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Es ist einfacher ein Atom zu zerstoren, als ein Vorurteil.
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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Haut stellt eine der grof3ten Barriere unseres Korpers gegen die Umwelt dar. Die
Haut ist nicht nur eine physikalische Barriere, sondern ist mit zahlreichen Zellen des
Immunsystems durchsetzt, die uns stetig vor Pathogenen wie Viren, Bakterien, Pilzen
und Parasiten schutzt.

Dendritische Zellen (DCs), die durch ihre einzigartige Fahigkeit der Induktion und
Regulation der T-Zell Antwort als professionelle antigenprasentierende Zellen (APCs)
bezeichnet werden, bilden das Bindeglied zwischen angeborener und adaptiver
Immunitat und sind mit funf Subpopulationen in Epidermis und Dermis vertreten.

In dieser Arbeit wurde untersucht, welchen Einfluss einzelne Subtypen der dermalen
DC (dDC) oder Keratinozyten hinsichtlich des Primings einer protektiven spezifischen
T-Zell Antwort und der Induktion von hautresidenten Memory T-Zellen haben. Hierzu
haben wir transgene Mausstamme verwendet, in denen einzelne Subtypen von DCs
fehlen oder depletiert werden konnen, die mit unserem transgenen Mausmodell
verpaart wurden, welches die selektive Prasentation eines MHC Klasse | restringierten
Modell T-Zell Epitops auf profesionellen antigenprasentierenden Zellen der Haut
erlaubt. AuRderdem bedienten wir uns eines weiteren Mausmodells, das die
Expression des T-Zell Epitopes auf Keratinozyten (KCs) ermoglicht.

Wir konnten zeigen, dass sowohl konventionelle DCs (cDCs) als auch monozytare
DCs (moDCs) eine kraftige zytotoxische T-Zell Antwort induzieren konnen, die
protektiv gegen eine lokale Viriusinfektion der Haut ist. AulRerdem haben wir ein
System entwickelt, das durch die Expression der transgenen Antigene auf KCs, die
Rolle der KCs bei der Induktion von zytotoxischen T-Zell Antwort zu untersuchen
erlaubt.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass jeder einzelne Subtyp der dCDs und die
KCs durch lokale Antigen Prasentation dazu in der Lage sind, die Entstehung und
Retention von hautresidenten Memory (Trm) CD8" T-Zellen positiv zu beeinflussen.

VI



Abstract

Abstract

The skin is the largest barrier of our body towards the environment. Besides being a
physical boundary extensive numbers of immune cells are located in the skin, which
protect us from pathogens such as virus, bacteria, fungi and parasites.

Dendritic cells (DCs) are professional antigen presenting cells (APCs) constitute the
link between innate and adaptive immunity, by inducing and regulating T-cell
responses. Based on surface marker expression, five different subpopulations of DC
in the skin have been described.

In this work we investigated, which function the single subtypes of the dermal DCs
(dDCs) or Keratinozytes (KCs) regarding priming a protective specific t-cell response
and induction of skin resident memory t-cells have. Therefore, we crossed multiple
knockout or depletable mouse lines to our transgenic mouse modell, which allows
selective presentation of MHC class | restricted modell t-cell epitopes on professional
antigen presenting cells in the skin. In addition, we used another mouse modell, which
enables the expression of the t-cell epitopes on KCs.

We were able to show, that both conventional DCs (cDCs) and monocyte derived DCs
(moDCs) have the ability for inducing a solid GPs3.41 specific t-cell response, that is
protective for a local infection with Vaccina Virus GP33.41. Also we established a system
which allows us to examine the role of KCs in the induction of a cytotoxic t-cell
response by expression of the transgen antigens on KCs.

Furthermore, we demonstrated that each single dDCs subtype and KCs, feature the
ability to induce skin resident memory CD8" t-cells and play a role in their retention by
local presentation of the antigen.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem setzt sich aus dem angeborenen und dem adaptiven Immunsystem
zusammen. Es dient als Schutz vor einer Vielzahl von Mikroorgansimen, die uns in
unserer Umwelt umgeben und in vier Klassen unterteilt werden - Viren, Bakterien, Pilze
und Parasiten. Verschiedene Effektorzellen und Molekule des Immunsystems helfen
uns standigen Infektionen zu entgehen und schirmen uns gegenlber
Krankheitserregern und den von diesen verursachten Schaden ab.

Uberwindet ein Pathogen die erste Schutzbarriere des Koérpers wird sofort eine
zelluldare und humorale Immunantwort des angeborenen Immunsystems ausgelost.
Diese Immunreaktion wird auf zellularer Ebene Uber Granulozyten, Makrophagen,
Mastzellen, Monozyten und NK-Zellen sowie auf humoraler Ebene durch das
Komplementsystem, Interferone, Lysozyme und Defensine vermittelt. Gegen viele
Pathogene leitet das angeborene Immunsystem eine sofortige und effiziente
Immunantwort ein, welche jedoch unspezifisch ist (Janeway & Medzhitov, 2002; Lo et
al., 1988). Das adaptive Immunsystem zeichnet sich im Vergleich dazu durch seine
hohe Spezifitdt und grol3e Diversitat an Antigenrezeptoren aus (Cooper & Alder, 2006).
Die adaptive Immunantwort bendtigt 7-8 Tage fur seine Entwicklung und ist an der
Ausbildung des immunologischen Gedachtnisses beteiligt (Ochsenbein et al., 2002;
Wherry et al., 2003). Zu den Effektorzellen des adaptiven Immunsystems gehoren die
T-Zellen und B-Zellen, den humoralen Teil bilden Antikorper und Zytokine.

Eine besondere Rolle der Zellen des Immunsystems nehmen die dendritischen Zellen
ein, die als professionelle antigenprasentierenden Zellen das Bindeglied zwischen

dem angeborenen und dem adaptiven Immunsystem darstellen.
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1.1.1 Die Zellen des Immunsystems

Ursprung fast aller Zellen des Immunsystems sind die pluripotenten hamatopoetischen
Stammzellen des Knochenmarks. Diese differenzieren sich zu Erythrozyten,
Thrombozyten und in die lymphoiden als auch myeloiden Vorlauferzellen (Orkin & Zon,
2008). Einzig die Langerhans-Zellen (LC) haben keinen hamatopoetischen Ursprung
und entwickeln sich im Dottersack sowie in der fotalen Leber (Chorro et al., 2009).

Im Knochenmark entwickeln sich aus der gemeinsamen myeloiden Vorlauferzelle zum
einen Granulozyten-Makrophagen-Vorlauferzellen, die im Blut zu neutrophilen,
eosinophilen und basophilen Granulozyten und unreife dendritische Zellen ausreifen.
AulBerdem entstehen im Blut aus Granulozyten-Makrophagen-Vorlauferzellen die Pre-
Mastzellen und Pre-Monozyten, die sich zu gewebsstandigen Mastzellen und
Monozyten entwickeln (Orkin & Zon, 2008). Zum anderen sind myeloide
Vorlauferzellen im Knochenmark Ursprung der Megakaryocyten-Erythrozyten-
Vorlauferzellen, die sich im Knochenmark zu Megakaryocyten und Erythroblasten
entwickeln und anschlie®end im Blut zu Thrombozyten und Erythrozyten
ausdifferenzieren (Orkin & Zon, 2008).

Auch die Lymphopoese startet aus einer oligopotenten lymphatischen Stammzelle im
Knochenmark. Pro-B-Zellen reifen im Knochenmark zu B-Lymphozyten und wandern
in die lymphatischen Organe ein oder zirkulieren im Blut. Auch Vorlaufer der
naturlichen Killerzellen (NK) verlassen nach ihrer Reifung zu NK Zellen das
Knochenmark und zirkulieren im Blutkreislauf. Pro-T-Zellen wandern aus dem
Knochenmark in den Thymus. Hier reifen und differenzieren sie zu T-Lymphozyten
bevor sie in die sekundaren lymphatischen Organe einwandern (Orkin & Zon, 2008).
DCs konnen sich sowohl aus lymphoiden als auch aus myeloiden Vorlauferzellen
entwickeln (Poltorak & Schraml, 2015). Eine fate-mapping Studie zeigte, dass circa
10% der DCs aus lymphatischen Stammzellen entstehen und circa 90% ihren
Ursprung in myeloiden Vorlauferzellen haben (Schlenner et al., 2010).
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1.1.2 Das angeborene Immunsystem

Das angeborene Immunsystem leitet gegenuber Pathogenen, die das schutzende
Oberflachenepithel Uberwunden haben, eine erste wirksame und sofortige
Abwehrreaktion ein. Es umfasst physikalische und chemische Barrieren sowie I6sliche
Stoffe (Akute-Phase-Proteine, Zytokine, Chemokine und das Komplementsystem) und
Immunzellen.

Makrophagen, neutrophile Granulozyten und DCs erkennen mit ihren in der Keimbahn
codierten pattern recognition receptors (PRR), Mikroorgansimen anhand evolutionar
konservierter Strukturen, die als pathogen associated molecular patterns (PAMPs)
bezeichnet werden. Hierbei handelt es sich beispielsweise um DNA und RNA von
Viren und Bakterien sowie um Lipid- und Proteinbestandteile verschiedener
mikrobieller Oberflachenmolekule. Die Zellen des angeborenen Immunsystems sind
polyklonal, was dazu fuhrt, dass die angeborene Immunitat von einem begrenzten und
nicht wandlungsfahigen Repertoire von Rezeptoren abhangig ist.

Die PPRs befinden sich entweder auf der Oberflache der Membran wie toll-like- und
C-type lectin-Rezeptoren (TLRs, CLRs) oder befinden sich im Cytoplasma wie Nod-
like- und RIG-I-like-Rezeptoren (NLRs, RLRs) (Kumar, Kawai, & Akira, 2011). Die
Familie der toll-like-Rezeptoren (TLR) ist eine grof3e transmembrane Untergruppe der
PPRs, die auf Makrophagen und anderen Immunzellen zu finden ist. So erkennt TLR2
unter anderem die Lipoproteine (LPSs) von grampositiven Bakterien und Mykoplasten,
was zu einer Ausschuttung einer Reihe von Zytokinen fuhrt. TLR4 wiederum bindet
LPS von gramnegativen Bakterien (Takeuchi et al., 1999). Mannose-, Glucan-,
Scavenger-Rezeptoren erkennen Kohlenhydratstrukturen die auf Zellwanden von
Bakterien, Hefen und Pilzen zu finden sind (Hoving, Wilson, & Brown, 2014; Zani et
al., 2015). Die beiden intrazellularen NOD-like-Rezeptoren (NLRs) NOD1 und NOD2
erkennen Peptidoglycane von grampositiven und -negativen Bakterien, welche nicht
extrazellular erkannt werden konnten und in die Zelle eingedrungen sind (Girardin et
al., 2003). Miglieder der NLR Familie sowie das Interferon induzierende Protein AIM2
sind auch an der Bildung von gro3en Caspase-1 aktivierenden Multiprotein Komplexen
beteilgt, die als Inflammasomen bezeichnet werden (Schroder & Tschopp, 2010). Die
Aktivierung der Caspase-1 fuhrt zur Produktion der proinflammatorischen Zytokine IL-
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18 und IL-18, weshalb Inflammasomen eine wichtige Rolle in der angeborenen
Immunitat spielen (Martinon, Burns, & Tschopp, 2002).

Wird ein Pathogen von einem PRR der antigenprasentierenden Zellen (APCs) erkannt,
konnen APCs mit diversen Mechanismen zur Vetreidigung gegen das Pathogen
beitragen. APCs konnen Pathogene durch Phagozytose und Opsonierung unschadlich
machen. Durch die Ausschuttung von Zytokine, Chemokine und weiteren Mediatoren
werden Effektorzellen in das Entzindungsgebiet rekrutiet oder bewirken die
Differenzierung von Zellen des angeborenen Immunsystems, um den Eindringling zu
eliminieren (Janeway & Medzhitov, 2002).

Eine entscheidende Rolle in der Verbindung zwischen dem angeborenen und
adaptiven Immunsystem spielen die DCs. Sie sind als einzige Zellen des angeborenen
Immunsystems dazu in der Lage, nach Aufnahme von Antigenen, in die sekundaren
lymphatischen Organe zu migrieren, wo sie durch Prastentation der Antigene naive T-
Lymphozyten primen, die anschlieBend zu reifen Effektorzellen differenzieren
(Steinman & Hemmi, 2006).

1.1.3 Das adaptive Immunsystem

Die adaptive Immunanwort zeichnet sich durch ihre gro3e Anpassungsfahigkeit
gegenuber neuen oder veranderten Krankheitserregern aus. Adaptive Immunitat wird
im Laufe des Lebens erworben und es kommt zur Ausbildung eines immunologischen
Gedachtnisses. Dies fuhrt zu einer schnellen und effektiven Immunantwort bei einer
erneuten Infektion mit dem identischen Pathogen.

Das adaptive Immunsystem wird durch die T- und B-Zellen vermittelt und in die durch
B-Zellen mediierte humorale Immunitat sowie die durch T-Zellen mediierte
zellvermittelte Immunitat unterteilt. Die grof3e Antigenspezifitdt und Diversitat des
adaptiven Immunsystems wird durch verschiedene Mechanismen in der
Lymphozytenentwicklung generiert, die 7-8 Tage in Anspruch nimmt. Dabei
durchlaufen Lymphozyten eine Rekombination vieler Gensegmente (combinatorial
diversity) (Grawunder, West, & Lieber, 1998) und die junctional diversity, die den Ein-
und Ausbau zusatzlicher Nukleotide beschreibt (Jeske, Jarvis, Milstein, & Capra,

1984). Bei B-Zellen kann es zusatzlich in der Keimzentrumsreaktion durch Mutationen
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in den Genen der variablen Teile der Antikdrper zu neuen Generationen von B-Zellen
kommen — ein Prozess, der als somatische Hypermutation bezeichnet wird (Moran et
al., 2007). Die so entstandenen Antigenrezeptoren des adaptiven Immunsystems
bildeen den wesentlichen Unterschied zum angeborenen Immunsystem, das bedingt
durch die in der Keimbahn codierten PPRs nur Uber ein begrenztes Repertoire an
Rezeptoren verfugt. Das apadtive Immunssytem erkennt Pathogene mittels
Antigenrezeptoren, die hochspezifisch fur eine einzige Struktur sind (Cooper & Alder,
2006). Nur Lymphozyten, die auf ein Antigen treffen fur das ihr Rezeptor spezifisch ist
und kostimulatorische Molekule und Zytokine zugegen sind, werden aktiviert, um zu
proliferieren und sich zu Effektor-Zellen zu differenzieren. Diese bekampfen die
Infektion sehr effektiv und gehen bis auf wenige Gedachtniszellen nach erfolgreicher
Verteidigung des Organismus in Apoptose.
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1.2 Dendritische Zellen

Dendritische Zellen wurden erstmals Mitte der 1970er Jahre von Ralph Steinmann
beschrieben, der in der murinen Milz eine Subpopulation von Zellen beobachtete, die
eine auffallige verzweigte Form zeigten (Cohn & Steinman, 1973). Bereits 1868
entdeckte Paul Langerhans in der Epidermis ahnliche Zellen, die er als Langerhans
Zellen (LCs) beschrieb (Langerhans, 1868).

Es wurde gezeigt, dass DCs aus hamotopoetischen Stammzellen entstehen und in
allen lymphatischen sowie in den meisten nicht lymphatischen Geweben vorkommen.
Dendritische Zellen konnen grob in zwei Klassen unterteilt werden: in die
plasmazytoide DCs (pDCs) und die konventionellen DCs (cDCs), die wiederum in
residente DCs in lymphatischen Geweben und in migratorische DCs in peripheren
Geweben unterteilt werden (Merad et al., 2013). DCs nehmen eine zentrale Rolle im
Immunsystem ein, indem sie die Schnittstelle zwischen der angeborenen und
adaptiven Immunantwort darstellen. Im Vergleich zu anderen antigenprasentierenden
Zellen (APCs), wie B-Zellen und Makrophagen, konnen DCs eine effektive und
schitzende adaptive Immunantwort durch Aktivierung naiver antigenspezifischer T-
Lymphozyten einleiten und werden daher auch als professionelle APCs bezeichnet
(Banchereau & Steinman, 1998).

Wahrend der embryonalen Entwicklung und auch nach der Geburt wandern DC
Vorlauferzellen aus dem Knochenmark Uber den Blutstrom und besiedeln die Haut,
mukosale Oberflachen und die meisten Organe des Korpers. In peripheren Geweben
und den lymphatischen Organen entwickeln sie sich zu unreifen DCs, die als Wachter
des Immunsystems fungieren (Alvarez et al., 2008; Merad et al., 2013). In ihren
Zielgeweben bilden die DCs ein dichtes zellulares Netzwerk aus, was zu einer
effizienten Erkennung von eindringenden Pathogenen fuhrt (Mildner & Jung, 2014).
DCs konnen, ausgeldst durch verschiedene Stimuli, aktiviert werden und durchlaufen
einen Prozess der als Maturation bezeichnet wird (Gallucci & Matzinger, 2001; Shi,
Evans, & Rock, 2003). Diese Stimuli konnen PAMPs von Viren, Bakterien, Pilzen oder
Parasiten sein, die unreife DCs mit Hilfe ihrer PPRs erkennen. Detektieren DCs
Signale (z.B. CD40L) von anderen Zellen des Immunsystems, wie NK-Zellen (natural
killer cells), NKT-Zellen (natural killer t cell) oder yd-T-Zellen (Sousa, 2004),
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Immunkomplexe, die Uber deren Fc-Rezeptoren agieren, werden DCs durch
nekrotische Zellen oder ein inflammatorisches Millieu in ihrer Umgebeung beeinflusst,
beginnt die Reifung und DCs nehmen exogene Proteine durch Phagozytose auf
(Steinman 2008; Joffre et al. 2009). Die internalisierten Antigene werden prozessiert
und als sezernierte Peptide auf den MHC-Molekllen der DCs prasentiert. In dem
Prozess der Reifung wird die Mobilitat der DCs durch Hochregulation des CC-
Chemokin Rezeptors 7 (CCRY7) gesteigert. CCR7 Expression auf migratorischen DCs
fuhrt durch Interaktion mit dem CC-Chemokin Ligand 21 (CCL21) dazu, dass diese
uber die LymphgefalRe mittels Haptotaxis aus der Peripherie zu den drainierenden
Lymphknoten (dLN) und der Milz gelockt werden (Alvarez et al., 2008; Weber et al.,
2013). Aktivierte DCs verlieren auf dem Weg aus der Peripherie die Fahigkeit der
Phagozytose, was zur Folge hat, dass sie auf dem Weg zu den lymphatischen
Organen keine weiteren Antigene aufnehmen koénnen (Banchereau & Steinman,
1998). CD40, welches konstitutiv in geringen Mengen auf unreifen DCs exprimiert wird
(Banchereau et al., 1994), wird nach Kontakt mit Pathogenen hochreguliert (Kawai &
Akira, 2007). Der Ligant CD40L wird hauptsachlich auf aktivierten T-Zellen sowie
aktivierten B-Zellen exprimiert, in der Inflammation sind aber auch monozytare Zellen,
NK-Zellen, Mastzellen und basophile Zellen dazu in der Lage (Carbone et al., 1997).
Die Ligation von CD40 durch CD40L fuhrt zur Zusammenlagerung von CD40 und leitet
die Rekrutierung des TNF Receptor Associated Factor family of proteins (TRAFs) an
die zytoplasmatische Domaine von CD40 ein (Bishop, Moore, Xie, Stunz, & Kraus,
2007). Die Rekrutierung der TRAFs startet eine Singalkaskade, die Gene aktiviert,
welche die Zytokinproduktion beeinflussen (Pulendran et al., 2010; Spoerri et al., 2009;
Weaver et al., 2007), aber auch die Hochregulation von kostimulatorischen Molekulen
wie CD80/CD86 und anderen Reifungsmarkern mit sich bringen (Kobayashi, Walsh, &
Choi, 2004).

In den peripheren lymphatischen Organen interagieren die DCs uber einen Zeitraum
von wenigen Sekunden bis hin zu einigen Stunden mit T-Zellen, um diese zu
aktivieren. Im Anschluss daran gehen die DCs in Apoptose (Bousso, 2008; Stoll et al.,
2002). Fur die Aktivierung naiver T-Zellen durch DCs ist die TCR MHC-Bindung die
Grundvorraussetzung und wird als Signal 1 bezeichnet. Die Expression von
kostimulatorischen Molekulen (z.B. CD80/CD86 und CD70) auf aktivierten DCs ist das
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zweite wichtige Signal fur die Einleitung einer funktionellen T-Zell Antwort (Alvarez et
al., 2008; Heuzeé et al., 2013; Schildknecht, 2007; Smith-Garvin, 2009; Steinman,
2012). Das von den DCs sezernierte Zytokinmilieu stellt das dritte Signal dar, welches
das funktionelle Profil der T-Zelle beeinflusst (Pulendran et al., 2010; Spoerri et al.,
2009; Weaver et al., 2007). Zur Aktivierung naiver CD8* T-Zellen zu cytotoxischen T-
Lymphozyten (CTL), die dann in der Lage sind infizierte Zellen, die das spezifische
Antigen mittels MHC-Klasse I-Molekul prasentieren zu toten, bendtigt es Typ-I-
Interferone (INF-a/B) und die Interleukine IL-6, IL-12 und IL13. DCs produzieren dieses
Zytokinmilieu nach Kontakt mit Viren, eukaryotischen Einzellern oder intrazellularen
Bakterien (Cousens et al., 2002; Kolumam et al., 2005; Mescher et al., 2006; Parish &
Kaech, 2009). Wird das Antigen Uber die MHC-Klasse |I-Molekule prasentiert, werden
naive CD4* T-Zellen aktiviert. Die Interleukine IL-12 und IL-6 induzieren eine Th1
Antwort, IL-23 und TGF-B eine Tu17 Antwort und IL-4, IL-23 sowie TSLP (thymic
stromal lymphopoietin) eine T2 Antwort (Ahern et al., 2008; Farrar, Asnagli, & Murphy,
2002; lwasaki & Medzhitov, 2015; Palm, Rosenstein, & Medzhitov, 2012; Saenz,
Taylor, & Artis, 2008; Tait Wojno & Artis, 2012). Neben der Polarisierung durch
Zytokinen der DCs, scheint aber auch der Ort der Aktivierung innerhalb der
sekundaren lymphatischen Organe einen wichtigen Teil zur Differenzierung der CD4*
T-Zellen beizutragen (Groom et al., 2012; Ledn et al., 2012; Matloubian & Cyster,
2012; Randolph et al., 1999). So konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass Tfh-Zellen
innerhalb der interfollikularen Zone, dem schmalen Bereich zwischen B-Zell Follikeln,
jedoch an der Grenze der B-Zell-Zone und nicht in der T-Zell-Zone aktiviert werden
(Kerfoot et al., 2011).

Im steady state haben unreife gewebsstandige DCs eine durchschnittliche
Lebensdauer von circa 2 Tagen und migrieren zwischen Geweben und den
lymphoiden Organen (Henri et al., 2001; Kamath et al., 2000). Wahrend der Migartion
phagozytieren unreife DCs stetig Eigenantigene (Huang et al., 2000) sowie
ungefahrliche Fremdantigene (Vermaelen et al., 2001). Unreife DCs prozessieren und
prasentieren Peptidfragmente der internalisierten Antigene auf ihren konstitutiv
exprimierten MHC-Klasse |- und MHC-Klasse |I-Molekulen an naive T-Zellen. Im
Vergleich zu reifen DCs werden bei unreifen DCs jedoch keine oder nur geringe
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Mengen an costimulatorischen Molekulen (Signal 2) auf ihrer Oberflache exprimiert
(Lee et al., 1993) oder pro-inflammatorische Molekule sezerniert (Signal 3). Durch das
Fehlen des Signals 2 werden naive T-Zellen nicht geprimt (Joffre et al., 2009).
Stattdessen fuhrt es zur Anergie oder sogar Apoptose der antigenspezifischen T-
Zellen (Jenkins, Ashwell, & Schwartz, 1988; O’Hehir et al., 1991). Dies tragt zur
Immuntoleranz von peripheren antigenspezifischen T-Zellen bei und zur Suppression
potentziell autoreaktiver T-Zellen. Dies kann durch immunsuppressive Faktoren, wie
IL-10 und TGF-B gesteigert werden (Vitali et al. 2012; Waithman et al. 2007; Hawiger
et al. 2001; Probst et al. 2003; Steinman et al. 2003; Shortman & Y.-J. Liu 2002).

Somit erfullen DCs zwei wichtige Funktionen im Immunsystem. Zum einen leiten sie
eine effektive Immunantwort gegen Pathogene ein, zum anderen tragen sie im steady

state zum Erhalt der immunologischen Toleranz bei (Lutz & Schuler, 2002).
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1.2.1. Dendritische Zellen der Haut

Die Haut stellt das grofite Organ des Menschen dar. Sie wird in drei Schichten von
aulen nach innen in Oberhaut (Epidermis), Lederhaut (Dermis und Corium) und
Unterhaut (Subcutis) unterteilt, wobei Oberhaut und Lederhaut die Cutis bilden. Unter
der Dermis liegt eine Schicht subkutanen Fettes, die die Haut von der Muskelschicht
des Korpers trennt (McGrath & Uitto, 2010). Die Haut ist eine wichtige Barriere, welche
uns vor zahlreichen physikalischen, chemischen und pathogenen Einflussen schuitzt.
Die Population der dermalen dendritischen Zellen (dDCs) weist eine grolde
Heterogenitat auf, die im Folgenden in der murinen Haut beschrieben wird. In
Untersuchungen des Transkriptoms, der Funktion und der Oberflachenmolekile
(wobei die Oberflachenmolekile zwischen Mensch und Maus varrieren) konnte
gezeigt werden, dass die unterschiedlichen Subtypen der dDCs aber auch der DC
Populationen der anderen Organe zwischen Maus und Mensch nahezu identisch sind
(Bachem et al., 2010; Guilliams et al., 2016; Haniffa et al., 2012; Poulin et al., 2012;
Poulin et al., 2010).

In der Epidermis, die zu mehr als 90% aus Epithelzellen besteht, die als Keratinozyten
bezeichneten werden, sind Langerhans Zellen (LCs), geweberesidente CD8* Memory
T Zellen (CD8* Trm) und yd T-Zellen zu finden. In der angrenzenden und durch die
Basalmembran von der Epidermis getrennten, aus Fibroblasten und Kollagen- sowie
Elastanfasern bestehenden Dermis befindet sich die heterogene Population der
dermalen dendritischen Zellen (dDCs). Diese lassen sich in konventionelle DCs
(cDCs) des Types 1 und 2 (cDC1s; cDC2), die doppelt negativen DCs (DN), die
monozytaren DCs (moDCs) sowie in die dermalen Makrophagen differenzieren
(Tab. 1; Abb. 1).
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Tabelle 1: Phdnotypen der murinen dermalen dendritischen Zellen (Guilliams et al., 2016; Henri et
al., 2010; Tamoutounour et al., 2013)

Organ Population Phanotyp (steady state)
CD207*, CD11b™, CD103"%,
Epidermis LC )
EpCAM**, CD24*, Sirpa*
CD207*, CD11b™, CD103",
LC in transit

EpCAM**, CD24", Sirpa’

CD207*, CD11b"°, CD24*, Sirpa,
XCR1*, CD103" und -

CD207,, CD11b", CD103,, CD24,

cDC1 (CD207* CD11b)

cDC2 (CD207- CD11b*)

. Sirpa*, XCR1"
Dermis

CD207-, CD11b”°, CD103", EpCAM-

DN (CD207- CD11b") )
, CD24", Sirpa®®

) CD11b*, CD64+, Ccr2*, Ly6CP,

Monozytare DCs (moDCs)

CD24, MerTK

CD11b*, CD64", Ccr2°, Ly6C",

dermale Makrophagen
CD24-, MerTK*
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Ontogenese der Langerhans und dendritischen
Zellen der Haut

Die einzigen mononukledren Phagozyten in der Epidermis sind LCs. Diese exprimieren das C-type
Lektin Langerin (CD207), CD24 und im Gegensatz zu allen anderen DC Populationen EpCAM
(Epithelial Cell Adhesion Molecule). Murine DCs der Dermis (DDC, dermal DCs) werden durch die
Expression verschiedener Oberflachenmolekile in Irf4 (IFN regulatory factor 4) abhangige CD207-
(Langerin) CD11b* (ITGAM) DCs, CD207* CD103" und CD103" DCs, welche Batf3 (basic leucine zipper
transcription factors, ATF-like3) abhanig sind sowie fiir die beiden Marker CD11b und CD207 negative
DCs unterschieden (Bajafia, Turner, Paul, Ainsua-Enrich, & Kovats, 2016; Bursch et al., 2007; Ginhoux
et al., 2007; Henri et al., 2010; Hildner et al., 2008; Poulin et al., 2007) Weiterhin finden sich monozytar
entwickelte DCs (moDC) und Makrophagen in der Haut (Tamoutounour et al., 2013). Dermale cDCs
und moDCs besitzen eine kurze Lebensspanne und werden kontinuierlich aus Vorlauferzellen gebildet,
die Uber BlutgefalRe in das Gewebe eindringen (Geissmann et al., 2010). Konventionelle DCs werden
aus pre-cDCs gebildet (Geissmann et al., 2010) und moDCs aus Ly6C* Monozyten (Bain et al., 2013;
Jakubzick et al., 2013; Tamoutounour et al., 2013). Alle dermalen DCs entwickeln sich FIf3L (Fms-
related tyrosine kinase ligand 3) abhangig (Geissmann et al., 2010; K. Liu et al., 2007; Mackarehtschian
et al.,, 1995), wahrend die Entwicklung von moDCs und einem Teil der Markophagen vom
Chemokinrezeptor Ccr2 abhangig ist (Boring et al., 1997; Serbina & Pamer, 2006; Tamoutounour et al.,
2013).
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1.2.1.1 Langerhans Zellen (LCs)

Langerhans Zellen (LCs), die von Paul Langerhans 1868 entdeckt und nach ihm
benannt wurden (Langerhans, 1868), zahlen zu den Leukozyten (Silberberg, 1973)
und gehoren zur Familie der dendritischen Zellen (DC), welche von Steinmann und
Cohan 1973 entdeckt wurden. Wie die meisten DCs sind LCs potente APCs, in dem
sie Pathogene aufnehmen, prozessieren und auf ihre MHC-Komplexe laden.
AnschlieRend migrieren sie aus der Epidermis zu den hautdrainierenden Lymphknoten
(sdLN), um dort kutane Antigene an T-Lymphozyten zu prasentieren (Merad et al.,
2008; Romani, Clausen, & Stoitzner, 2010). Ungefahr 3-5% der Zellen der Epidermis
sind LCs, die eine Verteilung von circa 700-1.000 LCs / mm? aufweisen (Valladeau &
Saeland, 2005). LCs breiten ihre Dendriten zwischen den Keratinozyten aus und bilden
ein dichtes Netzwerk, welches den gesamten Korper umspannt (Kubo, Nagao, &
Amagai, 2013). Sobald pathogene Erreger erkannt werden, vermitteln LC gemal} der
Mechanismen der angeborenen Immunantwort die Ausschittung pro-
inflammatorischer Signalmolekule, welche als Gefahrensignal auf direkt umgebende
Keratinozyten einwirken und die Sekretion von TNF-a induzieren (Villablanca, Russo,
& Mora, 2008). Unter Einfluss dieser Zytokine wird E-cadherin auf ihrer Oberflache
herabreguliert, wodurch sie sich von den ihnen umgebenden Keratinozyten I6sen. Die
LCs konnen jetzt die Basalmembran zwischen Epidermis und Dermis durchqueren,
um zu den hautdrainierenden Lymphknoten zu gelangen. Daher ist neben den LCs in
der Epidermis eine kleine Population von Langerhans Zellen in transit in der Dermis
zu finden (Henri, et al., 2010). Die durch eine Entzindung, Infektion oder Verwundung
bedingte massive Auswanderung der LCs aus der Epidermis wird sofort von
kurzlebigen aus zirkulierenden Gr-1"" Monozyten gebildeten LCs aufgefangen
(Ginhoux et al., 2006; Seré et al., 2012).

LCs unterscheiden sich von anderen dermalen DCs durch ihre einzigartige
Ontogenese und homoostatische Eigenschaften (Merad et al., 2008). Zu Beginn der
embryonalen Phase (Tag 18) entwickeln sich LCs aus einfachen im Dottersack
gebildeten myeloiden Vorlauferzellen, die dann grof3tenteils durch Monozyten, welche
in der fotalen Leber gebildet werden, ersetzt werden (Hoeffel et al., 2012; Kumaravelu
et al, 2002). Diese LC Vorlauferzellen entwickeln sofort nach der Geburt
morphologische und phanotypische Merkmale von DCs und prasentieren MHCII und
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CD11c auf ihrer Oberflache (Chang-Rodriguez et al., 2005; Chorro et al., 2009;
Romani, Schuler, & Fritsch, 1986), die Expression von Langerin (CD207) hingegen
erreicht erst drei Wochen nach der Geburt ihre volle Intensitat (Tripp et al., 2004).
AuRerdem exprimieren alle LCs CD11b, CD24 und F4/80 und sind im Gegensatz zu
den meisten DCs unabhangig von Flt3 und Flt3L in ihrer Entwicklung, benétigen jedoch
fur diese wie die meisten Makrophagen im Gewebe den Rezeptor fur den colony
stimulating factor-1 (Csf-1R) (Ginhoux et al., 2009, 2006; Kingston et al., 2009; Merad
& Manz, 2009; Witmer-Pack et al., 1993). LCs exprimieren EpCam (Epithelial Cell
Afhesion Molecule), welches insbesondere fir die Differenzierung der LC von CD207*
dermalen DCs genutzt werden kann (Kissenpfennig et al., 2004; Valladeau & Saeland,
2005). LCs erhalten sich lebenslang in situ selbst und sind unabhangig von im
Knochenmark gereiften Vorlauferzellen wie es bei DCs der Fall ist. Aulerdem sind
LCs strahlungsresistent, was dazu fuhrt, dass LCs nach letaler Bestrahlung und
Rekonstitution mit Donor Knochenmark weiterhin von dem Akzeptortier stammen
(Katz et al., 1979; Merad et al., 2002).

Nach ihrer Aktivierung in der Haut durch die Erkennung von Pathogenen, schutten LCs
pro-inflammatorische Zytokine aus und migrieren zu den hautdrainierenden
Lymphknoten (sdLN) (Cumberbatch et al., 2003; Kubo et al., 2009; Nagao et al., 2009;
Ouchi et al., 2011). LCs erreichen ihre maximale Anzahl in den sdLN etwas spater als
die dDCs und besiedeln unterschiedliche Bereiche der sdLN verglichen zu dDCs
(Kissenpfennig et al., 2005; Tomura et al., 2014). Lange Zeit wurde angenommen,
dass LCs zu den sdLN migrieren und eine Immunantwort durch Effektorzellen
induzieren, neuste Studien legen jedoch nahe, dass LCs eher an der Bildung der
peripheren Toleranz beteiligt sind. Durch Migration zu den sdLN vermitteln LCs
Toleranz durch Deletion sowohl bei CD4* (Shklovskaya et al., 2011), als auch bei CD8*
T-Zellen (Flacher et al., 2014). Sie induzieren regulatorische T-Zellen (Tregs) (De
Aguero et al.,, 2012) und fordern die Produktion von immunsuppresivem IL-10
(Shklovskaya et al., 2011). Die Depletion, von EpCAM auf LCs reduziert die
Migrationsfahigkeit von LCs und hemmt die Induktion der Toleranz im Model der
Kontakthypersensitivitat (CHS) (Bobr et al., 2010; Gaiser et al., 2012). Die Depletion
von LCs fuhrt zu einem schwacheren Verlauf in der Infektion mit Leishmania major

und einer Verringerung der regulatorischen T-Zellen (Treg) (Kautz-Neu et al., 2011).
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Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass LCs auf ionisierte Strahlung mit einer
Induktion der Expansion von Treg Zellen reagieren (Price et al., 2015). Wird bei der
Candida albicans Infektion die epidermale Barriere verletzt, sind LCs durch die
Produktion von IL-6 dazu in der Lage eine Th17-mediierte zellulare Antwort einzuleiten
(lgyarto et al., 2011).

Die genaue Funktion von LCs konnte bis heute nicht vollstandig geklart werden, da
unterschiedliche Mausmodelle teil widerspruchliche Vermutungen bezlglich ihrer

Funktionalitat zulassen.

1.2.1.2 Konventionelle dendritische Zellen (cDCs)

In allen Geweben existieren cDCs, die ihren Ursprung in pluripotenten
hamatopoetischen Stammzellen haben und ahnliche Funktionen erflllen, die anhand
ihrer Ontogenese in die zwei Subpopulationen Typ1 konventionelle DC (cDC1) und
Typ2 konventionelle DC (cDC2) unterteilt werden (Guilliams et al., 2016, 2014; Mildner
& Jung, 2014). Im steady state stellen die cDCs den grofdten Teil der dDCs dar und
weisen die typische dendritische Morphologie auf (Guilliams et al., 2016; Henri et al.,
2010; Tamoutounour et al., 2013). cDCs exprimieren das Integrin CD11c und MHC |l
(Metlay et al., 1990; Steinman, Kaplan, Witmer, & Cohn, 1979) und kdnnen anhand
weiterer Oberflachenmolekule differenziert werden (1.2.1.2.1; 1.2.1.2.2).

1.2.1.2.1 Konventionelle dendritische Zellen Typ | (cDC1s)

Die cDC1s der Haut sind Langerin® dermale DCs, die sich in zwei ungefahr gleich
grofRe, CD103" und CD103, Populationen unterteilen lassen. cDC1 machen circa 6%
der dermalen DCs aus (Henri et al., 2010). AuRerdem exprimieren cDC1s XCR1 (XC-
chemokine receptor1) auf ihrer Oberflache und kénnen so von cDC2s unterschieden
werden (Bachem et al., 2012; Crozat et al., 2011; Guilliams et al., 2016; Yamazaki et
al., 2010). Die Entwicklung von cDC1s ist Batf3 (basic leucine zipper transcription
factors, ATF-like3) abhangig. Batf3 defiziente Mause entwickeln keine dermalen
cDC1s (Edelson et al., 2011; Malissen et al., 2014; Murphy, Tussiwand, & Murphy,
2013; Tussiwand et al.,, 2012). Des Weiteren gibt es Mausmodelle in welchen

Langerinpromotor-abhangig den Diphterie Toxin-Rezeptor exprimieren und somit
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durch Diphterie Toxin von dermalen cDC1s depletiert werden konnen (Kissenpfennig
et al., 2005).

Unterschiedliche Methoden in denen entweder cDC1s eleminiert oder depletiert
wurden oder in welchen cDC1s explizit adressiert wurden, haben gezeigt, dass cDC1s
die primare Subpopulation der DCs sind, welche virale Antigene, exogene und
Eigenantigene Uber ihre MHC-Klasse I-Komplexe an CD8" T-Zellen kreuzprasentieren
konnen (Bedoui et al., 2009; Henri et al., 2010; Joffre, Segura, Savina, & Amigorena,
2012; Theisen & Murphy, 2017). So wurde zum Beispiel gezeigt, dass cDC1s Zellen
fur eine effiziente CD8" T-Zell Antwort nach dermaler Infektion mit Vaccina Virus
(Seneschal, Jiang, & Kupper, 2014) und in der Leishmaniose Infektion bendtigt werden
(Kautz-Neu et al., 2011). Bei Abwesenheit dieser Subpopulation kann hingegen
weiterhin eine Th2 mediierte humorale Antwort und nach kutaner C. albicans Infektion

eine Tu1 Antwort ausgelost werden (Igyarté et al., 2011).

1.2.1.2.2 Konventionelle dendritische Zellen Typ 2 (cDC2s)

Die CD207- CD11b* Sirpa* konventionellen dendritischen Zellen Typ 2 (cDC2s) sind
mit 60-70% der dermalen DCs die am haufigsten vertretene Subpopulation in der
Dermis (Guilliams et al., 2016; Henri et al., 2010). Durch die Abwesenheit der
Oberflachenmolekile Ly6C und CD64 lassen sie sich von moDCs und dermalen
Makrophagen im steady state gut unterscheiden (Tamoutounour et al., 2013).

Die Entwicklung von cDC2 aus hamatopoetischen Stammmzellen ist neben Flt3 (FMS-
like Tyrosin Kinase) (Mackarehtschian et al., 1995) auch von Irf4 (IFN regulatory factor
4) abhangig (Bajafia et al., 2016).

Wahrend fur die cDC1 mit ihrer besonderen Fahigkeit zur Kreuzprasentation eine
besondere Rolle im Priming von CD8* T Zell Antworten beschrieben wurde, wurden
als Aufgabe der cDC2 hauptsachlich das Priming von CD4" T Zellen und die
Differenzierung der verschiedenen Arten von T Helferzellantworten berschrieben
(Calabro et al., 2016; Pooley, Heath, & Shortman, 2001; Reuter et al., 2015). In
Gegenwart von TSLP (thymic stromal lymphopoietin) 16sen cDC2s eine TH2 Antwort
aus (Kitajima & Ziegler, 2013). AuRerdem produzieren cDC2s IL-23, welches die IL-17
und IL-22 Produktion von dermalen T-Zellen fordert und eine Rolle in der Psoriasis
spielt (Wohn et al., 2013). Durch die Expression von Aldh1a2 auf cDC2s, welches die
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Retinaldehyde-Specific Dehydrogenase Type 2 kodiert, wird Vitamin A in Retinolsaure
umwandelt und tragt letztendlich zur Entstehung von regulatorischen T- Zellen bei
(Guilliams et al., 2010; Mucida et al., 2007).

1.2.1.3 Monozytare dendritische Zellen (moDCs)

Dermale monozytare dendritische Zellen (moDCs) und Makrophagen haben ihren
Ursprung in Ly6C positiven Monozyten, welche aus dem Blut in das Gewebe
einwandern (Jakubzick et al., 2013; Tamoutounour et al., 2013). Die Auswanderung
von Ly6C* Monozyten aus dem Knochenmark ist CCR2 abhéngig (Dominguez &
Ardavin, 2010; Serbina & Pamer, 2006). Um dermale moDCs und Makrophagen von
cDCs zu diskriminieren, kann man sich der Oberflachenmolekilen CD64 und Ly6C
bedienen. Eine Unterscheidung zwischen Makrophagen und moDCs ist Uber CCR2
und MerTk mdglich, da moDCs im Gegensatz zu Makrophagen CCR2* und MerTk
sind (Tamoutounour et al., 2013). Auch wenn moDCs sich aus Monozyten entwickeln,
konnte gezeigt werden, dass sie den Transkriptonsfaktor Zbtbb46 in geringem Malde
exprimieren, der cDCs von anderen Immunzellen wie pDCs und Monozyten
unterscheidet (Satpathy et al., 2012).

Ohne inflammatorische Stimuli besitzen moDCs im Vergleich zu anderen DCs nur
geringe migratorische Eigenschaften (Dai et al., 2002; Tamoutounour et al., 2013).
moDCs und Makrophagen exprimieren im steady state I1L-10, weshalb diesen Zellen
eine antiinflammatorische Funktion im steady state zugeschrieben wird.
(Tamoutounour et al., 2013). In einer Entzindungsreaktion regulieren moDCs Ly6C
herab und exprimieren verstarkt CD11c und MHC-Klasse Il auf ihrer Oberflache
(Tamoutounour et al., 2013). AuRerdem nimmt die Anzahl an moDCs in Folge einer
Infektion der Haut signifikant zu (Tamoutounour et al., 2013). Allgemeine
Untersuchungen zur Interaktion von moDCs mit T-Zellen und wie moDCs die T-Zell
Antwort regulieren, kommen zu keinem eindeutigen Ergebnis. Wahrend eine Studie
das effiziente Priming von T-Zellen und deren Proliferation beobachtet (Cheong et al.,
2010), kam eine weitere Studie zu dem Schluss, dass moDCs in diesem
Zusammenhang Uberflussig sind (Serbina et al.,2003) oder sogar unfahig dazu sind
die Proliferation von T-Zellen zu induzieren (Rydstrom & Wick, 2007).
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1.2.1.4 Makrophagen

Makrophagen in der Dermis sind wie moDCs von cDC2s durch die Expression der
Oberflachenmarker CD64 und Ly6C zu unterscheiden. Da dermale Makrophagen
CCRZ und MerTK* sind, kénnen sie gut von moDCs differenziert werden. Dermale
Makrophagen werden bereits in der Embryogenese im Dottersack und der fotalen
Leber gebildet (Ginhoux & Guilliams, 2016). Im erwachsenen Alter werden dermale
Makrophagen stetig aufgeflllt, die sich aus hamatopoetischen Stammzellen
entwickeln (Baranska et al., 2018).

Makrophagen sind ein wichtiger Bestandteil des angeborenen Immunsystems
(Hettinger et al.,, 2013) und an unterschiedlichen immunologischen Reaktionen
beteiligt. Nach Aktivierung der Makrophagen durch proinflammatorischen Zytokine wie
INF-y oder TNF produzieren sie gro3e Mengen an reaktiven Sauerstoff-Spezies (ROS)
und reaktiven Stickstoff-Verbindungen (NOS) weitere proinflammatorische Zytokine
und steigern ihre Fahigkeit der Phagozytose (Mosser & Edwards, 2008). IL-1, IL-6 und
IL-23 von Makrophagen tragt zur Differenzierung von Th17 Zellen bei (Yang et al.,
2008).

Bei Wundheilungsprozessen werden Makrophagen Uber IL-4 aktiviert, woraufhin sie
Kollagenvorlaufermolekule produzieren, um die Bildung extrazellularer Matrix zu
unterstutzen (Gratchev et al., 2001; Kreider, Anthony, Urban, & Gause, 2007).
AuBerdem konnen Makrophagen durch Ausschuttung von IL-10 und TGF-
antiinflammatorisch wirken (Lucas, Zhang, Prasanna, & Mosser, 2005). Was genau
zur Stimulation des antiinflammatorischen Effektes fuhrt ist noch nicht vollstandig
geklart. Dieser Mechanismus tragt aber zur Beendigung von Entztindungsreaktionen
bei und schutzt unseren Korper vor UberschieBenden und autoimmunen

Immunreaktionen (Mosser & Edwards, 2008).

1.2.1.5 Plasmazytoide dendritische Zellen (pDCs)

Plasmazytoide DCs stellen die kleinste Population an DCs im gesamten Korper dar

und sind in der gesunden Haut nicht nachweisbar. Sie werden hier ausschlie3lich der

Vollstandigkeit halber erwahnt. lnren Namen tragen sie auf Grund ihrer ,Plasmazellen®

ahnlichen Morphologie. Die pDCs konnen anhand ihrer Oberflachenmolekule

CD11c™, B220*, PDCA-1*, MHC-II""t identifiziert werden. Im steady state sind pDCs
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im Blut und in den sekundaren lymphatischen Organen zu finden, sie fehlen jedoch in
den meisten peripheren Geweben unter anderem auch in der Haut (Gilliet et al., 2004;
Wollenberg et al., 2002). pDCs sind aber dazu in der Lage bei viralen Infektionen wie
Virizella-Zoster-Virus (Gerlini et al., 2006), Humane Papillomviren (Vanbervliet et al.,
2003) und Herpes-somplex-Viren (Donaghy et al., 2009) in die Haut einzuwandern. In
Folge einer viralen Infektion produzieren pDCs grof3e Mengen an INF-a (Vremec et
al., 2007). Es konnte gezeigt werden, dass Type | INFs, die von pDCs produziert
werden, hemmend auf die virale Replikation wirken und zur Induktion und Expansion
einer antiviralen Immunantwort durch Aktivierung von Memory T-Zellen, B-Zellen und
NK-Zellen beitragen (Gilliet, Cao, & Liu, 2008; Theofilopoulos, Baccala, Beutler, &
Kono, 2005).

1.3 Keratinozyten

Der Keratinozyt ist der in der Epidermis (Oberhaut) mit iber 90 Prozent hauptsachlich
vorkommende Zelltyp (Kanitakis, 2002). Keratinozyten stammen von epidermalen
Stammzellen ab, die sich im Bereich des Stratum basale oder aber im Bereich der
aulieren Wurzelscheide der Haarfollikel befinden. Sie durchwandern, wahrend sie von
nachkommenden Zellen nach oben geschoben werden, mehrere Stadien der
Entwicklung, bis sie im Stratum corneum eine Schicht aus abgeflachten, toten
Korneozyten bilden, die einen undurchlassigen cornified envelope aus vernetzten
Involucrin besitzen (Lynley & Dale, 1983; Rice & Green, 1977). Diese Schicht stellt die
aullerste Schutzschicht der Haut und somit unseres Organismuses dar (Kanitakis,
2002).

Die Zeit zwischen Differenzierung im Stratum basale und Abschilferung als Korneozyt

im Stratum disjunctum betragt etwa einen Monat, kann aber bei bestimmten

Erkrankungen, z. B. bei Psoriasis, verkurzt sein.

Wahrend dieser Differenzierung verandern Keratinozyten stetig ihre Form und
geometrische Ausrichtung. Im Stratum basale entstehen die Keratinozyten aus
epidermalen Stammzellen und besitzen eine ungefahr zylindrische Form. Im Stratum

spinosum beginnt der Umbau der Zellen mit einer Volumenzunahme sowie einer
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Anderung der Zellachse in eine eher horizontale Richtung und es werden
Keratohyalinkorner gebildet. Anschlieend kommt es zur Abplattung der Zellen, dem
Verlust des Zellkernes, zur Schrumpfung aufgrund von Flussigkeitsverlust sowie zur
Verhornung. In dem folgenden Stratum corneum (Hornschicht) kann man keine
Keratinozyten mehr nachweisen. Aus Keratinozyten wurden Korneozyten. Das
Stratum corneum bildet eine Barriere, die Fremdkorper und Keime abhalt und den

Korper vor dem Austrocknen schutzt.

Keratinozyten sind aktiv an der Immunantwort, an Entzindungsprozessen und bei der
Wundheilung beteiligt. Sie tragen zum UV-Schutz bei, indem sie Melanosomen von
Melanozyten aufnehmen. Das Melanin wird um den Zellkern gelagert und schutzt
diesen vor UV-bedingten Schaden. Sie konnen eine Vielzahl von Zytokinen,
Wachstumsfaktoren und sogar Komplementfaktoren produzieren. Viele dieser
Mediatoren werden erst als Antwort auf stimulatorische Signale sezerniert. So
reagieren Keratinozyten auf Stimuli wie UV-Strahlung, irritative Chemikalien oder
Aufbringen eines Kontaktallergens mit der Sekretion proinflammatorischer Zytokine
und Chemokine sowie der Expression von Adhasionsmolekulen. Bei vielen chronisch
entzundlichen Hauterkrankungen werden insbesondere TNF-a und IL-1, aber auch
viele andere Interleukine und Chemokine freigesetzt.

Die Komplementkomponente C3 wird von Keratinozyten produziert, was zu einer
Anlockung von T-Zellen in die Haut bei der Generierung von C3a uber spezifische
Rezeptoren fuhren kann (Werfel et al., 2000). Die Einwanderung von T-Zellen in die
Haut wird auch uber die von Keratinozyten produzieren chemotaktische Molekule wie
das ,Cutaneous T-Cell-Attracting Chemokine“ (CCL27) (Homey et al., 2002) oder das
»1hymus and Activation Regulated Chemokine® (CCL17) (Vestergaard et al., 2000),
gesteuert.

Ob KCs durch Antigen Prasentation naive T-Zellen direkt aktivieren kdnnen oder ob
ihre Antigene mit Hilfe von LCs und dDCs an naive T-Zellen kreuz prasentiert werden
mussen und somit indirekt zur Aktivierung beitragen, wird kontrovers in der Literatur
diskutiert. So konnte Fan et al. zeigen, dass KCs die Fahigkeit besitzen, bei
Entziindungen im Gewebe autoreaktive CD4* T Zellen direkt zu aktivieren. In dieser
Studie wurde vermutet, dass IL-1 oder TNF-a durch die Entzindung mobilisiert wurde,
was den KCs die Fahigkeit von APCs durch hoch Regulation ihrer MHC Molekule
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verlieh (Fan et al., 2003). In diesem transgenen Modell waren jedoch LCs und dCDs
zugegen, was eine indirekte Aktiverung der T-Zellen nicht ausschlielen lasst. Kim et
al., konnte in einem Graft-versus-Host-Modell zeigen, dass bei beta 2-microglobulin-
deficient - K14-OVA X Lang-DTR Tg Chimaren in welchen LCs als auch dDCs
exkludiert wurden, die auf KCs prasentierte Modellantigen intradermal injizierte
spezifische CD8" T-Zellen aktivierten und eine GVH-Reaktion hervorriefen. Dies flhrte
zu deren Hypothese, dass KCs direkt naive CD8* T-Zellen primen kénnen (Kim et al.,
2009). Henri et al. hingegen zeigte, dass in dem von ihnen verwendeten Model eine
Kreuzprasentation der Antigene, die durch KCs exprimiert wurden durch cDC1s
erforderlich ist (Henri et al., 2010).

Somit mussen weitere Untersuchungen zur Klarung der Frage der direkten oder

indirekten Aktivierung von naive T-Zellen durch Keratinozyten unternommen werden.
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1.4 Antigen-Prozessierung, -Prasentation und Kreuzprasentation

1.4.1 MHC-Klasse | und lI-Molekiile

Zur erfolgreichen Einleitung einer adaptiven Immunantwort mussen Antigene der
Pathogene Uber antigenprasentierende Zellen (APCs) an T-Lymphozyten prasentiert
werden. Diese Prasentation erfolgt Uber den major histocompatibility complex (MHC),
der in die zwei Untergruppen MHC-Klasse |- und MHC-Klasse |I-Molekule unterteilt
wird. MHC-Klasse I-Molekule sind fur die Prasentation intrazellularer Pathogene (z.B.
Viren) verantwortlich (Rock et al., 1994), wohingegen MHC-Klasse II-Molekule
exogene Pathogene prasentieren (Rudensky et al., 1991).

MHC-Klasse I-Molekule haben eine geschlossene Bindetasche in welcher Peptide
einer Lange von 8-10 Aminosauren (AS) nicht-kovalent uber Wasserstoffbricken und
ionische Wechselwirkungen gebunden werden (Bouvier & Wiley, 1994). Die 8-10 AS
langen Peptide kdnnen Abbauprodukte endogener Pathogene des Immunproteasoms
durch Interferone stimulierter Zellen sein, die im Cytosol Uber Ubiquitin markiert
werden (Aki et al., 1994; Boes et al., 1994). Aminopeptidasen im Cytosol trimmen die
Peptide N-terminal und diese werden im Anschluss mittels TAP in das
endoplasmatische Retikulum transportiert. Hier erfolgt ein weiteres N-terminales
Trimming durch Aminopeptidasen, bevor die Peptide mit Hilfe von Tapasin und
Calreticulin auf MHC-Klasse I-Molekule geladen werden (Suh et al., 1994). Der so
entstandene MHC-Peptid-Komplex dissoziiert vom Peptid Loading-Komplex ab und
wird durch den Golgi- Apparat zur Zelloberflache transportiert (Williams et al., 2002).
Auf der Zelloberflache prasentieren die MHC-I-Molekile das endogene Peptid,
welches von TCRs der CD8" T-Zellen in den sekundaren lymphatischen Organen
erkannt wird und flhren zu einer spezifischen CD8* T-Zell Antwort (Rock et al., 1994;
Williams et al., 2002).

Die MHC-Klasse |I-Molekule verfugen uber eine offene Bindetasche, was es ihnen
ermoglicht Peptide von 13-18 AS lange zu binden (Saveanu, Fruci, & Van Endert,
2002). Exogene Antigene werden mittels Phagozytose in intrazelluare Vesikel
aufgenommen. In dem so entstandenen Endosom sinkt der anfangs neutrale pH-Wert
nach der Verschmelzung mit dem Lysosom und aktiviert die endosomalen Proteasen.
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Hierzu zahlen Proteasen der Cathepsin-Familie (B, S, L, E) und Asparagin-spezifische
Endopeptidase (AEP), die die Peptide des Antigen fragmentieren (Hsieh et al., 2002).
MHC-Klasse II-Molekule, die sich im Lysosomen befinden, werden mit Hilfe von
Cathepsin S von ihrer schitzenden invarianten Kette befreit, wobei einzig das CLIP
Molekul in der Bindestelle zurlck bleibt (Gregers et al., 2003; Pierre & Mellman, 1998).
Nach Bindung eines HLA-DM-Moleklls an das MHC-Klasse II-Molekil, kommt es
durch Entfernung des CLIP Molekuls zur Freilegung der Bindetasche und das
Peptidfragment des Antigens wird in die Bindefurche eingelagert. AnschlieRend
wandert der MHC-Peptid-Komplex an die Oberflache der APCs und kann an naive
CD4* T-Zellen prasentiert werden (Banchereau & Steinman, 1998; van Lith et al.,
2001).

1.4.2 Cross-presentation

1976 wurde erstmals beobachtet, dass Antigene eines allogenen Transplantates CD8*
T-Zellen stimulierten, welche das Antigen auf MHC-I-Molekulen des Rezipienten und
nicht auf denen des Transplantates prasentiert bekamen - ein Phanomen, das als
cross-priming bezeichnet wurde (Bevan, 1976). Die Entdeckung des cross-primings
legte nahe, dass exogene Antigene von Tumoren, extrazellularen Pathogenen oder
benachbarter infizierter Zellen auch Uber MHC-Klasse I-Molekule prasentiert werden
konnen - ein Prozess der als cross-presentation beschrieben wurde. Lange Zeit war
die einzig bekannte Methode, dass Zellen exogene Antigene aufnehmen und
prasentieren konnen, indem diese mit Peptiden der Antigene beladen wurden, welche
auf MHC-Klasse I-Molekule banden (Townsend et al., 1986). Erst 1990 konnte gezeigt
werden, dass einige Zellen in den lymphoiden Organen auf ihren MHC-Klasse I-
Molekule Peptide von extrazellularen Proteinen prasentieren (Rock, Gamble, &
Rothstein, 1990), welche sich als dendritische Zellen und Makrophagen herausstellten
(Grant & Rock, 1993; Pooley et al., 2001; Shen et al., 1997). Die Kreuzprasentation ist
weitaus ineffizienter und produzierte weniger Peptid-MHC Komplexe im Vergleich zur
Prasentation exogener Antigene auf MHC-II-Molekilen. Jedoch st die
Kreuzprasentation vollkommen ausreichend um eine CD8 T-Zell Antwort einzuleiten

(Sei et al., 2015).
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Exogene l6sliche Antigene, die Uber Pinozytose aufgenommen werden, werden sehr
ineffizient Uber Kreuzprasentation auf MHC-Klasse I-Molekule geladen. Hierfur ist eine
sehr hohe Konzentration an Antigen erforderlich (Kovacsovics-Bankowski et al., 1993;
Rock et al., 1990). Im Gegensatz dazu, werden partikelféormige Antigene, die Uber
Phagozytose oder Makropinozytose aufgenommen werden, sehr effizient auf MHC-
Klasse |-Molekule prasentiert (Kovacsovics-Bankowski et al., 1993; Norbury et al.,
1995; Pfeifer et al., 1993). Aber auch Iosliche Proteine, die jedoch Uber Rezeptor
vermittelte Endozytose aufgenommen werden, konnen sehr gut kreuzprasentiert
werden. Vermutlich ist in beiden Fallen eine groRere Menge an aufgenommenem
Antigen der Grund der besseren Effizienz (Burgdorf, Lukacs-Kornek, & Kurts, 2006;
Kamphorst et al., 2010; van Montfoort et al., 2012).

Eine besondere Rolle in der Kreuzprasentation nehmen cDC1s ein. Untersuchungen
ob unterschiedliche Subpopulationen von DCs der Milz die Fahigkeit der
Kreuzprasentation besitzen, lielfen den Schluss zu, dass nur cDC1s diese Fahigkeit
haben (Den Haan, Lehar, & Bevan, 2000). Anhand von Batf3’- Mausen, in welchen die
cDC1s fehlen, war es erstmal moglich die genaue Funktion dieser Population in der
cross-presentation in vivo zu untersuchen. Die DCs der Batf3”’- Mause waren nicht in
der Lage Antigene Kreuz zu prasentieren und es konnte keine spezifische CD8* T-
Zellantwort bei einer Infektion mit West-Nil Virus beobachtet werden (Hildner et al.,
2008). Bedoui et al. untersuchte die Beteiligung der cDC1s bei der Prasentation von
Antigenen des HSV-1 und Eigenantigenen. lhre Ergebnisse weisen darauf hin, dass
cDC1s die wesentliche Population der migratorischen dDCs sind, die virale und eigene
Antigene prasentieren konnen (Bedoui et al., 2009). Henri et al. konnte zeigen, dass
die kleine Population der dermalen cDC1s die einzigartige Fahigkeit der
Kreuzprasentation von Antigene die von Keratinozyten exprimiert werden besitzen,

unabhangig der An- oder Abwesenheit von LCs (Henri et al., 2010).
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1.5 T-Zellen

Alle T-Zellen haben ihren Ursprung in den hamatopoetischen Stammzellen des
Knochenmarkes. Anhand ihres aus einem Heterodimer zweier Ketten bestehenden T-
Zellrezeptors (TCR) koénnen sie in ap-TCR T-Zellen und die weitaus weniger
vorkommenden yd-TCR T-Zellen unterschieden werden. T-Zellen, die einen a3-TCR
aufweisen, werden in CD4" T-Helfer-Zellen und CD8* zytotoxische T-Zellen unterteilt.
Die T-Lymphozyten besitzen eine groRe Diversitat, die sich wahrend der
Lymphozytenentwicklung durch Rekombination vieler Gensegmente (combinatorial
diversity) (Grawunder et al., 1998) und dem Ein- und Ausbau zusatzlicher Nukleotide
(Junctional diversity) (Jeske et al., 1984) ergibt, was Millionen unterschiedliche
Moglichkeiten an Antigenspezifitaten zur Folge hat.

Nachdem T-Zell-Vorlaufer das Knochenmark verlassen haben, migrieren sie in den
Thymus wo sie heranreifen und ein Rearrangement der TCR Gene stattfindet. T-
Lymphozyten die einen funktionsfahigen TCR exprimieren, werden im Thymus
selektioniert. Im ersten Schritt der Selektion, welche als positive Selektion bezeichnet
wird, konnen nur T-Lymphozyten ausreifen, die mit MHC-Molekllen interagieren
konnen (Zinkernagel, 1978; Zinkernagel & Doherty, 1974). Abhanig von ihrer Fahigkeit
MHC-I- oder MHC-II-Molekile zu erkennen, entwickeln sich T-Lymphozyten zu CD8*
oder CD4* T-Zellen (Carpenter & Bosselut, 2010). In der Markregion (Medulla) des
Thymus erfolgt die zweite Phase der Selektion. Binden Thymozyten korpereigene
Antigene und deren MHC-Molekiule mit hoher Affinitat, werden diese apoptotisch
abgebaut. In diesem als negative Selektion bezeichnetem Prozess, werden
autoreaktive T-Zellen eliminiert (Hengartner et al., 1988; Lo et al., 1988). T-Zellen, die
beide Selektionsschritte Uberlebt haben, verlassen den Thymus als naive T-Zellen.
Durch Prasentation eines Antigens Uber den MHC-Peptid-Komplex der
antigenprasentierende Zellen (APCs), an welchen der TCR bindet und
kostimulatorische Molekule (CD80/CD86) sowie Cytokine zugegen sind, werden T-
Zellen zu Effektor T-Zellen (Ter) aktiviert und unterlaufen eine klonale Expansion
(Burnet, 1976; Zinkernagel & Doherty, 1974). Erfolgt die Prasentation des Antigens
Uber den MHC-II-Peptidkomplex, werden CD4* T-Zellen aktiviert und differenzieren zu
T-Helferzellen die in Tu1-, T2, Tu17-Zellen und induzierte regulatorische T-Zellen
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(iTregs) unterteilt werden. Sie rekrutieren und aktivieren B-Zellen, Makrophagen,
Neutrophile und CD8" T-Zellen und regulieren so die adaptive Immunantwort. Im
Gegensatz dazu werden CD8* T-Zellen Uber den MHC-I-Peptid-Komplex aktiviert und
differenzieren zu zytotoxischen T-Zellen (CTL) (Zinkernagel & Doherty, 1974). Bindet
eine CTL mit ihrem spezifischen TCR an Zellen, die einen MHC-I-Peptid-Komplex
prasentieren, kommt es zur Ausschuttung von zytotoxischen Substanzen wie
Granzyme B und Perforin, welches die infizierte Zelle lysiert oder leitet Uber die
Bindung des Fas Liganden an FAS exprimierende infizierte Zelle deren Apoptose ein.
AuRerdem kommt es zur Ausschuttung von inflammatorischen Zytokinen (z.B. IFN-y,
TNF-a und IL-2) durch die CTLs.

Wurde die Infektion effizient bekampft kommt es nach ca. 14 Tagen zu einer
Ruckbildung der Ter-Zellen. Wahrend dieser Phase gehen 90-95% dieser Zellen in
Apoptose. Die verbleibenden 5-10% differenzieren zu unterschiedlichen Typen von
Memory T-Zellen aus (Kaech & Wherry, 2007; Shin & Wherry, 2007).

1.5.1 Memory T-Zellen

Memory T-Zellen leiten eine schnellere und effizientere Immunantwort bei einem
erneuten Kontakt mit dem Pathogen ein (Sallusto, Geginat, & Lanzavecchia, 2004). Im
Gegensatz zu Ter-Zellen, welche in nahezu jedes Gewebe einwandern konnen, gibt
es unterschiedliche Memory T-Zell Populationen, die durch Expression
unterschiedlicher Oberflachenmoleklle in verschiedenen Kompartimenten des
Korpers angesiedelt sind.

Ursprunglich waren zwei Arten von Memory T-Zellen bekannt. Diese wurden mit Hilfe
der Expression des Chemokinrezeptors CCR7 und des Selektins CD62L in die CCR7*
CD62L* Central Memory T (Tcm) Zellen und in die CCR7 CD62L" Effektor Memory T
(Tem) Zellen unterschieden (Sallusto et al., 1999). Tcu-Zellen sind bedingt durch ihre
homing Faktoren CCR7 und CDG62L in den sekundaren lymphatischen Organen
angesiedelt (Sallusto et al., et al., 1999). Nach erneuter Erkennung ihres spezifischen
Antigens proliferieren diese schnell, differenzieren zu Ter-Zellen und beseitigen die
Infektion (Von Andrian & Mackay, 2000). Tem-Zellen hingegen sind in den nicht
lymphatischen Organen anzutreffen (Masopust, Vezys, Marzo, & Lefrangois, 2001;
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Sallusto et al.,, 1999). Sie exprimieren auf ihrer Oberflache andere
Chemokinrezeptoren und Integrine, die es ihnen ermdglichen sich in periphere
Gewebe anzusiedeln (Sallusto et al., 1999). Kommen die Tem-Zellen in der Peripherie
mit Antigen in Kontakt leiten sie die schnelle Produktion von Effektor Cytokinen ein,
um eine Immunantwort zu generieren.

Allerdings wurde die ldee der zwei zirkulierenden Memory T-Zell Populationen
uberdacht, als in Geweben wie Darm, Gehirn und Haut nicht zirkulierende Memory T-
Zellen, insbesondere an zuvor infizierten Geweben gefunden wurden. Diese Zellen
unterschieden sich von den zirkulierenden Memory T-Zellen durch die fehlenden
Fahigkeit der Migration, wie parabiotisch und Transplantationsexperimente zeigten
(Klonowski et al., 2004; Masopust et al.,, 2010; Reading et al., 2009; Wakim,
Woodward-Davis, & Bevan, 2010). Diese gewebespezifische Population der nicht
zirkulierenden T-Gedachtniszellen erhielt den Namen Tissue-Resident Memory T
(Trm) Zellen.

1.5.1.1 Hautresidente Memory CD8* T-Zellen (Trus)

Hautresidente Memory CD8* T-Zellen (Trus) sind eine spezifische Population der
Memory T-Zellen. Diese nicht zirkulierenden Zellen kdnnen in einer Vielzahl von
Organen in deren epithelialen Barrieren gefunden werden. So konnte gezeigt werden,
dass Trwms in nicht lymphoiden Organen wie der Haut, dem zentralen Nervensystem,
in sensorischen Ganglien, dem Darm, dem weiblichen Reproduktionstrakt, den
Speicheldrisen und in der Lunge ansassig sind (Carbone, 2015; Cuburu et al., 2012;
Jiang et al., 2012; Reading et al., 2009; Wakim et al., 2010; Wakim et al., 2013).
Neben ihrer Lokalisation sind hautresidente Tru-Zellen durch die Expression von
Integrin aE (CD103) von Tcwm-Zellen und Tem-Zellen unterscheidbar (Lee et al., 2011;
Mackay et al., 2012; Masopust et al., 2010; Reading et al., 2009; Wakim et al., 2010).
Ein weiteres Molekul, welches auf Tru-Zellen im Darm, der Lunge, der Haut etc. von
Mausen exprimiert wird, ist das transmembrane C-Typ Lektin CD69 (Klonowski et al.,
2004; Lee et al., 2011; Reading et al., 2009; Wakim et al., 2010; Zammit et al., 2006).
Beide Oberflachenmolekule tragen dazu bei, dass sich Trus in der Haut ansiedeln und
dort verbleiben. Die Beibehaltung und das Uberleben der Tru-Zellen in der Haut
scheint von der Interaktion von E-cadherin der Epithelzellen und der alpha Untereinheit
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des ER7 (CD103) auf den hautresidenten Memory Zellen abhangig zu sein (Carbone
et al., 2013).

Nach einer akuten Virusinfektion prasentieren APCs in den sekundaren lymphatischen
Organen (SLOs) auf ihrem MHC-I-Komplex Antigene an die naiven CD8" T-Zellen. Die
naiven CD8* T-Zellen durchlaufen mehrere Runden der Zellteilung, was zur
Entstehung einer gro3en Anzahl an antigenspezifischen Ter-Zellen fuhrt. Neben ihrer
Differenzierung zu zytotoxischen T-Zellen verandert sich auch die Expression der
Adhasionsmolekule auf der Oberflache der Zellen. Dies ermdglicht es den Ter-Zellen
die SLOs zu verlassen und in das entzindete Gewebe zu migrieren, um die Infektion
zu bekampfen (Kaech, Wherry, & Ahmed, 2002; Williams & Bevan, 2007). In Folge der
erfolgreichen Bekampfung kommt es durch Apoptose zur Ruckbildung um 90-95% der
Ter-Zellen und die ubrigen Zellen differenzieren zu Memory-Zellen aus.

Die Trwms in der Haut haben ein dendritisches Erscheinungsbild und wandern langsam
auf der Suche nach ihrem spezifischen Antigen durch die Epidermis (Ariotti et al.,
2012; Gebhardt & Mackay, 2012; Zaid et al., 2014). Bedingt durch ihre Lokalisation an
Stellen, die eine hohe pathogene Konfrontation mit sich bringt, sind Trus in der
Protektion gegen Infektionen wie Vaccinia Virus, Listeria monocytogenes und HSV
(Herpes simplex virus) gegenuber Tcws klar im Vorteil (Ariotti et al., 2014; Jiang et al.,
2012; Reading et al., 2009; Schenkel et al., 2015; Sheridan et al., 2014). Wie alle
immunologischen Komponenten, spielen Trw-Zellen auch eine Rolle bei
Autoimmunerkrankungen der Haut wie der Psoriasis und der allergischen
Kontaktdermatitis (Clark et al., 2015; Gaide et al., 2015).

Trus sind insbesondere in der Hautregion, in welcher eine Infektion oder Vakzinierung
von CD8 T-Zellen bekampft wurde zu finden (Ely, Cookenham, Roberts, & Woodland,
2014; Khan et al., 2016; Masopust, Jiang, Shen, & Lefrangois, 2001; Muschaweckh et
al., 2016; Ray et al., 2004). Khan et al. Konnte zeigen, dass aktivierte CD8* T-Zellen
Antigen unabhangig in die Vaccinia infizierte Haut einwandern und dort zu CD8" Trus
differenzieren. Die Anzahl an CD8* Trus war jedoch an der Stelle der Infektion massiv
erhoht, was fur eine effizientere Differenzierung von CD8" Trus in der Gegenwart von
Antigen spricht (Khan et al., 2016). Die lokale Zusammensetzung der Trus in der Haut
wird durch ,Kreuz-Kompetition“ von lokalen Antigenen, also einer Antigen abgangigen
Kompetetion beeinflusst (Muschaweckh et al., 2016).
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Werden Trus erneut mit dem gleichen Antigen konfrontiert, stellen Tru-Zellen die erste
Welle der adaptiven zellularen Antwort dar und tragen erheblich zur Protektion
gegenuber lokaler Reinfektion bei (Butler, Nolz, & Harty, 2011; Ray et al., 2004; Wu et
al., 2014) (Khan et al., 2016). Trus besitzen die Fahigkeit nach ihrer spezifischen
Reaktivierung durch die Ausschiuttung des Effektor-Zytokinen INF-y andere
Immunzellen (NK Zellen, T-Zellen) zu rekrutieren und 16sen eine Entzindungsreaktion
aus (Schenkel & Masopust, 2014).

Haben Trus ihre Nische gefunden, bleiben sie auch nach Reinfektion in diesem
Gewebe. Bilden sich in der Reinfektion neue Trws aus, verdrangen diese die alten
Trws nicht, sondern beide Populationen bleiben im Gewebe erhalten (Park, 2018).
Allerdings bleibt die Frage offen, welche Subtypen der dermalen dendritischen Zellen
lokal Antigen prasentieren mussen, um zur Differenzierung und dem Erhalt von

hautresidenten Memory CD8" T-Zellen beizutragen.
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2. Zielsetzung der Arbeit

Der Fokus dieser Arbeit lag auf der funktionellen in vivo Analyse der heterogenen
Subpopulationen der dermalen dendritischen Zellen (dDCs) und der Keratinozyten.

Zunachst galt es die Auswirkungen der Applikation von aCD40, das in den folgenden
Experimenten zur Aktivierung der antigenprasentierenden Zellen genutzt werden
sollte, auf die Migration von DCs zu untersuchen.

Frihere Experimente unseres Labors zeigten, dass die topische Expression von 40H-
Tamoxifen insbesondere bei konventionellen DCs Typ 1 (cDC1s) eine erhohte
CreERT Aktivitat hervorrief (Hain et al., 2019). Ziel war es nun festzustellen, ob die
Ursache hierfur zellintrinsisch ist oder mit deren Lokalisation in der Dermis in
Verbindung steht.

AuRerdem wurde bereits im DIETER Mausmodell gezeigt, dass CD207- dDCs eine
spezifische CD8" T-Zellen induzieren kdnnen, die einen ,skin homing“ Phanotyp
aufwiesen. Diese zytotoxische T-Zell Antwort (CTL) protektierte gegen die Challenge
mit rekombinantem Vaccina Virus (Hain et al., 2019). Zum einen sollte geklart werden,
welche Rolle cDC2s oder monozytaren DCs (moDCs), die in CD207- dDCs
zusammengefasst sind, im Einzelnen in diesem Zusammenhang spielen. Zum
anderen wurde sich mit der Frage befasst, ob diese spezifischen CD8* T-Zellen zu
hautresidenten Memory Zellen (Trus) ausreifen.

Da die lokale Antigen Prasentation nicht die Einwanderung geprimter Zellen fordert,
sondern deren Retention und Differenzierung zu Trus erhoht (Khan et al., 2016;
Muschaweckh et al., 2016), galt es zu ermitteln, welche der dDC Subtypen lokal

Antigen prasentieren mussen, um diesen Effekt auszuldsen.

Zur Klarung dieser Fragen wurde das DIETER Mausmodell, welches die selektive
Expression und Prasentation eines Antigens auf DCs erlaubt (Probst et al., 2003) zu
Hilfe genommen. Dieses Mausmodell wurde auf Mauslinien gekreuzt, die defizient fur

unterschiedliche dDCs sind. Das tatsachliche Fehlen der jeweiligen dDC Zelltypen in
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der Haut galt es in dieser Arbeit zu belegen. Um sicher zu gehen, dass Antigene
ausschlieRlich auf DCs prasentiert werden, in denen sie exprimiert werden, musste

eine Kreuzprasentation von DC zu DC ausgeschlossen werden konnen.
Aulerdem wurde neben der funktionellen Analyse der dDCs auch die Rolle der in der

Epidermis angesiedelten Keratinozyten hinsichtlich der eben beschriebenen Punkte

untersucht.
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3. Material und Methode

3.1 Material

3.1.1 Plastik- und Glaswaren

Artikel Dimension Hersteller Art. No.
Abdeckplatten (steril) Greiner 656161
Brand® UV Kivetten Sigma-Aldrich 7592 10
Blutlanzetten 2,9 mm B.Barun 6182003
Cryo’s 2,0 mL Greiner 122280
Einmal Handschuhe Sempercare 3780872
Eppendorfgefaly 1,5 mL ] 616 201
2,0 mL Greiner 623 201
FACS-R&hrchen 5mL Sarstedt 551.579
Kanulen 27G V%" B.Barun 466 5406
MACS Saule Miltenyi Biotec 130-042-401
Pasteurpipetten 5mL Greiner 606 180
10 mL nerbe plus 12-461-9108
25 mL Greiner 760 180
PCR Tubes + Deckel 0,2 mL peqlab 82-0776-A
Petrischalen 100x10 mm Capitol Scientific 172958
Pipettenspitzen 10 L 07-613-7300
(steril + gestopft) 20 L 07-622-7300
200 yL nerbe plus 07-662-7300
1000 pL 07-693-7300
gPCR-Platten 96-Well Axon 28242
Ultraklare gPCR-Deckelstreifen 8-Well Axon 28277
Reaktionsgefalie 15 mL ) 188 271
50 mL Greiner 227 261
Spritzen 1mL B.Braun 9166017V
Spritzenfilter 0,22 ym Roth P668.1
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Thermo Scientific

HERACELL 150i

Well-Platten 6-Well 657 160
24-Well Greiner 662 160
96-Well 651 101
Zellkulturflaschen 175 cm? 661 175
Greiner
75 cm? 658 175
3.1.2 Gerate und Hilfsmittel
Artikel Hersteller Typ
Analysewaage Mettler AE100
Durchflusszytometer FACSCanto
Becton Dickinson LSRII
FACSymphony
Einfrierbox Nalgene® Cryo 1 °C ,Mr.
Nalge Nunc International
Frosty“ Freezing Container
Feinwaage Sartourius LP2200P
Geldokumentation Bio-Rad Gel Doc XR System
Gelelektrophoresekammer Bio-Rad
Homogenisator Wheaton-Gewebe
neo-Lab
Handhomogenisator
Inkubator Sanyo CO:z2 Incubator

Kurzhaarschneider Aesculap® GT420 Isis

Laborrihrwerk VWR VOS 16

Lichtmikroskop (Z) Olympus CKX31

Mehrkanal-Pipetten eppendorf

PCR-Cycler peqLab peqStar

pH Meter WTW pH 537

Photometer Eppendorf Biophotometer 6131

Pinzetten EST Optikerpinzette 11271-30
gerade Pinzette 91100-12

Pipetten Eppendorf 1 uL — 1000 pL

Pipettierhilfe

Integra Biosciences

Plattformschittler Heidolph Titramax 100
gPCT Cycler Bio-Rad MyiQ
Rasierer Braun 190s-1
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Scheren

FST

Hautschere 14060-10
Fellschere 91401-12
Organschere 91460-11

Spannungsquelle

amersham pharmacia
Biotech

EPS 3501 XL

Sterilbank Thermo MSC-Advantage
Thermoschuttler peqlab TS-100
HTA-BioTec HTM
Tischzentrifuge eppendorf Centrifuge 5415 D
Ultraschall-
Hielscher VialTweeter
Homogenisator
Vortexer Bender&Hobein AG Vortex Genie 2

Zahlkammer

Assistant

Neubauer-Zahlkammer

Improved

Zellseparationssystem

Miltenyi Biotec

MACS Magnet

Zentrifuge

Thermo Scientific

Heraeus Multifuge 3L-R
Heraeus Multifuge 3L

3.1.3 Chemikalien

Artikel Hersteller Art. No.
1-Fluoro-2,4-dinitrobenzol

Sigma Aldrich D1529
(299%) (DNFB)
4-Hydroxytamoxifen

Sigma-Aldrich H6278-10MG
(270% Z Isomer)
Aceton Aceton KK40.1
Agarose AppliChem A2114
Ammoniumchlorid

Roth K298.2
(NH4CI)
BORGAL L6sung 24% Virbac 19400456
Borsaure Roth 6943.2
BW245C Cayman Chemicals 12050
Calciumchlorid (CaClz) Roth CN93
Chloroform/lsoamyl- alkohol

Roth X984.2
(24:1)
Dibuthylphtalath Sigma Aldrich D2270
Dimethylsulfoxid (DMSO) Roth A994 .1
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Diphterie Toxin Merck Millipore 322326
dNTPs (100 mM) Thermo Scientific R0182
Essigsaure Sigma-Adrich 6755.2
Ethanol (EtOH) 96% Roth T171.4
Ethidiumbromid Roth 7870.2
Ethylendiamintetra-

Roth 8040.2
essigsaure (EDTA)
EvaGreen® Axon 27490
Forene (Isofluran) Abott B506
Formaldehyd 37% Roth 4979.1
Hepes Roth 9105.3
Isopropanol Roth AE73.1
Kaliumchlorid (KCI) Roth 6781.1
Kaliumhydrogen-

Merck 4854
carbonat (KHCO:s)

ratiopharm 7538837
Ketamin

Inresa 26671.00.00
Kristallviolett Roth 123.1
Maisol Sigma-Aldrich C8267
Magnesiumchlorid

Promega A351H
(25 mM)
Natrium-Azid

Roth K305.1
(Na-Azid)
Natrium-Dihydrogen

Roth 2370.1
-Phosphat (NaH2PO4)
Natriumchlorid (NaCl) Roth 9265.2
Natriumhydroxid (NaOH) Sigma 221465
Nonidet P-40 Sigma NP40S
Optiprep Sigma D1556
Roti®-Histofix 4% Roth P087.3
Tris-Hydrochlorid

Roth 9090.3
(Tris-HCI)
Trypanblau Sigma-Aldrich T6146
Tween-20 Roth 9127.2
Xylazin Bayer 1320422
Xylene Cyanole FF Sigma X-2751
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3.1.4 Puffer

Alle Puffer wurden in VE-Wasser angesetzt, sterilfiltriert (0,2 um Sterilfilter) und bei
4 °C gelagert.
Puffer Zusammensetzung
ACK-Puffer 0,1 mM EDTA
150 mM NH4CI
1 mM KHCOs (pH 7,3)
DNA-Blau-Ldsung 500 mg Xylene Cyanole FF in 1L
H20
FACS Puffer PBS
1 % BSA
20 mM EDTA
0,02 % Na-Azid
Kristallviolett-Farbeldsung 5 g Kristallviolett
50 mL 37% Formaldehyd
8 g NaCl
450 mL ddH20
500 mL EtOH 96%
MACS Puffer PBS
0,5% BSA
5 mM EDTA
10x PBS 1,4 M NaCl
0,1 M NaH2PO4
in H20 pH 7,2
Proteinase K Aktivierungspuffer 3 mM CaCl
10 mM Tris
50 mM Kaliumchlorid; pH 8
SDQ-Puffer 50 mM KCI
10 mM Tris-HCI, pH 9,0
0,45% Nonidet P-40
0,45% Tween-20

0,1 mg/mL Proteinase K
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Permeabilisierungspuffer

HBSS

2mM EDTA
0,5% BSA
0,1% Saponin

50x TAE-Puffer

2 M Tris-HCI
1 M Essigsaure
50 mM EDTA

10x TBE-Puffer

108 g Tris Base
55 g Borsaure
50 mM EDTA

Trypanblau Losung

0,05 % (w/v) Trypanblau

140 mM NaCl
10 mM NaH2PO4

3.1.5 Medien

Artikel

Hersteller

Art. No.

DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle
Medium)

Sigma-Aldrich

D5671

HBSS
(Hanks’

Solution)

Balanced Salt

Sigma-Aldrich

55037C

IMDM
Iscove’s Modified Dulbecco’s

Medium

Sigma-Aldrich

13390

RPMI-1640

Roswell Park Memorial

Institute

Sigma-Aldrich

R0883

3.1.6 Medienzusatze

Bezeichnung

Hersteller

Art. No.

Bovines Serum

Albumin (BSA)

K45-001
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Fetales Bovines Serum

(FBS) Gibco 10270
L-Glutamin Sigma-Aldrich G7513-100ML
Natriumpyruvat )
(100 mM) Gibco 11360
Penicillin /
Streptomycin Sigma-Aldrich P4333
3.1.7 Medien fur Zellkulturen

Bezeichnung Zusammensetzung
DMEM 10% 10% FCS

1% Na-Pyruvat

1% L-Glutamin

1% Penicillin / Streptomycin
RPMI-1640 10% 10% FCS

1% Na-Pyruvat

1% L-Glutamin

1% Penicillin / Streptomycin
Gefriermedium 90% FCS

10% DMSO

3.1.8 Enzyme

Artikel Hersteller Art. No.
Collagenase IV Worthington CLSS-4
Collagenase A Roche 10103586001
DNase | Sigma-Aldrich DN25-100MG
Dispase Il Sigma-Aldrich 4942078001
Go Taq®Polymerase Promega M7806
Proteinase K (aus
Tritirachium album) Serva 33752
10X Trypsin-EDTA Sigma-Aldrich T4174
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3.1.9 Kits
Artikel Hersteller Art. No.
CD8 T Cell Isolation Kit,
Miltenyi Biotec 130-104-075
mouse
EasySep Mouse CDS8a
StemCell 18953
Positive Selection Kit Il
Go Taq G2 Flexi Promega M7806

3.1.10 Oligonukleotide / Primer

Oligonucleotide fur PCR wurden mit Hilfe der Software Geneious konstruiert und bei
der Firma Sigma-Aldrich in Konzentrationen von 100 mM synthetisiert und bezogen.
Die Primer wurden zu 10 pL aliquotiert und bei —20 °C gelagert.

Genotypisierung Sequenz 5'-3'

Batf3-/- Common F: TGCTATGCACAAACCACAAACC
Mut R;: GATACAGGCTGCTGATCTGAG
WT R: GTTGTGAGTCGAAACCACGC

Ccr2-/- Common: CCACAGAATCAAAGGAAATGG

Mut F: CCTTCTATCGCCTTCTTGACG
WT R: CACAGCATGAACAATAGCCAAG

Cre F: GGACATGTTCAGGGATCGCCAGGCG
R: GCATAACCAGTGAAACAGCATTGCTG
Fit3-I- F: TCCACGTTGTTCCCTCTACC

WT R: TATGTGGGCAATTTGGCTCT
MUT R: TGATCTCGTCGTGACCCAT

LangDTR WT F: GAATGACAGATCTGGCCTGAGCTCG
Common R: GTAGCTTTTATATGGTCAGCCAAGG
Mut F: TTCCAGCAGCTAGCCCTCTCCGAA

Rosa26-RFP Mut F: AAGACCGCGAAGAGTTTGTC

Common F: AAAGTCGCTCTGAGTTGTTAT
WT R: GGAGCGGGAGAAATGGATATG

ST33 F: CCTCACATCATTGATGAGG
R: CACGCGGGCGTACATGG
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Spezifitit Conjugate Klon Verdiinnug Isotyp Hersteller
BV510 Bio BV510 1:4000 BioLegend
Fixable Viability eBioscienc
eFluor780 1:1000
Dye e
BD
H2-DP Biotin 28-14-8 1:500 Mouse C3H Pharminge
n
Humanes nicht mehr
FITC 1:500 Acris
IgG Fc verfugbar
mB220 PE/Cy5 RA3-6B2 1:500 Rat IgG2a, « BioLegend
R&D
mCCR2 APC 475301 1:100 Rat IgG2b
System
mCD103 Armenian
BV510 2E7 1:200 BioLegend
Hamster IgG
BV711 M290 1:150 Rat LOU BD Horizon
Armenian
BVv421 2E7 1:100 BioLegend
Hamster IgG
Bv421 M290 1:100 Rat LOU BD Horizon
mCD11b BV650 M1/70 1:2000 Rat IgG2b, « BioLegend
PE/Cy5 M1/70 1:1000 Rat IgG2b, « BioLegend
BV605 M1/70 1:2000 Rat IgG2b, « BioLegend
PE M1/70 1:4000 Rat IgG2b, « BioLegend
mCD11¢c Armenian
APCR700 N418 1:200 BD Horizon
Hamster I1gG2
Armenian
PE-Cy7 N418 1:500 BioLegend
Hamster IgG
Armenian
BV605 N418 1:500 BioLegend
Hamster IgG
mCD127 BV605 A7R34 1:250 Rat IgG2a, « BioLegend
mCD172a PE-Cy7 P84 1:300 Rat IgG1, BioLegend
PE P84 1:500 Rat IgG1, BioLegend
PerCP/Cy5.5 P84 1:300 Rat IgG1, BioLegend
mCD19 PE/Cy5 6D5 1:500 Rat IgG2a, « BioLegend
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mCD207 APC 929F3.01 1:400 Rat IgG2a Dendritics
mCD24 FITC M1/69 1:2000 Rat IgG2b, « BioLegend
PE M1/69 1:2000 Rat IgG2b, « BioLegend
APC 30-F1 1:2000 Rat IgG2c, BioLegend
mCD26 FITC H194-112 1:500 Rat IgG2a, « BioLegend
Armenian
mCD3 PE/Cy5 145-2C11 1:500 BioLegend
Hamster IgG
mCD4 PE/Cy5 RM4-5 1:400 Rat IgG2a, « BioLegend
APC GK1.5 1:500 Rat IgG2b, « BioLegend
mCD44 BV605 IM7 1:250 Rat IgG2b, « BioLegend
APC IM7 1:400 Rat IgG2b, « BioLegend
mCD45.1 Mouse
PB A20 1:500 BioLegend
IgG2a, kK
Mouse
FITC A20 1:500 BioLegend
IgG2a, K
Mouse
PE-Cy7 A20 1:400 BioLegend
IgG2a, K
Mouse
APC A20 1:500 BioLegend
IgG2a, K
Mouse |
Bv421 A20 1:500 BioLegend
gG2a,
mCD45pan BVv421 30-F11 1:1000 Rat IgG2b, « BioLegend
BV785 30-F11 1:1000 Rat IgG2b, « BioLegend
mCD62L APC MEL-14 1:1000 Rat IgG2a, « BioLegend
PE-Cy7 MEL-14 1:400 Rat IgG2a, « BioLegend
mCD64 PE X54-5/7.1 1:250 Mouse IgG1, k  BioLegend
PerCP/Cy5.5 X54-5/7.1 1:250 Mouse IgG1, k  BioLegend
BVv421 X54-5/7.1 1:250 Mouse IgG1, k  BioLegend
Armenian
mCD69 APC H1.2F3 1:400 BioLegend
Hamster IgG
mCD8 BV711 53-6.7 1:500 Rat IgG2a, « BioLegend
APC 53-6.7 1:500 Rat IgG2a, « BioLegend
eBioscienc
PE 53-6.7 1:500 Rat IgG2a, «
e
PB 53-6.7 1:500 Rat IgG2a, « BioLegend
BV785 53-6.7 1:500 Rat IgG2a, « BioLegend
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mCD90.1 BV711 OX-7 1:1000 Mouse IgG1, k  BioLegend
Mouse eBioscienc
FITC HS51 1:10.000
IgG2a, Kk e
mEpCAM APC G8.8 1:3000 Rat IgG2a, BioLegend
eBioscienc
mF4/80 PerCP/Cy5.5 BMS8 1:250 Rat IgG2a, «
e
Syrian hamster
mKLRG1 APC 2F1/KLRG1 1:1000 0G BioLegend
g
mLy6C BV605 AL-21 1:250 Rat IgM, k BD Horizon
mMerTK eBioscienc
PE-Cy7 DS5MMER 1:1000 Rat IgG2a,
e
R&D
Biotin BAF591 1:333 Goat IgG
System
mMHC Il M5/114.15.
APC 5 1:1000 Rat IgG2b, BioLegend
M5/114.15.
PE/Cy5 ) 1:1000 Rat IgG2b, BioLegend
M5/114.15.
BV510 5 1:2000 Rat IgG2b, BioLegend
M5/114.15.
BV605 5 1:2000 Rat IgG2b, BioLegend
Mouse
mNK1.1 PE/Cy5 PK136 1:500 BioLegend
IgG2a, K
mVa 2 PE B20.1 1:500 Rat IgG2a, A BioLegend
Mouse 1gG2b,
mXCR1 BV650 ZET 1:500 BioLegend
K
rek. Maus E-
Selection /
R&D
CD62E Fc 1:500 Human IgG+
System
Chimera
Protein
rek. Maus P-
Selection /
R&D
CD62P Fc 1:500 Human IgG+
System
Chimera
Protein
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eBio-
Streptavidin PE 1:500 )
science
3.1.12 Zelllinien
BSC-40 Nierenzellen aus der grunen Meerkatze (Cercopithecus
aethiops). Die in DMEM 10% kultiviert wurden [ATCCe CRL-

2761™].

3.1.13 Virus
Vaccinia Virus G2 (VV Rekombinanter Vaccinia Virus, welcher das G2 Glycoprotein
G2) von LCMV beinhaltet (Hany et al., 1989). Der Virus wurde von
HC Probst zur Verfugung gestellt und auf BSC-40 Zellen
produziert.

Vaccinia Virus OVA Rekombinanter Vaccinia Virus, welcher das OVA Gen
(VV OVA) exprimiert. Der Virus wurde von HC Probst zur Verfigung
gestellt und auf BSC-40 Zellen produziert.

3.1.14 Mausstamme

3.1.14.1 C57BL/6J (Wildtyp-Stamm)
Die Wildtyp Mause wurden von Janvier Labs oder The Jackson Laboratory bezogen.
Der genetische Hintergrund aller verwendeter Mause war C57BL/6J, mit dem MHC-

Haplotyp H-2°.

3.1.14.2 C57BL/6J, Ly5.1 (B6.SJL-Ptprc? Pepc®/BoyJ)

Der Stamm unterscheidet sich von C57BL/6 und BALB/c M&usen durch eine
Punktmutation im CD45 Gen (Ptprca). Wahrend Wildtyp Mause des Stammes C57BL/6
und BALB/c CD45.2 (Ly5.2) Allele exprimieren, exprimieren Ly5.1 Mause das CD45.1
Gen. Aus diesem Grund werden die Mause haufig in Transplantationsstudien

verwendet (Ratajczak et al., 2001).
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3.1.14.3 C57BL/6J, Thy1.1 (B6.PL-Thy13/CyJ)
Dieser congene C57BL/6J Stamm tragt das T Lymphozyten spezifische Allel Thy1.1.
Somit sind adoptiv transferierte T-Zellen leicht von T-Zellen des Rezipienten zu
unterscheiden (Trowbridge & Mazauskas, 1976).

3.1.14.4 CD11cCreERT X ST33 (DIETER)

DIETER (dendritic cell specific inducible expression of t-cell epitopes after
recombination) Mause tragen zwei Transgene: CD11c-CreERT und ST33.396. Nach
Applikation von Tamoxifen exprimieren ca. 5% aller dendritischen Zellen zwei CTL-
Epitope von LCMV und ein CTL-Epitop der E. coli B-Galaktosidase (Probst et al.,
2003). Ein Transgen kodiert fur eine Cre-Rekombinase unter dem CD11c-Promotor,
wodurch nur CD11c* Zellen (DCs) die Cre-Rekombinase exprimieren. Die Cre-
Rekombinase wird als Fusionsprotein mit der mutierten Form der Bindedomane des
Estrogen-Rezeptors exprimiert. Tamoxifen, bzw. sein aktiver Metabolit 40OH-
Tamoxifen, der gegenuber dem Estrogen-Rezeptor eine hohere Affinitat besitzt,
(Jordan & Dix, 1979) stellen die Liganden gegenuber der mutierten Bindedomane dar.
Bindet einer der beiden Liganden an die Bindedomane des Estrogen-Rezeptors,
kommt es zu einer Translokation der Cre-Rekombinase in den Nukleus und deletiert
loxP-flankierte Nukleotide. Das zweite Transgen ST33.396 kodiert fur zwei CTL-
Epitope aus LCMV (GPs341/D° und NP3zgs404/D®) und ein CTL-Epitop der B-
Galaktosidase (B-Galas7-505/K”). Diese CTL-Epitope werden unter dem ubiquitiren B-
Aktin Promotor als Fusionsprotein mit dem enhanced green fluorescent protein (eGFP)
exprimiert. Eine loxP flankierte STOP Kassette trennt den Promotor und das Transgen,
wodurch das Transgen nicht exprimiert wird. Durch die Gabe von Tamoxifen oder 4-
OHT kommt es zur Translokation der Cre-Rekombinase, was eine Deletion der loxP
flankierten STOP-Sequenz zur Folge hat. Dies filhrt dazu, dass CD11c" Zellen die
ST33 kodierten CTL-Epitope exprimieren (Probst et al., 2003).
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3.1.14.5 P14 (B6;D2-Tg(TcrLCMV)327Sdz/JDvsJ)

TCR327 transgene Mause wurden durch die Nutzung der vom CTL Klon P14 isolierten
a- und - Kette generiert. Dieser transgene T-Zell-Rezeptor erkennt das Epitop 33-41
aus dem Lymphocytic Choriomeningitis Virus (LCMV) Glycoprotein (GP3341) im
Kontext von MHC-Klasse | H-2D" (Pircher et al., 1990).

3.1.14.6 Nur77GFP (C57BL/6-Tg(Nr4a1-EGFP/cre)820Khog/J)

Nur77eGFP transgene Mause exprimieren das enhanced green fluorescent protein
(eGFP) unter der Kontrolle der Nr4a1 (Nur77) Promotor/Enhancer Regionen innerhalb
des Bacterial Artificial Chromosome (BAC) RP24-366J14 Transgens. In T- und B-
Zellen werden niedrige Level an GFP beobachtet. Bei Stimulation des
Antigenrezeptors wird GFP in Nur77-GFPCre BAC transgenen Mausen hochreguliert,
im Gegensatz jedoch zum CD69 Marker der T-Zell Aktivierung, wird GFP nicht durch
entzundliche Stimuli ausgelost. Aulierdem reflektiert die Menge an exprimiertem GFP
wahrend der akuten Aktivierung die spezifische Stimulation des T-Zell Rezeptors
(TCR), wahrend hingegen das niedrige Level an GFP in naiven T-Zellen von der
stetigen Interaktion mit MHC hervorgerufen wird.

Da die Expressionsmenge an GFP in Korrelation zur Bindungsstarke des
Antigenrezeptors bei Nur77eGFP transgenen Mausen steht, sind diese Mause nutzlich
zur Untersuchung der positiven und negativen Selektion im Thymus sowie der

Aktivierung von Lymphozyten (Moran et al., 2011).

3.1.14.7 Langerin-DTR (B6.Cd207'm1(DTR/GFF)Bjec)

Diese Mause exprimieren den humanen Diphterie Toxin Rezeptor (DTR) unter der
Kontrolle des Langerin-Promotors, der die Depletion aller Langerin-tragender Zellen
durch die Injektion von Diphterie Toxin (DT) ermoglicht (Bennett et al., 2005;
Kissenpfennig et al., 2005).

3.1.14.8 Batf3’ (B6.129S(C)-Batf3tm1kmm/j)
Mause dieses Stammes tragen eine Mutation des Exon 1 und 2 des
Transkriptionsfaktors BATF3 (basic leucine zipper transcription factors, ATF-like3),

welches die Expression von BATF3 verhindert (Hildner et al., 2008). BATF3
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defizienten Mausen fehlen konstitutiv CD207* CD103" dermale dendritische Zellen
(Edelson et al., 2011; Tussiwand et al., 2012) - diese Zellen werden auch als cDC1s
bezeichnet (Guilliams et al., 2016).

Diese Mause wurden uber mindestens 12 Generationen auf C57BL/6 zurlck gekreuzt,

da sie ursprunglich den genetischen Hintergrund 129SvEv besitzen.

3.1.14.9 Fit3'- (B6.129-FIt3tm1P99/J)

FIt3” transgene Mause sind genetisch veranderte Mause, die keine FMS-like Tyrosin
Kinase (FIt3) besitzen. Flt3 spielt eine entscheidende Rolle in der fruhen Phase der
Entwicklung der hamatopoetischen Stammzellen. Das Fehlen von Flt3 fuhrt zu einer
Verminderung von DCs die sich aus der myeloiden und lymphoiden Linie entwickeln.
Conventionelle DCs (cDCs) werden in Mausen dieses Stammes nicht gebildet,
wohingegen die Entwicklung von moDCs nicht beeinflusst werden (Mackarehtschian
et al., 1995).

3.1.14.10 Ccr2’- (B6.129S4-Ccr2t™1fc/J)

Durch den Knock-out des Genes Ccr2 in diesen Mausen fehlt der C-C
Chemokinrezeptors Type 2 (CCR2 oder CD192). Aus diesem Grund ist es Monozyten
nicht moglich das Knochenmark zu verlassen und somit haben sie auch nicht die
Maoglichkeit, sich als moDCs im Gewebe anzusiedeln. Mause dieser Linie entwickeln
bis auf die fehlenden moDCs ein normales dermales DC Subpopulation Umfeld
(Boring et al., 1997).

3.1.15.11 Rosa26RFP (Gt(ROSA)26Sortm1Hjf)

Mause dieses Stammes tragen das Reportergen Red Fluorescence Protein (RFP) im
Rosa26 Locus, dem eine loxP flankierte STOP Sequenz vorangeht. Nach Aktivierung
der Cre-Rekombinase exprimieren Zellen dieses Reportergen. Die Mause besitzen
den C57BL/6 Hintergrund (Luche et al., 2007).

3.1.14.12 H2-D"/- (B6.129P2-H2-Db'™! N12)
Mausen dieses Stammes fehlen auf Grund einer genetischen Mutation die H2-DP

Molekule (Pascolo et al., 1997; Pérarnau et al., 1999).
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3.1.14.13 K14Cre (B6.Tg(K14-cre/ERT)61Gkl) X ST33 (K14-DIETER)

K14Cre Mause exprimieren eine Tamoxifen induzierbare Cre-Rekombinase unter
Kontrolle des Keratin 14 Promotors, der selektiv in Keratinozyten aktiv ist. K14-
DIETER Mause verhalten sich analog zu den in 3.1.14.4 beschriebenen DIETER
Mausen. Nach Applikation von Tamoxifen oder 4-OHT exprimieren die Keratinozyten

die transgenen CTL Epitope (Vasioukhin et al. 2002).
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3.2 Methode

3.2.1 Zellbiologische Methoden

3.2.1.1 Zellkultur
Alle Arbeiten mit Zellen wurden an einer sterilen Werkbank durchgefuhrt und im
Inkubator (37 °C, 5% CO2, 100% Luftfeuchtigkeit) kultiviert.

3.2.1.2 Auftauen von Zellen

Die bei —196 °C in Stickstoff gelagerten und in Gefriermedium (90% FCS, 10% DMSO)
eingefrorenen BSC-40 Zellen wurden bei RT vorsichtig aufgetaut. Sobald keine
Eiskristalle im 2 mL Cryo-Réhrchen mehr zu erkennen waren wurden die Zellen mit
einer Pipette in einen 50 mL Falkon Uberfuhrt in welchem sich 10 mL auf 37 °C
vorgewarmtes DMEM 10% befanden. Die Zellen wurden in einem Waschschritt bei
400 rcf, 5 Minuten bei 4 °C zentrifugiert, um sie vom zytotoxischen DMSO zu befreien.
Der Uberstand wurde abgenommen und das Zellpellet in 2mL DMEM 10%
aufgenommen. Eine Halfte der Zellsuspension wurde in einer 175cm?
Zellkulturflasche ausgesat, in die bereits 20 mL DMEM 10% vorgelegt wurden. Der
zweite Milliliter wurde zu 4 mL Medium in eine Vertiefung einer 6-Well-Platte gegeben,
resuspendiert und 1 mL dieser Zellsuspension in das zweite Well der Platte Uberfuhrt.
Dieser Vorgang wurde wiederholt, bis in allen 6 Vertiefungen eine Verdinnungsreihe
entstand. Sowohl die Zellkulturflasche als auch die 6-Well-Platte wurde unter
Zellkulturbedingungen kultiviert.

3.2.1.3 Kultivieren von Zellen

Die konfluenten BSC-40 Zellen wurden durch Absaugen vom DMEM 10% entfernt und
mit 25 mL PBS gewaschen, um die adharenten, lebenden Zellen von allen nicht
adharenten, toten Zellen zu befreien. Zu den Zellen wurde 10 mL Trypsin-EDTA
Lésung gegeben und solange im Inkubator bei 37 °C gelagert, bis sich alle Zellen vom
Boden der Zellkulturflasche geldst hatten (10 - 20 Minuten). Nach Ablosen der Zellen
wurde 20 mL DMEM 10% hinzugefugt, um das Trypsin zu inhibieren und die
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Zellsuspension in einen 50 mL Falkon uberfuhrt und fur 5 Minuten, 400 rcf und 4 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit einer Pasteurpipette abgesaugt und verworfen.
Nach einem weiteren Waschschritt wurde das Zellpellet mit DMEM 10% auf die
gewunschte Zellzahl eingestellt und 1 mL der LOsung in eine oder mehrere neue
Zellkulturflaschen Uberfuhrt, die bereits 25 mL DMEM 10% enthielten.

3.2.1.4 Einfrieren von Zellen

Die BSC-40-Zellen einer halbkonfluenten 175 cm? Zellkulturflasche wurden mit 10 mL
Trypsin-EDTA-LOsung vom Gefallboden gelost, das Trypsin mit 20 mL DMEM 10%
inaktiviert und die Zellsuspension bei 400 rcf fur 5 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgesaugt und verworfen, das Zellpellet in 1 mL Gefriermedium
(90% FCS, 10% DMSO) aufgenommen. Je 500 pL wurde in ein 2 mL Cryo-Réhrchen
Uberfiihrt und die gefiillten GeféRe in einen auf 4 °C gekiihlten Nalgene® Cryo 1 °C
“Mr. Frosty” Freezing Container, mit einer Kuhlrate von 1 °C/Minute gestellt und bei
-80 °C gelagert. Am folgenden Tag wurden die Zellen fur eine dauerhafte Lagerung in
flussigem Stickstoff weggefroren.

3.2.1.5 Bestimmung der Lebendzellzahl

Zur Bestimmung der lebenden Zellen einer Zellsuspension wurde ein Aliquot dieser
Suspension entnommen und mit Trypanblau-Losung verdunnt. 10 yL der Verdinnung
wurde auf eine Neubauer Zahlkammer pipettiert und ausschlieBlich die farblosen,
lebenden Zellen in einem oder mehr Quadraten der Zahlkammer ausgezahlt. Durch
Multiplikation der lebenden gezahlten Zellen pro Quadrat (N), dem Verdinnungsfaktor

(V) und dem Kammerfaktor (10%) wurde die Lebendzellzahl je Milliliter ermittelt.

gezédhlte Zellen (N) x Verdiinnungsfaktor (V) x Kammerfaktor (1 04) = Zellzahl / mL

49



Material und Methode

3.2.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.2.1 Verdau von Gewebe fiir PCR

Fur die Genotypisierung der Mause wurde den Tieren 2-3mm der Schwanzspitze mit
einer Schere entfernt. Die Biopsie wurde in 500 yL Proteinase K aufgenommen. Die
Proben wurden bei 65 °C fur 2 Stunden auf dem Thermoschuttler bei 900 rpm
vollstandig verdaut. AnschlieRend wurden die Proteinase K bei 95 °C fur 20 Minuten
inaktiviert. Die Proben wurden zusatzlich mit 500 yL DNA-Blau-Losung versehen.
Unverdauliche Bestandteile der Probe, wie Haare, wurden durch eine Zentrifugation
von 30 Sekunden bei 13.500 rpm auf dem GefalRboden sedimentiert. Die Proben
wurden im Anschluss bei 4 °C gelagert und 0,6 uL je Probe wurden fur die PCR

verwendet.

3.2.2.2 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Zur Genotypisierung von Mausen wurde das Go Taq G2 Flexi-Kit (Promega)
verwendet. Fur eine Reaktion wurden 0,6 yL DNA Template verwendet. Je nach
Transgen oder Knock-out wurden verschiedene PCR Programme benutzt (s.u.).

Mittels Agarosegelelektrophorese wurden die PCR Produkte analysiert.

Komponente Volumen Finale Konzentration
5x Green GoTaq Flexi Puffer 2L 1x

MgClz Lésung (25 mM) 1,2 uL 1.5 mM

PCR Nucleotid Mix 0,4 uL 0.2 mM pro Nucleotid
(10 mM je Nucleotid) je0,1uL 0,5 uM je Primer

Primer (je 100 uM)

GoTaq DNA Polymerase (5 U/uL) 0,1 pL 1.25U
DNA Template 0,6 uL
Nuclease freies Wasser bis 20 pL auffiillen
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Transgen Primer PCR Programm Amplifikate
CD11cCreERr Cre fwd 94 °C 30 Sek Transgen: 350 bp
Crerev 60 °C 30 Sek WT: keins
72 °C 30 Sek
35x
72 °C 5 min
ST33 ST33 fwd 94 °C 30 Sek Transgen: 250 bp
ST33 rev 60 °C 30 Sek WT: keins
72 °C 30 Sek
35x
72 °C 5 min
LangDTR LangDTR WT fwd 94 °C 30 Sek Transgen: 866 bp
LangDTR Common rev 60 °C 60 Sek WT: 329bp
LangDTR Mut fwd 72 °C 120 Sek
35x
72 °C 5 min
Batf3" Batf3”- Common fwd 94 °C 30 Sek Transgen: 750 bp
Batf3” Mut rev 59 °C 60 Sek WT: 288bp
Batf3” WT rev 72 °C 60 Sek
35x
72 °C 5 min
Ccr2” Ccr2”- Common 94 °C 30 Sek Transgen: 390 bp
Ccr2’- Mut fwd 59 °C 30 Sek WT: 494 bp
Ccr2” WT rev 72 °C 30 Sek
35x
72 °C 5 min
Fit3" FIt3” fwd 94 °C 30 Sek Transgen: 500 bp
FIt3”- WT rev 59 °C 30 Sek WT: 163 bp
FIt3”- Mut rev 72 °C 30 Sek
35x
72 °C 5 min
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Rosa.RFP Rosa mut 94 °C 30 Sek Transgen: 320 bp
Rosa common 58 °C 60 Sek WT: 600 bp
WT rev 72 °C 60 Sek
35x
72 °C 5 min

3.2.2.3 DNA Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese diente zur Auftrennung von DNA Fragmenten nach
ihrer Grofde und anhand dieser zur Spezifizierung der Fragmente.

Hierzu wurde 1-2% (w/v) Agarose in TBE Puffer durch Aufkochen in der Mikrowelle
gelost und mit 1 ug/mL Ethidiumbromid versetzt, kurz geschwenkt und in eine
Gelkammer gegossen, welche bereits mit den notigen Kdmmen flur die Ladetaschen
versehen war. Nach 20 min erstarrte das Gel und die Kdmme wurden entfernt. Die
Gelkammer wurde in die mit TBE-Puffer geflllte Elektrophorese-Wanne gelegt und
darauf geachtet, dass das Gel mit TBE-Puffer vollstandig bedeckt war. Anschlie3end
wurden die Taschen mit 17 pL der zu untersuchenden PCR-Proben beladen. Die DNA
Agarosegelelektrophoresen wurden in Gegenwart von DNA GroRenstandards, einer
positiv-, einer negativ- und einer Wasserkontrolle durchgefihrt. Die PCR-Produkte
wurden bei einer Spannung von 180 V und 20 min aufgetrennt. Im Anschluss wurde

ein Bild des Gels mit Gel Doc™ XR+ System (Bio-Rad) aufgenommen.

3.2.2.4 Arbeiten mit Virus

3.2.2.4.1 Gewinnung groBer Mengen des Vaccinia Virus

Hierfliir wurden BSC-40 Zellen in 175 cm? Kulturflaschen bis zu einer Dichte von 107
Zellen pro Flasche Kkultiviert. Mit einer Pasteurpipette wurde das DMEM 10%
abgesaugt und 5*10° pfu des rekombinanten VV G2 (MOI=0,05) bzw. VV-OVA in 5 mL
DMEM 10% zugegeben. Um eine gute Verteilung des Virus auf den Zellen zu
gewahrleisten, wurden die Zellkulturflaschen bei RT Uber einen Zeitraum von einer
Stunde alle 5 Minuten fur 1 Minute auf dem Plattformschuttler (250 rpm) geschwenkt.
Im Anschluss wurden 30 mL DMEM 10% zugefugt und im Inkubator bei 37 °C fur 36-
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48 Stunden bis zur Ablosung aller Zellen vom Flaschenboden inkubiert. Medium und
Zellen wurde mit einer Pasteurpipette in einen 50 mL Falcon Uberfuhrt. Nach einem
Zentrifugationsschritt (400 rcf und 4 °C fir 5 min) wurde der Uberstand bis auf 2 mL
abgesaugt. Im restlichen Uberstand wurden die Zellen vorsichtig resuspendiert und zu
je 1 mL in 2 mL Eppendorfgefale Uberfuhrt und im Kuhlhaus bei 4 °C 3-6 mal fur
10 Sekunden mit dem Ultraschall-Homogenisator sonifiziert, bis eine tribe
Suspension entstand und zu 100 pL in PCR Tubes alliquotiert. Der neu gewonnene
Virus wurde bei -80°C gelagert. Der Virustiter des neu gewonnen Virus, wurde anhand

eines zuvor auf -80°C gekuhlten Alliquots mittels Plaque Assay ermittelt.

3.2.2.4.2 Virustiterbestimmung mittels Plaque Assay

Zur Bestimmung des Virustiters des VV wurden 100 pL Virus mit 900 yL DMEM 10%
verdunnt und je 200 pL in zwei Wells in die erste Reihe einer 96-Well Platte gegeben.
Fur die Virustiterbestimmung infizierter Mause wurden infizierte Ohren in 1 mL Medium
gegeben und das Gewebe mit einem elektrischen Pistill 30 Sekunden aufgeschlossen
(Pottern) (3.2.2.4.4). Je 200 pL wurden anschliel3end in zwei Wells der ersten Reihe
einer 96-Well Platte gegeben.

In die weiteren Vertiefungen 2 bis 11 der genutzten Spalten der 96-Well-Platte, wurden
130 yL DMEM 10% vorgelegt. Mit einer Mehrkanalpipette wurden die Proben der
ersten Reihe resuspendiert und 60 pL in die zweite Reihe Uberfuhrt, hier erneut
resuspendiert und 60 pL dieser in die dritte Reihe Uberflihrt. Nach jeweils vier Reihen
wurden die Pipettenspitzen gewechselt. Auf diese Weise entstanden in den
Vertiefungen 1, 3, 5, 7, 9 und 11 der jeweiligen Spalte die Verdinnungen 1, 1:10,
1:100, 1:1.000, 1:10.000 und 1:100.000. Je 100 pyL einer Verdunnung der zwei
identischen Virusproben wurden vereint und in eine Vertiefung einer 24-Well-Platte
gegeben. In jede dieser Vertiefungen wurden am Vortag 1-2*10° BSC-40 Zellen gesét
und fur 24 Stunden unter Zellkulturbedingungen inkubiert. Der dichte BSC-40
Zellrasen wurde durch Ausschlagen vom Medium befreit und 200 pL der jeweiligen
Virusverdunnung hinzugegeben. Um eine gute Verteilung des Virus auf den Zellen zu
gewahrleisten, wurden die 24-Well-Platten bei RT Uber einen Zeitraum von einer
Stunde alle 5 Minuten fur 1 Minute auf dem Plattformschuttler (250 rpm) geschwenkt.
Im Anschluss wurden 1 mL DMEM 10% hinzugefugt und der Assay im Inkubator bei

53



Material und Methode

37 °C fur 24-48 Stunden inkubiert. Nach diesem Zeitraum waren unter dem
Lichtmikroskop deutliche Plaques im Zellrasen zu erkennen. Das Medium wurde durch
vorsichtiges Ausschlagen in einer Biosicherheitssterilbank entfernt und jede der
Vertiefungen mit 300 pL Kristallviolettlosung fur 10 min inkubiert. Die Platten wurden
durch ausschlagen vom Kristallviolett befreit und mehrfach vorsichtig mit Wasser
gespult. Die durch den Virus entstandenen farblosen Plaques im violett gefarbten
Zellrasen, wurden Uber einem Lichttisch gezahlt. Die gezahlten Plaques wurden mit
dem Verdunnungsfaktor des entsprechenden Wells multipliziert um die pfu/mL zu

ermitteln.

3.2.2.4.3 Infektion der Tiere mit Vaccinia Virus via skin scarification (s.s.) “poking”

Zur Infektion wurden die Mause mit Ketamin/Xylazin betaubt. Das zu infizierende Ohr
der Tiere wurde auf eine Petrischale gelegt und mit einer Ohrmacherpinzette
aufgespannt. Mit einer 27G '2* Einmal-Injektions-Kanule (B.Braun) wurde 15 mal in
das Ohr gestochen. Im Anschluss wurden 2*10° pfu des jeweiligen Virus auf das Ohr
aufgetragen, Uber die komplette Ohrflache mit einer Pipettenspitze verteilt und erneut
15 mal mit einer 27G 2" Einmal-Injektions-Kanule durch Stechen eine Verletzung der
Haut hervorgerufen.

3.2.2.4.4 Virustiterbestimmung in der Haut

Die Ohren, der zuvor infizierten Mause, wurden mit einer Schere entfernt und in 1 mL
DMEM 10% bei —80 °C eingefroren oder bei 4 °C kurzfristig gelagert. Zur
Homogenisierung der Ohren wurden die Ohren in aufgetautem Zustand mit Hilfe von
Pottern zerrieben und die Suspension bei 7.000 rcf fur 10 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde fiir einen Plaque Assay wie unter (3.2.2.4.2) verwendet.

3.2.3 Isolation von Zellen und deren Aufarbeitung

3.2.3.1 Entnahme der Ohren und Verdau zur Isolation der T-Lymphozyten
Die Ohren, der durch zervikale Dislokation getoteten Mause, wurden mit Hilfe einer
Schere knapp oberhalb des Haaransatzes der Mausohren entfernt und mit
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Optikerpinzetten an der Schnittkante vorsichtig aufgespalten. Nach erfolgreicher
Auftrennung wurde die subdermale Seite von Uberflissigem Fett- und Knorpelgewebe
durch abschaben mit Pinzetten befreit. Im Folgenden wurden die Ohren in ein 2 mL
Eppendorfgefald tberfuhrt, in dem 200 yL RPMI-1640, 10% FCS vorgelegt waren. Die
aufgespaltenen Ohren wurden mit Hilfe einer Schere kleinstmoglich zerschnitten und
im Anschluss wurde das 2 mL Eppendorfgefal® bis auf 1,8 mL mit Verdauldsung
(RPMI-1640, 10% FCS, 10mM Hepes, 50U/mL DNasel und 800 U/mL
Collagenase A) aufgefullt. Die Hautfragmente wurden 90 Minuten bei 900 rpm und
37 °C auf dem Thermoschuttler mit der Verdaul6sung inkubiert. Danach wurden 40 pL
0,5M EDTA zugegeben und fur weitere 10 Minuten bei 37 °C auf dem
Thermoschuttler inkubiert. Mit Hilfe einer 1000 uL Pipette und gestopften Spitzen
wurden die angedauten Hautfragmente und die Losung mehrfach resuspendiert und
dann Uber ein 70 ym Sieb in ein 50 mL Falcon gegeben. Die Hautfragmente auf dem
Sieb wurden mit 10 ml Waschpuffer (HBSS + 2 mM EDTA + 0,5% BSA) gespult. Die
auf diesem Weg gewonnenen Hautzellen wurden fur 10 Minuten bei 400 rcf und 4 °C
zentrifugiert. Der entstandene Uberstand wurde abgesaugt und verworfen. Die
Zellpellets wurden in 100 pyL Waschpuffer mit Fc-Block (1:100) aufgenommen, in eine
96-well Rundbodenplatte Uberfuhrt und fur 10 Minuten bei 4 °C inkubiert bevor die
Antikorperfarbung folgte.

3.2.3.2 Entnahme der Ohren und Verdau zur Isolation der dendritischen Zellen
Die Ohren wurden mit einer Schere abgetrennt und mit einer Optikerpinzette an der
Schnittkante aufgespalten. Nach erfolgreicher Auftrennung wurde die subdermale
Seite von Uberflussigem Fett- und Knorpelgewebe durch abschaben mit Pinzetten
befreit. Die aufgeklappten Ohren wurden auf der dermalen Seite in einer 6-Well Platte
gelagert, die zuvor mit 4 mL PBS je Well beladen wurde, bis alle Ohren des Versuches
aufgespalten waren. Im Anschluss wurde das PBS abgesaugt, verworfen und je Well
die Ohrfragmente mit 3 mL einer Dispase Il-L6sung (2,5 mg/mL Dispase Il, 50 U/mL
DNase | in PBS) unterschichtet. Uber Nacht wurde die Haut bei 4 °C inkubiert. Am
folgenden Tag wurden die Hautfragmente mit der dermalen Seite auf eine Petrischale
gelegt und die Epidermis mit Hilfe einer Optikerpinzette vorsichtig von der Dermis
geschoben. Epidermis und Dermis wurden auf einer sterilen Unterlage abgetupft und
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in getrennte 2 mL Eppendorfgefalle uberfuhrt, in die zuvor 200 yL DMEM 10%
vorgelegt wurden. Mit einer Hautschere wurden die unterschiedlichen Gewebe der
Haut klein geschnitten und mit Collagenase IV-Losung (800 U/mL Collagenase IV,
50 U/mL DNase | in DMEM 10%) bis auf 1,8 mL aufgefullt. Die Proben wurden auf
dem Thermoschuttler 90 min bei 37 °C und 900 rpm inkubiert. Danach wurden 40 pL
0,5 M EDTA zugegeben und fur weitere 10 min bei 37 °C auf dem Thermoschuttler
inkubiert. Mit Hilfe einer 1000 uL Pipette und gestopften Spitzen wurden die
angedauten Hautfragmente und die Losung mehrfach resuspendiert und dann Uber
ein 70 ym Sieb in ein 50 mL Falcon gegeben. Die Hautfragmente auf dem Sieb wurden
mit 10 ml Waschpuffer (HBSS + 2mM EDTA + 0,5% BSA) gespult. Nach
Zentrifugation bei 400 rcf und 4 °C fir 10 min wurde der Uberstand verworfen und das
Pellet in 100 yL Waschpuffer mit Fc-Block (1:100) aufgenommen, in eine 96-Well
Rundbodenplatte dberfUhrt und far 10 min bei 4 °C inkubiert bevor die
Antikorperfarbung folgte.

3.2.3.3 Isolation der T-Lymphozyten und dendritischen Zellen aus Milz und
Lymphknoten

Die Mause wurden durch CO2 getdtet. AnschlieRend wurde ihr Fell mit 70%-igem
EtOH gereinigt und das Fell durch einen ventralen Schnitt von der Bauchhaut getrennt.
Mit einer sterilen Optikerpinzette wurden Milz, inguinale (ILN), brachiale (BLN) und
mesenterialen (MLN) Lymphknoten entnommen, in 1,5mL Eppendorfgefalie
uberfuhrt, welche mit 500 yL PBS versehen waren und auf Eis gelagert.

Zur Isolation der T-Lymphozyten aus den peripheren lymphatischen Organen wurden
die Organe auf ein 70 ym Sieb auf einem 50 mL Falkon Uberfuhrt und mit einem
sterilen Spritzenstempel auf diesem vorsichtig zerrieben. Das Sieb wurde mit 10 mL
FACS-Puffer gewaschen und die Zellsuspension bei 400 rcf fur 5 min bei 4 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und verworfen.

Fir die Isolation von dendritischen Zellen wurden die Organe mit einer Schere
zerkleinert und in Collagenase IV Losung (800 U/mL Collagenase IV, 50 U/mL
DNase | in DMEM 10%) fur 90 min auf einem Thermoschuttler bei 37°C und 900 rpm
inkubiert. AnschlieRend wurden 40 pL 0,5 M EDTA zugegeben und fur weitere 10 min
bei 37 °C auf dem Thermoschuttler inkubiert. Mit Hilfe einer 1000 uL Pipette und
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gestopften Spitzen wurden die Losung mehrfach resuspendiert und dann Uber ein
70 um Sieb in ein 50 mL Falcon gegeben. Nach Zentrifugation bei 400 rcf fir 5 min bei
4 °C wurde der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 100 yL FACS Puffer mit Fc-
Block (1:100) aufgenommen und fur 10 min bei 4 °C inkubiert und mit der

Antikorperfarbung fortgefahren.

3.2.3.4 Trennung von T-Zellen durch Magnetic Activated Cell Sorting (MACS)
Magnetic Activated Cell Sorting (MACS) ist ein Verfahren, um bestimmte Zellen aus
einer Zellsuspension zu isolieren. Hierbei binden Antikorper mit Magnetpartikeln
(MicroBeads) an spezifische Oberflachenstrukturen der Zellen. Beim Durchfluss des
Zellgemisches durch eine Saule, die von einem starken Magnetfeld umgeben ist, bleibt
die gewunschte Zellpopulation die durch MicroBeads markiert sind, am Magneten
haften.

Die Milz einer Maus wurde entnommen und mit Zuhilfenahme eines sterilen
Spritzenstempels Uber ein 70 um Siebe in 5 mL DMEM 10% in ein 50 mL Falcon
zerdruckt und anschlielRend wurde das Sieb mit 10 mL DMEM 10% gewaschen. Die
Zellsuspension wurde fur 5 Minuten bei 400 rcf und 4 °C zentrifugiert und der
Uberstand wurde abgesaugt. Auf das Zellpellet wurde 1 mL MACS-Puffer mit Fc-Block
(1:100) gegeben und bei 4 °C fur 10 Minuten auf der Wippe inkubiert. Im Anschluss
wurden aCD8-Beads (1:40) hinzugefugt, gut resuspendiert und fur weitere 15 Minuten
bei 4 °C auf einer Wippe inkubiert. Danach wurde mit MACS-Puffer auf 25 mL
aufgefullt und 5 Minuten bei 400 rcf 4 °C zentrifugiert. Der Waschvorgang wurde
wiederholt. AnschlieBend wurden die Zellen in 5mL entgastem MACS-Puffer
aufgenommen und auf Eis gelagert.

Far die MACS wurde die bei 4 °C vorgekuhlte Saule an dem Magnet befestigt und mit
5 mL entgastem MACS-Puffer equilibriert. Die Zellsuspension wurde auf die Saule
gegeben und anschlieend zweimal mit 5 mL MACS-Puffer gewaschen. Danach
wurde die Saule vom Magnet entfernt und mit 5 mL MACS-Puffer und Stempel eluiert.
Die Zellen wurden gezahlt und ihre Reinheit mittels Durchflusszytometrie bestimmit.
Abschlielend wurden die Zellen auf die gewulnschte Zellzahl mit sterilem HBSS
eingestellt.
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3.2.3.5 Farben der Zellen fiir die Durchflusszytometrie

Um die Zellen fur die Durchflusszytometrie anzufarben, wurden die Zellen 5-10
Minuten in 50 — 100 yL FACS-Puffer mit Fc-Block (1:100) bei 4 °C inkubiert. Bei
Zellen, die aus den Ohren isoliert wurden, wurde HBSS + 2 mM EDTA + 0,5% BSA
statt FACS- Puffer genutzt. Dann wurden 50 L des Antikorper-Stains zugegeben und
fur weitere 20 Minuten bei 4 °C inkubiert. Auch dieser wurde in FACS-Puffer oder in
HBSS angesetzt. Die verwendeten Antikorper und deren Verdinnungen sind im
Materialteil 3.1.11 aufgefuhrt. AbschlieRend wurden Uberschussige Antikorper in zwei
Waschschritten mit den jeweiligen Puffern entfernt. Hierzu wurden 100 pyL Puffer zu
den Zellen gegeben und fur 2 Minuten bei 570 rcf und 4 °C zentrifugiert. Zwischen den
Zentrifugationsschritten wurden die Zellpellets durch Vortexen der 5 mL FACS-
Rohrchen oder durch Schutteln der 96-Well-Platte aufgelockert. Abschlieend wurden
die Zellen in 150 yL des entsprechenden Puffers aufgenommen, in 5 mL FACS-
Roéhrchen Uberfuhrt und am Durchflusszytometer gemessen.

Wurden die Zellen mit einem Zweitantikorper gefarbt, wurde die oben beschriebene
Prozedur ab der Auftragung des Antikorper-Stains ein weiteres Mal wiederholt.

Zur Fixierung von Proben wurden die Zellen im Anschluss an die Waschschritte des
ersten Farbeschrittes mit 75 pL Roti®-Histofix 4% und PBS (1:1) fur 10 Minuten bei
4 °C inkubiert und anschlielend 3 Waschschritten mit FCAS-Puffer unterzogen bevor
sie durchflusszytometrisch untersucht werden konnten.

Fiar intrazellulare Farbungen wurden die Zellen nach Auftragen und den
Waschschritten des ersten Antikorper-Stains mit 75 pLRoti®-Histofix 4% und PBS
(1:1) fixiert. Hierzu inkubierten die Zellen fur 10 Minuten bei 4 °C. Anschlief3end
wurden zu den 75 pL Fixans 75 yL Permeabilisierungspuffer hinzugefugt und weitere
5 Minuten bei 4°C inkubiert. Es folgten drei Waschschritte  mit
Permeabilisierungspuffer (570 rcf, 2 Minuten, 4 °C), bevor 50 yL des intrazellularen
Antikorper-Stains fur 20 Minuten bei 4 °C zur Inkubation auf die Zellen gegeben wurde,
welcher in Permeabilisierungspuffer angesetzt wurde. Im Anschluss wurde erneut
dreimal mit Permeabilisierungspuffer gewaschen, bevor die Zellen in 150 yL FACS-

Puffer aufgenommen und am Durchflusszytometer analysiert werden konnten.
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3.2.4 Arbeiten mit Tieren

3.2.4.1 Blutentnahme bei Mausen

Zur Blutentnahme wurden die Mause entweder mit Isofluran (Furene) kurzzeitig
betaubt und mit einer sterilen Glaskapillare (Roth) aus deren Augenschwamm
(retroorbital) das Blut gewonnen oder ohne Betaubung durch Punktion mittels Lanzette
der Vene Mandibuae. Das in der Kapillare aufgefangene Blut wurde in 5 mL FACS-
Puffer in 15 mL Falcon uUberfuhrt, das Blut der Punktion direkt in den vorgelegten
FACS-Puffer getropft und bei 4 °C bis zur weiteren Verarbeitung gelagert.

3.2.4.2 Blutproben Aufarbeitung und Lyse der Erythrozyten

Zur Durchfuhrung der Analyse des Blutes mittels Durchflusszytometrie wurden die
Lymphozyten des entnommenen Vollblutes isoliert. Hierzu wurden die Blutproben mit
FACS-Puffer auf 5 mL aufgefullt und bei 400 rcf fur 5 Minuten bei 4 °C zentrifugiert.
Der Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt und verworfen. Die Pellets wurden
aufgeschuttelt und mit 10 mL ACK-Puffer versehen, erneut aufgeschuttelt und zur
Lyse der Erythrozyten bei RT fur 5 Minuten auf dem Plattformschuttler (900 rpm)
inkubiert. Durch Zugabe von 5 mL FACS-Puffer wurde die Reaktion gestoppt und die
Lymphozyten durch Zentrifugieren fur 5 Minuten bei 4 °C bei 400 rcf sedimentiert. Der
Uberstand wurde entfernt und die Zellpellets einem weiteren Waschschritt mit FACS-
Puffer unterzogen. Die Pellets wurden in 100 uyL FACS-Puffer mit Fc-Block (1:100)
aufgenommen und fur 10 Minuten bei 4 °C inkubiert. Im Anschluss wurde mit der
Antikorperfarbung fortgefahren.

3.2.4.3 Genotypisierung der transgenen Mé&use und Validierung gemischter
Knochenmarkschimére im Blut

Hierzu wurden die Lymphozyten bei 400 rcf und 4 °C fur 5 Minuten pelletiert.
AnschlieRend mit spezifischen Antikorpern-Stains (100 pyL pro Probe) fur 20 Minuten
bei 4 °C gefarbt. Nach zwei Waschschritten mit je 2 mL FACS-Puffer, 570 rcf, 4 °C fur
2 Minuten wurden die Proben in je 150 yL FACS-Puffer aufgenommen und mittels
Durchflusszytometrie auf ihre Transgene hin untersucht.
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Nur77eGFP transgene Mause exprimieren das enhanced Green Fluorescent Protein
(eGFP) unter der Kontrolle der Nr4a1 (Nur77) Promotor/Enhancer Regionen innerhalb
des Bacterial Artificial Chromosome (BAC) RP24-366J14 Transgens. Aus diesem
Grund weisen Mause, die auf dieses Transgen positiv sind, GFP positive T-Zellen auf,
die per Durchflusszytometer im FITC-Kanal detektiert wurden.

Die Lymphozyten der TCR327 (P14) Mause wurden mit CD8 (APC) und Va2 (PE)
gefarbt. Mause, die auf das Transgen TCR327 positiv sind, exprimieren zu 90% die
Va2-Kette, im Vergleich zu 8% beim Wildtyp.

Ly5.1 Mause wurden mit den spezifischen Antikorpern CD8 (PE) und CD45.1 (APC)
gefarbt. Wildtyp Mause des Stammes C57BL/6 und BALB/c exprimieren die CD45.2
(Ly5.2) Allele. Mause, die auf das Transgen Ly5.1 positiv waren, wurden anhand von
CD45.1 positiven CD8" T-Zellen durchflusszytometrisch ermittelt.

Thy1.1 Mause wurden mit den spezifischen Antikorpern CD8 (PE) und CD90.1
(BV711) gefarbt. Wildtyp Mause des Stammes C57BL/6 und BALB/c exprimieren die
CD90.2 (Thy1.2) Allele. Mause, die auf das Transgen Thy1.1 positiv waren, wurden
anhand von CD90.1 positiven CD8"-Zellen durchflusszytometrisch ermittelt.

Mause des Stammes H2-D"", denen der MHC Haplotyp H2-DP fehlt, wurden mit den
spezifischen Antikorpern CD8 (PB), H2-DP (Biotin) und Streptavidin (PE) gefarbt.
Wildtyp Mause des Stammes C57BL/6 exprimieren H2-DP. Mause, die den MHC
Haplotyp nicht besitzen, wurden anhand der fehlenden H2-DP positiven Zellen
durchflusszytometrisch ermittelt.

Zur Validierung der Rekonstitution gemischter Knochenmarkschimare 8 Wochen nach
Knochenmarkstransplantation, wurde das Blut der Tiere mit den spezifischen
Antikorpern CD8 (PE), CD45pan (BV785) und CD45.1 (APC) gefarbt. Somit konnte
das Verhaltnis von CD45.1 und CD45.2 Expression auf T-Lymphozyten
durchflusszytometrisch ermittelt werden.

3.2.4.4 Generierung von Knochenmarkschiméren

Zur Generierung von Knochenmarkschimaren wurden die Empfanger-Mause letal mit

9,5 Gy einer ¥’Cs Quelle bestrahlt. Zur Rekonstitution der Mause wurden mindestens

2*10° Zellen, die zuvor aus dem Knochenmark von Donor Mausen isoliert wurden und

in entsprechenden Verhaltnissen gemischt wurden, i.v. apliziert. Die Tiere erhielten in
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den folgenden 8 Wochen nach der Knochenmarkstransplantation Trinkwasser
welches mit Borgal (1:500) versetzt war. Bevor die gemischten Knochenmarkschimare
in Experimenten verwendet wurden, wurde mittels Durchflusszytometrie das

Verhaltnis von CD45.1 und CD45.2 Expression auf T-Lymphozyten im Blut bestimmt.

3.2.4.5 Betauben von Mdusen mit Ketamin/Xylazin

Um Mause fur einen langeren Zeitraum (1-2 Stunden) zu betduben wurden 200 pL
einer Ketamin/Xylazin L6sung intraperitoneal (i.p.) injiziert. Die Losung wurde zuvor
aus Ketamin (50 mg/mL) und Xylazin (Rompun, 20 mg/mL) hergestellt und 1:5 in PBS

verdinnt.

3.2.4.6 Adoptiver T-Zell Transfer

Die P14 oder Nur77eGFP-P14 Zellen, die mittels MACS aus der Milz einer Maus
isoliert wurden, wurden sterilem HBSS auf auf 1*10° Zellen/mL eingestellt und auf Eis
gelagert. Zur intravendsen (i.v.) Gabe der Zellen wurden die Rezipientenmause unter
einer Warmelampe bestrahlt, um die Kaudalvene besser sichtbar zu machen. 200 pL
der Zellsuspension wurden mit einer 1 mL Injekt F Spritze (B.Braun) und einer 27G %"
Einmal-Injektions-Kanule (B.Braun) in die Kaudalvene luftblasenfrei injiziert (L. Liu,
Fuhlbrigge, Karibian, Tian, & Kupper, 20006).

3.2.4.7 Depletion von Langerin* Zellen mittels Diphterie Toxin

LangDTR positive Mause exprimieren unter der Kontrolle des Langerin Promotors den
Rezeptor fur Diphterie Toxin (DT) (Kissenpfennig et al., 2005). Dadurch werden
Langerin positive Zellen empfanglich fur die toxische Wirkung des Bakterientoxins.
Um Langerhans Zellen (LC) zu depletieren wurde den Mausen 18 und 14 Tage vor
Versuchsbeginn 1 pg DT i.v. injiziert. Langerhans Zellen regenerieren wesentlich
langsamer als Langerin® dermale DCs (DDCs), sodass zu diesem Zeitpunkt
Langerhans Zellen abwesend sind, wahrend Langerin® dermale DCs regeneriert
wurden.

Um LCs und Langerin® DDCs zu depletieren wurde 6 Tage und 1 Tag vor
Versuchsbeginn je 1 ug DT i.v. injiziert. Danach wurde jeden zweiten Tag je 1 ug DT

intraperitoneal (i.p.) gegeben, um die Depletion aufrecht zu erhalten.
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3.2.4.8 Behandlungen mit 40H-Tamoxifen (4-OHT), Tamoxifen (TAM), Injektion
von anti-CD40 und Auftragung von DNFB

Tamoxifen wurde in 10% des Endvolumens in 100%-igem EtOH vorgelost und dann
mit Maisol unter gelegentlichem Schutteln bei 37 °C aufgelost, wodurch eine
Endkonzentration der Stockldsung von 20 mg/mL erhalten wurde. Mause, die mit
Tamoxifen behandelt wurden, bekamen 100 pL (2 mg) einmalig intraperitoneal (i.p.)

injiziert.

40H-Tamoxifen (4-OHT), der aktive Metabolit des Tamoxifens, wurde in DMSO zu
einer Konzentration von 50 mg/mL geldst, aliquotiert und bei =20 °C aufbewahrt. Zur
Auftragung von 4-OHT wurden die Tiere mit Ketamin/Xylazin betaubt. Die
Vorderpfoten wurden mit Klebeband fur die Behandlungszeit fixiert, um eine orale
Aufnahme des 4-OHT durch Fellpflege zu verhindern. Mit einer Pipette wurden
insgesamt 20 pyL 4-OHT Lésung (2% 4-OHT Stocklésung, 15% DMSO, 35% H20 und
48% 100%-iger EtOH) mit einer Konzentration von 20 pug/20 uL auf den zuvor rasierten
Rucken aufgetragen. Die Prozedur wurde am folgenden Tag wiederholt. Far
Auftragung am Ohr wurden 20 pg in 10 pl je Ohr auf Innen- und AuRenseite mit einer
Pipette aufgetragen. Die Mause wurden fur eine Inkubation von 4 Stunden in einzelnen
Kafigen gehalten, um eine orale Aufnahme der Losung zu verhindern. Nach der
Inkubation wurden der Ricken bzw. die Ohren erst mit 100%-igem EtOH, dann mit
H20 und abschlieRend mit einem trockenen Tuch gereinigt.

Anti-CD40 wurde in HBSS zu einer Konzentration von 500 pg/mL gebracht und zur
Stimulation einer T-Zell Antwort zu Versuchsbeginn 100 yL (50 pg) pro Maus i.v.

injiziert.
Um eine lokale Entzindungsreaktion zu induzieren wurde 1-Fluoro-2,4-dinitrobenzol

(2 99%) (DNFB) zu 0,5% einer 4:1 Aceton/Maisol Losung hinzugegeben und 15 L der
Lésung pro Ohr mit einer Pipettenspitze aufgetragen und verrieben.

62



Ergebnisse

4. Ergebnisse

In dieser Arbeit wurde das DIETER Mausmodell verwendet, welches systemisch mit
Tamoxifen oder lokal mit 4OH-Tamoxifen (4-OHT), die induzierbare Expression und
Prasentation des Antigens GP33.41 auf dendritischen Zellen erlaubt (Hain et al., 2019;
Probst et al., 2003).

In vorangegangenen Arbeiten unseres Labors konnte bereits gezeigt werden, dass die
selektive Antigen Prasentation auf dermalen DCs, die nach Aktivierung in die
drainierenden Lymphknoten migrieren, eine kraftige, antigenspezifische zytotoxische
T-Zell Antwort (CTL) induzieren. Die CTL wies einen ,skin homing“ Phanotyp auf und
waren in der Lage eine Protektion gegenuber einer lokalen Infektion mit GP33.41
exprimierendem rekombinanten Vaccinia Virus zu vermitteln (Hain et al., 2019).
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass zumindest fur Antigene, die nicht
kreuzprasentationsabhanig sind, cDC1 defiziente Mause eine ,skin homing“ CTL
Antwort, welche gegen eine lokale virale Infektion protektiv ist, zu induzieren (Hain et
al., 2019). AulRerdem wurde festgestellt, dass durch lokale Antigen Prasentation der
dermalen DCs, diese die Fahigkeit besitzen hautresidente Memory CD8" T-Zellen zu

reaktivieren (Hain et al., 2019).

4.1 Differenzierung und Identifikation der einzelnen dermalen DC

Subtypen mittels Durchflusszytometrie

Um die folgenden Fragestellungen dieser Arbeit zu klaren, war es erforderlich die
einzelnen DC Subtypen der unterschiedlichen Organe mittels Durchflusszytometrie
klar differenzieren und identifizieren zu konnen, damit bei depletierbaren (LangDTR)
und KO (Ccr2’; Batf3"; FIt3”) DIETER Tieren der jeweils entsprechend fehlende
Zelltyp belegt werden konnte. Die Verpaarung der depletierbaren und KO Mauslinien
mit DIETER Tieren hat zur Folge, dass nur einzelne Subpopulationen der dermalen
DCs die DIETER Antigene prasentieren konnen. Hierzu wurden LCs aus Epidermis
und DCs aus Dermis, Lymphknoten und Milz isoliert und je nach Mausmodell mit
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Gating Strategien nach Henri (Henri et al 2010), Tamoutounour (Tamoutounour et al.
2013) und Guilliams (Guilliams et al. 2016) analysiert.
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Abbildung 2: Identifikation der einzelnen dermalen DC Subtypen mittels Durchflusszytometrie

(A) Gating Strategien zur Analyse der DC Subtypen in der Haut nach Henri (Henri et al. 2010) (B),
Guilliams (Guilliams et al., 2016) (C) und Tamoutounour (Tamoutounour et al. 2013) (D) und der
migratorischen DC Subpopulationen der drainierenden Lymphknoten nach Henri (Henri et al. 2010) (E).
Bei gemischten Knochenmarkchimare (MBMC) aus 1:1 gemischtem Knochenmark von WT (Ly5.1)
Mausen und KO DIETER Mausen (Ly5.2) wurde zwischen CD45.1" und CD45.2° DC Subtypen
unterschieden. Gezeigt sind Daten von 3-5 gepoolten Tieren, wobei alle Proben einzeln gefarbt und vor

dem Poolen einzeln am Durchflusszytometer eingemessen wurden.
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4.2 Anti-CD40 erhoht die Mobilisierung von Langerhans Zellen und die
Migration der dermalen dendritischen Zellen zu den drainierenden

Lymphknoten bei 4OH-Tamoxifen behandelten Mausen

Zur Untersuchung der dermalen dendritischen Zellen (dDCs) und Keratinozyten (KCs)
in den folgenden Experimenten sollen diese mittels anti-CD40 (aCD40) aktiviert
werden. Zunachst wurde der Einfluss von aCD40 auf die Migration der dDCs und die
Mobilisierung von Langerhans Zellen (LCs) zu den drainierenden Lymphknoten (dLN)

untersucht.

Hierzu wurden bei DIETER Mause an zwei aufeinander folgenden Tagen durch die
topikale Gabe von 4-OHT die lokale Antigen Prasentation von GP3341 induziert.
AuRerdem wurde einer Gruppe am ersten Tag aCD40 i.v. injiziert, um eine Maturation
der DCs einzuleiten. Drei Tage nach Behandlung wurden DCs aus Epidermis, Dermis,
drainierende LN und Milz isoliert und am Durchflusszytometer untersucht.

Aus einem unbehandelten Ohr konnten im Mittel 5000 LCs isoliert werden. Wahrend
die topische Behandlung mit 4-OHT keinen signifikanten Einfluss auf die Zahl der LCs
in der Epidermis des Ohrs hatte, fuhrte die systemische Gabe von aCD40 zu einer
nahezu vollstandigen Emigration der LCs (Abb. 3A).

In der Dermis wurden die Zellzahlen der Subpopulationen der DCs anhand der Gating
Strategie nach Henri (Henri et al. 2010) (Abb. 2B) ermittelt. Nach Gabe von 4-OHT
und aCD40 waren fast alle CD207* dDCs aus der Dermis migriert. Die Anzahl der
CD207* dDCs der mit 4-OHT behandelten Gruppe lag zwischen Kontrollgruppe und
der Zellzahl der mit 4-OHT und aCD40 behandelten Gruppe. Diese Beobachtung
konnte auch bei den DN dDCs gemacht werden. Wahrend bei der Konrollgruppe circa
4500 CD11b* dDCs in der Dermis detektiert wurde, waren es nach Gabe von 4-OHT
nur noch 3500 und bei der Gruppe 4-OHT und aCD40 Gruppe weniger als 3000 Zellen
(Abb. 3B). In den hautdrainierenden LN (sdLN) wurde anhand der Expression von
MHCII und CD11c Molekilen zwischen migratorischen (MHCII"S"; CD11c"e") und
residenten (MHCIIM™e"; CD11cM9") DCs unterschieden (Abb. 2E). Hier zeigte die
Gruppe, welche neben 4-OHT mit aCD40 behandelt wurde, prozentual nahezu dreimal

so viele migratorische DCs verglichen zu der 4-OHT- und der Kontroll-Gruppe,
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zwischen welchen kein Unterschied zu erkennen war (Abb. 3C). Die prozentuale
Analyse der Subpopulationen der migratorischen DCs in den sdLN zeigte, das Tiere,
die 4-OHT und aCD40 erhielten, doppelt so viele CD207*, nahezu doppelt so viele DN
und mehr als dreimal so viele CD11b* der migratorischen DCs im Vergleich zur 4-
OHT- und Kontroll-Gruppe aufwiesen. Die 4-OHT- und Kontroll-Gruppe zeigte bei
prozentualer Betrachtung der einzelen Subpopulatioenen der migratorischen DCs in
den sdLN keine Unterschiede (Abb. 3D).

Die zusatzliche Behandlung mit aCD40 neben topikaler 4-OHT Applikation fuhrt in
diesem Modell zu einer massiven Migration der LCs aus der Epidermis und einer
gesteigerten Auswanderung der dermalen DC Subtypen zu den hautdrainierenden LN.
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Abbildung 3: Die Behandlung mit 4-OHT alleine ist nicht so effizient um LCs und dermale DCs

zur Migration zu den hautdrainierenden LN anzuregen, wie mit der Gabe von aCD40.

DIETER Méause wurden auf den Ohren mit 4-OHT (4-OHT+aCD40, 4-OHT) oder Vehikel (Ctrl) an zwei
aufeinanderfolgenden Tagen behandelt. Auerdem wurde den Mausen der Gruppe 4-OHT+aCD40 am
ersten Tag der 4-OHT Behandlung aCD40 i.v. injiziert. 3 Tage nach der ersten 4-OHT Behandlung
wurden die Anzahl an LCs in der Epidermis (A), den DC Subtypen in der Dermis (B) die prozentuale
Anzahl der migratorischen DCs in den hautdrainierenden Lymphknoten (C) und die prozentuale
Verteilung der Subpopulationen der migratorischen DCs in den hautdrainirenden Lymphknoten (D)

mittels Durchflusszytometrie untersucht. n=3
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4.3 Vergleich der Effizienz der Cre Aktivierung in dermalen DC Subsets
von CD11cCreERr Mausen nach topischer oder systemischer Tamoxifen-

Applikation

Wir haben beobachtet, dass die topische Applikation mit 4OH-Tamoxifen (4-OHT) bei
CD11cCreERT Mausen die Cre Aktivitat in konventionellen DCs Typ 1 (cDC1s)
effizienter induziert, als in anderen Subpopulationen dermaler DCs (Hain et al., 2019).
Ob dieser Effekt auf einer hdheren Empfanglichkeit der dermalen cDC1s auf Grund
ihrer Lokalisation in der Dermis oder auf eine hohere Expression an Cre
zurUckzufuhren ist, sollte im Folgenden untersucht werden.

Hierzu bedienten wir uns des CD11cCreERt* Rosa26RFP** Reportermausmodells.
Mause dieses Stammes tragen das Reportergen Red Fluorescence Protein (RFP) im
Rosa26 Locus, dem eine loxP flankierte STOP Sequenz vorangeht. Nach Aktivierung
der Cre-Rekombinase exprimieren Zellen RFP (Luche et al., 2007). Ein Teil der Mause
wurden an zwei aufeinanderfolgenden Tagen mit 40H-Tamoxifen auf den Ohren
behandelt, um festzustellen ob die Lokalisation der cDC1s Ursache der erhohten Cre
Aktivitat ist. Einer weiteren Gruppe wurde einmalig Tamoxifen (TAM) i.p. injiziert. Eine
weitere Gruppe, welche mit Vehikel behandelt wurde, diente als Kontrolle. Aulderdem
bekamen alle Mause zur Aktivierung der DCs am ersten Tag der Behandlung aCD40
i.v. verabreicht. Nach drei Tagen wurden die DCs der Ohren, der drainierenden
Lymphknoten (dLN) und der Milz isolierten und die DC Subpopulationen am
Durchflusszytometer auf inre Cre Aktivitat untersucht.

In der Epidermis konnte ausschlieRlich eine Cre Aktivitat der LCs bei Mausen, die mit
4-OHT behandelt wurden, detektiert werden (Abb. 4A).

Die DCs aus der Dermis der Mause wurde in die vier Subpopulationen cDC1s, cDC2s,
doppelt negative dDCs (DN) und LCs in transit unterteilt und deren RFP Expression
analysiert (Abb. 4B). LCs in transit sind der Vollstandigkeit halber aufgefuhrt, auf Grund
der geringen Zellzahlen und moglichen Kontaminationen durch cDC1s und cDC2s,
wurde diese Population jedoch nicht genauer analysiert. Die DCs der drainierenden
Lymphknoten (dLN) wurden anhand der Expression von MHC-Klasse |l und CD11c
Molekdilen in migratorische (MHCIIMg"; CD11c¢"er) und residente (MHCIIMer; CD11cMioh)
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DCs separiert (Abb. 4C). Bei DCs der Milz konnte nur bei Mausen, die systemisch das
transgene Antigen prasentierten eine Cre Aktivitat festgestellt werden (Abb. 4D).

In Einklang mit friheren Daten (Hain et al., 2019) konnte gezeigt werden, dass die
topische Applikation von 4-OHT Cre mediierte Rekombination ausschlieRlich DCs in
der Dermis und LCs, die in die dLN wandern, induziert, nicht aber dLN residente DCs
oder DCs in der Milz. Cre mediierte Rekombination war in allen DC Subtypen in der
Haut nachweisbar, cDC1 wurden jedoch effizienter erreicht als andere
Subpopulationen. cDC1 werden auch durch systemische Gabe von TAM effizienter
erreicht, was dafur spricht, dass eher zellintrinsische Effekte wie z.B. eine erhdhte
Expression des CreERt Proteins als anatomische Unterschiede wie die Lokalisierung
der Zellen innerhalb der Dermis hierfur verantwortlich sind. Interessant ist auch, dass

die systemische Gabe von TAM keine Cre Aktivitat in LCs hervorruft.
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Abbildung 4: Die topische Behandlung der Haut mit 4-OHT induziert Cre Aktivitat besonders

effizient in dermalen cDC1s

CD11c-CreERt* Rosa26-RFP* Mause wurden mit 4-OHT auf den Ohren an zwei aufeinanderfolgenden

Tagen behandelt oder bekamen einmalig TAM oder PBS i.p. injiziert. Alle Gruppen wurden am ersten
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Tag mit aCD40 (i.v.) behandelt. Drei Tage spater wurde die Haut der Ohren, die auricularen
Lymphknoten und die Milz entnommen. Epidermis (A) und Dermis (B) wurden durch einen Dispase |l
Verdau voneinander getrennt, sodass LCs und die Subtypen der dermalen DCs (cDC1s, cDC2s, LCs
trans, DN) separat untersucht werden konnten. (C) In den drainierenden Lymphknoten (LN) wurde
zwischen residenten und migratorischen DCs unterschieden. (D) In der Milz wurden wie in den anderen

Organen die RFP Expression der DCs durchflusszytometrisch bestimmt. n=2
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4.4 Etablierung eines Modellsystems zur funktionellen Analyse einzelner

Subpopulationen dermaler dendritischer Zellen

Dermale dendritische Zellen sind sehr heterogen und konnen anhand ihrer
Oberflachenmolekile in verschiedene Subtypen unterteilt werden. Hinzukommen die
Langerhans Zellen, welche sich in der Epidermis befinden (Guilliams et al., 2016; Henri
et al., 2010; Tamoutounour et al., 2013) (Abb. 1 und 5). In vorherigen Arbeiten unseres
Labors konnte im DIETER Mausmodell gezeigt werden, dass CD207- dermalen DCs
alleine dazu in der Lage sind, eine protektive skin homing T-Zell Antwort zu induzieren
(Hain et al., 2019).

Um die weiteren Subpopulationen auf ihre Fahigkeit, eine protektiven T-Zell Antwort
auszulosen, untersuchen zu konnen, bedienten wir uns verschiedener Mausmodelle,
welche wir auf DIETER Mause ziuchteten und zum Teil als gemischte
Knochenmarkschimaren (MBMC) verwendeten (Abb. 5). Aulerdem wurde mit diesem
Modellsystem untersucht, welche Subtypen der dermalen DCs lokal Antigen
prasentieren mussen, um zur Differenzierung von hautresidenten Memory T-Zellen

(Trms) beizutragen und deren Retention in der Haut beeinflussen.

Langerin-DTR Mause exprimieren den humanen Diphterie Toxin Rezeptor (DTR) unter
der Kontrolle des Langerin-Promotors, der die Depletion aller Langerin-tragender
Zellen durch die Injektion von Diphterie Toxin (DT) ermdglicht (Bennett et al., 2005;
Kissenpfennig et al., 2005).

Batf3’- Mause tragen eine Mutation des Exon 1 und 2 des Transkriptionsfaktors BATF3
(basic leucine zipper transcription factors, ATF-like3), welches die Expression von
Batf3 verhindert (Hildner et al., 2008). Batf3 defizienten Mausen fehlen konstitutiv
CD207* CD103" dermale dendritische Zellen (Edelson et al., 2011; Tussiwand et al.,
2012). Diese Zellen werden auch als cDC1s bezeichnet (Guilliams et al., 2016).
Durch den Knock-out des Gens Ccr2 in Ccr2’”- Mausen kommt es zum Fehlen des C-
C Chemokinrezeptors Type 2 (CCR2 oder CD192). Aus diesem Grund ist es
Monozyten nicht moglich das Knochenmark zu verlassen und somit fehlt ihnen auch

die Moglichkeit sich als moDCs im Gewebe anzusiedeln. Mause dieser Linie
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entwickeln bis auf die fehlenden moDCs ein normales dermales DC Subpopulation
Umfeld (Boring et al., 1997).

FIt3” Mause sind genetisch verénderte Mause, die keine FMS-like Tyrosin Kinase
(FIt3) besitzen. Flt3 spielt eine entscheidende Rolle in der frihen Phase der
Entwicklung der hamatopoetischen Stammzellen. Das Fehlen von Flt3 fuhrt zu einer
Verminderung von DCs die sich aus der myeloiden und lymphoiden Linie entwickeln.
Konventionelle DCs (cDCs) werden in Mausen dieses Stammes nicht gebildet,
wohingegen die Entwicklung von moDCs nicht beeinflusst wird (Mackarehtschian et
al., 1995).

K14-DIETER Mause verhalten sich analog zu den in 3.1.14.4 beschriebenen DIETER
Mausen. Nach Applikation von Tamoxifen oder 4-OHT exprimieren die Keratinozyten,
anstelle der CD11c"9" Zellen die transgenen CTL Epitope (Vasioukhin et al., 2002).

Lang-DTR x Lang-DTR x Batf3”- x FLT3-/- x CCR2-/- x

DIETER DIETER DIETER DIETER DIETER DIETER D,'STA',QR WT
->B6 (DT-1) ->B6 ->B6 ->B6
Keratino- : — - - — — ) —
zyten @ C ) C7 : 57 : C ) C, Z @ \,)

Epidermis

Langer-
hans
Zellen

CD207+
kénnen

GP33.41
exprimiren
§ I |i —; I i
sind nicht fahig
GP33.41
zu exprimiren

Abbildung 5: Schematische Darstellung der unterschiedlichen DIETER | Modelle

CD207-
CD11b*

Dermis

CD207-
CD11b-

moDCs

L B A

Schematische Darstellung der unterschiedlichen DIETER | Modelle, farbige Zellen sind in der Lage

GP33-41 zu exprimieren, wohingegen die transparenten Zellen dies nicht kdnnen.

Um zu beweisen, dass in den verschiedenen Mausmodellen der jeweilige Zelltyp
tatsachlich fehlt, wurden die DCs aus Ohren isolierten und mit der flr den

entsprechenden Zelltyp passenden FACS Strategie untersucht.
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Lang-DTR X DIETER (DT-1) Mause wurde Diphterie Toxin (DT) i.v. injiziert, um alle
CD207* dermalen DCs zu depletieren. Nach Henri (Henri et al. 2010) (Abb. 2B)
wurden Epidermis und Dermis auf die Subtypen der dermalen DCs (dDCs) im
Vergleich zu C57BL/6J (WT) Mausen untersucht. Lang-DTR X DIETER (DT-1) wiesen
in der Epidermis keine Langerhans Zellen auf, wohingegen bei WT Mausen eine
deutliche Population der MHCII* CD11c* Zellen Langerhans Zellen (CD207* CD11b")
zu erkennen waren. Im Vergleich zu WT Mausen konnten bei Lang-DTR X DIETER
Mausen keine MHCII™ Zellen CD207* dDCs in der Dermis detektiert werden. Somit
konnte gezeigt werden, dass die Depletion der Langerin® Zellen in der Haut effizient
funktioniert (Abb. 6A)

Das konstitutive Fehlen der konventionellen DCs Typ 1 (cDC1s) in der Dermis von
Batf3- Mausen wurde in MBMC nach Guilliams et al. 2016 (Abb. 2C) untersucht
(Guilliams et al., 2016). Durch Batf3"- X DIETER + Ly5.1 = B6 MBMC konnte der
direkte Vergleich zwischen Batf3’- X DIETER (Ly5.2) und wildtypischem Ly5.1
gezogen werden, 4,77% der CD45.1* MHCII* Zellen waren cDC1s und 92,4% cDC2s.
Die CD45.2* MHCII* Zellen, welche Batf3’- X DIETER anzurechnen sind, konnten
keine XCR1* cDC1s gemessen werden (Abb. 6B).

Der Einfluss der konventionellen DCs (cDCs) wurde anhand von Ccr2’- X DIETER +
Ly5.1 = B6 MBMC nach Tamoutounour (Tamoutounour et al. 2013) ermittelt. Der
Anteil von CD11b* dDCs an den CD45.1* MHCII* Zellen der Dermis, also unter den
Zellen die aus dem Wildtyp, CD45.1* Knochenmark abstammen, lag bei 37,2%,
welcher zur Halfte aus so genannten nonDCs bestand, die sich wiederum in MerTK"
monozytare DCs (moDCs) und MerTK* Makrophagen unterteilten. Unter den CD45.2*
MHCII* Zellen, die aus dem Ccr2’”- X DIETER Knochenmark abstammen, war der
Anteil der CD11b* Zellen stark reduziert. Dies war auf das nahezu volltandige Fehlen
der CD11b* non DC unter den CCR2" (CD45.2*) Zellen zuriickzufiihren. Weder
moDCs noch Makrophagen vom CCR2” Ursprung konnten gefunden werden
(Tamoutounour et al., 2013). Auf Grund der massiven Reduktion der nonDCs konnte
festgestellt werden, dass die Hinderung der monozytaren Zellen das Knochenmark zu
verlassen, die Dermis in zu erwartendem Malde beeinflusst (Abb. 6C).

Um zu untersuchen, welche Rolle monozytare DCs (moDCs) auf Priming, Protektion

und Induktion von hautresidenten Memory T-Zellen (Trus) haben, bedienten wir uns
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des FIt3- Mausmodelles, welches anhand von F/t3- X DIETER + Ly5.1 — B6 MBMC
nach Henri (Henri et al. 2010) analysiert wurde (Abb. 2B). Der Anteil von CD45.2*
MHCII* CD207" dDCs ist im Vergleich zu CD45.1* MHCII* CD207* dDCs stark
reduziert. Auch der Anteil an DN dDCs ist bei FIt3' drastisch reduziert. Im CD11b*
MHCII* Kompartiment kann in dieser Analyse keine Reduktion festgestellt werden,
was vermutlich darauf zurlickzufuhren ist, dass in der hier gewahlten Farbestrategie
nicht zwischen cDC2, moDC und dermalen Macrophagen unterschieden werden kann.
Da die Entwickulung von cDC1s und cDC2s von Flt3 (FMS-like Tyrosin Kinase)
(Mackarehtschian et al., 1995) abhangig ist und der prozentuale Anteil der CD45.2*
MHCII* CD207* dDCs (cDC1s) stark reduziert ist, kann davon ausgegangen werden,
dass auch die cDC2s vermindert sind. Die CD45.2* Zellen im CD11b* MHCII*
Kompartimente sollten moDC und Makrophagen sein, die von der Flt3 Defizienz nicht
betroffen sind (Abb. 6D). Um die These der fehlenden cDC2s bei F/t3- Mausen zu
untermauern, werden zukunftig weitere Untersuchungen mit verbesserten Gating

Strategien durchgefuhrt.
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Abbildung 6: Entwicklung eines Modellsystems zur funktionellen Analyse der Subpopulationen

der dermalen dendritischen Zellen

(A) LangDTR X DIETER Mausen wurde am Tag vor der Analyse Diphterie Toxin (DT) i.v. injiziert. Am

Durchflusszytometer wurde die Epidermis und Dermis auf LCs und DC Subtypen hin untersucht. (B, C,

D) Bei gemischten Knochenmarkchimare (MBMC) aus 1:1 gemischtem Knochenmark von WT (Ly5.1)
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Mausen und den angegebenen Mausstdmmen (Batf3” X DIETER, Ccr2” X DIETER, Fit3” X DIETER),
wurden DC Subtypen in der Haut im Durchflusszytometer analysiert. Gezeigt sind cumulative Daten von
3-5 Tieren, wobei alle Proben einzeln gefarbt, einzeln am Durchflusszytometer eingemessen und erst

bei der Anayse zusammengefiihrt wurden.
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4.5 Im DIETER Modell kann eine Kreuzprasentation zwischen DCs

ausgeschlossen werden

Damit das System der verschiedenen KO DIETER (Abb. 5) funktioniert, muss
sichergestellt sein, dass die Antigene tatsachlich nur auf der DC Population prasentiert
werden, in der sie auch exprimiert werden kann. Um dies zu untersuchen wurden die
DIETER Mause auf H2-D"- Mause gekreuzt. Mit DIETER X H2-D’- und WT Mausen
wurden gemischte Knochenmarkchimare (MBMC) generiert. In diesen MBMC werden
die DIETER Antigene auf K° direkt, auf D® aber nur kreuzprasentiert. Als Kontrolle
dienten DIETER X Ly5.1 + H2-D"" — B6, in denen die DIETER Antigene DP als auch

KP direkt prasentiert werden.

Hierzu wurde die Antigen Expression durch topikale Applikation von 4-OHT oder i.p.
Injektion von TAM induziert und die Maturation der DCs durch die i.v. Injektion von
aCD40 eingeleitet. Am 10. Tag nach der Behandlung wurde das Blut mit Hilfe des
Durchflusszytometers auf GP3s.41 Tetramer* (GP3341/DP) und LacZ (R-Galsgr-504/KP)
Tetramer® CD8" T-Zellen untersucht.

Sowohl DIETER X H2-D®- Ly5.1 — B6 als auch DIETER X Ly5.1 + H2-D"" — B6
MBMCs zeigten nach lokaler oder systemischer Antigen Prasentation vergleichbare
prozentuale Anteile an R-Galsg7-504/KP spezifischen CD8* T-Zellen (Abb. 7A).

Eine GP33.41/D° spezifische CD8* T-Zell Antwort konnte hingegen nur in der auch

DIETER X Ly5.1 + H2-D*"- — B6 Kontrollgruppe, nicht aber in der DIETER X H2-D®

Ly5.1 — B6 Gruppe, in der eine direkte Prasentation der Antigene ausgeschlossen
ist, gefunden werden (Abb. 7B).

Somit konnte gezeigt werden, dass im DIETER Modell nur die Antigene auf DCs

prasentiert werden, welche das Transgen exprimieren, was eine Kreuzprasentation

zwischen den DCs ausschliel3en lasst.
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Abbildung 7: Im DIETER Modell konnen nur Antigene auf DCs prasentiert werden, welche das
Transgen exprimieren

Gemischte Knochenmarkchimare DIETER X H2-D* + Ly5.1 — B6 und DIETER X Ly5.1 + H2-D*" —
B6 wurden an zwei aufeinanderfolgenden Tagen mit 4-OHT am Ricken behandelt oder erhielten
einmalig eine Injektion von TAM (i.p.). Allen Mausen wurde am ersten Behandlungstag aCD40 (i.v.)
injiziert. Nach 10 Tagen wurde die Anzahl an (A) LacZ und (B) GPs3-41 spezifischen CD8* T-Zellen im
Blut mittels Tetramer Farbung ermittelt. Gezeigt sind die Mittelwerte (+SD) aus mindestens zwei

unabhangigen Experimenten mit n=2-4.
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4.6 CD207- dermale DCs koénnen skin homing CD8* T-Zellen primen,
welche sich bei lokaler Entziindung zu hautresidenten Memory T-Zellen

(Trms) entwickeln

In vorangegangenen Untersuchungen unseres Labors konnte gezeigt werden, dass
CD207- dDCs eine ,skin homing“ CD8* T-Zell Antwort auslésen kdnnen, die protektiv
gegen eine Challenge Infektion ist (Hain et al., 2019).

Um herauszufinden, ob diese Zellen zu hautresidenten Memory T-Zellen (TrwmS)
ausreifen, wurden gemischte Knochenmarkschimare (MBMC)
LangDTR X DIETER + Ly5.1 — B6 mit P14* T-Zellen (Thy1.1) adoptiv transferiert.
Bevor die P14 T-Zellen mittels 4-OHT Behandlung der Rickenhaut und aCD40
Applikation geprimt wurden, wurde der Gruppe LangDTR X DIETER + Ly5.1 — B6
(DT-1) Diphterie Toxin (DT) i.v. injiziert, um alle CD207* dermalen DCs zu depletieren
(Abb. 5 und 6A). Am 6. Tag nach 4-OHT Applikation wurden die Mause mit DNFB auf
beiden Ohren behandelt, um eine lokale Infektion hervorzurufen (Mackay et al., 2012).
40 Tage nach der 4-OHT Behandlung wurde die Anzahl an P14* CD8" T-Zellen
durchflusszytometrisch bestimmt und auf ihre CD69 und CD103 Expression im
Vergleich zu naiven CD8* T-Zellen einer Milz untersucht.

Die Anzahl an CD69" CD103* P14* Tgrwm-Zellen (Thy1.1) wiesen bei
LangDTR X DIETER + Ly5.1 — B6 MBMCs (alle dermalen DCs konnen Antigen
prasentieren) und LangDTR X DIETER + Ly5.1 —- B6 MBMCs (DT-1) (nur CD207"
dermale DCs konnen Antigen prasentieren) keinen signifikanten Unterschied auf
(Abb. 8A und B).

Diese Daten zeigen, das CD207- dermale dendritische Zellen in unserem Modell die

Fahigkeit besitzen spezifische CD8* T-Zellen zu induzieren, welche sich zu

hautresidenten Memory T-Zellen entwickeln (Hain et al., 2019).
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Abbildung 8: CD207- dermale DCs (cDC2s) kénnen skin homing CD8* T-Zellen primen, welche

bei lokaler Entziindung Gewebe-Residente-Memory T-Zellen (Trms) in der Haut hervorbringen.

Gemischte Knochenmarkschimére (MBMC) LangDTR X DIETER + Ly5.1 — B6 wurden mit 5*10* P14*
CD8* T-Zellen (Thy1.1) adoptiv transferiert (i.v.). Die LangDTR X DIETER + Ly5.1 — B6 MBCMs (DT-
1) wurden mit je 1 ug Diphterie Toxin (DT) an Tag 6 (i.v.) und Tag 1 (i.p.) vor und an Tag 1 (i.p.) nach
der ersten 4-OHT Auftragung behandelt. Den Mausen wurde an Tag 0 und 1 4-OHT auf den zuvor
rasierten Rucken aufgetragen und an Tag 0 aCD40 i.v. verabreicht. An Tag 6 nach der 4-OHT
Applikation wurden die Mause mit DNFB auf beiden Ohren behandelt, um eine lokale Infektion
hervorzurufen. 40 Tage nach 4-OHT Behandlung wurde (A) die Anzahl an P14* CD8* T-Zellen
durchflusszytometrisch bestimmt. (B) Die P14* CD8* T-Zellen wurden durchflusszytometrisch auf ihre
CD69 und CD103 Expression im Vergleich zu naiven CD8* T-Zellen einer Milz untersucht (ns p>0,05;

ungepaarter t-Test).
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4.7 Sowohl dermale konventionelle als auch dermale monozytare
dendritische Zellen konnen eine spezifische zytotoxische T-Zell Antwort

induzieren, die gegen eine Virusinfektion der Haut protektieren

In vorangegangene Arbeiten in unserem Labor konnte im DIETER Mausmodell gezeigt
werden, dass CD207- dermale dendritische Zellen (dDCs) GPz341 spezifische ,skin
homing“ CD8" T-Zellen induzieren, die gegen eine Infektion mit rekombinanten GP3s.
41 Vaccinia Virus protektieren (Hain et al., 2019). Die Population der CD207- dDC setzt
sich zusammen aus dermalen cDC2 und dermalen monozytaren DCs. Welche Rolle
konventionelle DCs (cDCs) oder monozytaren DCs (moDCs) alleine in diesem
Zusammenhang spielen ist noch weitestgehend unklar.

Um mogliche immunologische Nebeneffekte durch die Abwesenheit kompletter dDCs
Subpopulationen zu verhindern, wurden C57BL/6J (WT) letal bestrahlt und mit 50%
DIETER, Ccr2’- X DIETER oder Fit3"- X DIETER (Ly5.2) und 50% Wildtyp (Ly5.1)
Knochenmark rekonstituiert. In DIETER + Ly5.1 — B6 gemischten
Knochenmarkschimaren (MBMC) sind alle dDCs dazu in der Lage nach Behandlung
mit 40OH-Tamoxifen (4-OHT) GP33.41 zu exprimieren. Dies gilt jedoch bei MBMCs nicht
fur Langerhans Zellen (LCs), da diese auf Grund ihrer Strahlungsresistenz vom
Knochenmarksrezipienten stammen (Katz, Tamaki, 1979; Merad et al., 2002) (Abb. 5).
In Ccr2’- X DIETER + Ly5.1 = B6 MBMCs entwickelt sich aus Ccr2’”- X DIETER
Knochenmark beide Subpopulationen der klassischen DCs, nicht aber moDCs
(Abb. 5, 6C) (Boring et al., 1997). Somit kdnnen ausschliellich die konventionellen
DCs Typ 1 (cDC1s) und die konventionellen DCs Typ 2 (cDCs) nach Behandlung mit
4-OHT die transgenen CTL-Epitope exprimieren (Abb. 5 und 6C). Im Gegensatz dazu
ist davon auszugehen, dass sich in F/t3 X DIETER + Ly5.1 —- B6 MBMCs keine
klassischen DCs aus dem F/t3”- X DIETER entwickeln und somit nur moDCs dazu in
der Lage sind, die transgenen CTL Epitope zu exprimieren (Abb. 5 und 6D).

Die Antigen Expression wurde durch topische 4-OHT Behandlung induziert und die
DC Maturation durch aCD40 eingeleitet. Daraufhin wurde die Frequenz der

spezifischen Zellen im Blut bestimmt. Obwohl bei Ccr2”- X DIETER + Ly5.1 — B6
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MBMCs, sowie FIt3"- X DIETER + Ly5.1 — B6 MBMCs verglichen Zu
DIETER + Ly5.1 = B6 MBMCs prozentual nur weniger als die Halfte an spezifischen

CD8" T-Zellen geprimt wurden (Abb. 9A), waren diese dazu in der Lage gegen die
Herausforderung einer VV-G2 Infektion effektiv zu protektieren (Abb. 9B).

Dieses Experiment legt nahe, dass sowohl cDCs als auch moDCs alleine die Fahigkeit

besitzen eine spezifische T-Zell Antwort zu induzieren, die gegen die Infektion mit VV-
G2 protektiert.
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Abbildung 9: Nur dermale konventionelle als auch monozytare DCs alleine konnen GP33.41
spezifische CD8* T-Zellen induzieren, die gegen rekombinantes GP33.41 exprimierendes Vaccinia

(s.s.) protektieren

Gemischte Knochenmarkchimare aus 1:1 gemischtem Knochenmark von WT (Ly5.1) Mausen, den
angegebenen Mausstammen (DIETER, Ccr2” X DIETER, Fit3 X DIETER) und WT Mause wurden an
zwei aufeinanderfolgenden Tagen mit 4-OHT am Ricken behandelt und erhielten einmalig anti-CD40
(i.v.). (A) Nach 10 Tagen wurde die Anzahl an GPs341 spezifischen CD8* T-Zellen im Blut mittels
Tetramer Farbung ermittelt. (B) An Tag 11 wurden die Mause mit 2x10° pfu VV-G2 an beiden Ohren
durch s.s. infiziert und 8 Tage spater der Virustiter in den Geweben mittels Plaque Assay ermittelt.
Gezeigt sind die Mittelwerte (£SD) aus einem Experiment mit n=7-9; ***p < 0,001; **p < 0,01; *p < 0,05;

ns = nicht signifikant; ANOVA Tukey's multiple comparisons test.
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4.8 Lokale Antigen Prasentation in der Haut von moDCs alleine ist
ausreichend fir die Differenzierung und Erhaltung von hautresidenten

Memory T-Zellen (TrusS)

Zur Entstehung hautresidenter Memory T-Zellen (Trus) bendtigt es eigentlich kein
lokales Antigen, was bereits in 4.6 gezeigt werden konnte (Hain et al., 2019; Mackay
et al.,, 2012). Aktuelle Studien konnten jedoch zeigen, dass die lokale Antigen
Prasentation im Zielorgan zwar nicht die Einwanderung geprimter Zellen erhoht,
jedoch dass deren Retention oder Differenzierung zu Trus deutlich verstarkt wird
(Khan et al., 2016; Muschaweckh et al., 2016).

Im folgenden Experiment sollte untersucht werden, welche dDC Subtypen lokal
Antigen prasentieren mussen, damit es zur verstarkten Differenzierung und Erhaltung
von Trus kommt. Hierfir wurden DIETER, DIETER + Ly5.1 — B6, LangDTR X
DIETER + Ly5.1 — B6, Ccr2”- X DIETER + Ly5.1 — B6 und F/t3- X DIETER + Ly5.1
— B6 Mause 2 Tage vor der Infektion mit GP33.41 spezifischen CD8* T-Zellen (Thy1.1)
adoptiv transferiert. Zur Infektion wurde den Mausen VV-GP33.41 i.p. verabreicht, um
GP33.41 spezifische Zellen zu primen und an beiden Ohren mittels poking VV-OVA
eintatowiert, um eine Inflammation auszulésen. Einen Tag vor sowie am 1. und 3. Tag
nach der Infektion, wurde das eine Ohr der Mause mit 4OH-Tamoxifen (4-OHT), das
andere mit Vehikel behandelt, um zu untersuchen ob mehr Trus durch die lokale GP3s.
41 Prasentation der einzelnen dDCs Subtypen induziert werden. Aul’erdem wurden
CD207* dDCs der gemischten Knochenmarkschimare (MBMCs) LangDTR X DIETER
+ Ly5.1 — B6 mit Diphterie Toxin depletiert (Abb. 5 und 6A). Nach Erreichen der
Memory Phase wurden die T-Zellen der Ohren isoliert und die Anzahl der spezifischen
Trvs anhand der Marker CD69 und CD103 sowie auf deren Spezifitat gegenluber den
Tetrameren GP33.41 und SIINFEKL mittels Durchflusszytometer bestimmt (Abb. 10A
und B).

DIETER Mause in denen alle dDCs, als auch die Langerhans-Zellen das Antigen nach
4-OHT Behandlung prasentieren konnen (Abb. 5), hatten dreimal so viele spezifische

Trus in den mit 4-OHT behandelten Ohren, gegenuber den mit Vehikel behandelten
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Ohren. DIETER + Ly5.1 — B6 MBMCs, bei denen Langerhans-Zellen nicht in der Lage
sind die LCMV CTL-Epitope zu prasentieren (Abb. 5), wiesen auch ungefahr dreimal
so viele GP33.41 spezifische Trus in den behandelten Ohren auf. Dies gilt auch fir 4-
OHT behandelten Ohren von LangDTR X DIETER + Ly5.1 — B6 MBMCs (DT-1).
Diese MBMCs exprimieren nach 4-OHT Behandlung auf allen dDCs aul3er den
CD207* GP3341 (Abb.5). Konnten nur konventionelle dDCs GP3341 auf ihrer
Oberflache exprimieren (Ccr2’- X DIETER + Ly5.1 — B6 (Abb. 5 und 6C)), wurden
ungefahr viermal so viele spezifische Trus in mit 4-OHT behandelten Ohren im
Vergleich zu in unbehandelten Ohren gefunden. Bei Fit3”- X DIETER + Ly5.1 — B6
MBMCs war das Verhaltnis von spezifischen Tru-Zellen der Ohren in denen GP33.41
prasentiert wurde, im Vergelich zu Vehikel behandelten Ohren, um das dreifache
erhoht. Bei FIt3”- X DIETER + Ly5.1 — B6 MBMCs ist davon auszugehen, dass sie
ausschlieBlich monozytare DCs besitzen, die durch eine 4-OHT Behandlung
angesprochen werden (Abb 5 und 6D) (Abb. 10C).

Somit konnte gezeigt werden, dass in unserem Mausmodell konventionelle DCs sowie

moDCs jeweils alleine dazu in der Lage sind hautresidente Memory Zellen zu

induzieren und zu deren Erhaltung beitragen.
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Abbildung 10: Lokale Antigen Prasentation von dermalen moDCs alleine ist ausreichend fiir die
Erhaltung von Tissue-Resident-Memory T-Zellen (Trms)

(A) DIETER Mause und gemischte Knochenmarkchiméare (MBMC) aus 1:1 gemischtem Knochenmark
von WT (Ly5.1) Mausen und den angegeben Mausstammen (DIETER, LangDTR X DIETER, Ccr2"- X
DIETER, Fit3" X DIETER) wurden mit 5*10* P14* T-Zellen (Thy1.1) adoptiv transferiert (i.v.). An Tag -
1, 1 und 3 wurden die Mause an ihrem rechten Ohr mit 4-OHT und an ihrem linken Ohr mit Vehikel
behandelt. LangDTR X DIETER + Ly5.1 — B6 MBMCs erhielten zur Depletion der cDC1s an Tag -4, -
2,0, 2 und 4 Diphterie Toxin (DT) i.p. verabreicht. An Tag 0 wurden die Mause mit VV-OVA an beiden
Ohren mittels poking und mit VV-GPs3.41 i.p. infiziert. Nach Erreichen der Memory-Phase (Tag > 30)
wurden die Trus aus den Ohren isoliert und deren Anzahl durchflusszytometrisch bestimmt. (B) Anhand
der Gating Strategie wurden endogene (CD90.2) und adoptiv transferierte (CD90.1) CD8* T-Zellen auf
die Expression der Memory Marker CD69 und CD103 sowie auf ihre Spezifitat gegeniiber den
Tetrameren GP3341 und SIINFEKEL untersucht. (C) Mit Hilfe der Durchflusszytometrie wurde die Anzahl
von P14* T-Zellen in den Ohren bestimmt. Gezeigt sind die Mittelwerte (xSD) aus mindestens zwei
unabhangigen Experimenten mit n=4-10; *p < 0,05 und ***p < 0,001; ungepaarter t-Test.
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4.9 Die Expression des transgenen Antigens auf Keratinozyten fuhrt zum
priming GP33.41 spezifische CD8* T-Zellen, diese vermitteln jedoch keine
effiziente Protektion gegen rekombinantes GP33.41 exprimierendes

Vaccinia (s.s.)

Um zu untersuchen, welchen Einfluss Keratinozyten (KCs) auf die Aktivierung von
spezifischer CD8* T-Zellen im Vergleich zu Langerhans Zellen und dermalen
dendritischen Zellen (dDCs) haben, wurden K14Cre Mause mit ST33 Ma&ausen
verpaart. Dies ermoglichte es uns, dass in K14Cre X ST33 (K14-DIETER) Mausen die
KCs nach Applikation von Tamoxifen oder 40H-Tamoxifen (4-OHT) anstelle der
CD11c"e"  Zellen (DIETER Modell) die transgenen CTL Epitope exprimieren
(Vasioukhin et al., 2002) (Abb. 5).

Hierfir wurden K14-DIETER, DIETER und C57BL/B6 (WT) Mause mit P14* T-Zellen
(Thy1.1) adoptiv transferiert. An zwei aufeinanderfolgenden Tagen wurde durch die
topikale Applikation von 4-OHT die Antigen Prasentation induziert und mittels aCD40
die Maturation von DCs unterstutzt. Nach 10 Tagen wurde das Blut auf spezifische
P14* CD8" T-Zellen sowie auf endogene GP3341 Tetramer (Tet)" und LacZ Tet" CD8"*
T-Zellen mit Hilfe des Durchflusszytometers untersucht. Am darauffolgenden Tag
wurden die Tiere an den Ohren mit rekombinanten Vaccina Virus GP33.41 infiziert und
8 Tage nach Infektion ermittelt, ob diese Zellen in der Lage waren gegen die Virus
Challenge zu protektieren.

Im Blut der K14-DIETER Mause konnte im Vergleich zu DIETER M&usen eine gering
reduzierte Anzahl an adoptiv transferierten spezifischen CD90.1* CD8* P14* T-Zellen
beobachtet werden (Abb. 11A).

Die Untersuchung der endogenen CD90.2" T-Zellen zwischen K14-DIETER und
DIETER Mausen die GP33.41 Tet™ und LacZ Tet™ waren, zeigten keine Unterschiede.
(Abb. 11B und C).

Die funktionelle Analyse der GP33.41 spezifischen CD8" T-Zellen mit Hilfe des Plaque
Asseys ergab bei K14-DIETER Mausen 1,3*108 pfu/20hren, wohingegen bei DIETER
Mause keine Viruslast in den Ohren (1,5 pfu/20hren) festgestellt werden konnte
(Abb. 11D).
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Die Expression des transgenen Antigens in KCs fuhrt zu einem Priming von GP33.41
spezifische CD8* T-Zellen, wobei jedoch in weiteren Versuchen untersucht werden
muss, ob dies durch Kreuzprasentation auf DCs vermittelt ist. Die fehlende Protektion

gegen rekombinantes Vaccinia bedarf ebenfalls weiterer Untersuchungen.
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Abbildung 11: Antigen Expression in Keratinozyten induziert GP3s.41 spezifische CD8* T-Zellen,
die jedoch keine effiziente Protektion gegen rekombinantes GP33.41 exprimierendes Vaccinia

(s.s.) aufweisen

K14-DIETER, DIETER und C57BL/B6 (WT) Mause wurden mit 5*10* P14* T-Zellen (Thy1.1) adoptiv
transferiert (i.v.). Die Mause wurden an zwei aufeinanderfolgenden Tagen mit 4-OHT am Riicken
behandelt und erhielten einmalig anti-CD40 (i.v.). (A+B+C) Nach 10 Tagen wurde die Anzahl an P14*
T-Zellen im Blut bestimmt sowie der GP33.41 und LacZ spezifischen CD90.2* CD8* T-Zellen im Blut
mittels Tetramer Farbung ermittelt. (D) An Tag 11 wurden die Mause mit 2x108 pfu VV-G2 an beiden

Ohren durch s.s. infiziert und 8 Tage spater der Virustiter in den Geweben mittels Plaque Assay ermittelt.
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4.10 Die Antigen Expression auf Keratinozyten tragt zur Induktion und
Erhaltung von hautresidenten Memory T-Zellen (Trms) bei

Aktuelle Studien lassen vermuten, dass auch TCR Signale in infizierten nicht
lymphatischen Geweben zur Bildung von Trus beitragen. Daher sollte untersucht
werden, ob Keratinozyten (KCs), welche nach Applikation von 40H-Tamoxifen lokal
das transgene Antigen exprimieren, ebenso effizient zur Trus Differenzierung und
Retention beitragen konnen, wie es bei dermalen dendritischen Zellen der Fall ist.
Hierfir wurden DIETER, K14-DIETER und C57BL/B6 (WT) Mause 2 Tage vor der
Infektion mit GP33.41 spezifischen CD8* T-Zellen (Thy1.1) adoptiv transferiert. Um
GP33.41 spezifische Zellen zu primen, wurde den Mausen VV-GP33.41 i.p. verabreicht
und mittels poking von VV-OVA eine lokale Inflammation an beiden Ohren
hervorgerufen. Einen Tag vor sowie am 1. und 3. Tag nach der Infektion wurde ein
Ohr der Mause mit 40OH-Tamoxifen (4-OHT) zur lokalen GP33.41 Prasentation und das
andere Ohr mit Vehikel behandelt. Nach 40 Tagen wurden die Ohren der Mause
entnommen und die Anzahl der spezifischen Trus wurden anhand der Marker CD69
und CD103 sowie auf deren Spezifitat gegenuber den Tetrameren GP3341 und
SIINFEEKL mittels Durchflusszytometer bestimmt (Abb. 10A und B).

Sowohl DIETER als auch K14-DIETER Mause wiesen 4-5 Mal so viele GP33.41
spezifische hautresidente Memory T-Zellen in Ohren auf, in denen lokal GP33.41
prasentiert wurde, im Vergleich zu den mit Vehikel behandelten Ohren. Bei C57BL/B6
Mausen konnte kein Unterscheid zwischen lokaler Antigen Prasentation und Vehikel

behandelten Ohren in Bezug auf spezifischen Trus festgestellt werden (Abb. 12).

Somit konnte gezeigt werden, dass KCs zur Induktion und Erhaltung von Tru-Zellen
durch Antigen Prasentation beitragen. Wie im vorangegangenen Kapitel bereits
erwahnt, gilt es jedoch zu klaren, ob die von KCs exprimierten Antigene durch DCs
kreuzprasentiert werden, welche dann zur Induktion und Retention von Tru-Zellen

beitragen oder ob KCs selbst dazu in der Lage sind.
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Abbildung 12: Antigen Expression durch Kerationozyten trdgt zur Erhaltung von Tissue-

Resident-Memory T-Zellen (Trus) bei

DIETER, K14-DIETER und WT Mause wurden mit 5*10* P14* T-Zellen (Thy1.1) adoptiv transferiert
(i.v.). An Tag -1, 1 und 3 wurden die Mause an ihrem rechten Ohr mit 4-OHT und an ihrem linken Ohr
mit Vehikel behandelt. An Tag 0 wurden die Mause mit VV-OVA an beiden Ohren mittels skin scarificatin
(s.s.) und mit VV-GPs3.41 i.p. infiziert. Nach Erreichen der Memory-Phase (Tag > 30) wurden die Trus
aus den Ohren isoliert und deren Anzahl durchflusszytometrisch bestimmt. Gezeigt sind die Mittelwerte

(+SD) aus mindestens zwei unabhangigen Experimenten mit n=5-14;
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5. Diskussion

Dendritische Zellen (DCs) fungieren in ihrer Rolle als professionelle
antigenprasentierende Zellen (pAPCs) als das Bindeglied zwischen der angeborenen
und adaptiven Immunitat (Banchereau & Steinman, 1998). Als Wachter patrouillieren
DCs durch lymphatische und nicht-lymphatische Gewebe. Im unreifen Status sind DCs
nicht dazu in der Lage naive T-Zellen zu primen, stattdessen tolerisieren steady state
DCs periphere antigenspezifische CD4 und CD8 T-Zellen und supprimieren somit
potenziell autoreaktive T-Zellen (Vitali et al. 2012; Waithman et al. 2007; Hawiger et
al. 2001; Probst et al. 2003; Steinman et al. 2003; Shortman & Y.-J. Liu 2002).
Kommen unreife DCs in Kontakt mit Pathogenen anhand von PAMPs wie LPS etc.,
die sie mittels ihrer PRR wie TLRs erkennen (Diebold, 2009), mit inflammatorischen
Zytokinen oder werden sie durch z.B. nekrotische Zellen beeinflusst, beginnen sie
einen Differenzierungsprozess der als Maturation bezeichnet wird (Gallucci &
Matzinger, 2001; Shi et al., 2003). Durch Hochregulation des Chemokin Rezeptors
CCRY7 migrieren die aktivierten DCs zu den drainierenden Lymphknoten (dLN) oder
der Milz (Alvarez et al., 2008). Hier prasentieren sie das aufgenommene und
prozessierte Antigen mittels ihrer MHC-Komplexe an naive T-Zellen (Heuzé et al.,
2013). Des Weiteren exprimieren aktivierte DCs grole Mengen an den
kostimulatorischen Molekulen CD80/86 sowie CD70, die zur effektiven Differenzierung
naiver T-Zellen in Effektor T-Zellen (Ter) fUhren (Alvarez et al., 2008; Heuzé et al.,
2013; Schildknecht et al., 2007; Smith-Garvin et al., 2009; Steinman, 2012). Nach
erfolgreicher Eliminierung der immunologischen Herausforderung gehen 90% der Ter
in Apoptose und es bilden sich Memory T-Zellen aus (Kaech, & Wherry, 2007; Shin &
Wherry, 2007). Memory T-Zellen leiten bei erneutem Kontakt mit dem Pathogen eine
schnellere und effizientere Immunantwort ein (Sallusto et al., 2004).

Somit sind DCs auf der einen Seite Wachterzellen, die zur Einleitung einer T-
Zellantwort gegenuber Pathogenen flhren, auf der anderen Seite sind sie jedoch auch
fur den Erhalt der immunologischen Toleranz verantwortlich (Banchereau & Steinman,

1998).
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Die Haut stellt eine unserer groften Barrieren zu unserer Umwelt dar, die uns stetig
vor Viren, Bakterien, Pilzen und Parasiten schutzt. Somit ist die Prasenz von DCs in
der Epidermis und der Dermis eine grundlegende Uberlebensfunktion unseres
Korpers. Dermale DCs (dDCs) konnen in funf Subtypen untergliedert werden. In der
Epidermis befinden sich die strahlungsresistenten Langerhans Zellen (LCs), die ihre
Dendriten auf der Suche nach Pathogenen zwischen den Keratinozyten ausstrecken
(Katz et al., 1979; Langerhans, 1868; Merad et al., 2002). Nach Aktivierung der LCs
durch Kontakt mit Pathogenen migrieren sie durch die Dermis zu den
hautdrainierenden Lymphknoten (sdLN), um dort die zuvor aufgenommenen Antigene
an T-Lymphozyten zu prasentieren (Merad et al., 2008; Romani et al., 2010).

In der Dermis erfullen diese Funktion die konventionellen DCs (cDCs) Typ 1 (cDC1s)
und Typ 2 (cDC2s), monozytare DCs (moDCs), dermale Makrophagen sowie die
doppelt negativen dDCs (DNDCs). Die CD207* XCR1* cDC1s, welche aul’erdem in
eine CD103" und CD103" Population unterteilt werden kénnen (Bachem et al., 2012;
Crozat et al., 2011; Guilliams et al., 2016; Yamazaki et al., 2010), die CD11b* Sirpa*
cDC2s (Guilliams et al., 2016; Henri et al., 2010), als auch die DNDCs haben ihren
Ursprung in pluripotenten hamatopoetischen Stammzellen (Guilliams et al., 2016;
Tamoutounour et al., 2013). Dermale monozytare dendritische Zellen (moDCs) und
Makrophagen haben ihren Ursprung in Ly6C* Monozyten, welche aus dem Blut in das
Gewebe einwandern (Tamoutounour et al., 2013). Diese Zellen kdnnen anhand der
Expression der Oberflachenmolekile MerTk und CCRZ2 differenziert werden
(Tamoutounour et al., 2013) (Abb. 1, 2 und 6).

In dieser Arbeit wurden anhand des DIETER Mausmodells, welches durch Applikation
von Tamoxifen (systemisch) bzw. 40OH-Tamoxifen (lokal) MHC-Klasse | Peptid-
Komplexe auf seinen DCs prasentiert, funktionelle in vivo Analysen der dDCs
durchgefuhrt. Insbesondere wurde sich mit der Rolle der einzelnen Subtypen der dDCs
in der Induktion einer protektiven GP33.41 spezifischen T-Zell Antwort und welche dDC
Subpopulation dazu in der Lage sind hautresidente Memory T-Zellen (Trus) zu
generieren und zu deren Aufrechterhaltung beizutragen, beschaftigt. Hierfir wurden
DIETER Mause auf Mausmodelle gekreuzt, die entweder depletierbar oder defizient
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fur einzelne Subtypen der dDCs sind. Weiterhin wurde mittels K14-DIETER Mausen
untersucht, welchen Einfluss Keratinozyten in diesem Zusammenhang haben (Abb. 5).
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5.1 Die topikale Gabe von 4-Hydroxytamoxifen induziert die Prasentation

der DIETER Antigene ausschlieBlich auf dermalen dendritischen Zellen

Langerhans Zellen (LCs) und dermale dendritische Zellen (dDCs) migrieren nach der
Aufnahme von kutanen Antigenen zu den drainierenden Lymphknoten (dLN), um hier
das prozessierte Antigen auf ihnren MHC-Komplexen an naive T-Zellen zu prasentieren
und diese zu aktivieren (Henri, Guilliams, et al., 2010). Ziel unserer Experimente war
es, das DIETER Mausmodell (Probst et al., 2003), welches topical mit 40OH-Tamoxifen
(4-OHT) behandelt wurde hinsichtlich der lokalen Prasentation der Antigene auf
migratorischen DCs, der an der Prasentation beteiligten dDCs Subtypen, der Wirkung
von aCD40 auf unser System und der Frage, ob eine Kreuzprasentation von DC zu
DC stattfindet, zu untersuchen.

In dieser Arbeit kann gezeigt werden, dass ausschlie8lich in die hautdrainierenden
Lymphknoten (sdLN) migrierenden dDCs von DIETER Mausen nach Behandlung der
Haut mit 4-OHT GP33.41 prasentieren und residente DCs in den sdLN nicht von der
Behandlung mit 4-OHT angesprochen werden. Diese Ergebnisse untermauern die
frGheren Erkenntnisse unserer Gruppe (Hain et al., 2019), dass die Behandlung mit 4-
OHT ausschlieRlich lokal wirkt und migratorische DCs aus der Peripherie in die sdLN
einwandern mussen, um dort GP33.41 zu prasentieren.

Die lokale Wirkung der 4-OHT Behandlung bestatigte sich auch in Experimenten mit
CD11cCreERT X Rosa26-RFP Mausen, deren CD11c* Zellen nach Applikation von 4-
OHT oder Tamoxifen (TAM) das red fluorescence protein (RFP) exprimieren. Dabei
wiesen cDC1s cDC2s und CD11b- CD207- dDCs (DN) nach topikaler Behandlung mit
4-OHT eine besonders hohe Cre Aktivitat auf (Abb. 4B). Aullerdem konnte in den dLN
nur bei migratorischen DCs und nicht bei den in dLN lokalisierten residenten DCs eine
Cre Aktivitat beobachtet werden (Abb. 4C). Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit
vorangegangenen Experimenten unserer Gruppe (Hain et al., 2019).

Die hohe Cre Aktivitat der cDC1s in der Dermis kann unterschiedliche Ursachen
haben. Ein moglicher Grund hierfur konnte die Lokalisation der cDC1s in der Dermis
nahe zur Epidermis sein. Uber cDC1s ist bekannt, dass sie haufig in der Nahe von
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Haarfolikeln zu finden sind (Bursch et al., 2007; Poulin et al., 2007), in seltenen Fallen
sogar in die Haarfolikel umgebende Epidermis hineinragen (Bursch et al., 2007).
Somit bestunde die Moglichkeit, dass nach topikaler Auftragung von 4-OHT, die cDC1s
der héchsten Konzentration des Wirkstoffes ausgesetzt sind (Abb. 4B). Gegen dieses
Argument spricht jedoch, dass zum einen in diesem Zusammenhang LCs auf Grund
ihrer Lokalisation einer ebneso hohen, wenn nicht hdheren Dosis an 4-OHT ausgesetzt
waren, bei LCs jedoch eine sehr geringe Cre Aktivitat in unseren Experimenten
beobachtet wurde (Abb. 4A). Zum anderen wurde auch nach systemischer Aktivierung
der Cre-Rekombinase mit TAM die mit Abstand hochste Cre Aktivitat unter den
dermalen DC in dermalen cDC1s beobachtet (Abb. 4B).

Daher ist eher davon auszugehen, dass es sich um einen zellintrinsischen Effekt
handelt, der z.B. durch eine starkere Aktivitat des CD11c Promotors in cDC1 und einer
damit einhergehenden erhdohten Expression des CreERT Proteins zu erklaren ware.
Um diese Frage abschlieBend klaren zu konnen, ware eine Transkriptom
Untersuchung, speziell der CD11c Expression der einzelnen dDC Subtypen unseres
Modelles hilfreich.

Ein weiteres interessantes Ergebnis konnte bei LCs der CD11cCreERT X RosaZ26-
RFP M&ausen beobachtet werden. Wahrend die topische Behandlung mit 4-OHT eine
Cre Aktivitat bei LCs induzierte, konnten wir dies nach Gabe von TAM nicht
beobachten. Ursache hierfur konnte die Lokalisation der LCs in der gefaldfreien
Epidermis sein. Die Epidermis wird zwar Uber den subepidermalen Gefal3plexus mit
Blut versorgt, es besteht jedoch die Mdglichkeit, dass LCs dadurch keine Interaktion
mit dem in der Leber verstoffwechseltem Tamoxifen haben (Abb. 4A).

Abschliel3end ist zu sagen, dass die CD11cCreERT X Rosa26-RFP Reportermause
auldschlieBlich eine Aussage uUber die Aktivitat der Cre-Rekombinase anhand der RFP
Expression zulassen. Sie vermitteln uns ein Bild davon, welche Subtypen der dDCs
vermutlich das meiste Antigen prasentieren wurden, wobei eine Korrelation zwischen
Cre Aktivitat und Expression von GPs341 auf DCs nicht gegeben sein muss.
Unabhangig davon bleibt festzuhalten, dass keine Cre-Rekombinase Aktivitat auf
residenten DCs beobachtet werden konnte.
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Aktuelle Studien legen nahe, dass fur eine effektive T-Zell Antwort der Transfer von
Antigen von migratorischen dDCs an die in den dLN ansassigen residenten DCs
erforderlich ist. Der genaue Mechanismus und die Rolle der AntigenUbertragung ist
noch kaum verstanden, jedoch werden verschiedene Ubertragungswege diskutiert.
Eine Moglichkeit ware, dass migratorische DCs in den dLN in Apoptose gehen und
von residenten DCs aufgenommen werden (Blachére, Darnell, & Albert, 2005) oder
das migratotische DCs Exosomen ausbilden (Théry et al., 2002). Des Weiteren wird
diskutiert, ob infizierte DCs I6sliche Antigene segregieren (Srivastava & Ernst, 2014)
oder MHC-Klasse |-Peptidkomplexe zwischen den migratorischen und residenten DCs
transferiert werden - ein Prozess der als cross-dressing beschrieben wird (Wakim &
Bevan, 2011). Gurevich et al. geht durch Untersuchungen in in vivo Modellen davon
aus, dass lebende aus der Peripherie kommende migratorische DCs aktiv Antigen in
den dLN verbreiten. Dieses wird dann von residenten DCs aufgenommen und auf
deren Oberflache prasentiert. Die Prasentation des Antigens auf residenten DCs
konnte wiederum zu einer langeren Verweildauer der T-Zellen in den dLN fuhren, was
die Chance des Primings der naiven T-Zellen erhoht und eine effizientere T-Zell-
Antwort zur Folge hatte (Gurevich et al., 2017).

Die Frage der Ubertragung des Antigens von migratorischen DCs an residente DCs
konnte anhand der Detektion von GP33.41 spezifischen T-Zellen in Versuchen des
DIETER Mausmodells nach topikaler Applikation 4-OHT nicht bestimmt werden. Hier
waren ausschliellich Aussagen darUber zu treffen, dass eine Prasentation des
Antigens durch migratorische DCs stattfand - ob residente DCs an der Prasentation
an naive T-Zellen beteiligt waren, blieb unbeantwortet. In Experimenten unserer
Gruppe mit migratorischen und residenten DCs der sdLN, welche nach Applikation von
4-OHT gesortet und mit spezifischen Nur77eGFP P14 T-Zellen kokultiviert wurden,
konnten wir jedoch zeigen, dass nur migratorische DCs die DIETER Antigene
prasentierten und eine eGFP Expression detektiert wurde (Hain et al., 2019).

Damit die Kreuzprasentation der induzierbaren transgenen Antigene von DC zu DC in
dem fur diese Arbeit verwendeten DIETER Mausmodell nach topischer Applikation von
4-OHT ausgeschlossen werden konnte, wurden gemischte Knochenmarkchimare
(MBMC) generiert, in welchen die DIETER Antigene auf K direkt, auf D° aber nur
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kreuzprasentiert werden konnten. Die Ergebnisse dieser Versuche zeigten, dass
weder die systemische, noch die lokale Induktion der Antigen Expression auf dDCs
dazu in der Lage war, eine GP33.41/D° spezifische T-Zell Antwort zu primen. Somit ist
davon auszugehen, dass die Kreuzprasentation von DC zu DC in unserem Modell
ausgeschlossen werden kann (Abb. 7). Neben der direkten und der Kreuzprasentation
wurde ein weiterer Mechanismus der Prasentation von MHC-Klasse | gebundenen
Antigenen an CD8" T-Zellen durch APCs beschrieben. Beim sogenannten cross-
dressing kommt es zum Transfer von MHC-Klasse |I-Peptidkomplexe zwischen den
migratorischen und residenten DCs (Wakim & Bevan, 2011). Dies kann in den von uns
verwendeten MBMCs nicht ausgeschlossen werden. Jedoch zeigten Muth et al.,
bereits 2014, dass in gemischten Knochenmarkchimaren (MBMC) die mit einer
Mischung aus Knochenkmark von CD40-defizienten DIETER und Knochenmark aus
WT Mausen rekonstituiert worden waren, kein CTL Priming nach Applikation von TAM
stattfand. Dies lasst sich auf die Abwesenheit von CD40 auf den DC die das DIETER
Transgen tragen zuruckfuhren und obwohl diese in gleicher Anzahl vorhandenen DC
des WT Ursprungs, CD40 normal exprimierten. Das Fehlen von T-Zell Aktivierung in
dieser Situation lasst darauf schliefen, dass ein Transfer von Antigen zwischen
dendritischen Zellen, zumindest in funktionell relevantem Ausmal}, im DIETER
Mausmodell nicht stattfindet. (Muth et al., 2014).

Weiterhin konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Applikation von aCD40
einen positiven Effekt auf die Mobilisierung von Langerhans Zellen (LCs) und Migration
der dDCs aus der Haut zu den dLN hat (Abb. 3).

Dies steht im Einklang mit friheren Studien, welche vermuten lassen, dass aCD40
DCs zu effizienteren APCs macht, in dem es MHC Klasse Il und die kostimulatorischen
Molekulen CD80/86 Hochregulation sowie Signalkaskaden initiiert, die Gene aktiviert,
die in der Zytokin Produktion beteiligt sind (Caux, 1994; Pinchuk et al., 1994; Sallusto
& Lanzavecchia, 1994). AuRerdem ist bekannt, dass die Ligation von aCD40 mit CD40
auf DCs unter anderem den NFxB Signalweg aktiviert, dessen Molekule essentiell fur
die Zelldifferenzierung und Aktivierung sind. Daher spielen die Moleklle des NFxB
Signalweg eine Schlusselfunktion in der Maturation von DCs (Garceau et al., 2000),
was letztendlich zur Migration der dDCs aus der Peripherie zu den SLO fuhrt.
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Allerdings werfen die Ergebnisse dieser Arbeit die Frage auf, ob die bisher verwendete
experimentelle Prozedur - die Gabe von aCD40 zwischen den zwei topischen
Applikationen von 4-OHT - (iberdacht werden sollte. Grund fiir diese Uberlegung ist,
dass aCD40 zu einer massiven Migration von LCs und dDCs zu den dLN fuhrt und so
bei der zweiten 4-OHT Behandlung die Zielzellen moglicherweise bereits die Haut
verlassen haben, was eine zweite Behandlung 4-OHT Gabe Uberflissig machen
wurde. Eine Kinetik der Migration von LCs und dDCs konnte Aufschluss daruber
geben, zu welchem Zeitpunkt nach aCD40 Gabe diese Zellen Uberhaupt noch in
Epidermis und Dermis zugegen sind. AuRerdem sollte untersucht werden, ob die Gabe
von aCD40 nach der zweiten 4-OHT Applikation zu einer hoheren Anzahl an
spezifischer CD8* T-Zellen fuhrt oder eine einmalige Behandlung mit 4-OHT den
gleichen Effekt erzielt und somit ausreichend ware.
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5.2 Alle Subtypen der dermalen dendritischen Zellen sind in der Lage, eine

protektive spezifische T-Zell Antwort zu induzieren

In friheren Experimenten unserer Gruppe konnte gezeigt werden, dass CD207"
dermale DCs (dDCs) dazu in der Lage sind funktionale skin homing CTLs zu
induzieren (Hain et al., 2019). Die Population der CD207- dDCs setzt sich aus
konventionellen DCs Typ 2 (cDC2s), monozytaren DCs (moDCs) und dermalen
Makrophagen zusammen (Abb. 2). Mit Hilfe von CD11cCreERT X Rosa26-RFP
Mausen konnte bereits gezeigt werden, dass LCs sowie die dDCs jedoch nicht die
dermalen Makrophagen nach topischer Behandlung mit 4-OHT eine Cre Aktivitat
aufweisen (Hain et al., 2019). Um die Funktionen der einzelnen Subtypen der dDCs
zu untersuchen, bietet sich das kreuzprasentationsunabhangige DIETER Mausmodell
an, das sich durch die endogene Produktion von GP33.41 in DCs auszeichnet (Probst
et al., 2003).

Um zu untersuchen, welchen Beitrag cDCs und moDCs fir die Induktion einer CD8*
T-Zell Antwort leisten, wurden gemischte Knochenmarkschimare (MBMC) in
Kombination des DIETER Mausmodells mit CCR2’- (Boring et al., 1997) und FLT3"
(Mackarehtschian et al., 1995) Mausen genutzt (Abb. 5 und 6C+D). Die mogliche
Kreuzprasentation zwischen den funktionalen dDCs der KO X DIETER Mauslinien und
wildtypischen dDCs in den von uns verwendeten MBMCs, konnten wir anhand der
Ergebnisse der Experimente mit DIETER X H2-D*" + Ly5.1 -> WT MBMC
ausschlieen. Wir konnten hierbei zeigen, dass ausschliel3lich die direkte Prasentation
der DIETER Antigene zum Priming einer spezifischen CD8" T-Zell Antwort flhrt
(Abb. 7).

Dermale moDCs haben ihren Ursprung in Ly6C positiven Monozyten, welche aus dem
Blut in das Gewebe einwandern (Jakubzick et al., 2013; Tamoutounour et al., 2013),
wobei deren Auswanderung aus dem Knochenmark CCRZ2 abhangig ist (Dominguez
& Ardavin, 2010; Serbina & Pamer, 2006). In Ubereinstimmung mit Untersuchungen
der Haut von CCR2 defizienten Mausen von Tamoutounour et al. konnten wir in

unseren Analysen der Dermis von Ccr2’- X DIETER +Ly5.1 —- B6 MBMCs eine

massive Reduktion der moDCs und der dermalen Makrophagen nachweisen
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(Tamoutounour et al., 2013) (Abb. 6C). Auf Grund der Strahlungsresistenz der LCs die
dazu fuhrt, dass LCs nach letaler Bestrahlung und Rekonstitution mit Donor
Knochenmark weiterhin von dem Akzeptortier stammen (Katz, Tamaki, 1979; Merad
et al., 2002), waren lediglich cDCs dazu in der Lage die induzierbaren DIETER
transgenen Antigene zu prasentieren (Abb.5). Unsere Analysen der Ccr2
X DIETER + Ly5.1 — B6 MBMCs zeigen, dass cDCs alleine eine spezifische T-Zell
Antwort induzieren konnen, die gegenuber einer lokalen Infektion protektieren kdnnen
(Abb 9). In Kombination mit Ergebnissen von Hain et al. die zeigen, dass cDC1s nicht
zwingend fir die Induktion einer CD8" T-Zell Antwort im DIETER Modell erforderlich
sind, kdnnte man die These aufstellen, dass cDC2s alleine dazu in der Lage sind. Um
diese Annahme zu untermauern, wurden sich Untersuchungen an LangDTR X Ccr2-
X DIETER + Ly5.1 — B6 MBMCs anbieten. In diesen MBMCs kénnen cDC1s durch
die Gabe von DT depletiert werden (LangDTR) (Bennett et al., 2005; Kissenpfennig et
al., 2005) und moDCs fehlen konstitutiv (Ccr2”-) (Boring et al., 1997), daher wiirde die
GP33.41 Expression ausschlie3lich auf cDC2s induziert werden.

Zur Untersuchung der dermalen moDCs kombinierten wir das DIETER Mausmodell
mit FLT3 defizienten Mausen. Konventionelle DCs (cDCs) werden in Mausen dieses
Stammes nicht gebildet, wohingegen die Entwicklung von moDCs nicht beeinflusst
wird (Mackarehtschian et al., 1995) (Abb. 6D).

Bei den von uns generierten FIt3"- X DIETER + Ly5.1 - B6 MBMC ist davon
auszugehen, dass ausschlie3lich auf moDCs die DIETER Antigene prasentiert werden
(Abb. 5). In den von uns gezeigten Strategien der durchflusszytometrischen
Untersuchung von Fit3"- X DIETER + Ly5.1 — B6 MBMC nach Henri (Henri et al. 2010)
ist zu erkennen, dass eine starke Reduktion des CD45.2" CD11c* MHCII*
Kompartiments (FIt3" X DIETER) verglichen zum CD45.1* Kompartiments (WT) zu
erkennen ist. Da die Entwicklung von cDC1s und cDC2s von Flt3 abhangig ist
(Mackarehtschian et al., 1995) und der prozentuale Anteil der CD45.2* MHCII* CD207*
dDCs (cDC1s) stark reduziert ist, sind wir davon ausgegangen, dass auch die cDC2s
vermindert sind. Die CD45.2* Zellen im CD11b* MHCII* Kompartiment sollten moDC
und Makrophagen sein, die von der FLT3 Defizienz nicht betroffen sind. Um die These
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der fehlenden cDC2s zu untermauern, werden zukunftig weitere Untersuchungen mit
komplexeren Gating Strategien durchgefihrt (Abb. 6D).

Ohne lokale Inflammation stellen die moDCs verglichen zu cDC2s eine kleine
Population der CD11b* dDCs dar (Tamoutounour et al., 2013), deren Anzahl allerdings
in Gegenwart einer Entzindung oder Infektion massiv zunimmt (Leon, Lépez-Bravo,
& Ardavin, 2007; Serbina et al., 2003). Ob in unseren Experimenten eine Inflammation
stattfand, die dann zur Einwanderung von moDCs in die Haut fuhrte, kann nicht
vollstandig ausgeschlossen werden, da die Rasur des Ruckens bereits eine Irritation
der Haut darstellt. Generell wird die Rolle der moDCs in Bezug auf Interaktion mit und
Regulation der T-Zell Antwort in der Literatur kontrovers diskutiert. So legen
Ergebnisse von Cheong et al. nahe, dass moDCs dazu in der Lage sind T-Zellen zu
primen und beobachteten die Proliferation dieser (Cheong et al., 2010). Dem
gegenuber stehen Ergebnisse, die vermuten lassen, dass moDCs fur das Priming von
T-Zellen Uberflissig sind (Serbina et al., 2003) bzw. sogar nicht die Fahigkeit besitzen,
eine T-Zell Proliferation zu induzieren (Rydstrom & Wick, 2007). Die von uns
gewonnenen Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass im DIETER Mausmodell auch
moDCs alleine dazu in der Lage sind, eine gegen lokale Infektion protektive
spezifische T-Zell Antwort einzuleiten (Abb. 9).

Zwar ist der prozentuale Anteil geprimter spezifischer CD8* T-Zellen bei fehlender
Antigen Prasentation von cDCs und moDCs verglichen zur Situation, dass alle dDCs
die transgenen Antigene prasentieren konnen geringer, die Protektion gegenuber
einer kutanen Infektion besitzt jedoch die identische Effizienz. Grund fur das geringere

Priming spezifischer Zellen koénnte bei F/t3 X DIETER + Ly5.1 = B6 und
Ccr2- X DIETER + Ly5.1 = B6 MBMCs jeweils das Fehlen der entsprechenden

funktionalen dDC Populationen der verwendeten KO Mauslinien sein. Dies wirde
daflrsprechen, dass unter Einbezug vorheriger Untersuchungen unserer Gruppe, im
DIETER Mausmodells jeder dDC Subtyp eine protektive antigenspezifische T-Zell
Antwort induzieren kann. Ware eine oder mehrere dDC Populationen hierzu nicht in
der Lage, sollte die Abwesenheit des funktionellen Subtypes keinen Einfluss auf den
prozentualen Anteil der induzierten spezifischen CD8* T-Zellen haben.
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5.3 Induktion und Erhalt hautresidenter Memory CD8* T-Zellen durch

lokale Antigen Prasentation der dermalen dendritischen Zellen

Ursprunglich wurden zytotoxische Gedachtnis T-Zellen in zwei Kategorien
unterschieden — die Effektor Memory und die Central Memory T-Zellen (Tem und Tcm)
(Sallusto et al., 1999). Nach dem festgestellt wurde, dass ein Teil der Memory T-Zellen
nicht dazu in der Lage ist, aus der Peripherie zurlck in das Blut zu gelangen und dort
zu zirkulieren, war klar, dass es eine weitere Population von Memory T-Zellen
existieren muss. Dieser dritte Subtyp von Memory T-Zellen wurde wegen seiner
einzigartigen Fahigkeit sich in peripheren Geweben anzusiedeln und dort zu verweilen
als tissue-resident memory T cells (Trm) beschrieben (Masopust et al., 2010; Reading
et al., 2009; Wakim et al., 2008). Im Vergleich zu zirkulierenden Tem und Tcm bieten
Trws eine bessere lokale Uberwachung und schnelle Protektion gegenlber
Pathogenen in der Peripherie (Gebhardt & Mackay, 2012; Schenkel & Masopust,
2014). AulRerdem lassen Untersuchungen von Schenkel et al. vermuten, dass Tru-
Zellen nicht nur Uber die Eliminierung infizierter Zellen zur Bekampfung des
spezifischen Pathogens beitragen. Werden Trm-Zellen durch Erkennung ihres
spezifischen Antigens reaktiviert, schutten diese proinflammmatorische Zytokine aus,
die einerseits zur schnellen Rekrutierung der Tcm und anderer Immunzellen fuhrt
(Schenkel, Fraser, Vezys, & Masopust, 2013), aber auch einen generellen
Alarmzustand gegenuber Pathogenen im Gewebe hervorruft, welcher zu einem
lokalen Schutz vor unspezifischen Pathogenen beitragt (Ariotti et al., 2014; Schenkel
et al., 2015).
Daher besteht grof3es Interesse darin Impfungen zu entwickeln, die zur Optimierung
der Generierung und Beibehaltung von Trwu-Zellen in nicht lymphoiden Geweben
beitragen. Die so entstehenden CD8* Tru-Zellen kdnnten eine wichtige Rolle bei der
Protektion gegenuber fur den Menschen gefahrlichen Pathogenen, die Infektionen in
nicht lymphoiden Geweben verursachen, spielen. Obwohl die Funktion der Tru-Zellen
in der Immunprotektion bei lokalen Infektionen gut verstanden sind, bleibt die Frage
offen, welche Mechanismen fur die Entstehung und Aufrechterhaltung der peripheren
Gedachtnis T-Zellen verantwortlich sind. Aus diesem Grund beschaftigen sich eine
Vielzahl aktueller Studien damit, diese Mechanismen zu untersuchen.
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In den von uns durchgefuhrten Experimenten widmeten wir uns der Frage, welche
Subpopulation der dermalen dendritischen Zellen (dDCs) mittels lokaler Antigen
Prasentation dazu in der Lage ist, CD8* Tru-Zellen zu induzieren und zu deren Erhalt
beitragen.
Mackay et al. zeigten, dass Ter-Zellen die durch eine mittels topical aufgetragenem
DNFB hervorgerufene Inflammation in die Haut eingewandert waren, einen Tru-Zellen
Phanotyp entwickelten, wobei dies nicht die Anwesenheit von lokalem Antigen
erforderte (Mackay et al., 2012). Diese Daten stehen im Kontrast zu Untersuchungen
anderer Organe und Geweben, wie dem zentralen und peripheren Nervensystem, die
zeigten, dass die Anwesenheit von lokalem Antigen hier essenziell fur die Reifung von
Ter-Zellen zu Tru-Zellen ist (Casey et al., 2012; Mackay et al., 2012, 2015; Skon et
al., 2013; Wakim et al., 2010).
Nachdem unsere Gruppe zeigen konnte, das CD207- dDCs eine ,,skin homing* CD8"*
T-Zell Antwort auslosen konnen, die protektiv gegen eine Challenge Infektion ist (Hain
etal., 2019), stellten wir uns die Frage, ob diese Zellen in Gegenwart einer durch DNFB
Behandlung lokalen Infektion zu CD8* Tru-Zellen ausreifen kénnen. Trotz Depletion
der CD207* Zellen der Dermis in LangDTR X DIETER + Ly5.1 — B6 MBCM wurde die
gleiche Anzahl an spezifischen CD8" Tru-Zellen, verglichen zu nicht depletierten LCs
und cDC1s nach lokaler Antigen Prasentation und lokaler Infektion in den Ohren,
beobachtet (Abb. 8). Dieses Ergebnis lasst den Schluss zu, dass in die lokale Antigen
Expression auf CD207- dDCs bei lokalen Infektionen ausreicht, um spezifische CD8*
T-Zellen zu induzieren, die sich dann zu CD8* Trwu-Zellen differenzieren (Hain et al.,
2019) und stehen im Einklang mit den Daten von Mackay et al..
Um den Einfluss der heterogenen Population der CD207- dDCs genauer zu
untersuchen, verwendeten wir ein Modell in dem spezifische CD8* T-Zellen adoptiv
transferiert und durch eine i.p. Infektion mit VV-GP33.41 geprimt wurden. In den Ohren
wurde mittels Infektion von VV-OVA Virus eine lokale unspezifische Inflammation
ausgeldst. Die Behandlung eines der beiden Ohren mit 40H-Tamoxifen (4-OHT)
fuhrte, je nach Mausmodell, zur lokalen Antigen Expressionen auf verschiedenen
Subpopulationen der dDCs (Abb. 5 und 10A). Ohren, in welchen durch 4-OHT die
lokale Antigen Expression eingeschaltet wurde, verfugten Uber die 3-4 fache Menge
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an spezifischen Tru-Zellen gegenuber unbehandelten Ohren. Hierbei konnten wir
feststellen, dass es unerheblich ist, welche der einzelnen dDC Subtypen die Fahigkeit
besitzen das Antigen zu prasentieren (Abb. 10C).
Einzig bei MBMCs, in welchen die moDCs nicht dazu in der Lage waren GP3341 zu
prasentieren (Ccr2’- X DIETER + Ly5.1 — B6), wurden geringere Zahlen an
spezifischen Tru-Zellen beobachtet. Dies gilt sowohl fur das untersuchte Gewebe, in
welchem eine Antigen Prasentation induziert wurde, als auch fir die Gewebe, in
welchen dies nicht der Fall war. Jedoch war die Anzahl der spezifischen Tru-Zellen
zwischen Ohren, in welchen das Antigen prasentiert wurde und unbehandelten Ohren,
wie bei allen dDC Subtypen, um das 4-fache erhoht. Grund hierfur kdnnte sein, dass
moDCs im steady state eine sehr kleine Population der dDCs darstellen
(Tamoutounour et al., 2013). In Folge einer Infektion kommt es allerdings zur massiven
Zunahme dieser Zellen in den entzindeten Geweben (Ledn et al., 2007; Serbina et
al., 2003). Die von uns durchgeflhrte Infektion der Ohren mit VV-OVA kénnte zu einer
massiven Einwanderung von moDCs in das infizierte Gewebe fuhren und somit eine
Vielzahl von moDCs generieren, die Antigen prasentieren konnen.
Unsere Ergebnisse bezuglich der Antigen abhangigen Induktion und Retention von
Tru-Zellen stehen im Einklang zu den Daten von Khan et al. und Muschaweckh et al..
Khan et al. untersuchten, ob nach Infektion mit VV die Gegenwart von Antigen in nicht
lymphoiden Geweben einen Effekt auf die Ausbildung von Trw-Zellen hat. Dabei
stellten sie fest, dass die lokale Antigen Prasentation die Bildung von Tru-Zellen
signifikant verbessert. Aullerdem fuhrte die Anreicherung der antigenspezifischen
CD8" Trw-Zellen in der Haut, die sich in Folge einer VV Infektion gebildet hatten, zu
einer erhohten inflammatorischen Antwort, wenn das zuvor infizierte Gewebe zu einem
spateren Zeitpunkt mit Antigen lokal herausgefordert wurde. Hieraus wurde gefolgert,
dass CD8" Trm-Zellen eine antigenspezifische inflammatorische Immunantwort
effizienter einleiten, als zirkulierende Tcm Zellen und, dass die lokale Prasentation von
Antigen deren Entstehung begunstigt. AbschlieRend kamen sie zu dem Ergebnis, dass
zur optimalen Ausbildung von funktionalen CD8* Tru-Zellen sowohl eine Rekrutierung
der Zellen durch eine Entzindung in das Gewebe, als auch die nachtragliche lokale
Stimulation mit Antigen bendtigt wird (Khan et al., 2016). Die von Khan et al.
beschriebene Funktionalitat der Trum-Zellen konnte bei den in unserem Modell
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entstandenen Trwu-Zellen, bedingt durch die experimentelle Prozedur, nicht geklart
werden und sind nicht Teil dieser Arbeit.

Die Untersuchungen von Muschaweckh et al. eines Infektionsmodells mit MVA Virus
(einem nicht replikativen VV) besagen, dass die Produktion von Antigen wahrend der
lokalen Hautinfektion fur die Rekrutierung von virusspezifischen Zellen, die zuvor
adoptiv transferiert wurden, wahrend der akuten Phase nicht bendtigt wird. Dies deutet
darauf hin, dass Effektor CD8" T-Zellen bei lokaler Infektion der Haut alleine durch die
Inflammation zur Einwanderung gebracht werden. Experimentelle Untersuchungen zur
lokalen Induktion von Tru-Zellen zeigten aber, dass die Anwesenheit von Antigen in
der MVA infizierten Haut zu einer effizienteren Induktion von Tru-Zellen fuhrt. Diese
Ergebnisse liefern eine gut fundierte Erklarung fur das vermehrte Auftreten von Tru-
Zellen im Bereich der vorangegangen Infektion (Muschaweckh et al., 2016). Auch
diese Erkenntnisse decken sich mit den von uns gewonnen Daten.

Wie wichtig es ist die genauen Prozesse in der Entstehung von Trw-Zellen zu
verstehen, zeigte sich in einer weiteren aktuellen Studie von Park et al.. Tru-Zellen,
die einmal nach lokaler Reinfektion im Gewebe hervorgerufen wurden, waren nicht nur
selbst dazu in der Lage die erneute Infektion effizient zu bekadmfen, sondern
rekrutierten auch Tcu-Zellen, welche die Effizienz der Protektion steigerten. Aul3erdem
wurde die Bildung neuer Tru-Zellen beobachtet, welche jedoch nicht die bereits
vorhandenen Trm-Zellen ersetzten, sondern zu einer Coexistenz der bereits
angesiedelten als auch neu gebildete Tru-Zellen im Gewebe fuhrte (Park et al., 2018).
Somit ist davon auszugehen, dass einmal gebildete Tru-Zellen zu einem dauerhaften
Schutz gegen ihr Pathogen fuhren, ohne durch neu entstehende Tru-Zellen ersetzt zu
werden. Die Beibehaltung der ,alten® Tru-Zellen lasst diese Population der
Gedachtniszellen zu einem noch interessanteren Ziel fur Impfungen gegen

Pathogene, die Infektionen in nicht lymphoiden Organen hervorrufen, werden.

Zusammenfassend stehen wunsere Ergebnisse bezuglich Entstehung und
Beibehaltung von einer soliden Trm Population im Einklang mit aktuellen Studien und
lassen den Schluss zu, dass die lokale Antigen Prasentation jedes einzelnen Subtyps
der dDCs zu einer effizienteren CD8" Tru-Zellen Population beitragt.
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5.4 Der Einfluss der Antigen Expression in Keratinozyten auf das Priming
spezifischer CD8* T-Zellen sowie auf die Induktion und Beibehaltung von

hautresidenten Memory CD8* T-Zellen

Die oberste Schicht der Haut, die Epidermis, stellt die erste Verteidigungslinie gegen
Pathogene dar. Friher wurde angenommen, dass Keratinozyten (KCs), die 95% aller
epidermalen Zellen ausmachen, einzig dem Erhalt der Struktur der Epidermis durch
die Produktion von Cytokeratin dienen und die physikalische Barriere gegen exogene
Mikroorganismen bilden. Dies musste jedoch Uberdacht werden, nachdem beobachtet
wurde, dass KCs Toll-like Rezeptoren (TLRs) exprimieren, eine potente Quelle fur
Zytokine, Chemokine und antimikrobielle Peptide sind sowie die Fahigkeit besitzen,
MHC-Klasse Il Antigene zu exprimieren. Allerdings ist bis heute wenig bekannt
daruber, welche Rolle die epidermalen KCs bei der Aktivierung oder Suppression von
T-Zell Effektor Funktionen spielen. Aktuell beschaftigen sich Untersuchungen der KCs
damit, ob sie als APCs Antigene direkt an naive T-Zellen prasentieren kdnnen und so
eine T-Zell Antwort einleiten oder ob eine Kreuzprasentation der KC exprimierten
Antigene durch LCs und oder dDCs hierfur erforderlich ist.

Grundsatzlich stellt sich die Frage, wo die direkte Prasentation der Antigene von KCs
an naive T-Zellen stattfinden sollte. Alferink et al. konnten zeigen, dass CD8* T-Zellen
die einen MHC-Klasse | K? spezifischen TCR besalen tolerogen wurden, nachdem
sie direkten Kontak mit K° Antigenen hatten, welche auf KCs expremiert wurden
(Alferink et al., 1998). Allerdings fand der direkte Kontakt zwischen T-Zellen und
Keratinozyten hauptsachlich bei neugeborenen Mausen statt, was sich durch die
starke Migrationsfahigkeit der T-Zellen durch alle Gewebe und sogar der Haut in
diesem Entwicklungsstadium erklaren lasst (Kimpton et al., 1995). Die Migration von
T-Zellen in die gesunde adulte Haut ist jedoch massiv eingeschrankt (Mackay, 1993)
und findet nur in entzindetes Gewebe statt (Hou & Doherty, 1993; Tietz et al., 1998;
Wang et al., 2010). So konnte von Fan et al. gezeigt werden, dass KCs bei
Entziindungen im Gewebe direkt autoreaktive CD4" T-Zellen aktivieren kdnnen (Fan
et al., 2003). Als Ursache hierfur vermuteten Fan et al., dass die Entzindung IL-1 und
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oder TNF-a mobilisiert und dadurch die MHC Molekule auf der Oberflache von KCs
hochreguliert werden und ihnen somit die Fahigkeit verleiht, als APCs zu fungieren.
Hier ware der Kontakt der autoreaktiven CD4* T-Zellen mit KCs durch deren
Einwanderung in die entzindete Haut zu erklaren. Eine weitere Studie befasste sich
mit der Prasentation von Antigenen wie Ovalbumin (OVA) auf KCs, was zur
Proliferation OVA spezifischer CD4* T-Zellen flihrte und die Symptome einer
inflammatorischen Dermatitis hervorrief (Rosenblum et al., 2011). Allerdings wurden
in diesem transgenen System die OVA Peptide auch von pAPCs in den
hautdrainierenden Lymphknoten prasentiert, was es unmoglich macht zu
identifizieren, welchen Beitrag die Antigen Prasentation auf KCs alleine zur
resultierenden T-Zell Antwort leistet. In einer ahnlichen Studie von Kim et al. 2009
entwickelten Mause, die auf KCs ein Modellantigen prasentierten, eine Graft-versus-
Host-Reaktion, nachdem ihnen spezifische CD8* T-Zellen intradermal injiziert wurden
(Kim et al., 2009). Durch die Verwendung von K14-OVA X LandDTR Tg Mausen und
beta 2-microglobulin-deficient = K14-OVA X Lang-DTR Tg Chimaren waren Kim et al.
dazu in der Lage LCs als auch dDCs zu exkludieren, was zu deren Hypothese fluhrte,
dass KCs direkt naive CD8" T-Zellen primen kénnen (Kim et al., 2009). Allerdings
muss bei dieser Studie beachtet werden, dass spezifische naive CD8* T-Zellen
intradermal appliziert wurden, was einen direkten Kontakt der KCs und T-Zellen
ermoglicht, ohne dass KCs in den sdLN migriren mussen, um dort das Antigen zu
prasentieren. Eine weitere Studie beschaftigte sich mit der Frage, ob KCs in
Abwesenheit von pAPCs costimulatorische Signale an naive T-Zellen prasentieren
konnen. In in vitro Experimenten mit humanen KCs, die zuvor mit IFN-y behandelt
wurden, konnte beobachtet werden, dass die KCs dazu in der Lage waren naive T-
Zellen mit Hilfe der costimulatorischen Molekiule CD58/Cd2 und CDS54/LFA-1 zu
aktivieren, welche in folgedessen zu Th1 und Th17 T-Zellen differenzierten (Orlik et
al., 2019).
Die Ergebnisse von Henri et al. 2010 lassen wiederum vermuten, dass eine
Kreuzprasentation der Antigene die durch Keratinozyten exprimiert werden
erforderlich ist, wobei LCs hier keine Rolle, sondern cDC1s die dominanten
migratorischen dDCs sind (Henri et al., 2010). Dies wurde generell fur eine
Kreuzprasentation der cDC1s von KCs exprimierten Antigenen sprechen. Die
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Kreuzprasentation der Antigene durch cDC1s Uberrascht insofern, dass LCs in die KCs
eingebettet sind (Kissenpfennig et al., 2005) und man davon ausging, dass
migratorische LCs OVA, welches auf KCs exprimiert wurde, kreuzprasentieren
konnen. Durch Verwendung von Lang-DTREGFP X B6 K5.mOVA Mausen konnte
Henri et al. zeigen, dass die Depletion von LCs alleine keinen, jedoch die Depletion
von LCs und cDC1s einen dramatischen Einfluss auf die Proliferation CFSE gelabelter
OT-l T-Zellen hat und somit auch auf die Kreuzprasentation von Antigenen, die
ausschlieRlich von KCs exprimiert werden. Diese Fahigkeit der cDC1s gegenuber
anderen dDCs konnte sich anhand zwei Besonderheiten dieser DC Subpopulation
erklaren lassen. Zum einen konnten Hildner et al. zeigen, dass Batf3 defiziente Mause
eine verringerte Antigen Kreuzprasentation, eine geringere CTL Antwort gegen
Virusinfektionen und eine negativ  beeintrachtigte  Immunantwort  auf
Tumorerkrankungen aufwiesen (Hildner et al., 2008). Wobei Batf3 eine wesentliche
Rolle bei der Entwicklung von cDC1s spielt (Edelson et al., 2011; Tussiwand et al.,
2012). Die von Hildner et al. gezeigten Daten legen Nahe, dass cDC1s die einzigen
effizienten kreuzprasentierenden Zellen sind (Hildner et al., 2008). Zum anderen
besitzen cDC1s in der Demis im Vergleich zu anderen dDCs eine besondere
Lokalisation. Haufig sind sie in der Nahe von Haarfolikeln zu finden (Bursch et al.,
2007; Poulin et al., 2007) oder ragen in seltenen Fallen sogar in die Haarfolikel
umgebende Epidermis (Bursch et al., 2007), was ihnen einen Vorteil in der Erkennung

von Antigen die auf KCs exprimiert werden, verschaffen konnte.

Um den Einfluss der Keratinozyten (KCs) auf die Aktivierung von spezifischer CD8" T-
Zellen im Vergleich zu Langerhans Zellen und dermalen dendritischen Zellen (dDCs)
in unserem Modell zu untersuchen, nutzen wir K14-DIETER Mausen. Bei Mausen
dieser Linie exprimieren die KCs nach Applikation von Tamoxifen oder 40H-
Tamoxifen (4-OHT) anstelle der CD11cM9" Zellen (DIETER Modell) die transgenen
CTL Epitope (Vasioukhin et al., 2002). Unsere Ergebnisse zeigen, dass die Expression
des transgenen Antigens auf Keratinozyten ein ebenso effizientes Priming spezifischer
CD8* T-Zellen hervorruft, wie es bei der Expression auf dDCs zu beobachten ist.
Allerdings bleibt die Frage offen, ob KCs die Antigene direkt an naive T-Zellen
prasentieren oder ob diese Antigene von LCs und oder dDCs an die naiven CD8* T-
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Zellen kreuzprasentiert werden. Auf Grund des fehlenden direkten Kontakts zwischen
KCs und T-Zellen in den von uns durchgefuhrten Experimenten ist davon auszugehen,
dass die Kreuzprasentation mittels LCs und oder dDCs stattfindet.

Um in unserem Modell die Moglichkeit der Kreuzprasentation von KCs exprimierten
transgenen CTL Epitopen durch LCs und cDC1s ausschlielen zu kdonnen, waren
Lang-DTR X K14-DIETER Mause von Nutzen. Durch Depletion von cDC1s und LCs
oder nur LCs mittels DT Injektion konnten wir mit Hilfe dieser Tiere untersuchen, ob
KCs spezifische CD8" T-Zellen direkt primen kénnen. Des Weiteren bieten sich
CD11cDTR X K14-DIETER Méause an, bei denen nach Applikation von DT alle CD11c*
Zellen depletiert werden (Jung et al., 2002). Falls eine Aktivierung der spezifischen
CD8" T-Zellen bei LCs und cDC1s depletierten Lang-DTR X K14-DIETER Méause
stattfindet, konnte mit Hilfe dieser Mause ausgeschlossen werden, dass keine andere
Subpopulation der dermalen CD11c* Zellen an der Kreuzprasentation der KC
exprimierten Antigene beteiligt ist. Sollte so gezeigt werden, dass KCs direkt
spezifischen CD8* T-Zellen primen kdnnten, bedarf es genaueren Untersuchungen,
wie und insbesondere wo diese Aktivierung stattfindet.

Festzuhalten bleibt, dass Mausen, welche die DIETER Antigene auf KCs exprimieren,
eine vergleichbare Anzahl an spezifischen CD8" T-Zellen aufwiesen, diese jedoch bei
lokaler Infektion mit VV-GP33.41 eine weitaus geringere Protektion zeigten. Somit ist
davon auszugehen, dass die spezifischen CD8" T-Zellen, die durch cross priming
hervorgerufen wurden, in ihrer Funktionalitat eingeschrankt sind. Eine Ursache fur die
fehlende Funktionalitat der spezifischen CD8" T-Zellen kdnnte eine bereits zuvor
erwahnte Kreuzprasentation der auf KCs exprimierten Antigene durch dDCs,
insbesondere cDC1s, sein (Henri et al., 2010). Die Expression des Antigens auf KCs,
welches dann durch aCD40 aktivierte dDCs in den sdLN an naive T-Zellen
kreuzprasentieren wird, wirde die von uns beobachteten spezifischen CD8* T-Zellen
erklaren. Es besteht jedoch die Moglichkeit, dass in unserem Modell in Folge der
Kreuzprasentation des Antigens durch dDCs geringere Mengen an costimulatorischen
Molekulen von den dDCs produziert werden oder die dDCs beispielsweise ein
verandertes Zytokinmilieu ausschutten, was letztendlich zur Funktionslosigkeit der
spezifischen CD8* T-Zellen fuhren kénnte (Abb. 11).

112



Diskussion

Neben der Untersuchung des Primings von spezifischen CD8* T-Zellen durch
Expression der transgenen CTL Epitope auf KCs, sollte ermittelt werden, ob die lokale
Expression den transgenen Antigene auf KCs ebenso effizient zur Tru Differenzierung
und Retention aus Ter-Zellen beitragen konnen, wie es bei dermalen dendritischen
Zellen der Fall ist.

Mackay et al. konnten zeigen, dass Ter-Zellen, welche durch eine Inflammation in die
Haut eingewandert sind, einen Trm Phanotyp entwickelten, wobei dies nicht die
Anwesenheit von lokalen Antigenen erforderte (Mackay et al., 2012). Khan et al. zeigte
jedoch, dass die Anwesenheit von Antigen bei einer Infektion mit VV zu einer
effizenteren Trw Bildung beitrug (Khan et al., 2016) und es konnte gezeigt werden,
dass die Trwm Bildung durch die Kompetition von lokalen Antigenen beeinflusst wird
(Muschaweckh et al., 2016).

Im Einklang mit diesen Daten konnten wir beobachten, dass die lokale Expression der
transgenen Antigene auf KCs zu einer vermehrten Bildung und Beibehaltung von Tru-
Zellen verglichen zu Bereichen, in denen KCs diese Antigene nicht exprimieren, fuhrte
(Abb. 12). Im Verhaltnis ist die lokal effizientere Bildung von Trus bei Anitgen
Expression auf KCs nahezu identisch zu der Expression der transgenen Antigene auf
DCs. Jedoch bleibt auch hier die Frage der direkten Prasentation des Anitgens oder
der Kreuzprasentation uber LCs und dDCs unbeantwortet. Durch die experimentelle
Prozedur einer lokalen Infektion mit VV-OVA und der systemischen Infektion mit VV-
GPa33.41 besteht die Mdglichkeit, dass spezifische CD8* Ter-Zellen in die entziindeten
Gewebe eingewandert sind und hier die transgenen Antigene von KCs direkt

prasentiert bekamen. Die bereits beim Priming beschriebenen LangDTR X K14-DIETER

Mause konnten auch hier bei der Klarung der Frage der direkten Antigen Prasnetation
der KCs oder der Kreuzprasentation durch LCs und oder cDC1s hilfreich sein.

Park et al. zeigten, dass Trwu-Zellen, die einmal nach lokaler Infektion im Gewebe
hervorgerufen wurden, nicht nur selbst dazu in der Lage waren, die erneute Infektion
effizient zu bekamfen, sondern auch Tcwu-Zellen rekrutierten, welche die Effektivitat der
Protektion steigerten (Park et al., 2018). Diese Funktion der Tru-Zellen konnte auf

Grund unseres Experimenten Designs nicht untersucht werden.
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Es bleibt festzuhalten, dass die Expression der transgenen CTL Epitope auf KCs zu
einer Aktivierung von spezifischen CD8* T-Zellen flhrte, die jedoch nicht protektiv
gegen eine Infektion mit VV-GP33.41 waren. Desweiteren haben bei lokaler Infektion
KCs, die die transgenen Antigene exprimieren, einen positiven Effekt auf die
Ausbildung von Tru-Zellen. Die Art der Antigen Prasentation, sprich eine direkte
Prasentation oder eine Kreuzprasentation tber LCs und oder dDCs, bleibt in beiden

Versuchen allerdings ungeklart.
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