helferzellen nachgewiesen werden.
Demgegenuber erfolgt nach der Kombi-TCI die Sezernierung grofer Mengen IFNy durch
OVAs23.337-spezifische CD4* T-Helferzellen. Die Kombi-TCI bewirkt zuséatzlich die Entstehung

einer geringen Anzahl IL-4 oder IL-17A-produzierender CD4* T-Helferzellen (Abbildung 13).

Die funktionellen Analysen CD4* T-Zellen in der primaren Immunantwort deuten somit darauf
hin, dass die Kombination der Agenzien Anthralin und IMI-Sol in der TCI die Entstehung einer

uberwiegend Tw1-polarisierten CD4* T-Helferzell-Antwort begunstigt.
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3.2 Anthralin erméglicht die Entstehung antigenspezifischer CD4* und CD8* T-

Gedachtniszellen nach der Imiquimod-basierten TCI

Eines der Gbergeordneten Ziele dieser Arbeit ist die Optimierung der Imiquimod-basierten TCI
hinsichtlich der Entstehung langlebiger T-Zell-Antworten. Antigenspezifische T-
Gedachtniszellen 16sen bei erneutem Kontakt mit einem Antigen eine schnelle und effektive
Immunreaktion aus, die zur Eliminierung des Pathogens fuhrt. Die Induktion solcher
nachhaltigen Immunantworten ist daher auch ein zentraler Aspekt bei der Entwicklung
transkutaner Impfstoffe. Nachfolgend sollte untersucht werden, ob die kombinierte
Verabreichung der Agenzien Anthralin und IMI-Sol in der TCI die Generierung kutaner und

systemischer CD4" und CD8"* T-Gedachtniszellen ermdglicht.

3.2.1 Anthralin ermoglicht die Induktion antigenspezifischer CD8" Gedachtniszellen

nach der Imiquimod-basierten TCI

Die Frequenzen OVAgsrass-spezifischer CD8* T-Zellen im Blut transkutan immunisierter
Mause wurden an Tag 7, 14 und 35 des Immunisierungsprotokolls quantifiziert.
Der Verlauf der OVAgsrass-spezifischen CTL-Frequenzen von Tag 7 bis 35 nach den

unterschiedlichen TCls ist in Abbildung 14 dargestellt.
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Abbildung 14 Die Verwendung von Anthralin in der Imiquimod-basierten TCl erméglicht die Entstehung
OVA:257-264-spezifischer CD8* T-Gedachtniszellen.

Wildtypische M&use wurden durch die Verabreichung von 25 mg Anthralin (Tag 0; 1/16 % in Vaseline) und 50 mg
IMI-Sol (Tag 1) auf die Ohrhaut transkutan gegen OVAzs7-264 und OVAsz3-337 (Tag 1; je 100 pg in Basiscreme)
immunisiert. An Tag 7, 14 und 35 des Immunisierungsprotokolls wurde die Frequenz OVA2s7-264-spezifischer CD8*
T-Zellen im Blut durchflusszytometrisch ermittelt. Abgebildet sind die Einzelwerte mit Mittelwerten und
Standardabweichung (n = 9-19). Statistische Analyse mittels einseitigem ANOVA-Test mit Bonferroni-Korrektur (*p
<0,05; ns = nicht signifikant).
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In Anthralin (0,66 %) oder IMI-Sol (1,31 %) behandelten M&ausen verandern sich die
Frequenzen OVAusr2s4-spezifischer CD8* T-Zellen bis Tag 14 im Vergleich zu Tag 7 nur
geringfugig. In Folge der Kombi-TCl kdnnen hingegen durchschnittlich 8,7 % OVAazs7.264-
spezifische CD8* T-Zellen an Tag 14 detektiert werden, was einer dreifachen Expansion der

primaren CTL-Population von Tag 7 entspricht (Abbildung 14).

In der Gedachtnisphase der TCI (Tag 35) verdeutlichen die Frequenzen antigenspezifischer
CD8" T-Zellen, dass weder die alleinige Verabreichung von Anthralin (0,6 %) noch IMI-Sol (0,7
%) die Induktion einer relevanten systemischen CD8" T-Gedachtniszellantwort ermdglicht.
Nach der aufeinanderfolgenden Verabreichung beider Agenzien verbleiben durchschnittlich
3,82 % OVAqzs726s4-spezifische CD8* T-Zellen bis Tag 35, was auf die Entstehung eines
systemischen CD8* T-Zell-Gedachtnisses in Folge der Kombi-TCI hindeutet (Abbildung 14).

Auf diese Erkenntnisse aufbauend sollte die Funktionalitdt der CD8" T-Gedachtniszellen
untersucht werden. Nachfolgend wurden daher sowohl die Lyse peptidbeladener Zielzellen als
auch die Produktion des Zytokins IFNy durch OVAzs7.264-spezifische CD8* T-Gedachtniszellen
analysiert (Abbildung 15). Die TCls mit Anthralin oder IMI-Sol flihren in der immunologischen
Gedachtnisphase, Ubereinstimmend mit den niedrigen Frequenzen der OVAgs7.264-
spezifischen CD8" T-Gedachtniszellen nach diesen Behandlungen, zu einer geringen
spezifischen Lyse der OVAusrass-beladenen Zielzellen. Die antigenspezifische CD8" T-
Gedachtniszellpopulation in Folge der Kombi-TCI induziert hingegen innerhalb von 20 h die
Lyse von durchschnittich 35 % der peptidbeladenen Zielzellen, was auf eine hohe
Funktionalitdt der T-Gedachtniszellpopulation nach dieser Immunisierung hindeutet
(Abbildung 15 A).

Um die Ergebnisse der in vivo-Zytotoxizitatstests in funktioneller Hinsicht zu verifizieren, wurde
die Produktion des Zytokins IFNy nach Restimulation mit dem Antigen OVA2s7.264 in ELISpot-
Analysen untersucht (Abbildung 15). Die Ergebnisse der ELISpot-Analysen in der
immunologischen Gedachtnisphase veranschaulichen, dass die Kombi-TCI (Mittelwert: 304,9
+ 98,73 SFU) im Vergleich zur alleinigen Verabreichung beider Agenzien (Anthralin: 2,5 + 2,0
oder IMI-Sol: 4,73 + 4,2 SFU) eine vermehrte Erzeugung IFNy-produzierender OVAzs7-264-
spezifischer CD8* T-Zellen aufweist.
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Abbildung 15: OVA2s7.264-spezifische CD8* T-Gedachtniszellen lysieren peptidbeladene Zielzellen effektiv
und produzieren IFNy.

Wildtypische Mause wurden durch die Verabreichung von 25 mg Anthralin (Tag 0; 1/16 % in Vaseline) und 50 mg
IMI-Sol (Tag 1) auf die Ohrhaut transkutan gegen OVAzs7-264 und OVAsz3-337 (Tag 1; je 100 pg in Basiscreme)
immunisiert. An Tag 36 wurde die Immunisierungseffizienz der TCI mit funktionellen Analysen der OVA257-264-
spezifischen CTLs Uberprift. A) Die Effektorfunktionen OVAzs7-264-spezifischer CD8* T-Zellen wurden an Tag 8
mittels in vivo - Zytotoxizitatstests durchflusszytometrisch untersucht. Hierzu wurden mit zwei unterschiedlichen
Konzentrationen (0,4 uM und 4 uM) CFSE-markierte Milzzellen i.v. in die immunisierten Tiere injiziert. Die niedriger
konzentrierte Population (0,4 pM) wurde vorab mit OVAozs72e4 (1 pg/ml) beladen. B) Die Milzzellen von
immunisierten Mausen wurden fir 20h mit OVA2s7-264 restimuliert und die Anzahl IFNy-produzierender Einheiten
mittels ELISpot-Analysen detektiert. Abgebildet sind in die Einzelwerte mit deren Mittelwerten und der
Standardabweichung (n= 4-8). Bei den ELISpot-Analysen sind die reprasentativen Mittelwerte mit
Standardabweichung aus einem von mindestens drei Experimenten abgebildet. Statistische Analyse mittels
einseitigem ANOVA-Test mit Bonferroni-Korrektur (*p <0,05; ns = nicht signifikant).

Die phanotypischen und funktionellen Analysen in der immunologischen Gedachtnisphase

veranschaulichen somit die Entstehung hochfunktioneller CD8* T-Gedachtniszellen durch die

Kombination der Agenzien Anthralin und Imiquimod in der TCI.

3.2.2 Anthralin fordert die Entstehung IFNy-produzierender CD4* T-Gedachtniszellen
nach der TCI

An die Charakterisierung der antigenspezifischen CD8* T-Gedachtniszellen anschlieend
sollte die Entstehung OVAaszs.asr-spezifischer CD4* T-Gedachtniszellen nach der TCI

untersucht werden.

Die Durchfihrung von ELISpot-Analysen in der immunologischen Gedachtnisphase sollte
zeitgleich Aufschluss Uber die Entstehung langlebiger T-Helfer-Gedachtniszellen und deren
funktionellen Eigenschaften geben. Milzzellen transkutan immunisierter Mause wurden zu
diesem Zweck in der Gedachtnisphase der TCI isoliert und die Sezernierung des Zytokins

IFNy nach Restimulation mit dem Antigen OV Aas23-337 quantifiziert (Abbildung 16).
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Abbildung 16 Die TCI mit Anthralin und IMI-Sol erzeugt antigenspezifische, IFNy-produzierende CD4*
Gedachtnis-T-Helferzellen.

Wildtypische Mause wurden durch die Verabreichung von 25 mg Anthralin (Tag 0; 1/16 % in Vaseline) und 50 mg
IMI-Sol (Tag 1) auf die Ohrhaut transkutan gegen OVAzs7-264 und OVAsz3-337 (Tag 1; je 100 pg in Basiscreme)
immunisiert. Milzzellen von immunisierten M&usen wurden in IFNy-ELISpot-Analysen mit dem Antigen OVAs23-337
(1 pg/ml) restimuliert und die Anzahl IFNy-produzierender Einheiten mit einem ELISpot-Reader quantifiziert. Bei
den ELISpot-Analysen sind die reprasentativen Mittelwerte mit Standardabweichung aus einem von mindestens
drei Experimenten abgebildet. Statistische Analyse mittels einseitigem ANOVA-Test mit Bonferroni-Korrektur (*p
<0,05; ns = nicht signifikant).

Die in Abbildung 16 dargestellten Ergebnisse der ELISpot-Analysen veranschaulichen die
Sezernierung grofRer Mengen IFNy durch OVAass.asr-spezifische CD4* T-Zellen in der
Gedachtnisphase der Kombi-TCIl. Nach den Immunisierungen mit den einzelnen Agenzien

kénnen hingegen kaum IFNy-produzierenden Einheiten detektiert werden.

Die vorliegenden Ergebnisse weisen auf die Entstehung langlebiger, antigenspezifischer CD4*

T-Gedachtniszellen nach der Kombi-TCI hin.

3.2.3 Die topische Verabreichung von Anthralin fordert die Entstehung von CD4* und
CD8* T-Gedachtniszellen in der Haut

Als Resultat der TCI mit den Agenzien Anthralin und Imiquimod konnten im Rahmen dieser
Arbeit langanhaltende, antigenspezifische CD4* und CD8* T-Gedachtniszellen im Blut und der
Milz immunisierter Mause identifiziert werden. Neben der Entstehung und Aufrechterhaltung
langlebiger, systemischer T-Zell-Antworten ist die Rekrutierung der T-Gedachtniszellen in das

immunisierte Gewebe gleichermalien von groRem Interesse (Galvez-Cancino et al., 2018).

In der vorliegenden Arbeit sollte daher die Identifizierung und Charakterisierung

gewebsresidenter T-Gedachtniszellen in Folge der TCI erfolgen. Zu diesem Zweck wurden
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Immunzellen in der Gedachtnisphase transkutaner Immunisierungen aus dem
Ohrhautgewebe isoliert und sowohl phanotypisch (Abbildung 17 A) also auch funktionell
Abbildung 17 B) analysiert.

In Abbildung 17 A sind die reprasentativen, durchflusszytometrischen Analyseresultate (links)
und die Quantifizierung (rechts) grafisch dargestellt. In der Gedachtnisphase der TCI weicht
der prozentuale Anteil der CD45pan* Leukozyten bei den unterschiedlichen
Behandlungsgruppen nicht signifikant voneinander ab (durchschnittlich 1,3 - 2,3 % CD45pan*
Zellen in den lebenden Einzelzellen). Nach der Verabreichung von IMI-Sol sind
durchschnittlich 0,9 % dieser Leukozyten in der Haut TCR*CD8a* T-Zellen. Sowohl die TCI
mit Anthralin (7,53 %) als auch die Kombi-TCI (11,54 %) bewirken eine signifikante Steigerung
der Frequenz CD8* T-Zellen in der Haut. Ein Grofteil dieser CD8* T-Zellen ist iberdies
spezifisch fur das Antigen OVA2s7.264 (Mittelwert Anthralin: 58,32 + 16,68 %, Mittelwert Kombi-
TCI: 70,48 + 5,63 %; Daten nicht gezeigt). Die Expression der Oberflachenmarker CD69 und
CD103, typische Marker fir tissue resident memory cells (TRMs), konnten auf diesen OVA2s;.
2e4-spezifischen T-Gedachtniszellen nachgewiesen werden (Topham & Reilly, 2018) (Daten

nicht gezeigt).

Die funktionellen Eigenschaften der identifizierten TRMs im Ohrhautgewebe wurden mit
ELISpot-Analysen untersucht (Abbildung 17 B). Die Ergebnisse der IFNy-ELISpot-Analysen
veranschaulichen, dass die alleinige Verabreichung von IMI-Sol zur Entstehung einer geringen
Anzahl an IFNy-produzierenden CD4* und CD8" TRMs fiihrt. Die Kombi-TCI bewirkt hingegen
die Generierung einer Vielzahl antigenspezifischer CD4* und CD8" TRMs, welche in Folge
einer Restimulation mit dem entsprechenden Antigen (OVAazsr.264 0der OVAaszs.337) betrachtliche
Mengen IFNy sezernieren. Vergleichbar mit den Ergebnissen der durchflusszytometrischen
Charakterisierung der TRMs in der Haut fiihrt die alleinige Behandlung mit Anthralin zur
Bildung IFNy-produzierender CD4* und CD8* TRMs, welche in der Menge nicht signifikant von

der Kombi-TCI abweichen.
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Abbildung 17: Anthralin, alleine oder in Kombination mit Imiquimod, induziert antigenspezifische, IFNy-
produzierende CD4* und CD8* T-Gedachtniszellen in der Haut.

Wildtypische Mause wurden durch die Verabreichung von 25 mg Anthralin (Tag 0; 1/16 % in Vaseline) und 50 mg
IMI-Sol (Tag 1) auf die Ohrhaut transkutan gegen OVAzs7-264 und OVAsz3-337 (Tag 1; je 100 pg in Basiscreme)
immunisiert. An Tag 36 wurde das Ohrhautgewebe von transkutan immunisierten Mausen entnommen, eine
Einzelzellsuspension hergestellt und sowohl durchflusszytometrisch als auch mit ELISpot-Analysen untersucht. A)
Der Anteil CD45pan* Leukozyten an den lebenden Einzelzellen und der Anteil CD8" T-Zellen wurden
durchflusszytometrisch ermittelt. Dargestellt sind reprasentative FACS-Plots (links) und deren Quantifizierung
(rechts). B) Die Hautzellsuspension immunisierter Mause wurde fiir 20 h mit OVA2s7.264 oder OVA323-337 (1 pug/ml)
restimuliert und die Anzahl IFNy-produzierender Einheiten mit einem ELISpot-Reader detektiert. Abgebildet sind
die Mittelwerte mit Standardabweichung (n = 10). Bei den ELISpot-Analysen sind die reprasentativen Mittelwerte
mit Standardabweichung aus einem von mindestens drei Experimenten abgebildet. Statistische Analyse mittels
einseitigem ANOVA-Test mit Bonferroni-Korrektur (*p <0,05; ns = nicht signifikant).
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Die vorliegenden phanotypischen und funktionellen Analysen von T-Zellen deuten auf die
Entstehung und Rekrutierung antigenspezifischer CD4* und CD8* T-Gedachtniszellen in das
Ohrhautgewebe nach der Kombi-TCI hin. Dartiber hinaus veranschaulichen diese Daten einen
alleinigen Adjuvanseffekt von Anthralin bei der Generierung von CD4* und CD8* TRMs in der
Haut.

3.2.4 Das Auftreten immunologischer Gedachtnisantworten in der Haut und peripheren

lymphatischen Organen wird durch CD4* T-Helferzellen beeinflusst

In dieser Arbeit konnte die Induktion Tw1-polarisierter CD4* T-Helferzellen und deren
Differenzierung in langlebige CD4* T-Gedachtniszellen in Folge der Kombi-TCIl beobachtet
werden. Die Generierung von primaren CD4" T-Helferzellen korrelierte in vorangegangen
Arbeiten mit der Entstehung und der Ausbildung funktioneller Charakteristika bei CD8" T-
Gedachtniszellen (einschlieRlich der Produktion wichtiger Effektorproteine wie Granzym B und
IFNy) (Ahrends et al., 2019). In der vorliegenden Arbeit sollten weiterfihrende Analysen einen
Zusammenhang zwischen der verstarkten primaren T-Helferzellantwort nach der Kombi-TCl
und der nachfolgenden Entstehung OVAgzs7.064-spezifischer CD8* Gedachtniszellen

untersuchen.

Zu diesem Zweck wurden CD4* T-Zellen vor der Kombi-TCl durch die intravendse
Verabreichung eines CD4-spezifischen, monoklonalen Antikorpers (Klon GK1.5) depletiert.
Die vollstandige Depletion der CD4* Zellen wurde vor der Durchfiihrung der Kombi-TCI
anhand durchflusszytometrischer Analysen von Blutproben der behandelten Mause verifiziert
(Daten nicht gezeigt). Nach der Durchfihrung der Kombi-TCI bei Mausen mit oder ohne CD4*
Zellen wurden die Frequenzen OVAgzsr-264-spezifischer CD8* T-Zellen an Tag 7, 14 und 35 des
Immunisierungsprotokolls bestimmt. In der immunologischen Gedéachtnisphase wurden
dariber hinaus die funktionellen Eigenschaften der antigenspezifischen CD4* und CD8" T-

Zellen analysiert. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Abbildung 18 dargestellt.
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Abbildung 18: Die Induktion antigenspezifischer IFNy-produzierender CD8* T-Gedéachtniszellen in der
Kombi-TCI wird durch CD4* T-Zellen beeinflusst.

Wildtypische Mause wurden durch die Verabreichung von 25 mg Anthralin (Tag 0; 1/16 % in Vaseline) und 50 mg
IMI-Sol (Tag 1) auf die Ohrhaut transkutan gegen OVAas7-264 und OVAs23-337 (Tag 1; je 100 pg in Basiscreme)
immunisiert. An Tag -1 und 7 wurde, wenn angezeigt, 500 ug des monoklonalen Antikérpers GK1.5 i.v. verabreicht.
A) An Tag 7, 14 und 35 des Immunisierungsprotokolls wurden die Frequenzen OVA2s7-26s-spezifischer CD8* T-
Zellen im Blut durchflusszytometrisch ermittelt. B) An Tag 36 wurden Milzzellen aus immunisierten Mausen
entnommen und fur 20 h mit OVA2s7-264 0oder OV As23-337 (1 pg/ml) restimuliert. IFNy-produzierende Einheiten wurden
als rote Punkte auf einer Membran detektiert und mit einem ELISpot-Reader quantifiziert. Abgebildet sind die
Einzelwerte mit Mittelwerten und Standardabweichung (A, n = 4-10). Bei den ELISpot-Analysen sind die
reprasentativen Mittelwerte mit Standardabweichung aus einem von mindestens drei Experimenten abgebildet (B).
Statistische Analyse mittels einseitigem ANOVA-Test mit Bonferroni-Korrektur (*p <0,05; ns = nicht signifikant).
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Abbildung 18 A veranschaulicht den zeitlichen Verlauf des Anteils antigenspezifischer CD8*
T-Zellen von der Primarantwort bis in die immunologische Gedachtnisphase der Kombi-TCI.
Nach der Kombi-TCl ohne CD4* T-Zellen entsteht eine gréliere Anzahl OVA:s7-264-spezifischer
CD8" T-Zellen (durchschnittlich 8,7 %) als in der Vergleichsgruppe mit CD4* T-Zellen
(durchschnittlich 3,8 %). Wahrend in Anwesenheit der CD4* T-Zellen eine Expansion der
primaren OVAgs7zes-spezifischen CD8* T-Zell-Population bis zu Tag 14 nach der TCI
beobachtet wird (durchschnittlich 9,8 %), ist der Verlauf der Frequenzen antigenspezifischer
CD8" T-Zellen in Abwesenheit von CD4* T-Zellen gegenlaufig (durchschnittlich 5,6 %).

In der Gedachtnisphase der Kombi-TCl kénnen im Blut immunisierter Mause mit CD4* T-
Zellen durchschnittlich 3,7 % OVAazs7.264-spezifische CD8* T-Gedachtniszellen nachgewiesen
werden. Die Entstehung langlebiger T-Gedachtniszellen erfolgt in Abwesenheit von CD4* T-
Zellen nur eingeschrankt (durchschnittlich 1,39 % an Tag 35). Wahrend diese eingeschrankte
Generierung von CD8" T-Gedachtniszellen auf eine entscheidende Beteiligung von CD4" T-
Zellen bei der Aufrechterhaltung und der Langlebigkeit der OVAzs7264-spezifischen CD8" T-
Zellpopulation hindeutet, wirkt sich die fehlende Verabreichung des CD4* T-Zell-Epitops
OVAas23.337 in der Kombi-TCI nicht nachteilig auf den Verlauf der Frequenzen OVAgzs7.26s-
spezifischer CD8" T-Zellen aus (Abbildung 18 A).

Die Bedeutung CD4* T-Zellen bei der Ausbildung funktioneller Charakteristika von OVA2s7.264-
spezifischen CD8" T-Gedachtniszellen wurde anschlieend mit IFNy-ELISpot-Analysen
Uberprift (Abbildung 18 B). Die Restimulation von murinen Milzzellen durch die Antigene
OVA257.064 0der OVAs23337 nach der Kombi-TCl bewirkt in Anwesenheit von CD4* T-Zellen
wahrend der Immunisierung die Sezernierung betrachtlicher Mengen IFNy. Demgegenuber ist
die Anzahl OVAgsr264 oder OVAszsasz-spezifischer IFNy-produzierender Einheiten in der
Gedachtnisphase der TCI durch die Depletion von CD4" T-Zellen signifikant geringer.
Die Depletion von CD4* T-Zellen vor der Durchfiihrung der Kombi-TCI fuhrt Gberdies zum
Ausbleiben CD8* TRMs in der Haut (nicht gezeigte Daten).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten einheitlich auf eine Bedeutung CD4" T-Zellen
bei der Entstehung gewebsresidenter und systemischer T-Gedachtniszellen nach der Kombi-
TCI hin.
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3.3 Mechanismen der Induktion antigenspezifischer T-Zellen durch die

Kombination von Anthralin und Imiquimod in der TCI

3.3.1 Die Bedeutung oxidativer Ereignisse und der Bildung von ROS fiir die Entstehung
antigenspezifischer CD4* und CD8" T-Zellen in der TCI

Die topische Verabreichung von Anthralin als Therapie der Psoriasis vulgaris ist bereits seit
Beginn des 20. Jahrhunderts etabliert. Der Wirkmechanismus von Anthralin in psoriatischer
Haut konnte bisher jedoch nicht vollstandig entschlusselt werden. Eine Vielzahl von Studien
weist auf einen Zusammenhang zwischen der Oxidation von Anthralin, der Bildung freier
Radikale (sogenannte ,Anthralin-Radikale und reaktive Sauerstoffspezies) und der
therapeutischen Effizienz darauf folgender Signalwege hin (Klaus Muller, 1997).
Der Mechanismus des in der vorliegenden Arbeit identifizierten Adjuvanseffektes von Anthralin

in der Kombi-TCI sollte anhand dieser Hypothese untersucht werden.

3.3.1.1 Danthron hat keinen vergleichbaren Adjuvanseffekt in der Imiquimod-basierten TCl/

Anthralin ist ein extrem instabiles Molekul, welches in wassriger Lé6sung unverziglich durch
licht-katalysierte Autooxidation in das chemisch inaktive Danthron reagiert. In gesunder Haut
fuhrt die topische Verabreichung von Anthralin zu einer Entziindung, was in vorangegangen
Arbeiten sowohl durch die Interaktion auto-oxidativer Zwischenprodukte von Anthralin mit
Proteinen, Lipiden und Carbohydraten im Gewebe als auch durch die Induktion sekundarer
Entziindungsmediatoren durch inflammatorische Zellen erklart wurde (Mahrle, 1997).
Nachfolgend soll in dieser Arbeit Gberprift werden, ob die Autooxidation von Anthralin in der
Haut einen entscheidenden Einfluss auf die Entfaltung des Adjuvanseffektes in der Imiquimod-
basierten TCI hat.

Zu diesem Zweck wurde der Einfluss von Danthron, welches durch Photooxidation von
Anthralin mit angeregtem Sauerstoff gewonnen werden kann, auf die Entstehung adaptiver
Immunantworten nach der Imiquimod-basierten TCIl untersucht. Die Ergebnisse der
phanotypischen und funktionellen Analysen OVA2s7.264-spezifischer CD8* T-Zellen nach der

Kombi-TCI mit Danthron oder Anthralin sind in Abbildung 19 zusammengefasst.
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Abbildung 19: Danthron hat keinen vergleichbaren Adjuvanseffekt wie Anthralin auf die Frequenz OVA2s7-
26a-spezifischer CD8* T-Zellen und deren funktionelle Eigenschaften nach der Imiquimod-basierten TCI.

Wildtypische Mause wurden durch die Verabreichung von 25 mg Anthralin oder Danthron (Tag 0; 1/16 % in
Vaseline) und 50 mg IMI-Sol (Tag 1) auf die Ohrhaut transkutan gegen OVA2s7-264 und OVAs323-337 (Tag 1; je 100 ug
in Basiscreme) immunisiert. Durchflusszytometrisch wurden A) an Tag 7 die Frequenz OVAgzs7-264-spezifischer
CD8* T-Zellen im Blut quantifiziert und B) an Tag 8 die Effektorfunktionen OVA2s7.264-spezifischer CD8* T-Zellen
durch in vivo - Zytotoxizitatstests untersucht. Hierzu wurden mit zwei unterschiedlichen Konzentrationen (0,4 uM
und 4 uM) CFSE-markierte Milzzellen i.v. in die immunisierten Tiere injiziert. Die niedriger konzentrierte Population
(0,4 pM) wurde vorab mit OVAzs7-264 (1 pg/ml) beladen. Abgebildet sind die Einzelwerte mit Mittelwerten und
Standardabweichung (n = 2-5). Statistische Analyse mittels einseitigem ANOVA-Test mit Bonferroni-Korrektur (*p
<0,05; ns = nicht signifikant).

Die oberflachliche Betrachtung der mit Danthron behandelten Ohrhaut bis Tag 7 verdeutlicht,
dass im Gegensatz zu der topischen Behandlung mit Anthralin keine Entzindungsreaktion
erkennbar ist. Uberdies sind die Symptome der Entziindungsreaktion auch nach der
aufeinanderfolgenden Verabreichung von Danthron und I[IMI-Sol nur geringem Male

ausgepragt (Daten nicht gezeigt).

In Abbildung 19 A sind die Frequenzen antigenspezifischer CD8* T-Zellen an Tag 7 nach der
TCI dargestellt. Wahrend die aufeinanderfolgende Verabreichung von Anthralin und IMI-Sol
durchschnittlich 3,18 % OVAus7.264-spezifische CD8* T-Zellen erzeugt, fuhrt die TCI mit
Danthron und IMI-Sol zu einer signifikant geringeren Haufigkeit antigenspezifischer CTLs
(durchschnittlich 1,29 %). Die alleinige Verabreichung von IMI-Sol (durchschnittlich 1,09 %)
erzeugt im Vergleich zur Kombi-TCI mit Danthron keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich
der Frequenzen OVAzs7-264-spezifischer CD8" T-Zellen (Abbildung 19 A).

Uberdies ist die spezifische Lyse peptidbeladener Zielzellen durch OVAas7.zes-spezifische
CD8* T-Zellen nach der topischen Verabreichung von Danthron und IMI-Sol (durchschnittlich
25,84 %) signifikant geringer als bei der Kombi-TCI mit Anthralin und IMI-Sol (durchschnittlich
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93,41 %). Die Kombi-TCI mit Danthron induziert zudem nur eine geringfiigige und nicht

signifikante Steigerung der spezifischen Lyse im Vergleich zur alleinigen TCI mit IMI-Sol.

Diese phanotypischen und funktionellen Studien antigenspezifischer CD8" T-Zellen heben die
Bedeutung oxidativer Ereignisse und der darauffolgenden Signalwege bei der Entfaltung des

Adjuvanseffektes von Anthralin in der Imiquimod-basierten TCI hervor.

3.3.1.2 Radikalfangende Substanzen minimieren die Immunisierungseffizienz der Kombi-TClI

Vorangegangene Experimente in dieser Arbeit konnten einen Zusammenhang von oxidativen
Ereignissen und der vollstdndigen Entfaltung des Adjuvanseffektes von Anthralin in der
Imiquimod-basierten TCI demonstrieren. In Folge der Oxidation von Anthralin in psoriatischer
Haut konnte die Entstehung sogenannter ,Anthralin-Radikale” (10-Anthranyl-Radikal,
Dithranolperoxy-Radikal und Dithranolhydroperoxy-Radikal) und ROS nachgewiesen werden
(Klaus Mdller, 1997). Die Induktion der ROS ist Uberdies mit der Initiation verschiedener
immunmodulatorischer Signalkaskaden im angeborenen und adaptiven Immunsystem
verknupft (J. Zhang et al., 2016). Um den Wirkmechanismus von Anthralin in der Imiquimod-
basierten TCI detaillierter beschreiben zu kénnen, sollte die auf die Oxidation von Anthralin
folgende Signalkaskade der ROS mit Hilfe radikalfangender Substanzen unterbrochen

werden.

Tocopherole sind die am haufigsten vorkommenden Formen des Vitamin E und kénnen Uber
einen Chromanring mit freien Radikalen interagieren, was zu einer Unterbrechung der
Kettenreaktion in der Radikalbildung flhrt (Hajibabaei, 2016). Diese radikalfangenden
Eigenschaften der Tocopherole sollten im Rahmen der Kombi-TCI genutzt werden, um den
Einfluss der Radikalsynthese nach der Oxidation von Anthralin und der resultierenden

Signalwege auf die Effizienz der Kombi-TCl zu Gberprifen.

Zu diesem Zweck wurde a-Tocopherol jeweils direkt vor den topischen Behandlungen mit den
Agenzien  Anthralin  und Imiquimod in der TCI systemisch verabreicht.
Abbildung 20 illustriert den Einfluss von a-Tocopherol auf die Entstehung OVA:s7.264-
spezifischer CD8" T-Zellen und deren Fahigkeit zur Lyse peptidbeladener Zielzellen in der

primaren Immunantwort.
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Abbildung 20: Die radikalfangende Substanz a-Tocopherol vermindert die funktionellen Eigenschaften
OVA257-264-spezifischer CD8* T-Zellen in der Kombi-TCI.

Wildtypische M&use wurden durch die Verabreichung von 25 mg Anthralin (Tag 0; 1/16 % in Vaseline) und 50 mg
IMI-Sol (Tag 1) auf die Ohrhaut transkutan gegen OVAas7.264 und OVAs23-337 (Tag 1; je 100 pg in Basiscreme)
immunisiert. Je 2 h vor der topischen Verabreichung der Substanzen in der TCI wurde den Mausen a-Tocopherol
(15 mg, geldst in Maisol) i.p. injiziert. Durchflusszytometrisch wurden A) an Tag 7 die Frequenz OVA2s7-264-
spezifischer CD8* T-Zellen im Blut quantifiziert und B) an Tag 8 die Effektorfunktionen OVA2s7-26s-spezifischer CD8*
T-Zellen durch in vivo - Zytotoxizitatstests untersucht. Hierzu wurden mit zwei unterschiedlichen Konzentrationen
(0,4 yM und 4 uM) CFSE-markierte Milzzellen i.v. in die immunisierten Tiere injiziert. Die niedriger konzentrierte
Population (0,4 uM) wurde vorab mit OVA2s7-264 (1 ug/ml) beladen. Abgebildet sind die Einzelwerte mit Mittelwerten
und Standardabweichung (n = 2-8). Statistische Analyse mittels einseitigem ANOVA-Test mit Bonferroni-Korrektur
(*p <0,05; ns = nicht signifikant).

Abbildung 20 A zeigt, dass die Verabreichung von a-Tocopherol vor der Kombi-TCI zu einer
nicht-signifikanten Reduktion der Frequenz OVAzs7.264-spezifischer CD8* T-Zellen von 3,3 %
auf 2,3 % fuhrt. Die Frequenzen antigenspezifischer CTLs sind nach der Verabreichung von
a-Tocopherol vor der Kombi-TClI signifikant hdher als nach den alleinigen Verabreichungen
von Anthralin oder IMI-Sol. Beim Vergleich der Frequenzen antigenspezifischer CD8* T-Zellen
in Mausen, welche mit IMI-Sol (mit oder ohne a-Tocopherol) behandelt wurden, werden keine

signifikanten Unterschiede beobachtet (Abbildung 20 A).

Uberdies sind in Abbildung 20 B die Auswirkungen radikalfangender Substanzen auf die
funktionellen Eigenschaften der OVAgsross-spezifischen CD8" T-Zellen nach der TClI
dargestellt. Die Bestimmung der spezifischen Lyse veranschaulicht, dass die
Effektorfunktionen OVAzs7.264-spezifischer CD8" T-Zellen in Folge der Verabreichung von a-
Tocopherol vor der Kombi-TClI deutlich eingeschrankt sind. Die funktionellen Einschrankungen
OVAs7-064-spezifischer CD8" T-Zellen in Folge der Kombi-TCl mit a-Tocopherol konnten
zusatzlich in IFNy-ELISpot-Analysen bestéatigt werden (Daten nicht gezeigt).
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Diese Ergebnisse deuten auf eine bedeutende Rolle der Radikalsynthese und deren
nachfolgende Signalkaskade fir die Induktion adaptiver Immunantworten nach der Kombi-TCl
hin.

3.3.1.3 ROS-induzierten NLRP3-Inflammasome beeinflussen die Induktion adaptiver

Immunantworten nach der Kombi-TCl

Vorangegangene Experimente in der vorliegenden Arbeit deuten darauf hin, dass die
Entstehung des Adjuvanseffekt von Anthralin mit dessen Oxidation und der Entstehung von
ROS zusammenhangt. In friiheren Publikationen konnte bereits ein Zusammenhang von der
Entstehung von ROS nach der Oxidation von Anthralin und der nachfolgenden

Entziindungsreaktion beschrieben werden.

Inflammasome sind zytosolische Sensoren inflammatorischer Signale und verantwortlich fur
die Aktivierung von Entzindungsreaktionen. Vor allem die Assemblierung das NLRP3-
Inflammasoms wird hierbei durch ROS positiv beeinflusst (Minutoli et al., 2016).
Daruber hinaus zeigen in unserem Labor durchgeflhrte Massen-NGS-Analysen von Anthralin-
behandelter, muriner Ohrhaut eine gesteigerte Expression einzelner Komponenten des
NLRP3-Inflammasoms und der assoziierten Zytokine der IL-1-Familie (nicht gezeigte Daten).
Auf diese Erkenntnisse aufbauend sollte die Bedeutung des NLRP3-Inflammasoms fir die
Entstehung antigenspezifischer CD8* T-Zellen nach der TCI mit Anthralin und Imiquimod

untersucht werden.

Zu diesem Zweck wurden wildtypische und NLRP3-defiziente Mause transkutan mit Anthralin
und Imiquimod immunisiert und die Immunantwort in der Primarantwort an Tag 7 analysiert.

Die Ergebnisse dieser Analyse sind in Abbildung 21 dargestellt.
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Abbildung 21: Das NLRP3-Inflammasom beeinflusst die Entstehung CD8* T-Zellen in der Primarantwort der
Kombi-TCI.

Wildtypische Mause oder NLRP3-definziente Mause (NLRP3”) wurden durch die Verabreichung von 25 mg
Anthralin (Tag 0; 1/16 % in Vaseline) und 50 mg IMI-Sol (Tag 1) auf die Ohrhaut transkutan gegen OVAzs7-264 und
OVAs23-337 (Tag 1; je 100 pg in Basiscreme) immunisiert. An Tag 7 des Immunisierungsprotokolls wurde A)
durchflusszytometrisch die Frequenz OVAas7-264-spezifischer CD8* T-Zellen im Blut quantifiziert und B) die Anzahl
IFNy-produzierender Einheiten im Blut immunisierter Mause nach der Restimulation mit dem Antigen OVA257-264 (1
pg/ml) bestimmt. Abgebildet sind in die Einzelwerte mit deren Mittelwerten und der Standardabweichung (n= 2-5).
Bei den ELISpot-Analysen sind die reprasentativen Mittelwerte mit Standardabweichung abgebildet. Statistische
Analyse mittels einseitigem ANOVA-Test mit Bonferroni-Korrektur (*p <0,05; ns = nicht signifikant).

Abbildung 21 A veranschaulicht, dass die Kombi-TCl in wildtypischen Mausen (3,66 %)
signifikant mehr OVAgs7.264-spezifische CD8* T-Zellen als in NLRP3-defizienten Mausen (1,96
%) erzeugt. Die Anzahl IFNy-produzierender Einheiten im Blut ist in NLRP3-defizienten

Mausen (84 + 53,74 SFU) nach der Restimulation mit dem Antigen OV Aas7.264 zudem geringer
als in wildtypischen Mausen (130,8 + 59,62 SFU) (Abbildung 21 B).

Die in Abbildung 21 dargestellten Daten deuten auf eine Beteiligung des NLRP3-
Inflammasoms bei der Entstehung OVAs7264-spezifischer CD8* T-Zellen in der Kombi-TCI hin.
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3.3.2 Die Blockade von CD70 fiihrt zu einer verringerten Frequenz antigenspezifischer
T-Zellen nach der Kombi-TClI

Die Induktion potenter und langanhaltender T-Zell-Antworten ist malgeblich von einer
hinreichenden Aktivierung des angeborenen Immunsystems abhangig.
Professionelle APCs nehmen Antigene in der Korperperipherie auf, wandern in sekundare
lymphatische Organe und prasentieren diese Antigene auf MHC-Komplexen naiven T-Zellen,
um diese zu primen und zur klonalen Expansion anzuregen. Um eine weiterfihrende
Differenzierung solcher geprimter T-Zellen in funktionstlichtige Effektor- und Gedachtniszellen
zu ermdglichen, werden sogenannte kostimulatorische Molekiile auf der Oberflache der APCs
exprimiert (siehe 1.3.4). Diese interagieren mit zugehoérigen Kostimulatoren von T-Zellen. Ein
bekanntes Beispiel fir solche Interaktionen ist die Interaktion des Kostimulators CD70 auf
APCs und CD27 auf T-Zellen. CD27 ist ein bedeutender Immuncheckpoint, welcher bei
hinreichender Interaktion mit CD70 auf APCs zur klonalen Expansion der T-Zellen fihrt
(Wajant, 2016).

Nachfolgend sollte durch die systemische Verabreichung des CD70-spezifischen
Antagonisten FR-70 die Notwendigkeit des CD70/CD27-Signalweges fur die Induktion und
Expansion antigenspezifischer T-Zellen in Folge der Kombi-TClI untersucht werden. Abbildung
22 veranschaulicht die Ergebnisse der Blockade von CD70 in der primaren Immunantwort der

TCI mit den Agenzien Anthralin und Imiquimod.
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Abbildung 22: Die Blockade des Kostimulators CD70 verringert die Frequenz OVA2s7-264-spezifischer CD8*
T-Zellen, aber nicht deren Effektorfunktionen, in der Kombi-TCI.

Wildtypische Mause wurden durch die Verabreichung von 25 mg Anthralin oder Danthron (Tag 0; 1/16 % in
Vaseline) und 50 mg IMI-Sol (Tag 1) auf die Ohrhaut transkutan gegen OVA2s7-264 und OVAs23.337 (Tag 1; je 100 ug
in Basiscreme) immunisiert. Der monoklonale Antikdrper FR-70 wurde i.p. verabreicht (je 250 ug an Tag 0, 1 und
4). Durchflusszytometrisch wurden A) an Tag 7 die Frequenz OVAgzs7-264-spezifischer CD8* T-Zellen im Blut
quantifiziert und B) an Tag 8 die Effektorfunktionen OVAzs7-264-spezifischer CD8* T-Zellen durch in vivo -
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Zytotoxizitatstests untersucht. Hierzu wurden mit zwei unterschiedlichen Konzentrationen (0,4 yM und 4 uM) CFSE-
markierte Milzzellen i.v. in die immunisierten Tiere injiziert. Die niedriger konzentrierte Population (0,4 uM) wurde
vorab mit OVAzs7-264 (1 pg/ml) beladen. Abgebildet sind die Einzelwerte mit Mittelwerten und Standardabweichung
(n = 5-10). Statistische Analyse mittels einseitigem ANOVA-Test mit Bonferroni-Korrektur (*p <0,05; ns = nicht
signifikant).

Die Kombi-TCI mit den Agenzien Anthralin und Imiquimod erzeugt durchschnittlich 2,4 %
OV Agzs7-264-spezifische CD8* T-Zellen an Tag 7 des Immunisierungsprotokolls (Abbildung 22
A). Die zuséatzliche Verabreichung des CD70-Antagonisten FR-70 bewirkt eine signifikante
Abnahme des Anteils antigenspezifischer CD8" T-Zellen nach der Kombi-TCI auf
durchschnittlich 0,7 %. Die Verabreichung des CD70-Antagonisten in der Kombi-TClI fuhrt zu
vergleichbaren Frequenzen OVAgasy.zss-spezifischer CD8" T-Zellen wie in den TCls mit

Anthralin (0,5 %) oder IMI-Sol (0,9 %).

Abbildung 22 B verdeutlicht dartber hinaus eine signifikante Abnahme der spezifischen Lyse
von OVA2s7.264-spezifischen CD8" T-Zellen durch die Verabreichung des CD70-Antagonisten
in der Kombi-TCI. Trotz der Verabreichung des CD70-Antagonisten in der Kombi-TCl ist der

Anteil lysierter Zielzellen jedoch héher als nach den alleinigen TCls mit Anthralin oder IMI-Sol.

Diese Experimente weisen somit auf die Expansion antigenspezifischer CD8* T-Zellen in der
TCI unter maligeblicher Beteiligung des Kostimulators CD70 hin, wahrend die funktionellen
Eigenschaften der antigenspezifischen CTLs in geringerem Male durch die Blockade des
Kostimulators CD70 eingeschrankt sind. Basierend auf diesen Ergebnissen, welche die
Bedeutung einer suffizienten Antigenprasentation hervorheben, sollten im Folgenden die

Auswirkungen der Agenzien Anthralin und Imiquimod auf APCs untersucht werden.
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3.4 Die Bedeutung von APCs fir die Induktion adaptiver Inmunantworten nach
der Kombi-TClI

Professionelle APCs sind das Bindeglied zwischen dem angeborenen und dem adaptiven
Immunsystem. Wahrend in dieser Arbeit bereits eine Beteiligung von APCs bei der Expansion
antigenspezifischer CTLs durch den Kostimulator CD70 veranschaulicht wurde, korrelierte die
Entstehung antiviraler oder antitumoraler T-Zell-Antworten in vorangegangen Arbeiten mit

einer hinreichenden Aktivierung des angeborenen Immunsystems.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte folglich Uberprift werden, welche Subtypen der APCs die
Entstehung und die Qualitadt adaptiver Immunantworten durch die TCI mit den Agenzien

Anthralin und Imiquimod beeinflussen.

3.4.1 Die Bedeutung des TLR7-Signalweges in verschiedenen Subtypen der APCs fiir

die Induktion antigenspezifischer T-Zellen nach der Kombi-TClI in vivo

Die Entstehung antigenspezifischer T-Zellen und deren Differenzierung in langanhaltende T-
Gedachtniszellen nach der Kombi-TClI werden mafgeblich durch den TLR7-Signalweg
beeinflusst. Die Immunisierung TLR7-defizienter Mause mit den Agenzien Anthralin und
Imiquimod erzeugt keine OVAgs7zss-spezifischen CD8* T-Zellen (Daten nicht gezeigt).
Auf diese Erkenntnisse aufbauend sollte die Effizienz der Kombi-TClI in konditionellen TLR7-
defizienten Mausen in vivo analysiert werden. Von gro3em Interesse waren der potentielle
Einfluss des TLR7-Signalweges in DCs (TLR77P€) oder Makrophagen (TLR77M®) bei der

Entstehung antigenspezifischer T-Zellen nach der Kombi-TCI.

3.4.1.1 Der TLR7-Signalweg in CD11c* DCs ist essentiell fiir die Entstehung hochqualitativer
CD4" und CD8" T-Gedéchtniszellen nach der Kombi-TCl

DCs stellen aufgrund der effizienten Prasentation von Antigenen an naive T-Zellen den
wichtigsten Vertreter der APCs dar. In der vorliegenden Arbeit sollte die Verwendung von
TLR7-PC-Mausen, deren DCs charakteristischerweise keine TLR7 exprimieren, Aufschliisse
Uber die Bedeutung des TLR7-Signalweges in CD11c* DCs fir die Effizienz der Kombi-TCI

erlauben.

Zu diesem Zweck wurden TLR77PC-M&use und wildtypische Wurfgeschwister transkutan
immunisiert und die Immunisierungseffizienz in der immunologischen Primar- und
Gedachtnisantwort bestimmt. In Abbildung 23 sind die Ergebnisse der Primarantwort

zusammengefasst.
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Abbildung 23: Die Effektorfunktionen, aber nicht die Frequenz, von OVA2s7.26s-spezifischen CD8* T-Zellen
sind in der Prim3rantwort der Kombi-TCl in TLR7-P¢-M&usen eingeschrinkt.

TLR7-PC (Cre*~ KOs oder Cre”- Geschwistertiere) wurden durch die Verabreichung von 25 mg Anthralin oder
Danthron (Tag 0; 1/16 % in Vaseline) und 50 mg IMI-Sol (Tag 1) auf die Ohrhaut transkutan gegen OVAz2s7-264 und
OVAs23-337 (Tag 1; je 100 pg in Basiscreme) immunisiert. Durchflusszytometrisch wurden A) an Tag 7 die Frequenz
OVA2s7.264-spezifischer CD8* T-Zellen im Blut quantifiziert und B) an Tag 8 die Effektorfunktionen OVA257-264-
spezifischer CD8* T-Zellen durch in vivo - Zytotoxizitatstests untersucht. Hierzu wurden mit zwei unterschiedlichen
Konzentrationen (0,4 uM und 4 uM) CFSE-markierte Milzzellen i.v. in die immunisierten Tiere injiziert. Die niedriger
konzentrierte Population (0,4 uM) wurde vorab mit OVAazs7-264 (1 pug/ml) beladen. Abgebildet sind die Einzelwerte
mit Mittelwerten und Standardabweichung (n = 4-21). Statistische Analyse mittels einseitigem ANOVA-Test mit
Bonferroni-Korrektur (*p <0,05; ns = nicht signifikant).

Die in Abbildung 23 A dargestellten Ergebnisse zeigen eine nicht signifikante Abnahme der
Frequenz OVA:s7-264-spezifischer CD8* T-Zellen in TLR77P¢-M&usen im Vergleich zu deren
wildtypischen Wurfgeschwistern an Tag 7 des Immunisierungsprotokolls. Demgegentiber ist
die Befahigung der OVAgsres-spezifischen CD8* T-Zellen zur spezifischen Lyse von
peptidbeladenen Zielzellen in TLR77P°-Mausen im Vergleich zu deren wildtypischen
Wurfgeschwistern signifikant reduziert (Abbildung 23 B).

Um Uberdies die Auswirkungen der TLR7-Defizienz in DCs auf die Entstehung langlebiger T-
Gedachtniszellen zu uberprifen, wurden phéanotypische und funktionelle Analysen
antigenspezifischer CD4* und CD8" T-Zellen in der immunologischen Gedachtnisphase der
Kombi-TCI durchgefiihrt (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Die Frequenz OVA2s7.264-spezifischer CD8* T-Gedachtniszellen und deren Effektorfunktionen
sind nach der Kombi-TCl in TLR7/P¢-Miusen reduziert.

TLR7-PC (Cre*- KOs oder Cre” Geschwistertiere) wurden durch die Verabreichung von 25 mg Anthralin oder
Danthron (Tag 0; 1/16 % in Vaseline) und 50 mg IMI-Sol (Tag 1) auf die Ohrhaut transkutan gegen OVAz2s7-264 und
OVAs23-337 (Tag 1; je 100 ug in Basiscreme) immunisiert. A) An Tag 35 des Immunisierungsprotokolls wurde die
Frequenz OVAzs7-264-spezifischer CD8* T-Zellen im Blut durchflusszytometrisch ermittelt. B) An Tag 36 wurden
Milzzellen aus immunisierten Mausen entnommen und fiir 20 h mit OVA257-264 oder OVAs23-337 (1 ug/ml) restimuliert.
IFNy-produzierende Einheiten wurden als rote Punkte auf einer Membran detektiert und mit einem ELISpot-Reader
quantifiziert. Abgebildet sind die Einzelwerte mit Mittelwerten und Standardabweichung (A, n = 3-9). Bei den
ELISpot-Analysen sind die reprasentativen Mittelwerte mit Standardabweichung aus einem von mindestens drei
Experimenten abgebildet (B). Statistische Analyse mittels einseitigem ANOVA-Test mit Bonferroni-Korrektur (*p
<0,05; ns = nicht signifikant).

Die fehlende TLR7-Signalkaskade in TLR77P°-M&usen fiihrt in der Gedachtnisphase der
Kombi-TCI zu einer signifikanten Abnahme der Frequenz OVA2s7264-spezifischer CD8* T-
Zellen im Vergleich zu deren wildtypischen Wurfgeschwistern (Abbildung 24 A). Die Menge
des sezernierten Zytokins IFNy von Milzzellen aus TLR7/-°°-Mausen nach der Restimulation
mit den T-Zell-Epitopen OVAgzs7.264 oder OVAsz3.337 ist durch Fehlen des TLR7-Signalweges in

DCs minimiert (Abbildung 24 B).

Zusammenfassend verdeutlichen diese Ergebnisse eine hohe Relevanz des TLR7-
Signalweges in DCs fiir die Entstehung qualitativ hochwertiger und langlebiger CD4* und CD8*
T-Zellen nach der Kombi-TCI

3.4.1.2 Der TLR7-Signalweg in Makrophagen nimmt geringfligigen Einfluss auf die Entstehung
von CD4"* und CD8" T-Gedéchtniszellen nach der Kombi-TCI

Makrophagen eliminieren Pathogene durch Phagozytose und prasentieren Antigene nach der
Aufnahme und Prozessierung auf MHC-Molekilen T-Zellen. Darlber hinaus sezernieren
Makrophagen in Folge der Stimulation von PRRs (pattern recognition receptors) pro-

inflammatorische Zytokine, Chemokine und weitere inflammatorische Faktoren, welche
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indirekt zur Initiation adaptiver Immunantworten beitragen (Celhar et al., 2016). Durch die
Verwendung von TLR77M®-Mausen, welche durch TLR7-defiziente Makrophagen
charakterisiert sind, und deren wildtypischen Wurfgeschwistern sollte die Bedeutung des
TLR7-Signalweges in Makrophagen fiir die Entstehung und Aufrechterhaltung von
antigenspezifischen  T-Zell-Antworten nach der Kombi-TClI untersucht werden.
In Abbildung 25 sind die Ergebnisse der Analysen antigenspezifischer CD8" T-Zellen in TLR7-

FM®_Mausen in der primaren Immunantwort der Kombi-TCI dargestellt.
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Abbildung 25: Die Frequenz und die Effektorfunktionen von OVA:2s7.264-spezifischen CD8* T-Zellen sind in
der Primarantwort der Kombi-TCl in TLR77-M® -M&usen nicht eingeschrankt.

TLR7-/M¢ (Cre*- KOs oder Cre’~ Geschwistertiere) wurden durch die Verabreichung von 25 mg Anthralin oder
Danthron (Tag 0; 1/16 % in Vaseline) und 50 mg IMI-Sol (Tag 1) auf die Ohrhaut transkutan gegen OVAzs7-264 und
OVAs23-337 (Tag 1; je 100 ug in Basiscreme) immunisiert. Durchflusszytometrisch wurden A) an Tag 7 die Frequenz
OVAu2s7-264-spezifischer CTLs im Blut quantifiziert und B) an Tag 8 die Effektorfunktionen OVA2s7.264-spezifischer
CD8* T-Zellen durch in vivo-Zytotoxizitatstests untersucht. Hierzu wurden mit zwei unterschiedlichen
Konzentrationen (0,4 uM und 4 uM) CFSE-markierte Milzzellen i.v. in die immunisierten Tiere injiziert. Die niedriger
konzentrierte Population (0,4 uM) wurde vorab mit OVAzs7-264 (1 pug/ml) beladen. Abgebildet sind die Einzelwerte
mit Mittelwerten und Standardabweichung (n = 3-9). Statistische Analyse mittels einseitigem ANOVA-Test mit
Bonferroni-Korrektur (*p <0,05; ns = nicht signifikant).

Die Frequenz der OVAgs7.264-spezifischen CD8* T-Zellen (Abbildung 25 A) und deren lytische
Eigenschaften (Abbildung 25 B) sind nach der Kombi-TCI in Mausen mit TLR7-defizienten

Makrophagen im Vergleich zu wildtypischen Wurfgeschwistern nicht signifikant beeintrachtigt.

Wahrend diese Ergebnisse aus der immunologischen Primarantwort auf einen geringen
Einfluss des TLR7-Signalweges in Makrophagen fir die Entstehung von OVAgs7264-
spezifischen CD8" T-Zellen und deren Effektorfunktionen nach der Kombi-TCIl hindeuten,
wurde nachfolgend deren Differenzierung in langlebige T-Gedachtniszellen untersucht
(Abbildung 26).
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Abbildung 26: Die Effektorfunktionen, aber nicht die Frequenz, OVA2sr.26s-spezifischer CD8* T-
Gedachtniszellen sind nach der Kombi-TCl in TLR7/"M®-MZiusen geringfiigig reduziert.

TLR7--M® (Cre* KOs oder Cre’ Geschwistertiere) wurden durch die Verabreichung von 25 mg Anthralin oder
Danthron (Tag 0; 1/16 % in Vaseline) und 50 mg IMI-Sol (Tag 1) auf die Ohrhaut transkutan gegen OVAzs7-264 und
OVAs23-337 (Tag 1; je 100 ug in Basiscreme) immunisiert. A) An Tag 35 des Immunisierungsprotokolls wurde die
Frequenz OVA2s7-264-spezifischer CD8* T-Zellen im Blut durchflusszytometrisch ermittelt. B) An Tag 36 wurden
Milzzellen aus immunisierten Mausen entnommen und fiir 20 h mit OVA257-264 oder OVAs23-337 (1 ug/ml) restimuliert.
IFNy-produzierende Einheiten wurden als rote Punkte auf einer Membran detektiert und mit einem ELISpot-Reader
quantifiziert. Abgebildet sind die Einzelwerte mit Mittelwerten und Standardabweichung (A, n = 3-9). Bei den
ELISpot-Analysen sind die reprasentativen Mittelwerte mit Standardabweichung aus einem von mindestens drei
Experimenten abgebildet (B). Statistische Analyse mittels einseitigem ANOVA-Test mit Bonferroni-Korrektur (*p
<0,05; ns = nicht signifikant).

Sowohl die Expansion der OVAzs7-264-spezifischen CTLs bis Tag 14 (Daten nicht gezeigt) als
auch deren Frequenz in der immunologischen Gedachtnisphase variieren bei TLR7/M®-
Mausen (3 %) und wildtypischen Wurfgeschwistern (4,3 %) in nicht signifikantem Ausmalf}

(Abbildung 26 A).

Die in Abbildung 26 B dargestellten Ergebnisse der ELISpot-Analysen in der Gedachtnisphase
weisen auf eine signifikant geringere Menge IFNy-produzierender CD8* T-Zellen in TLR7/-M®-
Mausen nach der Stimulation mit dem Antigen OVA2s57.264 hin.
Die Anzahl IFNy-produzierender CD4* T-Zellen unterscheidet sich bei TLR7”M*-M&usen und
deren wildtypischen Wurfgeschwistern hingegen nicht signifikant. Im Vergleich zu
unbehandelten Mé&usen erzeugt die Kombi-TCl in TLR77M®-Mausen eine signifikante

Steigerung der Anzahl OVAasz3.337- und OVAzs7-264-spezifischer IFNy-produzierender Einheiten.

Die Verwendung des konditionellen TLR7-Defizienz-Modells in Makrophagen zeigt, dass der
TLR7-Signalweg in Makrophagen die Entstehung und die funktionellen Eigenschaften von
CD8* T-Zellen nach der Kombi-TCI in geringem Maf} beeinflusst.
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3.4.2 Untersuchung direkter Adjuvanseffekte von Anthralin und Imiquimod auf

professionelle APCs in vitro

In der vorliegenden Arbeit konnte veranschaulicht werden, dass die funktionellen
Eigenschaften und die Langlebigkeit antigenspezifischer T-Zellen nach der TCI mit den
Agenzien Anthralin und Imiquimod mafgeblich durch den TLR7-Signalweg in DCs beeinflusst
werden. Die alleinige Stimulation des TLR7-Rezeptors durch die Imiquimod-haltige
Nanoemulsion IMI-Sol genigt bei der TCl an der Ohrhaut jedoch nicht, um eine
langanhaltende, adaptive Immunantwort auszulésen. Vor diesem Hintergrund war die
Untersuchung direkter Effekte von Anthralin auf professionelle APCs von groRem Interesse.
Um Wechselwirkungen mit anderen Zelltypen in vivo ausschlieBen zu koénnen, wurden

nachfolgend Analysen von DCs und Makrophagen in vitro durchgefuhrt.

3.4.2.1 Anthralin hat keinen stimulierenden Effekt auf CD11c¢* Milz-DCs in vitro

Durch die Verwendung konditioneller TLR7-Defizienz-Modelle konnte in dieser Arbeit gezeigt
werden, dass CD11c” DCs von immenser Bedeutung fir die Induktion effektiver und
langlebiger T-Zellen sind. Auf Grundlage dieser Erkenntnisse sollte nachfolgend untersucht
werden, ob die Kombination von Anthralin und Imiquimod zu einer optimierten Aktivierung von
DCs fuhrt.

Zu diesem Zweck wurden CD11c* Milz-DCs in vitro mit verschiedenen Konzentrationen
Anthralin, dem TLR7/8 Agonisten Resiquimod (R-848) oder der Kombination beider Agenzien
stimuliert. In Abbildung 27 sind die Auswirkungen der Agenzien auf die Expression
kostimulatorischer Molekiile und die Sezernierung pro-inflammatorischer Zytokine bei DCs

dargestelit.
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Abbildung 27: Anthralin beeinflusst den Aktivierungszustand von CD11c* DCs in vitro nicht.

CD11c* DCs wurden mittels MACS aus der Milzzellsuspension von wildtypischen Mausen isoliert und fur 24 h mit
dem TLR7/8-Agonisten Resiquimod, verschiedenen Konzentrationen Anthralin oder einer Kombination beider
Agenzien behandelt. Unbehandelte Zellen dienten als Kontrollen bei der Untersuchung des Aktivierungszustandes.
Der Aktivierungszustand CD11c* DCs wurde nach 24 h A) durchflusszytometrisch durch die Messung der mittleren
Fluoreszenzintensitat der Aktivierungsmarker CD40, CD80 und CD86 und B) die Konzentrationen (in pg/ml) der
pro-inflammatorischen Zytokine IL-1B, IL-6, IL-12 (p70) und TNF-a im Kulturiberstand mit CBA-Analysen
untersucht. Dargestellt sind die reprasentativen Mittelwerte mit Standardabweichung aus einem von mindestens
drei Experimenten. Statistische Analyse mittels einseitigem ANOVA-Test mit Bonferroni-Korrektur (*p <0,05; ns =
nicht signifikant).

Das Ergebnis der durchflusszytometrischen Analyse der Kostimulatoren in Abbildung 27 A
verdeutlicht, dass die Ligation des TLR7-Rezeptors durch Resiquimod zu einer erhdhten
Expression der kostimulatorischen Molekiile CD40, CD80 und CD86 auf der Oberflache von
CD11c* Milz-DCs fuhrt. Die Stimulation der Zellen mit verschiedenen Konzentrationen
Anthralin  bewirkt hingegen keine Hochregulation der untersuchten Kostimulatoren.
Daruber hinaus ist die Aktivierung der DCs, welche in Folge der alleinigen Stimulation mit dem
TLR7-Liganden Resiquimod beobachtet wurde, nach der zusatzlichen Verabreichung von
Anthralin vermindert (Abbildung 27 A). Uberdies reduzieren bereits niedrige Konzentrationen
von Anthralin die Viabilitdt der CD11c* Milz-DCs, wodurch Stimulationen mit maximal 0,5 yM

Anthralin durchgeflihrt werden konnten (Daten nicht gezeigt).
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In Abbildung 27 B sind die mittels CBA-Analysen ermittelten Konzentrationen der pro-
inflammatorischen Zytokine IL-183, IL-6, IL-12 (p70) und TNF-a im Kulturiiberstand stimulierter
DCs dargestellt. Hierbei zeigt sich, dass die Ligation des TLR7-Rezeptors der DCs durch
Resiquimod vorrangig die Freisetzung von IL-6 und TNF-a fordert. Die alleinige Stimulation
mit verschiedenen Konzentrationen Anthralin flhrt im Vergleich zu unbehandelten DCs zu
keiner vermehrten Freisetzung der analysierten Zytokine.
Die Kombination der TLR7-Ligation und Anthralin flhrt Gberdies zu keinem relevanten Anstieg
der Konzentrationen pro-inflammatorischer Zytokine in den Kulturliberstanden stimulierter
Milz-DCs.

Eine synergistische Aktivierung von DCs durch Anthralin und TLR7-Liganden erscheint im

Kontext der vorliegenden Ergebnisse aus den in vitro - Studien als unwahrscheinlich.

3.4.2.2 Anthralin flihrt konzentrationsabhdngig zu einer Aktivierung und Polarisierung von

,M1“-Makrophagen

Die Aktivierung und Polarisierung von Makrophagen durch Adjuvantien Kkorrelierte in
vorangegangenen Arbeiten mit einer verstarkten T-Zell-Antwort, welche auf eine indirekte

Aktivierung von DCs durch inflammatorische Mediatoren zurtickgefuhrt werden konnte.

In der vorliegenden Arbeit wurden stimulierende Effekte von Anthralin und der TLR7-Ligation
bei Makrophagen (bone marrow derived macrophages, BMMs) untersucht. Fir diese
Untersuchungen wurden BMMs in vitro mit verschiedenen Konzentrationen Anthralin,
Resiquimod oder der Kombination beider Agenzien stimuliert und die Expression von
Kostimulatoren und die Sezernierung pro-inflammatorischer Zytokine analysiert. Die

Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Abbildung 28 dargestellt.
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Abbildung 28: Anthralin induziert die Expression kostimulatorischer Molekiile auf Makrophagen in vitro.

Unreife Knochenmarkzellen von wildtypischen Mausen wurden fir 6-9 Tage mit Makrophagen-Kulturmedium in
bone-marrow derived macrophages (BMMs) differenziert. Ausdifferenzierte MHCII* CD11b* F4/80" BMMs wurden
fiir 24 h mit dem TLR7/8-Agonisten Resiquimod, verschiedenen Konzentrationen Anthralin oder einer Kombination
beider Agenzien behandelt. Der Aktivierungszustand MHCII* CD11b* F4/80* BMMs wurde nach 24 h A)
durchflusszytometrisch durch die Messung der mittleren Fluoreszenzintensitat der Aktivierungsmarker CD80 und
CD86 und B) die Konzentrationen (pg/ml) der pro-inflammatorischen Zytokine IL-13, IL-6, IL-12 (p70) und TNF-a
im Kulturiberstand mit CBA-Analysen untersucht. Dargestellt sind die représentativen Mittelwerte mit
Standardabweichung aus einem von mindestens drei Experimenten. Statistische Analyse mittels einseitigem
ANOVA-Test mit Bonferroni-Korrektur (*p <0,05; ns = nicht signifikant).

In Folge der Stimulation von BMMs mit Anthralin konnte durch durchflusszytometrische
Analysen ein dosisabhangiger Effekt auf die Expression der kostimulatorischen Molekile
CD80 und CD86 beobachtet werden. Wahrend die Expression von CD80 bei ansteigenden
Anthralin-Konzentrationen im Vergleich zu unbehandelten Zellen gleichbleibend ist, erfolgt bei
der Expression von CD86 eine deutliche Zunahme der Expression, welche bei einer

Stimulation mit 1 yM Anthralin den Héhepunkt erreicht. Der TLR7-Ligand Resiquimod bewirkt

eine vermehrte Expression beider Kostimulatoren. Durch die Kombination der Agenzien
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Anthralin und Resiquimod ist die Zunahme der Expression der Kostimulatoren CD80 und
CD86 auf BMMs hingegen aufgehoben oder vermindert (Abbildung 28 A). Die verstarkte
Expression der Kostimulatoren CD40, CD80 und CD86 auf Makrophagen durch Stimulationen
mit Anthralin konnten gleichermalRen bei peritonealen Makrophagen und der Monozyten/
Makrophagen-Zelllinie RAW309 beobachtet werden. Eine negative Auswirkung auf die
Viabilitdt der Makrophagen konnte hingegen erst bei Anthralin-Konzentrationen Gber 1 uyM

beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).

In den Kulturiberstanden der BMMs wurden nach der Stimulation des TLR7-Signalweges
durch Resiquimod hohe Konzentrationen der Zytokine IL-6 und TNF-a detektiert. Nach der
alleinigen Stimulation der BMMs mit Anthralin wurden hingegen niedrige Konzentrationen der
pro-inflammatorischen Zytokine IL-1f3, IL-6, IL-12 (p70) und TNF-a gemessen, welche
vergleichbar mit den Konzentrationen dieser Zytokine im Kulturiberstand unbehandelter
Makrophagen sind. Die Kombination der Agenzien Anthralin und Resiquimod erzeugt
vergleichbare Konzentrationen der analysierten Zytokine wie durch die alleinige Stimulation
des TLR7-Rezeptors (Abbildung 28 B).

Die Expression der Kostimulatoren CD40, CD80 und CD86 deutet auf eine Aktivierung der
Makrophagen durch Anthralin in vitro hin. Mit der Aktivierung der Makrophagen geht zudem
eine Polarisierung in pro-inflammatorische M1-Makrophagen oder anti-inflammatorische M2-
Makrophagen einher, welche anhand des zellularen Metabolismus analysiert werden kann
(Viola et al., 2019). Nachfolgend sollten daher auch die Auswirkungen von Anthralin auf den
zellularen Metabolismus von Makrophagen in vitro untersucht werden. Zu diesem Zweck
wurden Makrophagen Uber Nacht mit Anthralin behandelt und der Energiestoffwechsel
anschliel®end charakterisiert. Mit Hilfe eines Seahorse XFp Analyzer wurden die extracellular
acidification rate (ECAR; Mal fur die Glykolyse) und die oxygen consumption rate (OCAR,;
Malf fir die oxidative Phosphorylierung) bestimmt. Das Ergebnis der Metabolismus-Analyse
ist in Abbildung 29 dargestellt.
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Abbildung 29: Anthralin beeinflusst den Glukose-Stoffwechsel von Makrophagen in vitro.

Unreife Knochenmarkzellen von wildtypischen Mausen wurden fir 6-9 Tage mit Makrophagen-Kulturmedium in
bone-marrow derived macrophages (BMMs) differenziert. Die ausdifferenzierten BMMs wurden fir 20 h mit
Anthralin (1 uM, rote Balken) stimuliert oder unbehandelt (blaue Balken) in Makrophagen-Kulturmedium kultiviert.
Der Stoffwechsel wurde anschlieBend in einem Seahorse XFp Analyzer mit dem Seahorse XF Cell Energy
Phenotype Test Kit analysiert. Es wurden die Stoffwechsel-Inhibitoren Oligomycin (1 yM) und FCCP (0,75 uM)
verwendet. Die charakteristischen MessgréRRen ECAR (Glykolyse) und OCAR (oxidative Phosphorylierung) wurden
durch den Seahorse XFp Analyzer gemessen. Im Anschluss an die Messungen wurden die BMMs mit einer Calcein
AM (2 pM)/ Ethidium-Homodimer Il (4 uM)-Lésung angefarbt und fluoreszenzmikroskopisch die Zellzahl
normalisiert. Dargestellt sind die reprasentativen Mittelwerte mit Standardabweichung aus einem von mindestens
drei Experimenten. Statistische Analyse mittels ungepaartem t-Test mit Welch- Korrektur (*p <0,05; ns = nicht
signifikant).

In unbehandelten Makrophagen (blaue Balken) liegt die OCAR signifikant héher als nach der
Behandlung der BMMs mit 1uM Anthralin (rote Balken). Die ECAR ist hingegen bei
unbehandelten BMMs geringer als bei Anthralin behandelten Makrophagen. Diese
Beobachtungen weisen auf Veranderungen des Energiestoffwechsels in Makrophagen durch
die Behandlung mit Anthralin hin, wobei die Induktion der Glykolyse bei Makrophagen
gemeinhin mit einer Polarisierung in einen pro-inflammatorischen ,M1“-Phanotyp assoziiert ist

(Viola et al., 2019).

Gemeinsam mit der Hochregulation der kostimulatorischen Molekile CD40, CD80 und CD86
weisen die Veranderungen des Metabolismus durch Anthralin auf die Entstehung pro-
inflammatorischer Makrophagen hin, welche im Ablauf der TCI potentiell einen stimulierenden

Einfluss auf die Entstehung adaptiver Inmunantworten einnehmen kénnten.
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3.5 Die prophylaktische Immunisierung durch die Kombi-TCI schiitzt vor einer

Infektion mit dem Vaccinia Virus

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit verdeutlichen, dass die Verwendung von Anthralin in
der Imiquimod-basierten TCI trotz einer geringen Hautflache die Induktion qualitativ
hochwertiger und langanhaltender adaptiver Immunantworten ermoglicht. Um diese
Erkenntnisse in funktioneller Hinsicht zu verifizieren, wurde die prophylaktische Wirksamkeit

der Kombi-TClI in einem Virusmodell Gberprift.

Zu diesem Zweck wurden wildtypische Mause prophylaktisch transkutan immunisiert und
anschliefend systemisch mit einem Ovalbumin-exprimierenden Vaccinia Virus infiziert
(Abbildung 30 A). Von grofl’em Interesse war in diesem Zusammenhang die Eliminierung des
verabreichten Pathogens durch virusspezifische CD8® T-Zellen nach der Kombi-TCI.
Die vorhandene Viruslast in den immunisierten Mausen wurde im Anschluss an die Infektion
durch Plaque-Assays ermittelt. Das Ergebnis dieser Analyse ist in Abbildung 30 B

veranschaulicht.

A C57B6/J Wildtyp
Y
Ve
' .
Day 0 +1 +7 +12
Anthralin IMI-Sol VV OVA Infektion Plaque-Assay
+ OVA 57 264
+ OVAgp; 337
*
] Ad \a n
7 Yy
5 10 . T alm
é 106 - °
]
g 10°4 v
g qoed
S e n A
s 1034
£ °
8 102 )
s " T
101 -
10 T T T T e
Anthralin - + +
IMI-Sol - + - + +
OVA-Peptide - - + + +

Abbildung 30 Die prophylaktische TCI mit Anthralin und IMI-Sol minimiert die Viruslast nach einer Infektion
mit dem Ovalbumin-exprimierenden Vaccinia Virus.

A, B) Weibliche wildtypische Mause wurden durch die Verabreichung von 25 mg Anthralin (Tag 0; 1/16 % in
Vaseline) und 50 mg IMI-Sol (Tag 1) auf die Ohrhaut transkutan gegen OVA257.264 und OVAa23.337 (Tag 1; je 100 ug
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in Basiscreme) immunisiert. An Tag 7 nach der TCI wurden den immunisierten M&usen 2 x 108 pfu des Ovalbumin-
exprimierenden Vaccinia Virus (VV-OVA) i.p. verabreicht (in 100 pl). 5 Tage nach der Infektion mit VV-OVA wurde
die Viruslast in den Ovarien mit einem BSC40-Plaque-Assay ermittelt. Abgebildet sind die Einzelwerte mit
Mittelwerten und Standardabweichung (n = 2-11). Statistische Analyse mittels Kruskal-Wallis-Test (*p <0,05; ns =
nicht signifikant).

Die Auswertung der durchgeflihrten Plaque-Assays zeigt, dass unbehandelte Mause in Folge
der Infektion mit dem Vaccinia Virus einen hohen Virustiter in den Ovarien aufweisen. Die
aufeinanderfolgende Verabreichung der beiden Agenzien Anthralin und IMI-Sol in
Abwesenheit der beiden T-Zell-Epitope OVA2s7.26a und OVAs23.337 ermoglicht, vergleichbar mit
unbehandelten Mausen, keine Verringerung der Viruslast. Hierbei wird deutlich, dass Anthralin

und Imiquimod keinen unspezifischen Effekt auf die Viruslast in infizierten Mausen haben.

Die alleinigen Verabreichungen von Anthralin oder IMI-Sol mit beiden Ovalbumin-Epitopen
fuhren zu einer geringflgigen Reduzierung des Virustiters in infizierten Mausen. Einzig die
kombinierte Immunisierung mit Anthralin, IMI-Sol und den beiden T-Zell-Epitopen OVAs7.264
und OVAs23.337 induziert die vollstandige Eliminierung des Vaccinia Virus in infizierten Mausen
(Abbildung 30 B).

Die vorliegenden Daten verdeutlichen die prophylaktische Wirksamkeit der Kombi-TClI bei der

Abwehr viraler Erreger.

92



Ergebnisse

3.6 Die Verwendung von niedrig-konzentriertem Anthralin in der Imiquimod-
basierten TCI minimiert unerwiinschte Nebenwirkungen und amplifiziert die

antigenspezifische CD8* T-Zell-Population

Die in dieser Arbeit etablierte TCI mit den Agenzien Anthralin und Imiquimod erméglicht eine
Verstarkung der primaren T-Zell-Antwort und induziert eine Vielzahl langlebiger OVA2s7.264-
spezifischer CD8" T-Gedachtniszellen. Die Wirksamkeit dieser CD8* T-Zellen konnte zudem
in einem prophylaktischen Virusmodell erfolgreich demonstriert werden. Neben dieser
prophylaktischen Anwendung ist die Generierung von potenten T-Zell-Antworten in

therapeutischen Virus- und Tumormodellen ein perspektivisches Ziel dieser Methode.

Im abschlieRenden Kapitel des experimentellen Teiles dieser Arbeit sollten daher die
Grundlagen flr die Durchfiihrung von therapeutischen Immunisierungen geschaffen werden.
Hierzu sollen sogenannte ,Prime-Boost“-Immunisierungen etabliert werden, welche auf der
mehrfachen Verabreichung des transkutanen Impfstoffes in definierten Zeitabstanden
basieren und die Anzahl hochqualitativer, antigenspezifischer CD8* T-Zellen in Folge der

Kombi-TCI vervielfachen sollen.

3.6.1 Geringere Anthralin-Konzentrationen verursachen keine makroskopische
Entziindung und erzeugen einen vergleichbaren Adjuvanseffekt in der Primarantwort

der Imiquimod-basierten TCI

Die topische Behandlung der murinen Haut mit Anthralin férdert die Entstehung einer
Entziindungsreaktion, welche durch die Rétung der Haut, Schorfbildung und einer massiven
Schwellung des Ohrhautgewebes charakterisiert werden kann. Um die Durchfihrung der
Mehrfach-Immunisierungen zu ermdglichen, sollte die Entzindungsreaktion als
unerwinschter Nebeneffekt der Anthralin-Behandlung minimiert werden. Zu diesem Zweck
wurde die verabreichte Konzentration des Anthralin in der Vaseline titriert und auf ihre
Hautvertraglichkeit untersucht. Abbildung 31 veranschaulicht den Einfluss unterschiedlicher
Konzentrationen von Anthralin auf die makroskopische Ausbildung der Entziindung und die

Induktion einer Ohrschwellung nach der Kombi-TCl an Tag 7.
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Abbildung 31: Die Reduktion der Anthralin-Konzentration in der Imiquimod-basierten TCI minimiert die
sichtbare Entziindungsreaktion.

Wildtypische Mause wurden durch die Verabreichung von 25 mg Anthralin (Tag 0; 1/16 % oder 1/128 % in Vaseline)
und 50 mg IMI-Sol (Tag 1) auf die Ohrhaut transkutan gegen OVA2s7-264 und OVAas23-337 (Tag 1; je 100 pg in
Basiscreme) immunisiert. An Tag 7 wurde A) die Haut auf Symptome einer Entziindungsreaktion analysiert und B)
die Ohrdicke bestimmt. Abgebildet sind die Einzelwerte mit Mittelwerten und Standardabweichung (n = 8-21).
Statistische Analyse mittels einseitigem ANOVA-Test mit Bonferroni-Korrektur (*p <0,05; ns = nicht signifikant).

In Abbildung 31 sind die unterschiedlichen Auswirkungen der Vorbehandlung durch
Anthralin/Vaseline 1/16 % oder 1/128 % an Tag 7 dargestellt. Die Abbildung veranschaulicht,
dass durch die Anwendung der geringeren Konzentration des Anthralins eine oberflachlich
erkennbare Entziindung ausbleibt (Abbildung 31 A) und eine Minimierung der Ohrschwellung

erreicht wird (Abbildung 31 B).

Die Aufrechterhaltung des Adjuvanseffektes von Anthralin sollte nach der erfolgreichen
Minimierung der Entziindungsreaktion durch die Reduktion der verwendeten Wirkstoffmenge
nachfolgend Uberprift werden. Dazu wurden in der immunologischen Primarantwort
quantitative und qualitative Analysen der erzeugten OV Aazs7.264-spezifischen CD8* T-Zellen in
Folge der Kombi-TClI mit verschiedenen Anthralin-Konzentrationen durchgefiihrt. Die

Ergebnisse dieser Analysen sind in Abbildung 32 dargestellt.
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Abbildung 32: Die Imiquimod-basierte TCls mit 1/128 % oder 1/16 % Anthralin/Vaseline erzeugen
vergleichbare primare Immunantworten.

Wildtypische Mause wurden durch die Verabreichung von 25 mg Anthralin (Tag 0; 1/16 % oder 1/128 % in Vaseline)
und 50 mg IMI-Sol (Tag 1) auf die Ohrhaut transkutan gegen OVAas7-264 und OVAaszs-337 (Tag 1; je 100 pg in
Basiscreme) immunisiert. Durchflusszytometrisch wurden A) an Tag 7 die Frequenz OVA2s7-264-spezifischer CTLs
im Blut quantifiziert und B) an Tag 8 die Effektorfunktionen OVA2s7-264-spezifischer CTLs durch in vivo-
Zytotoxizitatstests untersucht. Hierzu wurden mit zwei unterschiedlichen Konzentrationen (0,4 yM und 4 uM) CFSE-
markierte Milzzellen i.v. in die immunisierten Tiere injiziert. Die niedriger konzentrierte Population (0,4 M) wurde
vorab mit OVAzs7-264 (1 ug/ml) beladen. Abgebildet sind die Einzelwerte mit Mittelwerten und Standardabweichung
(n= 4-18). Statistische Analyse mittels einseitigem ANOVA-Test mit Bonferroni-Korrektur (*p <0,05; ns = nicht
signifikant).

Nach den Kombi-TCIl mit 1/128 % Anthralin/Vaseline (durchschnittlich 1,4 %) und 1/16 %
Anthralin/Vaseline (durchschnittlich 2,1 %) werden keine signifikanten Unterschiede bei der
Frequenzen OVAas7.26s-spezifischer CD8* T-Zellen an Tag 7 beobachtet (Abbildung 32 A).
Die spezifische Lyse von peptidbeladenen Zielzellen durch OVAgzsr-264-spezifische CD8* T-
Zellen erfolgt hingegen in Folge transkutaner Immunisierung mit 1/16 % Anthralin/Vaseline
(durchschnittlich 87,7 % lysierte peptidbeladene Zielzellen) signifikant haufiger als nach der
Anwendung von 1/128 % Anthralin/Vaseline (durchschnittlich 70,1 % lysierte peptidbeladene

Zielzellen; Abbildung 32 B).

Diese Daten illustrieren, dass die Induktion antigenspezifischer CD8" T-Zellen nach der
Kombi-TCI bereits durch geringe Konzentrationen von Anthralin geférdert wird. Durch die
Induktion nahezu gleichwertiger T-Zell-Antworten in der Primarantwort und der Minimierung
der kutanen Entzindungsreaktion sollte 1/128 % Anthralin/Vaseline nachfolgend fur die

wiederholte Verabreichung der Kombi-TCI genutzt werden.
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3.6.2 Die wiederholte topische Verabreichung geringer Anthralin-Konzentrationen und
Imiquimod ermdglicht eine Vervielfachung der Anzahl antigenspezifischer CD8" T-

Gedachtniszellen

Die wiederholte Verabreichung von Impfstoffen ist in der Medizin ein etabliertes Prinzip, um
eine Vervielfachung der Wirksamkeit der einzelnen Impfungen zu erzielen (Stark et al., 2016).
Durch die Minimierung der entziindungsférdernden Eigenschaften von Anthralin konnten in
dieser Arbeit die Grundlagen geschaffen werden, um transkutane Mehrfach-Immunisierungen
durchzufiihren. Das Protokoll der Kombi-TClI wurde dahingehend wie in Abbildung 33

dargestellt abgewandelt.

C57B6/J Wildtyp

Tag 0 +1 +7/+8 +14/ +15 +49
Anthralin IMI-Sol Wiederholte Verabreichung von Analyse der
(1128 % in Vaseline) + OVA,57.264 Anthralin/ IMI-Sol T-Zell-Gedéchtnisantwort
+ OVA;p3 337

Abbildung 33: Anpassung des Immunisierungsprotokolls bei der mehrfachen Verabreichung von Anthralin
und IMI-Sol.

Bei der mehrfachen Wiederholung der TCIl wurden 25 mg Anthralin (1/128 % in Vaseline vorliegend; Tag 0, 7 und
14) gefolgt von 50 mg IMI-Sol, 100 ug OVA2s7-264 und 100 pg OVAs23-337 (Tag 1, 8 und 15) bis zu dreimal topisch
auf die murine Ohrhaut aufgetragen. Die Auswertung der Immunisierungseffizienz erfolgte durch die
durchflusszytometrische Bestimmung der Frequenz OVAzs7-26s-spezifischer CD8* T-Zellen wochentlich (Tag 7 bis
49). An Tag 50 wurden phanotypische und funktionelle Analysen von OVA2s7-264-spezifischen CD8* T-Zellen
durchgefihrt.

Im Rahmen der Prime-Boost-Immunisierungen wurden die einzelnen Agenzien bis zu dreimal
verabreicht und die Frequenz OVAasres-spezifischer CD8* T-Zellen im Blut wdchentlich
ermittelt. Der Verlauf der Frequenzen von der primaren Immunantwort bis in die
immunologische Gedachtnisphase der letzten Immunisierung (Tag 49, 35 Tage nach der

letzten Immunisierung an Tag 14) ist in Abbildung 34 A dargestellt.
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Abbildung 34 Die mehrfache Imiquimod-basierte TCI mit 1/128 % Anthralin/Vaseline steigert die Frequenz
OVA:257-264-spezifischer CD8* T-Gedéachtniszellen.

Wildtypische Mause wurden durch die Verabreichung von 25 mg Anthralin (Tag 0; 1/128 % in Vaseline) und 50 mg
IMI-Sol (Tag 1) auf die Ohrhaut transkutan gegen OVAas7.264 und OVAs23-337 (Tag 1; je 100 pg in Basiscreme)
immunisiert. Die Immunisierungen wurden wochentlich bis zu dreimal durchgefiihrt. Die Auswertung der
Immunisierungseffizienz erfolgte durchflusszytometrisch A) durch die wdchentliche Bestimmung der Frequenz
OVAu2s7-264-spezifischer CD8* T-Zellen (Tag 7 bis 49) und durch B) die Expression des Seneszenz-Markers KLRG-
1 auf OVA2s7-264-spezifischen CD8" T-Gedachtniszellen. Abgebildet sind die Mittelwerte und Standardabweichung
(n= 5). Statistische Analyse mittels einseitigem ANOVA-Test mit Bonferroni-Korrektur (*p <0,05; ns = nicht
signifikant).
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Bei der Analyse dieser Daten wurde deutlich, dass nach der einmaligen Verabreichung von
Anthralin/Vaseline (1/128 %) und IMI-Sol die Expansion der OVA2s7.264-spezifischen CTL-
Population bis Tag 14 und die Differenzierung in antigenspezifische T-Gedachtniszellen
ausbleibt (durchschnittlich 0,93 % an Tag 35). Die mehrmalige Verabreichung von IMI-Sol auf
das Ohrhautgewebe férdert die Expansion der primaren CTL-Population und hat den
Hohepunkt eine Woche nach der letzten Immunisierung an Tag 14 (durchschnittlich 20,65 %
OV Agzs7-264-spezifische CTLs an Tag 21). Nach der dritten Immunisierung mit IMI-Sol nimmt die
Frequenz antigenspezifischer CD8" T-Zellen jedoch rasch ab (durchschnittlich 2,85 % CD8*
T-Gedachtniszellen an Tag 49). Die dreimalige Verabreichung der Agenzien
Anthralin/Vaseline (1/128 %) und IMI-Sol steigert hingegen die Frequenz OVAgs7.264-
spezifischer CTLs auf durchschnittlich 36,2 % an Tag 21 des Immunisierungsprotokolls.
Dartber hinaus verbleibt ein groRer Anteil dieser OVAgs7.2es-spezifischen CTLs in der
Gedachtnisphase der transkutanen Mehrfach-Immunisierung als CD8" T-Gedachtniszellen
(durchschnittlich 10,2 % an Tag 49), was einer signifikanten Steigerung im Vergleich zur

dreimaligen Verabreichung von IMI-Sol entspricht (Abbildung 34 A).

Im Rahmen durchflusszytometrischer Analysen der OVAasross-spezifischen CD8" T-
Gedachtniszellen wurde zudem die Expression des T-Zell-Seneszenzmarkers KLRG-1
Uberpruft. 80 % der analysierten OVA2s7264-spezifischen CD8" T-Gedachtniszellen zeigen
nach der Kombi-TCl zeigen in dieser Analyse einen KLRG-1-negativen Phanotyp, was auf die

Induktion langlebiger und funktionsfahiger T-Gedachtniszellen hindeutet (Abbildung 34 B).
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4. Diskussion

Klassische Impfungen bieten einen erfolgreichen Schutz vor der Ubertragung von teils
lebensbedrohlichen Krankheitserregern. Trotz des immensen Erfolgs herkdmmlicher,
prophylaktischer Impfung gehen mit der nadelbasierten Verabreichung von Impfstoffen
Nachteile einher (Criscuolo et al., 2019). Die WHO schatzt, dass bei 4 % der weltweit 600
Millionen verabreichten Impfungen pro Jahr nadelassoziierte Unfélle auftreten (World Health
Organization, 2015). Das dabei einhergehende Risiko einer Infektion mit einem infektiésen
Pathogen, beispielsweise dem Hepatitis B- oder C-Virus (HBV/HCV) und dem humanen
Immunodefizienz-Virus (HIV), betrifft somit jahrlich etwa 20-30 Millionen Mitarbeiter des

Gesundheitswesens.

Durch die wissenschaftlichen Fortschritte bei der Erforschung des Immunsystems und durch
den technologischen Fortschritt ist es in den vergangenen Jahrzehnten gelungen, vielfaltige
Alternativen zu der herkdbmmlichen, nadelbasierten Verabreichung von Impfstoffen zu schaffen
(Criscuolo et al, 2019; Mascola & Fauci, 2020). Im Bestreben nadelfreie
Verabreichungsmethoden zu entwickeln, gelang es Gregory Glenn und Kollegen bereits vor
etwa 20 Jahren einen Impfstoff zu entwickeln, welcher durch das oberflachliche Auftragen auf
die Haut adaptive Immunantworten in Mausen ausléste (G M Glenn et al., 1998). Diese
neuartige, nadelfreie Impfung durch die Haut wurde fortan als transkutane Immunisierung
(TCI) bezeichnet. Der Transport von Impfstoffen durch die Haut erzeugt durch die Vielzahl
hautresidenter Immunzellen, im Vergleich zur intramuskularen Injektion von Impfstoffen, mit
geringeren Impfstoffdosen Uberlegene Immunantworten (Huang, 2007). Die von Gregory
Glenn, dem Pionier der transkutanen Immunisierung, gegriindete Firma IOMAI scheiterte
jedoch bereits im Jahr 2010 bei der Entwicklung eines transkutanen Impfstoffes zur
Behandlung der Reisediarrhoe in einer klinischen Phase 3-Studie. Dieses Scheitern wird trotz
der Induktion von IgG- und IgA-Antikérpern durch transdermale Pflaster auf konzeptuelle
Schwéachen im Studiendesign, vor allem die Verwendung eines einzelnen Antigens,
zurtickgefiihrt (Behrens et al., 2014). Trotz der erfolgreichen Darstellung des ,Proof of
Concept* und einer bis heute zunehmenden Anzahl innovativer TCIl-Methoden ist die
Zulassung eines transkutanen Impfstoffes bis heute nicht gelungen. So macht beispielsweise
die gegenwartige SARS-CoV-2-Pandemie die Notwendigkeit effizienter, leicht anwendbarer

und sicherer Impfstrategien Uberdeutlich.

Als fehlendes Bindeglied zur klinischen Anwendung der TClI am menschlichen Organismus
wird zum jetzigen Zeitpunkt die unzureichende Aktivierung des Immunsystems durch
Adjuvantien vermutet (Coffman et al., 2010; Skountzou et al., 2017). Das vorrangige Ziel der
vorliegenden Arbeit war daher die Identifikation neuartiger Adjuvantien fir die TCI. Vor diesem

Hintergrund illustriert diese Arbeit den Uberzeugenden Adjuvanseffekt des Hydroxyanthrons
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Anthralin in der Imiquimod-basierten TCl und charakterisiert dessen immunologische und
molekulare Ursachen. Von elementarem Interesse war hierbei die Untersuchung der
Auswirkungen dieser neuartigen Adjuvantien-Kombination auf die Entstehung wirkungsvoller
T-Zell-Antworten.

4.1) Die Kombi-TCI fordert die Entstehung hochqualitativer und langlebiger CD4*
und CD8* T-Zellen

Die Optimierung der Qualitat und Langlebigkeit antigenspezifischer CD8"* T-Zellen nach der
Imiguimod-basierten transkutanen Immunisierung war das zentrale Ziel der vorliegenden
Arbeit. Bedingt durch die geringe Immunogenitat der Antigene in peptid-basierten Impfungen
ist die Aktivierung des angeborenen Immunsystems und die nachfolgende Einleitung adaptiver
Immunantworten in der TClI mafgeblich von der Verwendung geeigneter Adjuvantien
abhangig (Coffman et al., 2010). Hautgangige Adjuvantien sind im Kontext der TCI aufgrund
der anatomischen Strukturen der Haut jedoch rar und zum Teil unzureichend wirkungsvoll
(Moyer et al., 2016). Die vorliegende Arbeit charakterisiert den Einfluss der Agenzien Anthralin

und Imiquimod auf die Quantitat und Qualitat antigenspezifischer T-Zellen nach der TCI.

In einer vorangegangenen Arbeit veranschaulichen Aranda Lopez und Kollegen die
Entstehung einer Vielzahl antigenspezifischer CD8" T-Zellen in der immunologischen
Primarantwort nach Verabreichung der Imiquimod-haltigen Nanoemulsion IMI-Sol auf die
Ruckenhaut der Mause (Lopez et al., 2017). Kontrar zu diesen Studien bleibt in der
vorliegenden Arbeit die Induktion einer entsprechenden OVAys7-264-spezifischen CD8* T-Zell-
Population nach der Imiquimod-basierten TCI mit IMI-Sol auf dem Ohrhautgewebe aus
(Abbildung 11). Die fehlschlagende TCI Uber das murine Ohrhautgewebe deutet auf die
Notwendigkeit einer grof¥flachigen Behandlung der murinen Haut (Riicken = 10 cm?; Ohren =

3 cm?) mit IMI-Sol flr die Entwicklung einer antigenspezifischen T-Zell-Antwort hin.

Die bendtigte Immunisierungsflache ist ein zentraler Aspekt bei der Ubertragbarkeit der
Imiquimod-basierten TCl auf den humanen Organismus. Die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit verdeutlichen die Limitierungen der Imiquimod-basierten TCI mit IMI-Sol hinsichtlich der
perspektivischen Anwendung am humanen Organismus. Die Verwendung von Anthralin,
welches in der vorliegenden Arbeit einen starken Adjuvanseffekt auf die Entstehung
antigenspezifischer T-Zellen in der Primarantwort der Imiquimod-basierten TCI zeigt, flhrt
perspektivisch zu einer gesteigerten Anwendbarkeit am menschlichen Organismus (Abbildung
9).
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Qualitative Analysen der antigenspezifischen T-Zellen in Folge der neuartigen TCl mit
Anthralin und Imiquimod illustrieren zudem deren hohe Funktionalitat. Diese zeigt sich in der
vorliegenden Arbeit durch die hohe Wirksamkeit prophylaktischer Immunisierungen mit beiden
Wirkstoffen in einem Vaccinia-Virus-Modell. Die lytischen Fahigkeiten der erzeugten CD8* T-
Zellen nach der Kombi-TCl kénnen durch die Verwendung des identischen in vivo -
Zytotoxitatstests mit der CD8* T-Zell-Antwort nach der TCIl mit IMI-Sol in vorangegangenen
Arbeiten verglichen werden. Hierbei wird deutlich, dass trotz einer geringeren Anzahl
antigenspezifischer CD8" T-Zellen nach der Kombi-TCI auf der Ohrhaut eine effektivere Lyse
peptidbeladener Zielzellen erfolgt (zum Vergleich: (Lopez et al., 2017). Der Uberproportional
groRe Anteil lysierter, peptidbeladener Zielzellen deutet auf eine Uberlegenheit der
antigenspezifischen CD8* T-Effektorzellen in der Primarantwort der Kombi-TCI hin. Eine
umfangreiche funktionelle Charakterisierung der antigenspezifischen CD8" T-Zellen nach der

Kombi-TCI steht zum jetzigen Zeitpunkt aus.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen der Imiquimod-basierten TCl in vorangegangenen Arbeiten
kann nach der Kombi-TClI Uberdies eine Verschiebung der maximalen antigenspezifischen
CD8" T-Zell-Frequenz im Blut nach Tag 7 beobachtet werden. Im Kontext der Kontakt-
Hypersensitivitat ist eine verzdgerte Expansion antigenspezifischer CTLs durch deren
Rekrutierung in das entziindete Hautgewebe bekannt (Hobbs & Nolz, 2019). Die Rekrutierung
von antigenspezifischen CD8* T-Zellen in die Haut erfolgt beispielsweise durch die Interaktion
von CCR6 und dem Chemokin CCL20, welche beispielsweise von Keratinozyten in der Haut
gebildet wird (Cruz et al., 2018). Ein vergleichbarer Mechanismus erscheint durch die pro-

inflammatorischen Effekte von Anthralin in muriner Haut denkbar.

Die Erzeugung eines immunologischen Gedachtnisses, welches den immunisierten
Organismus langanhaltend vor einer Infektion durch ein spezifisches Pathogen schitzt, ist ein
grundlegendes Ziel prophylaktischer Impfungen (Pulendran & Ahmed, 2006). Die Entwicklung
eines immunologischen Gedachtnisses durch die TCI mit Imiquimod war im Vorfeld dieser
Arbeit ohne die Zugabe weiterer Adjuvantien limitiert (Bialojan et al., 2019; Lopez et al., 2017;
Rausch et al., 2017). Aranda Lopez und Kollegen illustrieren diesbeztglich in ihrer Arbeit, dass
die prophylaktischen TCI mit IMI-Sol auf der Rickenhaut einen unvollstandigen Schutz in
einem LCMV-Virus-Modell bietet. Auch in der vorliegenden Arbeit kénnen nach der TCI mit
IMI-Sol auf einer geringeren Hautflache keine systemischen T-Gedachtniszellen identifiziert
werden (Abbildung 15). Demgegenuber stellt Induktion von systemischen T-Gedachtniszell-
Antworten durch die topische Verabreichung der hautgangigen Wirkstoffe Anthralin und
Imiquimod einen Meilenstein bei der Weiterentwicklung der verwendeten TCI-Methode dar.

Die in der vorliegenden Arbeit detektierten Frequenzen antigenspezifischer CD8* T-
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Gedachtniszellen liegen hierbei zudem zumeist oberhalb der vergleichbarer TCI-Technologien
(Becker et al., 2015).

Die Induktion systemischer CD8* T-Gedachtniszell-Antworten kann durch die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit mit dem Auftreten einer verstarkten CD4* T-Helferzell-Antwort verknipft
werden (Abbildung 13). Mechanismen, welche die Einflussnahme von CD4" T-Helferzellen bei
der Entstehung antigenspezifischer CD8* T-Gedachtniszellen beschreiben, werden in
vorangegangen Arbeiten vielfaltig diskutiert (Ahrends et al., 2017; Laidlaw et al., 2016; Phares
et al.,, 2012). Einer der diskutierten Hilfsmechanismen durch CD4" T-Helferzellen ist das
Prinzip der ,APC-Lizensierung“ (Smith et al., 2004). Durch die Interaktion mit CD4* T-
Helferzellen werden die Befahigung zur Antigenprasentation und die Expression
kostimulatorischer Molekile bei APCs positiv reguliert. Vorangegangene Arbeiten konnten
zeigen, dass die funktionelle Reifung von DCs durch die Bindung von CD40 an den
Kostimulator CD40L auf CD4" T-Helferzellen induziert wird (Boisvert et al., 2004; Hernandez
et al., 2007). Lizensierte APCs rekrutieren naive CCR5" CTLs durch die Sekretion der
Chemokine CCL3/ CCL4 und primen diese durch die verstarkte Expression kostimulatorischer
Molekule effizienter. Die Sezernierung verschiedener Zytokine, einschlief3lich IL-7 und IL-15,
durch lizensierte APCs ist darliber hinaus mit der Expansion antigenspezifischer T-Zellen, der
Differenzierung in T-Gedachtniszellen und deren Funktionalitat in der Tumormikroumgebung
assoziiert (Carreno et al., 2013; Waldmann et al., 2020). Wahrend ein Grofiteil der Studien
vornehmlich auf eine Interaktion von T-Helferzellen mit APCs hindeuten, konnte darlber
hinaus auch eine direkte Wechselwirkung von CD4" T-Helferzellen und naiven CD8* T-Zellen
durch CD40-CD40L veranschaulicht werden (Ballesteros-Tato et al., 2013). Die zusatzliche
Verabreichung des CD40-Agonisten FGK-45 wahrend der Kombi-TCl wirkt sich
interessanterweise weder auf die Frequenz noch die Funktionalitat antigenspezifischer CD8*
T-Gedachtniszellen vorteilhaft aus (nicht gezeigte Daten). Bei der alleinigen TCI mit IMI-Sol
Uber die Rickenhaut konnte in einer vorangegangenen Arbeit hingegen ein vorteilhafter Effekt
des CD40-Agonisten FGK-45 sowohl bei der Induktion von Primar- und Gedachtnisantworten
als auch die partielle Protektion in therapeutischen Tumormodellen nachgewiesen werden
(Bialojan et al., 2019). Hinsichtlich der vorliegenden Arbeit kdnnten diese Ergebnisse darauf
hindeuten, dass die Verabreichung von Anthralin in der Imiquimod-basierten TCI ohnehin eine
starke CD40-CD40L-Interaktion bei der Antigenprasentation erzeugt, welche dartber hinaus

nicht gesteigert werden kann.

Interessanterweise ist die Entstehung CD8" T-Gedachtniszellen nicht von einer akuten
antigenspezifischen CD4* T-Helferzell-Antwort abhangig (Abbildung 18). Vorangegangene

Arbeiten konnten dieses Geschehen durch sogenannte ,Bystander-Effekte” erklaren. Diese
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Studien deuten auf eine exponierte Bedeutung des Zytokins IL-2 beim Auftreten von
Bystander-Effekten von CD4* T-Helferzellen (Boyman, 2010).

Neben der Analyse systemischer T-Gedachtniszell-Antworten wurde auch die Rekrutierung
von T-Gedachtniszellen in behandeltes Ohrhautgewebe nach der TCl untersucht. Diese
Analyse illustriert, dass die aufeinanderfolgende Verabreichung von Anthralin und Imiquimod
eine Vielzahl gewebsresidenter CD4* und CD8* T-Gedachtniszellen erzeugt (Abbildung 17).
In diesen Experimenten zeigen sich Uberdies Uberraschende Unterschiede hinsichtlich der
Erzeugung gewebsresidenter T-Gedachtniszellen nach der TCI mit den einzelnen Agenzien.
Wahrend die topische Verabreichung von Imiquimod nahezu keine antigenspezifischen CD4*
oder CD8" T-Gedachtniszellen in der Haut induziert, konnte bereits durch die alleinige TCI mit
Anthralin eine nicht signifikant von der Kombi-TCl abweichende Frequenz und Qualitat der T-
Gedachtniszellen beobachtet werden. Diese Analysen in der Gedachtnisphase der TCI
machen deutlich, dass Anthralin bereits ohne die Zugabe von Imiquimod die Entstehung
antigenspezifischer T-Zellen férdert und diese vornehmlich in das behandelte Ohrhautgewebe

rekrutiert werden

In Bezug auf gewebsresidentes T-Zell-Gedachtnis konnte in friheren Arbeiten die Bildung von
Clustern aus CD4" und CD8* T-Gedachtniszellen in der Nahe von Haarfollikeln beobachtet
werden (Collins et al., 2016). Durch die Depletion der CD4* T-Zell-Population in der Haut
konnte gleichermalRen der Verlust der CD8* TRMs beobachtet werden. Diese Studien deuten
auf eine hohe Bedeutsamkeit der CD4* T-Helferzellpopulation in der Haut fir die
Aufrechterhaltung der CD8* T-Gedachtniszellpopulation hin. In der vorliegenden Arbeit flihrte
die Depletion CD4* T-Helferzellen in der primaren Immunantwort gleichermalen zum Verlust
CD8* TRMs in der behandelten Haut (nicht gezeigte Daten).

Zusammenfassend kann durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit das Hydroxyanthron
Anthralin als ein neues Adjuvans in der TCI identifiziert werden. Die immunologischen und

molekularen Ursachen dieses Adjuvanseffektes sollen nachfolgend diskutiert werden.

4.2) APCs beeinflussen die Quantitit und Qualitat von T-Zell-Antworten nach der

Kombi-TCI

Eine effiziente Prasentation von Antigenen durch APCs ist die grundsatzliche Voraussetzung
fur die Entstehung hochqualitativer, antigenspezifischer T-Effektorzellen (Gatti & Pierre, 2003;
Guermonprez et al.,, 2002). In der vorliegenden Arbeit ist die Beeinflussung der
Antigenprasentation als potentielle Ursache fiir eine optimierte adaptive Immunantwort durch

die Adjuvantien der neuartige Kombi-TCI von grofsem Interesse.
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Der Wirkmechanismus von Imiquimod konnte in einer Vielzahl vorangegangener Arbeiten
detailliert beschrieben werden. Imiquimod flihrt durch die Bindung an den endosomalen TLR7
zur Reifung von APCs, der Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine, einschlieRlich IFNa,
TNF-a, IL-6 und IL-12, sowie einer optimierten Antigenprasentation (Miller, 2002). Eine
grundsatzliche Abhangigkeit der Imiquimod-basierten TClI vom TLR7/MyD88-Signalweges ist
bereits durch die alleinige Verabreichung von IMI-Sol aus vorherigen Publikationen bekannt
(Lopez et al., 2017). Im Kontext der Kombi-TCI bleibt in TLR7-defizienten Mausen die
Entstehung antigenspezifischer T-Zellen gleichermalien ganzlich aus (nicht gezeigte Daten).
Die vorliegende Arbeit zeigt, dass vor allem der TLR7-Signalweg in DCs die funktionellen
Eigenschaften antigenspezifischer CD8* T-Zellen in der Primarantwort der Kombi-TCI positiv
reguliert (Abbildung 23). Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit Publikationen
abweichender Immunisierungsstrategien, welche die hohe Bedeutsamkeit einer adaquaten
Antigenprasentation durch dermale DCs und Langerhans Zellen hervorheben (Liard et al.,
2012; Romani et al., 2010). Die erhebliche Bedeutung des TLR7-Signalweges in DCs wird
durch das Ausbleiben einer antigenspezifischen T-Ged&achtniszellpopulation in TLR7--PC-
Mausen unterstrichen (Abbildung 24). Trotz der funktionellen Einschrankungen der
antigenspezifischen CD8" T-Zellen in TLR77P°-Mausen verdeutlichen die nicht signifikanten
Frequenzunterschiede in der Primarantwort, dass zuséatzliche Signalwege uberdies auf die
Entstehung antigenspezifischer CD8" T-Zellen einwirken. Makrophagen, welche naiven T-
Zellen in geringerem Ausmal} als DCs Antigene prasentieren, nehmen hingegen durch den
TLR7-Signalweg einen vernachlassigbaren Einfluss auf die Quantitat und die Qualitat
antigenspezifischen T-Zell-Antwort in Folge der Kombi-TCI (Abbildung 25 & Abbildung 26).

Die Expression kostimulatorischer Molektle auf APCs ist ein entscheidender Faktor fir die
Expansion und Differenzierung funktionstiichtiger T-Zellen (Lieping Chen & Flies, 2013b). Im
Kontext der Kombi-TCI erscheint die Hochregulation des Kostimulators CD70 auf APCs
wahrend der Antigenprasentation als ein potentieller Mechanismus, welcher vor allem die
Expansion und in geringerem Ausmal} die Qualitdt der antigenspezifischen CD8" T-Zellen
fordert (Abbildung 22). Aligemein erfolgt die Expression von CD70 auf APCs transient und ist
der limitierende Faktor bei der Interaktion mit CD27 auf naiven T-Zellen (Nolte et al., 2009).
Wahrend die Interaktion von CD70 und CD27 bei infektidsen Erkrankungen vor allem die
Qualitat der erzeugten Immunantwort beeinflusst, ist die Induktion dieser Wechselwirkung
durch Impfstoffe vor allem mit der Expansion antigenspezifischer CD8" T-Zellen und
funktionellen Aspekten der T-Gedachtniszell-Antwort assoziiert (Arens et al., 2001; Borst et
al., 2005). Die verstarkte Interaktion von CD70 und CD27 konnte darliber hinaus vorteilhafte
Effekte bei der praklinischen Immuntherapie von Infektionen und Tumoren in Mausen
erzeugen (Arens et al., 2004; Munitic et al., 2013). Die Expression von CD70 auf APCs wird
unter anderem durch CD40-CD40L-Interaktionen von APCs mit CD4* T-Helferzellen induziert
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(Bialojan et al., 2019; Sanchez et al., 2007). Auf Grundlage der Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit bleibt jedoch fraglich, welche Subtypen der APCs durch die Expression von CD70 auf

die Expansion antigenspezifischer T-Zellen nach der Kombi-TCI einwirken.

Die Beeinflussung der Antigenprasentation durch die Kombination der Adjuvantien Anthralin
und Imiquimod wird Uberdies durch die verstarkte Expression der kostimulatorischen Molekiile
CD40, CD80 und CD86 auf CD11c* DCs in drainierenden Lymphknoten im Vergleich zu den
alleinigen Verabreichungen von Anthralin oder IMI-Sol illustriert (Tag 3 nach der TCI, nicht
gezeigte Daten). Auf Grundlage der eingeschrankten CD8* T-Zell-Antwort in TLR7P¢-Mausen
und der verstarkten Expression von Kostimulatoren in Folge der Kombi erschien ein direkter
additiver Effekt von Anthralin und Imiquimod in DCs, welcher deren Reifung und die
Expression kostimulatorischer Molekile auf deren Zelloberflache fordert, als denkbar. Diese
Hypothese erscheint allerdings durch die vorliegenden in vitro-Studien CD11c+ DCs aus

murinen Milzen als unwahrscheinlich (Abbildung 27).

Durch das Ausbleiben direkter Effekte von Anthralin auf DCs wurde eine indirekte
Einflussnahme dieses neuartigen Adjuvans auf die Antigenprasentation durch eine Wirkung
von Anthralin auf andere Immunzellen vermutet. Eine indirekte Beeinflussung der DCs durch
Effekte von Anthralin auf hautresidente Makrophagen kann trotz der Steigerung der
Expression von Kostimulatoren (CD80, CD86) und einem pro-inflammatorischen M1-
Metabolismus durch die fehlende Sezernierung pro-inflammatorischer Zytokine von
Makrophagen als unwahrscheinlich erachtet werden (Abbildung 28 & Abbildung 29). Eine
solche Aktivierung der DCs durch Makrophagen konnte in verschiedenen Publikationen
bereits beschrieben werden (Duque & Descoteaux, 2014; Martinez-Pomares & Gordon, 2012).
Neben einer klassischen Aktivierung durch Makrophagen-Zytokine beschreiben Cheng und
Kollegen eine Zytokin-unabhangige Beeinflussung von DCs. In deren Arbeit sekretierten M1-
polarisierte Makrophagen Exosome, welche die Induktion von Ty1-assoziierten Zytokinen in
DCs bewirken (Cheng et al., 2017).
Die Kultivierung im Kulturiiberstand Anthralin-stimulierter Makrophagen hat jedoch keinen
Einfluss auf die Reifung, die Aktivierung oder die Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine
durch murine Milz-DCs (nicht gezeigte Daten). Weitere hautresidente Zellen des angeborenen
Immunsystems (z.B. Mastzellen) zeigen in Anthralin-behandelter Haut einen verbesserten
Aktivierungszustand (u.a. vermehrte Degranulation). In vitro zeigt die Stimulation mit Anthralin

hingegen keine direkte Wirkung auf Mastzellen (nicht gezeigte Daten).

Die vorliegende Arbeit stellt somit die vielfaltigen Auswirkungen der Kombi-TCl auf APCs dar
und illustriert durch konditionale TLR7-Defizienz-Modelle in Mausen die immense Bedeutung
der DCs fir eine wirkungsvolle Prasentation von Antigenen an naive T-Zellen. Gleichermalien

deuten die schwachen oder ausbleibenden Effekte von Anthralin auf APCs in vitro auf eine
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Bedeutung hautinfiltrierender Immunzellen und inflammatorischer, gewebsstandiger Zellen in
der Kombi-TCI hin. Die Auswirkungen dieser neuartigen Adjuvantien-Kombination auf die Haut

sind daher von grof3em Interesse.

4.3) Anthralin verandert die Struktur und das kutane Zytokinmilieu in muriner
Haut durch die Beeinflussung von Keratinozyten und die Rekrutierung von

Immunzellen

Das in der vorliegende Arbeit identifizierte Adjuvans Anthralin bewirkt alleine die Entstehung
gewebsresidenter CD4* und CD8" TRMs in der Haut und erzeugt im Zusammenspiel mit
Imiquimod systemisch hochqualitative, antigenspezifische T-Gedachtniszellen. Der im
immunisierten Hautgewebe beobachtete aktivierte Phanotyp von APCs steht jedoch kontrar

zum Ausbleiben eines direkten Adjuvanseffekt von Anthralin auf Immunzellen.

Wahrend vorangegangene Arbeiten den Wirkmechanismus von Imiquimod detailliert
beschreiben, sind die Auswirkungen der topischen Verabreichung des antipsoriatischen
Wirkstoffes Anthralin auf das hautassoziierte Immunsystem unzureichend untersucht (Gibson
et al., 2002; Papadavid et al., 2007; Testerman et al., 1995). Ein Grof3teil der vorangegangen
Studien deutet auf einen antiproliferativen Effekt von Anthralin bei Keratinozyten und eine anti-
inflammatorische Wirkung in psoriatischem Hautgewebe hin (Benezeder et al., 2020; Holstein
et al.,, 2017; Reichert et al., 1985). Die These, dass die therapeutische Wirksamkeit von
Anthralin in der Psoriasis vulgaris mit dem pro-inflammatorischen Effekt, welcher zu Beginn
der therapeutischen Behandlung auftritt, korreliert, konnte kurzlich in einer klinischen Studie
widerlegt werden (Psomadakis & Han, 2019). Nichtsdestotrotz war die entziindungsférdernde
Wirkung von Anthralin in gesunder Haut, welche bereits in vorangegangen Arbeiten
beschrieben ist, von groRem Interesse flr die Entstehung antigenspezifischer T-Zellen nach
der Kombi-TCIl in der vorliegenden Arbeit (Mahrle, 1997). Dieses gesteigerte Interesse
resultiert daraus, dass die Entstehung milder Entziindungen eine Grundvoraussetzung fur die
Wirksamkeit von Adjuvantien in klassischen und modernen Impfstoffen ist (Yun et al., 2015).
Im Zusammenhang mit der vorliegenden Arbeit wird daher angenommen, dass die zellulare
Zusammensetzung (z.B. die Infiltration von Immunzellen) und die Induktion eines pro-
inflammatorischen Zytokinmilieus in der Haut durch Anthralin massiven Einfluss auf die
Quantitdt und Qualitat der adaptiven Immunantworten nach der Imiquimod-basierten TCI

haben.

Vorangegangene Studien in gesunder menschlicher oder muriner Haut veranschaulichen

bereits 20-24 Stunden nach der topischen Verabreichung von Anthralin das Auftreten von
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Erythemen und Odemen (Kemény et al., 1990). Das AusmaR der Entziindung war in diesen
Studien nicht vom Alter, Geschlecht oder dem Hauttyp der Probanden, jedoch von der
Korperstelle, auf die Anthralin verabreicht wurde, abhangig (Kemény et al., 1990). In der
vorliegenden Arbeit wurde Anthralin auf intakte, murine Ohrhaut verabreicht und die
Auswirkungen auf die Hautstruktur und zellulare Zusammensetzung analysiert (Abbildung 10).
Die in vorangegangenen Arbeiten beobachtete, Anthralin-induzierte Entstehung von Odemen
und Erythemen kann in der vorliegenden Arbeit gleichermallen beobachtet werden. Darlber
hinaus fiuhrt Anthralin (alleine oder in Kombination mit IMI-Sol) zu einer Infiltration von
Leukozyten in das behandelte Gewebe, welche in HE-gefarbten Gewebeschnitten und in
durchflusszytometrischen Analysen nachgewiesen werden konnten (Abbildung 10 und nicht

gezeigte Daten).

Vorangegangene Arbeiten haben die Auswirkungen der Anthralin-induzierten
Entzindungsreaktion und der nachfolgenden Immunzellinfiltrate auf das kutane Zytokinmilieu
24 Stunden nach der topischen Verabreichung von Anthralin analysieren kénnen (Lange et
al., 1998). In der von Lange und Kollegen durchgeflihrten Studie waren diese Veranderungen
des kutanen Zytokinmilieus unter anderem durch die vermehrte Induktion der pro-
inflammatorischen Zytokine und Chemokine IL-6, GM-CSF, TNF-a und MIP-2 gepragt. Die
Sekretion von MIP-2 durch gewebsresidente Makrophagen ist vor allem mit der Chemotaxis
von PMNs und hamatopoetischen Stammzellen in die Dermis assoziiert (Ramos et al., 2006).
In der vorliegenden Arbeit konnte ausschlieRlich nach der Behandlung mit Anthralin (alleine
oder in Kombination mit Imiquimod) auf > 90% der in das Ohrhautgewebe infiltrierten
Leukozyten Oberflachenmarker von neutrophilen Granulozyten (MHCII'LyG*CD11b*)
detektiert werden (Tag 3 und 7, nicht gezeigte Daten).

Aus vorangegangen Arbeiten ist bekannt, dass neutrophile Granulozyten funktionelle
Charakteristika von CD8* T-Effektorzellen direkt oder indirekt durch die Interaktion mit DCs
auf vielfaltige Weisen beeinflussen (Kalyan & Kabelitz, 2014; Y. Li et al., 2019; Minns et al.,
2019). Aus diesen Studien ist unter anderem bekannt, dass die Expression von MHC-Klasse-
[I-Molekilen und Kostimulatoren auf DCs durch die Interaktion von DC-SIGN mit Mac-1 auf
der Zelloberflache von neutrophilen Granulozyten positiv reguliert wird, was auf die Reifung
der DC und eine optimierte Befahigung zur Antigenprasentation hinweist (Van Gisbergen et
al., 2005). Uberdies ist auch eine direkte, positive Beeinflussung der Aktivierung und
Differenzierung naiver CD4* T-Helferzellen durch neutrophile Granulozyten bekannt (Castell
et al., 2019). Fraglich ist zum jetzigen Zeitpunkt, ob die ausgepragte Chemotaxis neutrophiler
Granulozyten in Anthralin-behandeltes Hautgewebe einen Einfluss auf die Quantitat und
Qualitat antigenspezifischer T-Zellen nach der Kombi-TCl hat.

In vorangegangen Arbeiten im Kontext der Imiquimod-basierten TCl konnte durch die
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systemische Depletion Gr-1" Zellen eine Abhangigkeit von neutrophilen Granulozyten
nachgewiesen werden (nicht publizierte Daten; Dissertation Pamela Stein, Institut flr
Immunologie Mainz, 2011). In vitro-Analysen nach der Behandlung mit Anthralin konnten
hingegen keinen direkten, vorteilhaften Einfluss von Anthralin auf den Aktivierungszustand

muriner neutrophiler Granulozyten zeigen (nicht gezeigte Daten).

Da neutrophile Granulozyten gleichermalien wie APCs in vitro keine direkte Beeinflussung
durch Anthralin erfahren, wird angenommen, dass residente, inflammatorische Zellen in der
Haut eine vermittelnde Funktion bei der Entfaltung des Adjuvanseffektes in der Kombi-TCl
einnehmen. In einer Vielzahl vorangegangener Studien konnte in diesem Zusammenhang ein
aktivierender Einfluss von Anthralin auf Nicht-lImmunzellen beobachtet werden (Benezeder et
al., 2020; Kemény et al., 1990; Lange et al., 1998). Der Fokus dieser zurlickliegenden Arbeiten
liegt meist auf der Beeinflussung von Keratinozyten durch Anthralin, da diesem epithelialen
Zelltyp eine Beteiligung bei der Entstehung der Psoriasis vulgaris zugesprochen wird
(Benhadou et al., 2019). Allgemein ist die inflammatorische Wirkung von Keratinozyten in der
Haut bereits seit vielen Jahren bekannt und detailliert beschrieben (Albanesi et al., 2005;
Barker et al., 1991).

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten histologischen Analysen von Anthralin-behandeltem
Gewebe deuten aufgrund der beobachteten Hyperkeratosen gleichermallen auf eine
Beeinflussung muriner Keratinozyten durch Anthralin hin (Abbildung 10). Wichtige, von
Keratinozyten sekretierte, pro-inflammatorische Mediatoren sind Vertreter der IL-1-Familie (IL-
1a, IL-1B, IL-18, IL-33), TNF-q, IL-6, IL-8, IL-24, COX und ROS (Gréne, 2002; Sun et al., 2017).
Die Stimulation von Keratinozyten mit Anthralin in vitro bewirkte die Sezernierung eines
Groldteils dieser Mediatoren in den Kulturiiberstand (Lange et al., 1998). Keratinozyten
sekretieren nach der Stimulation mit Anthralin Uberdies Alarmine, welche stimulierend auf
Immunzellen wirken und eine Entziindungsreaktion in der Haut férdern. Zu diesen Alarminen
werden HMGB1, Hitzeschockproteine, antimikrobielle Peptide (Defensine, Cathelicidine,
Calgranulin A/B), Zytokine (IL-1B, IL-33) und Chemokine (IL-8) gezahlt (Benezeder et al.,
2020; Bertheloot & Latz, 2017).

Da Keratinozyten laut aktuellem Stand der Forschung nur in geringem Male zur
Antigenprasentation befahigt sind, kénnte die indirekte Aktivierung von gewebsresidenten
DCs, beispielsweise Langerhans-Zellen oder dermalen DCs, durch pro-inflammatorische
Zytokine von Keratinozyten einen potentiellen Mechanismus bei der Induktion adaptiver
Immunantworten in der Kombi-TCI darstellen (Honda et al., 2019). Hennen und Kollegen
konnten bei der topischen Verabreichung von Prahaptenen bereits eine direkte, stimulierende
Wechselwirkung von Keratinozyten und DCs beobachten (Hennen et al., 2011). In dieser

Studie zeigte sich, dass die Umsetzung der Prahaptenen in ihre aktive Form in der
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Keratinozyten-Zelllinie HaCaT die Freisetzung von pro-inflammatorischen Mediatoren fordert.
Diese pro-inflammatorischen Zytokine fiihrten nachfolgend zu einer positiven Beeinflussung

des Aktivierungszustandes von DCs.

Inwiefern die inflammatorische Wirkung von Anthralin auf Keratinozyten die
Antigenprasentation und die Entstehung antigenspezifischer T-Zellen nach der Kombi-TCI
beeinflusst, kann durch die Daten der vorliegenden Arbeit nicht abschlieiend geklart werden.
Eine zusatzliche Bedeutung des TLR7-Signalweges in Keratinozyten, welcher in
vorangegangenen Arbeiten zu der Induktion des Transkriptionsfaktors NFkB und der Sekretion
pro-inflammatorischer Zytokine durch Keratinozyten fihrte, fir die Entstehung
antigenspezifischer T-Zellen nach der Kombi-TCl konnte durch die Verwendung eines
Mausstamms mit TLR7-defizienten Keratinozyten ausgeschlossen werden (Z. J. Li et al.,
2013) (nicht gezeigte Daten). Die Kultivierung von APCs in den Kulturiiberstanden Anthralin-
stimulierter Keratinozyten, alleine oder in Kombination mit Imiquimod, kdénnte hingegen
Aufschluss uber eine potentielle Beeinflussung des Aktivierungszustandes von APCs durch
Keratinozyten-assoziierte Zytokine liefern. Eine Analyse Uber die Beteiligung weiterer, in
dieser Arbeit nicht analysierter Zelltypen, einschlieBlich ILCs, kdnnte dazu beitragen die

komplexen Ablaufe in der Kombi-TCI zu erklaren.

4.4) Reaktive Sauerstoffspezies und das ROS-induzierte NLRP3-Inflammasom
nehmen Einfluss auf die Entstehung adaptiver Immunantworten nach der
Kombi-TCI

Die molekularen Ursachen fir die pro-inflammatorische Wirkung von Anthralin in gesunder
Haut sind trotz der andauernden klinischen Anwendung des Wirkstoffes bei der Therapie der
Psoriasis vulgaris nicht vollstandig geklart. Um die Entstehung des Adjuvanseffektes von
Anthralin in der Imiquimod-basierten TCI aufklaren zu kénnen, wurden vorangegangene
Arbeiten analysiert, welche die pro-inflammatorische Wirkung von Anthralin vor allem mit der
Induktion von ROS verknupfen (Klaus Mdller, 1997).

In der vorliegenden Arbeit wird durch die Verabreichung von radikalfangenden Substanzen
veranschaulicht, dass ROS einen entscheidenden Einfluss auf die Entstehung
antigenspezifischer CD4* und CD8* T-Zellen nach der Kombi-TCI haben (Abbildung 20). Diese
Beobachtungen stehen im Einklang mit vorangegangen Studien, welche von einer teilweisen
Aufhebung der pro-inflammatorischen Effekte von Anthralin durch radikalfangende
Substanzen berichten (Fuchs & Packer, 1989). Die Entstehung von ROS ist einerseits mit der

Autooxidation von Anthralin und andererseits mit dessen antirespiratorischen Auswirkungen
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auf den Zellmetabolismus assoziiert. In der vorliegenden Arbeit konnten diese
antirespiratorischen Effekte von Anthralin erstmals bei Makrophagen beobachtet werden
(Abbildung 29). Dieser Effekt ist vorrangig bei Keratinozyten bekannt, welche als primare
Quelle der Anthralin-induzierten, mitochondrialen ROS gelten (McGill et al., 2005). ROS
werden dartber hinaus in groRer Menge durch neutrophile Granulozyten gebildet, welche in
Folge der Anthralin-induzierten Entziindung in das Gewebe infiltrieren. Die Quelle der ROS,
welche entscheidend fiir das Auftreten der Adjuvanseffekte von Anthralin und Imiquimod ist,

kann durch die vorliegende Arbeit nicht identifiziert werden.

Die Effekte der ROS im Immunsystem sind hingegen vielfaltig. In physiologischen
Konzentrationen modulieren ROS etwa die Aktivierung von T-Zellen, APCs und
infammatorischen Nicht-lmmunzellen (Bito & Nishigori, 2012; Xinfeng Chen et al., 2016;
Oberkampf et al.,, 2018). ROS, vor allem H»O. und Oy, induzieren beispielsweise die
Expression kostimulatorischer Molekile auf DCs und beeinflussen deren Befahigung zur

Antigenprasentation (Y. Yang et al., 2013).

Wichtige Vertreter der ROS-Sensoren sind NLRP3-Inflammasome. Das NLRP3-Inflammasom
ist nach dessen Aktivierung vor allem mit einer entzindlichen Form des Zelltodes, der
Pyroptose, und der Induktion von pro-inflammatorischen Zytokinen der IL-1-Familie assoziiert
(Swanson et al.,, 2019). Die Kombi-TCl in NLRP3-defizienten Mausen fihrt zu einer
eingeschrankten Induktion antigenspezifischer CD8* T-Zellen (Abbildung 21). Die Wirkung der
Anthralin-induzierten ROS scheint auf Grundlage dieser Ergebnisse zum Teil durch NLRP3-
Inflammasomen vermittelt zu werden. Einige Studien weisen bereits auf kooperative Effekte
von TLR-Signalwegen und dem NLRP3-Inflammasom hin (Rapsinski et al., 2015; Xing et al.,
2016; Junling Yang et al.,, 2020). Diese Studien zeigen unter anderem, dass von TLR-
Signalwegen induzierte, inaktive Transkripte von IL-18 und IL-18 durch das NLRP3-

Inflammasom in ihre aktive, pro-inflammatorische Form tGberflhrt werden.

Die Bildung von NLRP3-Inflammasomen konnte neben einer Vielzahl von Immunzellen,
einschliel3lich Mastzellen, Makrophagen, Monozyten und DCs, auch in Keratinozyten
nachgewiesen werden (Jang et al., 2015; Lei-Leston et al., 2017; Thinwa et al., 2014). Die
niedrigen Konzentrationen des inflammatorischen Zytokins IL-13 im KulturGiberstand Anthralin-
stimulierter Mastzellen, Makrophagen und DCs deuten darauf hin, dass das NLRP3-
Inflammasom in diesen Zelltypen unzureichend aktiviert wird (Abbildung 27, Abbildung 28 und
nicht gezeigte Daten). Die in vorangegangen Arbeiten beobachtete Sezernierung grofier
Mengen IL-1B durch Anthralin-stimulierte Keratinozyten lassen hingegen eine Beteiligung des
NLRP3-Inflammasomes in diesem Zelltyp denkbar erscheinen (Dai et al., 2017). Nachfolgende
Studien kdnnten daher einen moglichen Beitrag des NLRP3-Inflammasoms in Keratinozyten

fur die Entstehung von primaren T-Zell-Antworten in Folge der Kombi-TCI untersuchen.
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Diese Hypothese wird durch RNA-Sequenzierungen von Anthralin-behandelter Haut (alleine
oder in Kombination mit Imiquimod) in unserem Labor bestarkt, welche eine Vielzahl von
Gentranskripten aus der IL-1-Familie, einschlieBlich IL-1a, IL-18 und IL-18, identifizieren
konnte (nicht gezeigte Daten). In diesen RNA-Sequenzierungen und vorangegangen Arbeiten
konnten in Imiquimod-behandeltem Hautgewebe nur geringe Konzentrationen der Zytokine
der IL-1-Familie detektiert werden (Benjamin M. Davis, Glen F. Rall, 2013). Interessanterweise
ist die Entstehung antigenspezifischer CD8" T-Zellen nach der alleinigen TCI mit IMI-Sol
Uberdies unabhangig von Zytokinen der IL-1-Familie (Lopez et al., 2017). Die differentielle
Expression der IL-1-Genfamilie durch die zusatzliche Verabreichung von Anthralin kénnte
aufgrund der vielfaltigen Effekte deren Genprodukte im angeborenen und adaptiven

Immunsystem ein Indiz fur deren Bedeutung flr die Kombi-TCI sein.

So konnten vorangegangene Arbeiten bereits eine Amplifikation der Qualitat der
Antigenprasentation durch die Induktion des IL-1R-Signalweges in DCs veranschaulichen
(Khoruts et al., 2004; Nambu et al., 2006; Rao et al., 2020). Die hierbei erzeugten anti-
tumoralen T-Zell-Antworten waren mafgeblich vom IL-1R-Signalweg in DCs abhangig. Eine
weitaus gréRere Anzahl von Untersuchungen konnte einen direkten Einfluss der Zytokine aus
der IL-1-Familie auf CD4* T-Helferzellen und CD8" T-Effektorzellen beobachten. Ben-Sasson
und Kollegen konnten beispielsweise feststellen, dass IL-1a und IL-13 die Expansion,
Effektorfunktionen, Gewebslokalisation und Gedachtnisantwort von CD8* T-Zellen positiv
regulieren (Shlomo Z. Ben-Sasson et al., 2013). Auf molekularer Ebene konnte nach der
Stimulation von IL-1R-Signalwegen in CD8" T-Zellen eine vermehrte Expression von IL-2 und
IL-2R auf der Zelloberfliche nachgewiesen werden, welche das Uberleben und die
Proliferation von CD8* T-Zellen begtinstigen (Didier et al., 1988). In anderen Arbeiten konnte
anhand einer vermehrten Expression von Granzym B und Perforin eine erhéhte Funktionalitat
der CD8* T-Zellen durch IL-1R-Signalwege beobachtet werden (S. Z. Ben-Sasson et al.,
2011). In IL-1R1"-Mausen konnten dariiber hinaus abgeschwéachte CD8* T-Zell-Antworten
nach Infektionen mit LCMV, Influenza-Viren, Mycobacterium tuberculosis, Vaccinia-Viren und

in einigen Tumoren beobachtet werden (Joeckel et al., 2012).

Des Weiteren konnte bereits gezeigt werden, dass IL-18 die Expansion der CD4* T-Zell-
Subtypen Tw1, Th2 und Ty17 férdert und deren Differenzierung in Gedachtniszellen beglnstigt.
Wahrend diese Beobachtung zuerst auf einen Effekt des IL-1R-Signalweges in APCs und ein
verbessertes Priming CD4* T-Helferzellen zurickgefuhrt wurde, konnten Ben-Sasson und
Kollegen eine direkte Wirkung des IL-1 auf CD4* T-Helferzellen nachweisen (Shilomo Z. Ben-
Sasson et al., 2009).

Die Untersuchung eines potentiellen Einflusses der Zytokine aus der IL-1-Familie in der

Kombi-TCI erscheint speziell durch die geringe Expression deren Genprodukte in Imiquimod-
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behandeltem Gewebe als ein vielversprechendes Forschungsziel nachfolgender Arbeiten.
Primares Ziel sollte hierbei vorerst die Klarung der Frage sein, ob die in RNA-Sequenzierungen
detektierte Zunahme der Expression von Genen aus der IL-1-Familien gleichermalien auch
auf Protein-Ebene nachweisbar ist. Die Verwendung von IL-1R-defizienten Mausstammen
koénnte darliber hinaus bei der Aufklarung einer potentiellen Beteiligung des Zytokins IL-1 bei

der Entstehung antigenspezifischer T-Zellen in der Kombi-TCI hilfreich sein.

Eine grafische Zusammenfassung der identifizierten und mutmallichen Interaktionen, welche
die Entstehung von hochqualitativen, antigenspezifischen T-Zellen nach der Kombi-TCI

beginstigen, ist in Abbildung 35 dargestellt.

Abbildung 35: Zusammenfassung diskutierter Wirkmechanismen der Kombi-TCI.
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In der vorliegenden Arbeit wurde in Folge transkutaner Immunisierungen mit einer neuartigen Adjuvantien-
Kombination aus Anthralin und Imiquimod die Entstehung antigenspezifischer T-Zell-Antworten nachgewiesen.
1) Die Autooxidation des Hydroxyanthrons Anthralin induziert durch die Freisetzung von ROS die Aktivierung von
Keratinozyten, welche durch die Freisetzung chemotaktischer Faktoren (u.a. MIP-2) die Rekrutierung von
neutrophilen Granulozyten ins Gewebe férdern. Pro-inflammatorische Mediatoren von Keratinozyten und
neutrophilen Granulozyten sind mit der Aktivierung von APCs in der Haut assoziiert. 2) Das veranderte
Zytokinmilieu in der Haut induziert einen optimierten Aktivierungszustand von APCs. Die Maturierung von APCs,
vor allem DCs, wird durch den TLR7-Signalweg entscheidend beeinflusst. In Folge des Zusammenspiels der
Anthralin-induzierten Entziindungsmediatoren und der Ligation des TLR7 wird eine vollstandige Aktvierung der
APCs erzielt, welche u.a. durch die Expression des Kostimulators CD70 auf APCs charakterisiert werden kann.
3) Durch eine suffiziente Aktivierung von APCs wird in Folge einer optimierten Antigenprasentation eine
antigenspezifische CD4* und CD8* T-Zell-Antwort generiert. Antigenspezifische CD8* T-Zellen nach der Kombi-
TClI zeigen hohe lytische Fahigkeiten, welche zu einer protektiven Immunantwort in prophylaktischen Virusmodellen
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fuhren. Die antigenspezifischen CD8" T-Zellen sind darliber hinaus durch ihre Langlebigkeit gekennzeichnet,
welche in einem funktionellen Zusammenhang mit einer verstarkten CD4* T-Zell-Antwort steht.

4.5) Bestehende Limitierungen und Moglichkeiten zur Weiterentwicklung fir die

immuntherapeutische Nutzung der Kombi-TCl im humanen Organismus

Die Entwicklung neuartiger Impfstrategien resultiert neben Sicherheitsaspekten bei der
Verabreichung vor allem auch aus dem steigenden Bedarf an wirksamen Immuntherapeutika.
Im Kontext der Entwicklung moderner Immuntherapeutika stellt die Entdeckung von
Immuncheckpoints und deren Blockade durch spezifische Antikdrper einen Meilenstein in der
Therapie vieler Krebserkrankungen dar (Allison et al., 1995). Dies wird nicht zuletzt durch die
Vergabe des Nobelpreises flr Medizin im Jahr 2018 fir die Entdeckung der Immuncheckpoints
CTLA-4 und PD-1 verdeutlicht. Die Wirksamkeit dieser neuartigen Tumorimmuntherapie

unterliegt jedoch in Abhangigkeit von der Entitat grolen Schwankungen (Darvin et al., 2018).

Eine fortlaufende Weiterentwicklung innovativer, immuntherapeutischer Strategien ist daher
unabdingbar (Bashir & Wilson, 2019). Die Generierung antigenspezifischer T-Zell-Antworten
durch peptidbasierte transkutane Immunisierungen erscheint in diesem Zusammenhang vor
allem bei der Therapie von Virus- und Krebserkrankungen als vorteilhaft (Waldman et al.,
2020). Die grundsatzliche Wirksamkeit therapeutischer, peptidbasierter Vakzinierungen ist
zum jetzigen Zeitpunkt jedoch nicht ausreichend geklart. Bis zum jetzigen Zeitpunkt
(September 2020) ist kein peptidbasierter Impfstoff in der klinischen Anwendung am humanen
Organismus zugelassen. Zum gleichen Zeitpunkt sind insgesamt 363 klinische Studien zu
peptidbasierten Impfungen registriert, wovon aktuell 209 Phase |, 149 Phase Il und 5 Phase
Il durchlaufen (Quelle: ClinicalTrials.gov; September 2020). Eine Vielzahl praklinischer
Forschungsarbeiten beschaftigt sich aktuell mit den Ursachen dieser Licke zwischen

Grundlagenforschung und klinischer Anwendung.

Vorangegangene klinische Studien und von der FDA zugelassene Impfstoffe deuten
einheitlich auf die Bedeutung einer suffizienten Stimulation des angeborenen Immunsystems
durch geeignete Adjuvantien bei der Entwicklung therapeutischer Vakzine hin (Circelli et al.,
2017; Seya et al., 2018). In der Geschichte der Impfstoffentwicklung stellt die Entdeckung der
adjuvanten Wirkung von Aluminiumsalze in Impfstoffen durch Alexander Glenny einen
Meilenstein bei der Ausrottung vieler infektidser Erkrankungen, einschlief3lich Diphterie,
Tetanus, Pertussis und Poliomyelitis, dar. Aluminiumsalzen und ein Grofiteil der meisten
konventionellen Adjuvantien erzeugt jedoch vor allem eine humorale Immunantwort, welche
sich bei der Therapie von chronischen Infektionen oder Krebs als unzureichend erwiesen hat

(Marrack et al., 2009). Im Kontext der CAR (chimeric antigen receptor)-T-Zell-Therapie, einer
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neuartigen Methode bei der T-Zellen aus dem Blut isoliert und nach der gentechnologischem
Erzeugung eines synthetischen, tumorspezifischen TCR in den Patienten zuriick infundiert
werden, konnte beobachtet werden, dass diese Methode vor allem bei einer Expansion der
CAR-T-Zellen auf mindestens 40-80 % der gesamten T-Zell-Population erfolgreich war
(Miliotou & Papadopoulou, 2018; Pennock et al., 2016). Diese und weitere Studien weisen
darauf hin, dass wirksame immunonkologische T-Zell-Therapien hohe Frequenzen qualitativ
hochwertiger Effektorzellen erfordern. Zum jetzigen Zeitpunkt gibt es jedoch nur sehr wenige
Adjuvantien, die eine derartige Expansion antigenspezifischer T-Effektorzellen nach der TCI

ermdglichen.

Die einmalige, therapeutische Vakzinierung bei der in der vorliegenden Arbeit etablierten
Kombi-TCI hat einen geringen Einfluss auf das Wachstum von Ovalbumin-exprimierenden
MC38-Tumoren in Mausen (nicht gezeigte Daten). Eine Amplifikation der Frequenz
antigenspezifischer CD8" T-Effektorzellen erscheint auf Grundlage dieser Ergebnisse und den
Erkenntnissen bei der CAR-T-Zell-Therapie als notwendig. Die wiederholte Verabreichung der
Kombi-TCI mit gering-konzentriertem Anthralin bewirkt in der vorliegenden Arbeit eine
Vervielfachung der Frequenz antigenspezifischer T-Effektorzellen in der Primarantwort und
erhoht die Anzahl von CD8* T-Gedachtniszellen (Abbildung 34). Nachfolgende Arbeiten liegen
dem Ziel zu Grunde, die Auswirkungen der amplifizierten CD8" T-Effektorzell-Population auf

die Tumormikroumgebung und das Tumorwachstum zu untersuchen.

Perspektivisch ergeben sich durch den technologischen Fortschritt der vergangenen Jahre
zudem vielfaltige Mdglichkeiten, die in der vorliegenden Arbeit identifizierten Adjuvantien-
Kombination weitaus zielgerichteter einzusetzen (Al-japairai et al., 2020; Jiang et al., 2020;
Pielenhofer et al., 2020). Beim Transport von Adjuvantien und Antigenen in der TCI fihrt vor
allem die Barrierefunktion des Stratum corneum zu Restriktionen bei der Auswahl geeigneter
Epitope. Dahingehend ist die Verabreichung der in dieser Arbeit identifizierten Adjuvantien-
Kombination und Antigene mittels Mikronadeln ein perspektivisches Ziel fiur die
Weiterentwicklung dieser Methode. Solche Mikronadeln erméglichen die Umgehung des
Stofftransportes durch das Stratum corneum und zeichnen sich zudem durch den Wegfall der
Nachteile von klassischen Nadeln aus (Leone et al., 2017; Rodgers et al., 2019; Jian Yang et
al., 2019). Vorteilhafterweise ist die Verwendung von Mikronadeln in anderen
Anwendungsgebieten bereits hinreichend etabliert (Waghule et al., 2019). Die Verwendung
von Mikronadeln ermdglicht zudem den Transport vollstdndiger Proteine, welche in
vorangegangenen Arbeiten gleichermalen die Induktion von B- und T-Zell-Antworten
ermoglichten (S. J. Lee et al,, 2019; N. Li et al.,, 2011). Selbstauflésende Mikronadeln

ermdglichen zudem eine zeitlich versetzte Freisetzungen der Adjuvantien, welche in der
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vorliegenden Arbeit als entscheidender Faktor fur die erfolgreiche Durchfiihrung der Kombi-
TCI identifiziert wurden (Fukushima et al., 2011; J. W. Lee et al., 2008).

Uberdies sollte eine detailliertere Charakterisierung des Wirkmechanismus der neuartigen
Adjuvantien-Kombination in nachfolgenden Arbeiten eine Einschatzung bezlglich der Maus-
Mensch-Ubertragbarkeit ermdglichen. Aufgrund der anatomischen Unterschiede (v.a. der
Hautstruktur) und abweichender Mechanismen des Immunsystems sind klinische Studien im
humanen Organismus notwendig, um eine abschlieRende Einschatzung tber die Wirksamkeit
der etablierten TCI zu erméglichen.
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5. Zusammenfassung

Neuartige, nicht invasive Impfstrategien sind durch ihre einfache Handhabung und ihre
immuntherapeutische Nutzbarkeit in den Fokus der Forschung gerickt. Transkutane
Immunisierungen (TCI) mit der topisch verabreichbaren, Imiquimod-haltigen Nanoemulsion
IMI-Sol und Antigenen des Ovalbumin induzieren durch die Aktivierung des angeborenen
Immunsystems die Entstehung antigenspezifischer CD8" T-Zellen. Die Qualitat und die
Langlebigkeit der erzeugten T-Zell-Antwort sind nach einer alleinigen TCI mit dem TLR7-
Liganden Imiquimod jedoch begrenzt. Mit dem Ziel die bestehenden Limitierungen aufzuheben
und somit effektive Immunisierungen induzieren zu kdnnen, wurden in der vorliegenden Arbeit
Optimierungen der Imiquimod-basierten TCI durch die zusatzliche Verabreichung des

hautgangigen Antipsoriatikums Anthralin angestrebt.

Im Vergleich zur alleinigen Immunisierung mit Imiquimod in vorangegangenen Arbeiten konnte
die fur die Entstehung von systemischen T-Zellen benétigte Hautflache durch die
aufeinanderfolgende Verabreichung von Anthralin und Imiquimod dreifach verringert werden.
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die funktionellen Eigenschaften der T-Zellen
mafgeblich durch den TLR7-Signalweg in dendritischen Zellen (DCs) reguliert werden. Im
Vergleich zur limitierten Immunisierungsstrategie mit Imiquimod allein, ermdglicht die Kombi-
TClI durch eine adaquate Aktivierung von DCs darlber hinaus die Erzeugung hochfunktionaler,
systemischer T-Gedachtniszell-Antworten. Die Anthralin-induzierten Signalwege férdern
zudem die Entstehung gewebsresidenter T-Gedachtniszellen in der Haut, welche nach der
alleinigen Verabreichung von Imiquimod ausbleibt. Hierbei ist die Entstehung
gewebsresidenter und systemischer CD8* T-Gedachtniszellen nach der Kombi-TClI

malfigeblich von CD4* T-Helferzellen abhangig.

Der Wirkmechanismus dieser neuartigen Adjuvantien-Kombination in der TCl ist insbesondere
mit der Oxidation von Anthralin und der nachfolgenden ROS-Induktion assoziiert. Die
vorliegende Arbeit zeigt eine Beteiligung des ROS-induzierten NLRP3-Inflammasoms bei der

Entstehung antigenspezifischer CD8" T-Zellen nach der Kombi-TCI.

Zusammenfassend kann in der vorliegenden Arbeit mit dem Hydroxyanthron Anthralin ein
neuartiger Hilfsstoff fur transkutane Immunisierungen identifiziert werden, welcher dartber
hinaus im Zusammenspiel mit Imiquimod die Entstehung systemischer sowie
gewebsresidenter T-Zell-Antworten ermdglicht. Neben der bereits nachgewiesenen hohen
prophylaktischen Wirksamkeit der Adjuvantien-Kombination aus Anthralin und Imiquimod im
Virusmodel, soll durch die Etablierung von prime-boost-Immunisierungen zukunftig auch der

therapeutische Nutzen der Kombi-TCI in Tumormodellen untersucht werden.
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6. Abstract

Due to their easy handling and immunotherapeutic usability novel, non-invasive vaccination
strategies have become the focus of research. Transcutaneous immunizations (TCI) with the
topically administered, imiquimod-containing nanoemulsion IMI-Sol and antigens of ovalbumin
induce the formation of antigen-specific CD8" T cells by activating the innate immune system.
However, the quality and longevity of the generated T-cell response is limited after TCI with
the TLRY ligand imiquimod alone. In order to overcome these limitations and to induce effective
immunizations, the present study aims to optimize the imiquimod-based TCI by the additional

administration of the skin-permeable antipsoriatic anthralin.

Compared to sole application of imiquimod in previous studies, the skin area required for the
development of systemic T cells was reduced threefold by the successive administration of
anthralin and imiquimod. Furthermore, it could be shown that the functional properties of T
cells are significantly dependent on the TLR7 signaling pathway in dendritic cells (DCs).
Compared to the limited immunization strategy with imiquimod alone, the combination TCI also
enables the generation of highly functional, systemic T-memory cell responses by an adequate
activation of DCs. The anthralin-induced signaling pathways also promote the formation of
tissue-resident T-memory cells in the skin, which is absent after administration of imiquimod
alone. The development of tissue-resident and systemic CD8* T-memory cells after

combination TCl is significantly dependent on CD4" T-helper cells.

The mechanism of action in this novel adjuvant combination in TCl is particularly associated
with the oxidation of anthralin and the subsequent ROS induction. The present work shows a
involvement of the ROS-induced NLRP3 inflammasome in the development of antigen-specific
CD8" T cells after combination TCI.

In summary, the present study identifies the hydroxyanthrone anthralin as a novel excipient for
transcutaneous immunization, which in combination with imiquimod enables the development
of systemic and tissue-resident T cell responses. In addition to the already proven high
prophylactic efficacy of the adjuvant combination of anthralin and imiquimod in the virus model,
the therapeutic benefit of the combined TCI in tumor models will be investigated by the

established prime-boost immunizations.
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