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Einleitung 1

1. Einleitung

Das Immunsystem hat eine Rethe von Mechanismen entwickelt, um den Korper vor
Infektionen zu schitzen. Die angeborene Immunitét dient der ersten Abwehr. Sie kann
Krankheitserreger jedoch nicht spezifisch erkennen und bietet auch keinen gezielten
Schutz gegen eine erneute Infektion. Die angeborene Immunitét wird zu einem grof3en Teil
von den Granulocyten getragen, zu denen Makrophagen und andere Phagocyten gehoren.
Die adaptive (erworbene) Immunitdt basiert auf der klonalen Selektion von B- und T-
Lymphocyten, die eine Vielzahl hochspezifischer Rezeptoren besitzen, die es dem
Immunsystem ermdglichen, jedes beliebige fremde Antigen zu erkennen und gezielt zu
bekampfen. Die adaptive Immunitét ermoglicht auch die Entstehung des immunologischen
Gedachtnisses durch ausdifferenzierte spezifische Gedachtniszellen. Die angeborene und
die erworbene Immunitét bilden zusammen ein auf3erordentlich wirksames Abwehrsystem

(Janeway & Travers 1997).

1.1 Antigen-prasentierende Zellen

Lange Zeit hat sich die Immunologie auf das Zusammenspiel von Antigen, B- und T-
Lymphocyten bei der adaptiven Immunantwort konzentriert. Erst in den 1980er und 1990er
Jahren wurde deutlich, dal? eine dritte Gruppe eine wichtige Rolle spielt: die dendritischen
Zellen as Antigen-prasentierende Zellen sind Initiatoren und Modulatoren von Immun-
Antworten (Banchereau & Steinman 1998).

Dendritische Zellen sind effiziente Stimulatoren von B- und T-Lymphocyten. Wéhrend B-
Zellen Antigen durch den B-Zell-Rezeptor direkt erkennen konnen, sind T-Zellen auf die
Présentation von Antigen durch professionelle Antigen-présentierende Zellen angewiesen.
Die Interaktion des T-Zell-Rezeptors mit den mit Antigenfragmenten beladenen MHC-
Molekilen wird (major histocompatibility complex) durch kostimulatorische Molekiile wie
B7, CD28, CD40, CD40-Ligand und CD4 bzw. CD8 unterstutzt.

Dendritische Zellen exprimieren eine Reihe von Oberflachenmolekilen. Dazu zéhlen

MHC | und MHC 11, die kostimulatorischen Molekiile CD80 und CD86 (B7.1 und B7.2),
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CD40, verschiedene Adhasionsmolekile wie CD50, CD54 (ICAM-1 und -3) und CD24
(HSA). Weiterhin sind Rezeptoren, die die Aufnahme von Antigen vermitteln, wie
DEC205 und FcR, und verschiedene Cytokin-Rezeptoren, wie Rezeptoren fur TNF, GM-
CSF, IL-1, IL-4 oder TGF-b bekannt. Einige dieser Oberflachenmarker kénnen zur

Charakterisierung des Ausreifungsgrades von dendritischen Zellen eingesetzt werden. So
wird die Expression von MHC |1, von CD80, CD86 und CD83 wahrend der Ausreifung auf
der Zelloberfléche verstarkt, wahrend die Anzahl der Fc-Rezeptoren vermindert wird
(Banchereau & Steinman 1998). Darin spiegeln sich die Aufgaben von reifen und unreifen
dendritischen Zellen wider: Unreife dendritische Zellen nehmen Antigen im peripheren
Gewebe auf und reifen dann zu potenten Antigen-prasentierenden Zellen. Unreife
dendritische Zellen sind durch die Fahigkeit zur Endocytose gekennzeichnet, wahrend reife
dendritische Zellen durch hohe Mengen an MHC-Molekulen und kostimulatorischen
Molekilen optimal zur Aktivierung von T-Zellen geeignet sind (Romani et al. 1989,
Jonuleit et al. 1996, McLellan et a. 1996, Steinman & Swanson 1995).

Zu den Aufgaben von dendritischen Zellen z&hlen die Aufnahme von Antigen im
peripheren Gewebe, die Optimierung der klonalen Selektion von spezifischen CD4 - und
CDS8 - positiven T-Zellen, die Stimulation von ruhenden, naiven oder memory B- und T-
Zellen und die Induktion von Toleranz oder Anergie in T-Zellen (Banchereau & Steinman
1998).

Dendritische Zellen kénnen aus Monocyten aus dem peripherem Blut oder aus CD34-
positiven Knochenmarkszellen generiert werden. Die Zellen differenzieren in Gegenwart
von GM-CSF und IL-4 zu dendritischen Zellen (Sallusto & Lanzavecchia 1994, Romani et

al. 1994). Als Ausreifungsstimuli sind unter anderem verschiedene Cytokine wie TGF-b,
TNF-a, bakterielle Substanzen wie Lipopolysaccharid (LPS) oder auch Kontaktallergene

bekannt (Sallusto et al. 1995, De Smedt et al. 1996, Verhasselt et a. 1997, Aiba et al.
1997, Manome et al. 1999). In vitro wird haufig ein Cytokin-Gemisch aus TNF-a, IL-1b,

Prostaglandin und IL-6 eingesetzt (Jonuleit et al. 1997).
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In vitro fuhrt die Stimulation mit Kontaktallergenen zur Aktivierung von Antigen-
prasentierenden Zellen. So kann nach der Stimulation mit Kontaktallergenen bel unreifen
aus Monocyten-generierten  dendritischen  Zellen die  Hochregulation  der
Oberflachenmarker MHC 11, CD86, CD80, CD83 und CD54 beobachtet werden (Aiba et
a. 1997, Manome et al. 1999, Tuschl et al. 2000, Arrighi et a. 2001).

Die adaptive Immunantwort stellt einen wesentlichen Bestandtell der Abwehr gegen
Infektionen dar. Sieist damit zur Aufrechterhaltung der Gesundheit unerla@ich. Allerdings
werden adaptive Immunreaktionen manchmal auch gegen harmlose Antigene
hervorgerufen. So kénnen Umweltantigene allergische Reaktionen ausldsen oder es kommt
zu Immunreaktionen gegen korpereigene Gewebsantigene, den sogenannten
Autoimmunerkrankungen.

Als Allergien werden Erkrankungen bezeichnet, bel denen das Immunsystem mit einer
Entzindungsreaktion auf eigentlich unschadliche Umweltfaktoren reagiert. Allergien
zéhlen zu den héaufigsten Erkrankungen in den Industrienationen und gehéren zu einer
Klasse von Immunreaktionen, die man als Hypersensibilitédt oder Uberempfindlichkeit
bezeichnet. Coombs & Gell (1963, 1975) haben die hypersensiblen Reaktionen nach
immunologischen Kriterien in vier Gruppen eingeteilt. Zur Typ | Allergie (,, Soforttyp*)
zahlen die allergische Rhinitis, alergisches Asthma und die systemische Anaphylaxie
(z.B. gegen Wespengift). Hypersensibilitatsreaktionen der Typen |, Il und 111 werden durch
Antikorper vermittelt. Bei Typ | handelt es sich um IgE-Antikorper, bei Typ Il und 1|
(z.B. Medikamentenallergien, Transfusionsreaktionen, Serumkrankheit) hauptséchlich um
1gG-Antikorper. Typ IV Reaktionen dagegen sind in erster Linie Zell-vermittelt und treten
verzogert auf. Die Gewebsschadigung beruht entweder auf einer TH1-vermittelten
Entzindungsreaktion und der Infiltration von Makrophagen, oder die Schadigung wird

durch cytotoxische T-Zellen verursacht.
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1.2 Die Kontaktallergie

Die Kontaktallergie gehdrt zu den Typ IV Reaktionen nach Coombs und Gell (1975). Sie
wird zu den Hypersensibilitdtsreaktionen vom verzogerten Typ gezahlt, da die klinische
Reaktion bei einer sensibilisierten Person erst 24-72 Stunden nach Kontakt mit dem
Allergen sichtbar wird. Kontaktallergene sind in der Regel niedermolekulare (<1kD),
lipophile Substanzen, die auch als Haptene bezeichnet werden (Landsteiner 1936). Haptene
werden vom Immunsystem erst als Antigen erkannt, wenn sie an korpereigene Proteine
Uber freie Thiol- oder Aminogruppen koppeln (Basketter et al. 1995, Roberts &
Lepoittevin 1998). Sie kénnen auch an zellmembranassoziierte Molekiile binden. Dies gilt
vor allem fur Metallionen wie Nickel, die direkt mit Peptiden in der Bindungsregion des
MHC-Klasse I1-Komplexes reagieren kbnnen (Frosch et al. 1996a).

Kontaktallergene sind Bestandteile von Modeschmuck (Nickel, Kobalt, Palladium, Chrom)
(Ikarashi et al. 1996), Duftstoffe in Parfum, wie z. B. Eugenol (Bertrand et al. 1997). Auch
Konservierungsmittel in Arzneimitteln wie Thiomersal, Formaldehyd in Holzschutzmitteln
oder Chlormethylisothiazolon in Kosmetika konnen Ausldser einer Kontaktallergie sein
(de Groot & Herxheimer 1989, Aguirre Martin-Falero et a. 1990, Elferink 1999, Zissu
2002). Chlormethylisothiazolon wird unter verschiedenen Produktbezeichnungen als
Gemisch aus Chlormethylisothiazolon (MCI) und Methylisothiazolon (M) eingesetzt.
Dazu zdhlt Kathon mit einem Mischungsverhdtnis von 3:1 Chlormethylisothiazolon zu
Methylisothiazol on. Als  eigentlich sensibilisierende Komponente  wird
Chlormethylisothiazolon angesehen (Alexander 2002). Kathon wird seit den 1980ger
Jahren as Konservierungsstoff in kosmetischen und industriellen Produkten eingesetzt.
MCI/MI gehdrt noch immer zu den haufigen Kontaktallergenen mit einer
Sensibiliserungsrate von 0,7 bis 8,4% (Bohn et a. 2000). Als experimentelle
Kontaktallergene werden TNCB (Trinitrochlorbenzol), DNFB (Dinitrofluorbenzol) und
DNCB (Dinitrochlorbenzol) eingesetzt. Im Gegensatz zu den Klinisch relevanten

Kontaktallergenen ist das Sensibilisierungspotential der experimentellen Kontaktallergene
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hoher. Mit diesen Allergenen z.B. DNFB ist es mdglich bel jedem Probanden eine
Kontaktallergie auszul 6sen (Frosch et al. 1996a).

Die Kontaktallergie ist eine T-Zel-vermittelte Immunreaktion bei deren Entstehung
dendritische Zellen eine wichtige Rolle spielen, in der Epidermis vor allem
Langerhanszellen (Teunissen 1992). Man unterscheidet bei der Entstehung einer
Kontaktallergie zwel Phasen: Die Sensibilisierungs- und die Ausldsephase (Abb. 1, nach
Frosch et al. 1996a/b, Scheynius 1998).

Waéhrend der Sensibiliserungsphase kommt es zum initiierenden Kontakt mit dem
Allergen. Haptene kénnen durch die Hornhautbarriere in die Epidermis eindringen und

binden an epidermale Proteine (Basketter et al. 1995). Diese Protein-Hapten-Komplexe

werden von den
A dendritischen Zellen der
" Epidermis Epidermis (Romani et al.
1989a/b), internaisiert,
= prozessiert und  Uber
@ MHC II-Molekile auf der
Zelloberflache préasentiert.

Der K ontakt mit

B Haptenen bewirkt die

Aktivierung der Zellen

i} Epidermis und  induziet  die
Q\/’ @ ®®®®® :thg Produktion von
D @ MIP-1a/MIP-2
5 e @@ s inflammatorischen
@ @
< O Cytokinen wie IL-1b und
S

— o °c° |TNFa Ek & Kaz

1992).

Abb. 1: Sensibilisierungs- und Ausldsephase bei der Entstehung einer
Kontaktallergie (nach Frosch et al. 1996a/b, Scheynius 1998)
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Aktivierte Langerhans Zellen wandern aus der Epidermis Uber die afferenten
Lymphbahnen in die lokalen Lymphknoten ein. Im Laufe dieser Wanderung reifen sie zu
potenten Antigen-présentierenden Zellen aus (Wang et a. 1997, Weinlich et al. 1998,
Antonopoulos et a. 2001).

In den lokalen Lymphknoten wird das prozessierte Allergen naiven T-Zellen prasentiert.
Die Aktivierung und klonale Expansion von Hapten-spezifischen T-Lymphocyten ist das
entscheidende Ereignis bel der Sensibilisierung (Kimber & Dearman 2002). Allergen-
spezifische T-Zellen wandern aus den Lymphknoten aus und zirkulieren in den peripheren
Geweben.

Waéhrend der Sensibilisierungsphase kommt es in der Regel noch nicht zu einer klinischen
Reaktion. Bei erneutem Kontakt mit dem Allergen — in der Ausl6sephase — werden dieim
Gewebe patrouillierenden spezifischen T-Zellen aktiviert. Es kommt zur Produktion von
TH1 typischen Cytokinen wie IL-2 und IFN-g, zur Proliferation der T-Zellen und zur
Freisetzung von Chemokinen wie MIP-1a, MIP-2, RANTES, IP-10 und IL-8, die die
Einwanderung von Makrophagen, Eosinophilen und anderer nicht antigenspezifischen
Zellen bewirken (Frosch et a. 1996a, 1996b). Die lokale Entziindungsreaktion fuhrt zur
Zerstérung epidermalen Gewebes und manifestiert sich innerhalb von 24-72 Stunden nach
Kontakt mit dem Allergen as Ekzem. Man nahm lange an, dald die Kontaktalergie
hauptsachlich durch CD4-positive TH1-Zellen vermittelt wird. Heute geht man davon aus,
dal3 es sich um eine ,,gemischte” Reaktion handelt, bei der cytotoxische CD8-positive T-
Zellen mit Tcl Phéanotyp eine entscheidende Rolle spielen und CD4-positive Zellen
regulatorische Funktion Ubernehmen (Grabbe & Scharz 1998, Kimber & Dearman 2002).

Waéhrend die zelluldren Prozesse bei der Entstehung einer Kontaktallergie relativ gut
beschrieben sind, ist wenig bekannt Uber die molekularen Mechanismen, die der
Aktivierung durch Kontaktallergene zugrunde liegen. So stellt sich die Frage welche
Signalmechanismen in der Zelle die Aktivierung durch Kontaktallergene vermitteln

konnen.
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1.3 Signaltransduktion

In der Zelle existieren eine Reihe von Signal Ubertragungssystemen, die an der Umsetzung
eines an der Zelloberflache eingehenden Signals beteiligt sind. In den folgenden Kapiteln
sollen einige solcher Systeme kurz vorgestellt werden. Dazu zdhlen das Jak/STAT System
(2.31), die MAP Kinasen ERK, p38 und JINK (1.3.2) sowie einige frihe

Signalmechanismen, die der Aktivierung der MAP Kinasen (1.3.3) vorausgehen.

1.3.1 Jak/STAT-Signalwege

Jak/STAT-Signawege (Janus kinase/signa transducer and activator of transcriotion)
gehoren zu den wichtigsten Mechanismen der Signallibertragung von Cytokin-Rezeptoren
zum Zellkern (Liu 1998). Bisher wurden sieben STAT-Molekile beschrieben: STAT1,
STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b und STATG6 (Liu et al. 1998, Wurster et al.
2000, Ihle 2001).

Die Aktivierung einer Zelle durch Cytokine Uber Jak/STAT-Signalwege erklart man mit
dem in Abbildung 2 dargestellten Modell. Die Bindung eines Cytokins an den spezifischen

Cytokine — Rezeptor  fuhrt  zur
Cytokin-R t .
i ylornezeptor Aktivierung des
Zellmembran
B Rezeptors. STAT-
S e JAK.\ Monomere assoziieren an
STAT staT B staT B den  cytoplasmatischen
¥ y

E staT P Rest von  aktivierten

& _
'/ Cytokin-Rezeptoren.
Nach der Bindung an den
Zellkefn .STAT Rezeptorkomplex  Uber

Abb. 2: Modell der Signaliibertragung durch Jak/STAT-Signalwege  ihre SH2-Domanen,
werden die STAT-Molekiile von Rezeptor-assoziierten Janus Kinasen (Jak) an bestimmten
Tyrosin-Resten phosphoryliert. Die Phosphorylierung der STAT-Molekile ermdglicht die
Bildung von Homo- oder Hetero-Dimeren, die in den Zellkern einwandern und als

Transkriptionsfaktoren an die DNA binden (Darnell 1997, Liu et a. 1998, Wurster et al.
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2000, lhle 2001). Tabelle 1 ist zu entnehmen, welche STAT-Molekile durch welche

Cytokine aktiviert werden.

Tab. 1: Aktivierung von STAT-Molekllen durch Cytokine (nach Liu et al. 1998, Ihle 2001)

STAT - Isoform aktivierende Cytokine

STAT1 IFN-a/b, IL-6

STAT2 IFN-a

STATS3 IL-10, IFN-a,

STAT4 IL-12, IFN-a

STAT5a, b GM-CSF, G-CSF, IFN-a, IL-10, IL-2, u.a.
STAT6 IL-4, [L-13

Yokozeki et al. konnten zeigen, dal3 STAT6 eine wichtige Rolle bei der Induktion einer
Kontaktallergie in der Maus spielt. STAT6 defiziente Mause zeigen eine verminderte
Reaktion auf Kontaktallergene (Yokozeki et al. 2000). Unklar ist, ob STAT6 an der
Aktivierung von Antigen-prasentierenden Zellen durch Kontaktallergene beteiligt ist.

Die Aktivierung von Jak/STAT-Signalwegen ist wichtig fur die Differenzierung von
myeloiden Zellen (Smithgall et al. 2000). Cytokine kontrollieren die Aktivierung von
Langerhans-Zellen wahrend inflammatorischer Prozesse, regulieren die Expression von
kostimulatorischen Molekilen und induzieren die Auswanderung von Langerhanszellen
aus der Epidermis (Jonuleit et al. 1996, Kimber & Cumberbatch 1992). Cytokine wie IL-4
und GM-CSF und deren Signalmechanismen in der Zelle sind somit essentiell fir die
Ausreifung und Aktivierung von dendritischen Zellen. In vitro konnte gezeigt werden, dal3
auch Kontaktalergene die Ausreifung von dendritischen Zellen ausésen kdnnen, die
Hochregulation von kostimulatorischen Molektlen bewirken und die T-Zell-Stimulations-
Kapazitét von dendritischen Zellen erhthen (Aiba et a. 1997, Manome et a. 1999,
Arrighi et a. 2001).

Neben der direkten Umsetzung von Signalen vom Rezeptor zum Zellkern werden auch

viele Schnittstellen des Jak/STAT-Systems mit anderen Signalwegen beschrieben.
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1.3.2 DieMAP Kinase-Kaskaden

Die MAP (mitogen-activated protein) Kinase-Signalwege stellen ein urspringliches
Signalweiterleitungssystem dar, das innerhalb der Evolution eukaryotischer Zellen hoch
konserviert ist (Kyriakis 1997). Die drel bekanntesten MAP Kinase Kaskaden sind nach
den zentralen MAP Kinasen ERK (extracellular signal-regulated kinase), p38 und JNK (c-
Jun N-terminal Kinase) benannt. Zu diesen MAP kinase-Gruppen gehoren ERK1 und 2,
JINK1, 2 und 3 sowie p38a, b, gund d. ERK5 wird keiner dieser Gruppen zugeordnet

(Chang & Karin 2001).

Cytokine,
Wachstums-
faktoren, Strel3

MAPKK c-Raf, B-Raf, A-Raf TAK1, ASK1, TAO1/2, MLK, MEKK1-4
MAPKK MEK1/2 MKK3/6 MKK4 MKK7
MAPK ERK p38 INK
Cytoskelett ’ MAPKAPK
4 Elk1
ATF2 c-Jun

Abb. 3: Klassische MAP Kinase Signalwege (nach Herlaar & Brown 1999, Kyriakis& Avruch 2001)

Jede MAPK-Kaskade ist in 3 Ebenen organisiert (Abb. 3). Die Signalweiterleitung beruht
auf einer Abfolge von Phosphorylierungsschritten. So werden die MAP Kinasen selbst
durch duale Phosphorylierung von Threonin- und Tyrosinresten in dem Motiv Thr-x-Tyr
von den vorgeschalteten MAPK Kinasen (MAPKK) aktiviert. Die MAPK Kinasen der
ERK-Kaskade werden als MEK1/2 bezeichnet, fir JNK und p38 sind MKK3/6 sowie
MKK4 und MKK7 bekannt (Herlaar & Brown 1999, Hagemann & Blank 2001). Wahrend
die Anzahl der MAPKK relativ Uberschaubar ist, gibt es eine Vielzahl von Kinasen auf
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MAPKKK Ebene (Kyriakis & Avruch 2001). Am besten untersucht ist die Kaskade von
ERK. Hier sind als MAPKKK die Mitglieder der Raf-Familie zu nennen (c-Raf, B-Raf und
A-Raf), wobei c-Raf as klassische MAPKKK fir ERK beschrieben wird (Hagemann &
Rapp 1999). Man nimmt an, da3 sowohl B-Raf as auch c-Raf in myeloiden und
lymphoiden haematopoetischen Zellen an der Regulation von Proliferation und
Differenzierung beteiligt sind (Eychene et al. 1995). Raf-Molekule besitzen ein komplexes
System von aktivierenden und deaktivierenden Phosphorylierungsstellen. Die Aktivitét
von Raf wird durch eine Reihe von Proteinkinasen und Phosphatasen (PP2A) kontrolliert
(Kolch 2000, Chong et a. 2001, Dhillon & Kolch 2002). Neben den Kinasen der Raf-
Familie fanden Zhang et al. (2000) in dendritischen Zellen ein Protein, DPK (dendritic
cell-derived protein kinase), das sowohl an der Aktivierung von ERK1/2 as auch JNK
beteiligt ist und den MAPKKK zugeordnet wird.

Die Organisation in Kaskaden mit mehreren Ebenen erlaubt nicht nur die Weiterleitung
von Signalen sondern auch die Koordination von Informationen, die Signalverstarkung, die
Bildung von Schwellenwerten, die Kontrolle der subzelluldren Lokalisation sowie eine
Vielzahl von Inaktivierungsmechanismen (Cobb 1999, Chang & Karin 2001).

Die MAP Kinasen selbst sind Serin-Threonin-Kinasen. Aktivierte MAPK konnen in den
Zellkern einwandern und sind an der Regulation verschiedener Transkriptionsfaktoren
beteiligt wie z.B. c-Jun (+c-fos = AP-1), Elk-1, ATF-2 (Raingeaud et a. 1996). Eine
wichtige Rolle spielen MAP Kinasen beispielsweise bei der Expression von Cytokinen wie
IL-1b, TNF-a, IFN-g und IL-12p40 sowie Chemokinen wie IL-8 (Aicher et a. 1999,
Hippenstiel et al. 2000, Kurosawa et al. 2000, Zhang & Kaplan 2000, Arrighi et al. 2001).
Nur ein Teil der aktivierten MAPK jedoch wandert in den Zellkern ein, der Rest verbleibt
im Cytoplasma und anderen subzelluld&ren Kompartimenten. Zu den Aufgaben im
Cytoplasma gehort die Stabilisierung von mRNA, die Aktivierung von MAP Kinase-
aktivierten Protein Kinasen (z.B. MAPKAPK-2) und Hitzeschockproteinen sowie die

Reorganisation des Cytoskeletts (Cuenda et al. 1995, Raingeaud et al. 1995, Herlaar &



Einleitung 11

Brown 1999, Brook et al. 2000, Lee et al. 2001, Hagemann & Blank 2001, Andoh et al.
2002, Esnault & Malter 2002).

Die Diversitd der Kinasen mit MAPKKK-AKktivitédt spiegelt die Spannweite von
extrazelluldren Stimuli wider, die MAPK-Netzwerke aktivieren konnen (Kyriakis 1997).
JINK und p38 werden vor allem mit Stref3-assoziierten Reaktionen in Verbindung gebracht.
Sie kénnen durch UV-Strahlung, Hitzeschock, oxidativen Stref3 und osmotischen Schock,
aber auch durch einige proinflammatorische Cytokine aktiviert werden (Kyriakis 1997,
Heerlar & Brown 1999). ERK dagegen wird hauptsichlich durch Wachstumsfaktoren
sowie durch einige Cytokine und durch Phorbol-Ester stimuliert (Dong et a. 2002).
Waéhrend die Komponenten der Kern-Kaskaden relativ gut bekannt sind, ist vergleichbar
wenig bekannt dartiber, wie diese mit den Geschehen an der Zellmembran verknipft sind
(Kyriakis 1997). An der Signaweiterleitung von der Zellmembran bzw. den spezifischen
Rezeptoren zu den MAPK -K askaden kénnen eine Reihe von Signal transduktionselementen

beteiligt sein. In den folgenden Abschnitten sollen einige davon kurz vorgestellt werden.

1.3.3 Frihe Signaltransduktionselemente

Die meisten Stimuli setzen die intrazellulére Signalweiterleitung durch die Aktivierung
von spezifischen Rezeptoren in der Zellmembran in Gang. Die chemische Information,
die an der Zelloberflache Uber Hormone, Cytokine oder Neurotransmitter eintrifft, wird
von spezifischen Transmembran-Rezeptorproteinen erkannt. Die Bindung von Agonisten
verursacht eine strukturelle Veranderung des intrazelluléren Bereichs des Rezeptors. Die
Signalweiterleitung erfolgt Uber eine Reihe von Mechanismen. Dazu zahlen
Konformationséanderung durch Ligandenbindung, Zusammenlagerung von aktivierten
Rezeptormonomeren, Autophosphorylierung intrazellulérer Ketten sowie
Phosphorylierung von Effektormolekilen und die Assoziation von Signalmolekilen zu
aktivierten Rezeptorkomplexen. Die Informationsweiterleitung Uber eine Folge von
weiteren Reaktionen ermoglicht die Modifikation oder Integration verschiedener Signale.
Ausnahme sind Steroid-, Thyroid- und Retinsure-Rezeptoren, die ihre Agonisten im

Zellinnern binden und direkt auf das eigentliche Zielmolekil einwirken (Micha 1999).
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Ein haufiges frihes Ereignis der Signaltransduktion ist der Anstieg der intrazelluléren
Tyrosinphosphorylierung. Dieser Schritt kann schon durch die Rezeptoren selbst
erfolgen durch Rezeptoren mit intrinsischer Kinase-Aktivitét (Rezeptortyrosinkinasen) wie
z.B. dem EGF-Rezeptor oder durch Assoziation von Tyrosinkinasen an den intrazelluléren
Teil eines Rezeptors wie bei B- und T-Zell-Rezeptor-Komplexen. Man unterscheidet zwei
wichtige Familien von Protein-Tyrosin-Kinasen, die fur die Signalweiterleitung dieser
Rezeptoren verantwortlich sind: Die src-Familie umfaldt sieben Mitglieder (Src, Hek, Lck,
Lyn, Fyn, Yes und BIk) mit gemeinsamer Grundstruktur (Sicheri et al. 1997, Xu et .
1997). Die zweite wichtige Familie der Rezeptor-gekoppelten Tyrosinkinasen sind die
Janus-Kinasen JAK1, JAK2, JAK3 und TYK2 (Schindler & Darnell 1995), die die
Aktivierung von STAT-Molekllen vermitteln (siehe 1.3.1).

Die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren bilden eine weitere Gruppe von Rezeptoren. G-
Proteine (Guanin-Nukleotid-Binde-Proteine) oder GTPasen spielen ein zentrale Rolle bel
der Umsetzung von rezeptorvermittelten Signalen und der Welterleitung zu verschiedenen
Signalwegen. G-Proteine sind durch die Fahigkeit charakterisiert, GTP zu binden und im
Laufe ihrer Aktivierung unter Freisetzung eines Phosphatrestes zu GDP zu hydrolysieren.
Sie besitzen intrinsische GTPase Aktivitét. Der aktive Zustand von G-Proteinen ist durch
die Bindung von GTP gekennzeichnet. Aktivierte G-Proteine sind in der Lage Uber
Effektor-Molekile verschiedene Signalwege in Gang zu setzen. (Henning & Cantrell 1998,
Gutkind 1998). Man unterscheidet drei Familien von G-Proteinen: heterotrimere G-
Proteine, heterodimere G-Proteine und kleine G-Proteine.

Heterotrimere G-Proteine bestehen aus 3 Untereinheiten: a, b und g. Ga bildet die
Guanin-Nukleotid-bindende Untereinheit. Im inaktiven Zustand, solange Ga GDP bindet,
liegen Ga und Gbg assoziiert vor. Der inaktive GabgKomplex assoziiert an die
intrazelluldre Domane eines aktivierten Rezeptors. Nun kann GDP freigesetzt und gegen
GTP ausgetauscht werden. Die Ga- und Gbg-Untereinheiten trennen sich und dissoziieren

vom Rezeptor. Beide G-Protein-Untereinheiten wirken als Aktivatoren oder Inhibitoren auf

verschiedene Zellbestandteile. Man unterscheidet vier Gruppen von Ga -Untereinheiten:
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Gaq, Gai, Gasund Ga 12, die verschiedene Signalmechanismen in der Zelle beeinflussen
wie z.B. die Adenylatzyklase, kleine G-Proteine, Phospholipasen und src-Kinasen
(Gutkind 1998, 2000, Liebmann 2001).

Weniger bekannt ist Uber die Familie der heterodimeren G-Proteine. Sie bestehen aus
einer Ga- und einer Gb-Untereinheit. Auch die Untereinheiten heterodimerer G-Proteine
dissoziieren nach GTP-Bindung und sowohl Ga as auch Gb konnen an der
Signalweiterleitung beteiligt sein. Zu den heterodimeren G-Proteinen zahlt die
Gewebstransglutaminase (tTG), ein G,-Protein. Neben der G-Protein-Funktion besitzt die
tTG auch enzymatische Transamidase-Aktivitdt (Folk 1980). Die tTG wird mit der
Aktivierung der Phospholipase C durch den al-adrenergen Rezeptor in Verbindung
gebracht (Nakaoka et al. 1994, Gill et al. 1998). Adrenerge Rezeptoren gehtren zur
Superfamilie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (Franke et al, 1992, Wong & Ross,
1994).

Zu den Effektoren heterotrimerer G-Proteine zéhlen u.a kleine G-Proteine, deren
Aktivitét ebenfals auf der Bindung und Hydrolyse von GTP beruht. Dazu zadhlen die
GTPasen der Ras- und Rho-Familien, welche aus nur einer Untereinheit bestehen. Sie
werden in Folge der Aktivierung von heterotrimeren G-Proteinen aktiviert (Rap Uber Gas)
oder sind Uber eine Reihe von Adaptermolekilen (z.B. Shc, Grb2) mit Rezeptoren in der
Zellmembran verknipft. Den kleinen G-Proteinen ist gemeinsam, dald sie auf Guanin
Nukleotid Austauschfaktoren (z. B. SOS) angewiesen sind (Satoh et al. 1992, Henning &
Cantrell 1998, Peterson et al. 1998).

Ein weiteres Grundprinzip der Signaltransduktion ist die Amplifikation des urspriinglichen
Stimulus durch die Bildung von kleinen zytoplasmatischen Signalmolekilen, den
sogenannten ,,second Messenger® Molekilen. Dazu zdhlen zyklisches AMP (CAMP),
zyklisches GMP (cGMP), Stickstoffmonoxid (NO), Inositol-3-Phosphat (1Ps) und
Diacylglycerin (DAG). Gebildet wird cCAMP aus ATP durch das integrale Membranprotein
Adenylatzyklase, dessen Aktivitét durch heterotrimere G-Proteine reguliert wird (Gutkind
2000).
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Auch Calcium-lonen gehéren zu den second messenger Molekilen. Die Regulation der
intrazelluldren Calciumkonzentration ist ein vielseitiger Signalmechanismus und an einer
Reihe von zelluléren Vorgangen beteiligt wie z.B. Proliferation, Differenzierung, Sekretion
und Kontraktion (Rettingen & Iversen 2000). Wahrend Calcium lange Zeit in erster Linie
mit der Erregungsleitung und Aktivierung von Muskel- und Nervenzellen in Verbindung
gebracht wurde, konnte die Rolle von Calcium as Signalmolektil 1983 durch Entdeckung
der 1P; vermittelten Calcium-Mobilisierung aus intrazelluléren Speichern bewiesen werden
(Streb et a. 1983). Die Signawirkung von Cacium beruht darauf, dal3 die
Calciumkonzentration im Cytosol im Vergleich zum extrazellulé&ren Raum stark reduziert
ist. Die Cacium-Konzentration liegt im Cytosol bel nur 100nM im Vergleich zu etwa
ImM extrazelluldr (Rettingen & lversen 2000). Das endoplasmatische Reticulum, das
sarcoplasmatische Reticulum in Muskelzellen und die Mitochondrien dienen as
intrazelluléare Calciumspeicher, in denen die Calcium-Konzentration durch Calcium-
Pumpen deutlich tber der des Cytoplasmas gehalten wird.

Verschiedene Stimuli bewirken die Offnung von Calcium-Kanélen (IPs-Rezeptor-Ca’*-
Kandle, Ryanodin-Rezeptor-Ca’*-Kandle, Spannungsabhangige Ca2+-Kandle) in der
Cytoplasma-Membran und/oder den Membranen der intrazelluléaren Speicher (Nadif Kasri
et al. 2002) (Abb. 4).

Dadurch kommt es zum Calcium Einstrom in das Cytoplasma und zum Anstieg der
cytoplasmatischen Calcium Konzentration ([Ca’];). Dieses Calcium-Signa wird durch
Calcium-bindende Proteine, die as Cacium-Sensoren fungieren, in biochemische und

zelluldre Signale umgesetzt (Ikura 1996, Agell et al. 2002).
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ER/SR
Ca 2+ - @ . Ca 2+

Ca bs
ATP —> ca?
Ca® . %— ca @ Ca®
ADP +R @
Ca 2+

Cytoplasma

Abb. 4: Mechanismen der Calcium-M obilisierung (nach Michal 1999)
ER/SR: Endo-/Sarcopl asmatisches Reticulum, 1P3: Inositol (1,4,5)-P3

Es werden drei Gruppen von Calcium-bindenden Proteinen beschrieben: Calcium-
Speicherproteine wie Calsequestrin und Calreticulin, die vor allem im Endo- oder
Sarcoplasmatischen Retikulum eine Rolle spielen, EF-Hand-Motiv-haltige Proteine wie
z.B. Camodulin und Calcium-Phospholipid-bindende Proteine wie z.B. Annexin oder
Proteinkinase C (PKC). Proteine der letzteren Gruppe binden Phospholipide in Calcium-
abhangiger Weise und erméglichen dadurch ihre Trandokation an die Membran bel
Anstieg der intrazelluléren Calcium-Konzentration (Rettingen & Iversen 2000).

Calcium-Calmodulin ist das am besten untersuchte Calcium-Sensor-Molekil und wird in
allen eukariotischen Zellen exprimiert. Calmodulin ist ein kleines hoch konserviertes
Protein von etwa 16kDalton. Es ist in der Lage Uber EF-Motive (Helix-Loop-Helix) vier
Calcium-Molekile zu binden (Chin & Means 2000). Durch die Bindung verandert sich die
Konformation derart, dal3 hydrophobe Bereiche des Proteins freigelegt werden, die mit
Calmodulin-bindenden Proteinen interagieren konnen. Uber Calmodulin-bindende Proteine
(CaMBP) werden viele Aspekte der Zell-Regulation beeinflufdt (Agell et a. 2002). Zu den
CaMBP gehoren z.B. die CaM-abhangige Guanylat-Cyclase, CaM-abhéangige Adenylat-
Cyclase, Stickoxid-Synthase (NO-Synthase), Calcineurin (CaM-abhangige Protein-

Phosphatase 2B) und auch eine Reihe von Proteinkinasen, die CaM-abhangigen Protein
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Kinasen |-V (CaMKI-V). Weiterhin ist Calmodulin an der Beendigung des Calciumsignals
durch die Aktivierung von Calcium-Pumpen beteiligt (Klee et al. 1998, Soderling 1999,
Santini et al. 2001). Durch den Einsatz von Camodulin-Antagonisten konnte gezeigt
werden, dal3 Calmodulin eine wichtige Rolle bei der Calcium-abhéngigen Aktivierung von
MAP Kinase-Signalwegen und bei der Differenzierung von myeloiden Zellen spielt (Lee et
al. 2000, Koski et al. 1999).

Neben der Vermittlung durch Calcium-Sensoren wie Calmodulin kann Calcium auch
direkt auf verschiedene Bestandteile von Signaltransduktionskaskaden einwirken. Dazu
zahit die Proteinkinase C, eine durch Calcium aktivierte Phospholipid-abhéngige Serin-
Threonin-Kinase (Mitev & Miteva 1999).

Proteinkinase C gehort zur Proteinkinase-Superfamilie und ist nah verwandt mit den
Proteinkinase A und Proteinkinase B (auch als AKT bezeichnet). Die ABC-Kinasen haben
eine konservierte Kinase-Domane gemeinsam, die allosterisch durch eine regulatorische
Doméne kontrolliert wird. Diese regulatorische Doméne hat zwei Funktionen: Sie
bestimmt die zellulare Lokalisation und sie reguliert die Kinase Aktivité durch sterische
Blockade des aktiven Zentrums (Pseudosubstrat-Sequenz bei PKC und PKA). Die Bindung
von spezifischen Cofaktoren (CAMP fur PKA, PIPs; fur PKB, DAG fur PKC) fuhrt zur
Anderung der Konformation und ermdglichen die Bindung und Phosphorylierung des
Substrats.

Die PKC-Familie umfal3t 10 bekannte I soformen, die in 3 Gruppen eingeteilt werden:
Klassische PKC (cPKC): PKCa,bl,bll, g

Neue PKC (nPKC): PKCd,e h,q

Atypische PKC (aPK C): PKC z,ill .

Dazu kommen die neu beschriebenen Isoformen PKC mund n (Dempsey et al. 2000).
Diedrel Untergruppen unterscheiden sich im Hinblick auf ihre regulatorische Untereinheit.
So ist die Aktivierung der klassischen PKC-Isoformen von Cacium und von
Diacylglycerin abhéngig, die der neuen PKC-Isoformen dagegen lediglich von DAG. Die
atypischen PKC-Isoformen sind unabhangig von Calcium und Diacylglycerin (Newton
2001).
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Eine Vielzahl von Signalen fuhrt zur Aktivierung der PKC durch die Produktion von
second messengern und verschiedene Signaltransduktionsmechanismen koénnen zur
Bildung von Diacylglycerol, dem Aktivator der PKC, fuhren. Die Stimulation von G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren, Tyrosin-Kinase Rezeptoren oder nicht Rezeptor-
Tyrosinkinasen kann die Bildung von DAG bewirken, das entweder schnell Cber
Phospholipase C (PLC) oder langsamer durch Phospholipase D (PLD) gebildet wird.
(Newton 1995, Melendez & Allen 2002).

Die Aktivitat der Proteinkinase C wird durch mehrere Mechanismen reguliert. Dazu zéhlen
Phosphorylierung, second messenger und die Lokalisierung innerhab der Zelle. Im
Folgenden wird beispielhaft fir konventionelle PKCs die Aktivierung der Proteinkinase C
- Isoform PKCb1I dargestellt (Abb. 5).

Neu synthetiserte PKC assoziiert lose an die Membran. Eine Abfolge von drei
Phosphorylierungschritten ist Voraussetzung fur die Aktivierbarkeit der Kinase (Keranen
et al. 1995). Eine erste Phosphorylierung, bei PKC bll an Thr 500 (,activation loop
phosphorylation*) durch PDK-1 (3-phosphoinositid-dependent kinase-1), |&3t die Kinase
katalytisch kompetent werden. Zwei Autophosphorylierungsschritte — bei PKCbIl an
Thr641 und Ser660 — dienen der Stabilisierung der aktivierbaren Konformation und fihren
zur Trandokation ins Cytosol. Die dreifach phosphorylierte Form stellt die ,,reife* Form
der PKC dar. Diese ist jedoch weiterhin inaktiv, da das Pseudosubstrat die

Substratbindungsstelle blockiert.
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Membran mm Eﬁﬁ{ E DAG
Ca“ Ca
I
c2 [ C1 + DAG
PKC . — PKC
inaktiv . > aktiv
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+ 3 ATP +Ca®
Cytosol |
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Abb. 5: Modell der Aktivierung der Proteinkinase C am Beispiel der cPKC bll,
nach Newton 2003, 1995; PI: Phosphatidylserin, DAG: Diacylglycerin

Die Bindung von Calcium an die C2 Doméne der regulatorischen Untereinheit erhoht die
Affinitdt der PKC fir negativ geladene Lipide (Phosphatidylserin) und fuhrt zur
Trandokation an die Membran. Diacylglycerin dient as hydrophober Anker und
ermoglicht eine stabile Assoziation mit der Membran. Durch einen Anstieg der Calcium
Konzentration und Generation von DAG wird PKC an die Membran rekrutiert und
gebunden. Die Membran-Interaktion liefert die Energie zur Freisetzung des
Pseudosubstrates und ermdglicht die Bindung und Phosphorylierung nachgeschalteter
Signalmol ekille (Newton 1995, 1997, 2001, 2003, Dempsey et a. 2000).

1.3.4 Modeleder ERK-Aktivierung

Alle der im vorhergehenden Kapitel beschriebenen frihen Signaltransduktions-
mechanismen sind an der Aktivierung von MAP Kinasen durch verschiedene Stimuli
beteiligt. Welche Mechanismen bei der Aktivierung von ERK eine Rolle spielen, ist
abhangig vom Stimulus selbst, von der Beteiligung spezifischer Rezeptoren und von der
zelltypspezifischen und differenzierungsabhéngigen Expression der
Signaltransduktionskomponenten. Im Folgenden sollen kurz einige Beispiele der ERK-

Aktivierung vorgestellt werden.
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Der klassische Weg der ERK-

Aktivierung durch
EGF
[REceptal Wachstumsfaktoren wie EGF
Grb (Epiderma  Growth Factor) wird
Sos
—— NO Uber das kleine G-Protein Ras
GDPRasGTP
' T vermittelt (Abb. 6). Die Bindung
GDPRaSGTP
\ eines Liganden fahrt Zu
4 Aktivierung und
c-Raf
Autophosphorylierung von
\]
VEKL/D Rezeptoren mit Tyrosinkinase-
\ Aktivitdt. Daraufhin assoziieren
ERK1/2 das Adapterprotein Grb und der

— Guanin-Nukl eotidaustauschf aktor
Abb. 6: Aktivierung der Ras/c-Raf/M EK/ERK -K askade

durch EGF oder NO (nach Deoraet al. 2000, Liebmann 2001) Sos an den intrazellularen Teil des

Rezeptors. Es kommt zur Aktivierung von Ras, Rekrutierung von c-Raf an die
Plasmamembran und schlief3lich zur Aktivierung von MEK 1/2 und ERK (Daub et al. 1994,
Kyriakis 1997, Hagemann & Blank 2001, Liebman 2001).

Neben der Rezeptor-vermittelten Aktivierung des Ras/c-Raf/MEK/ERK Signalweges
wurde von Deora et a. (2000) die Rezeptor-unabhangige Aktivierung durch den second
messenger Stickstoffmonoxid (NO) beschrieben. Dieser Mechanismus ist in Abbildung 6
dargestellt. Die Aktivierung von ERK durch NO erfolgt tber die Bindung von NO an einen
Cysteinrest (Cys''®) von Ras. Dadurch wird der Austausch von GDP zu GTP unabhangig
von Guanin-Nukleotid-Austauschfaktoren und die Aktivierung von Ras ausgel 6st. Uber c-
Raf und MEK1/2 kommt es zur Phosphorylierung von ERK1/2 (Lander et al. 1995, 1997,
Lander 1996, Deoraet al. 2000).

Neben der klassischen Ras-Raf-MEK-ERK-Kaskade wurden viele alternative Wege der
ERK-Aktivierung beschrieben. In Abbildung 7 sind einige M echanismen zusammengefal¥,

die zur Aktivierung der MAP Kinase ERK fuhren konnen.
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Abb. 7: ERK-Aktivierung durch Tyrosinkinase- oder G-Protein-gekoppelte-Rezeptoren
(nach Gutkind 2000, 1998)

Uber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren werden Signale durch verschiedene Ga -
Untereinheiten heterotrimerer G-Proteine weitergegeben. Gaq kontrolliert die Aktivitét
von Phosphatidylinositol spezifischen Phospholipasen z.B. Phospholipase C (PLC), welche
Phosphatidy! 4,5-bisphosphat zu den second messengern |P; und DAG hydrolysiert (Rhee
& Bae 1997). Dadurch wird Uber Freisetzung von Calcium aus intrazelluléren Speichern
ua die Proteinkinase C aktiviert (Gutkind 2000). Verschiedene Proteinkinase C—
| soformen kdnnen entweder Uber c-Raf oder MEK 1/2 in die ERK-Kaskade eingreifen (Cai
et a. 1997, Schonwasser et al. 1998, Bhalla & lyengar 1999). Gas und Gai kontrollieren
durch die Adenylatzyklase die intrazelluldre cAMP Konzentration. Zyklisches AMP ist ein
Cofaktor der Proteinkinase A, deren Aktivitéat Uber das kleine G-Protein Rap und B-Raf
Einflud auf ERK hat (Schmitt & Stork 2000, Liebmann 2001). Auch Gbg Untereinheiten
sind an der Aktivierung von MAP Kinasen durch G-Potein gekoppelte Rezeptoren
beteiligt. Durch Gbg, Gai oder Gaqg werden Signale von G-Protein gekoppelten

Rezeptoren durch src-Kinasen Uber den klassischen Ras-Raf-MEK-ERK-Weg
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weitergeleitet. Dabei kommt es auch zur Transaktivierung von Rezeptortyrosinkinasen
bei spiel swei se des EGF-Rezeptors (Gutkind 1998, Liebmann 2001, Daub et al. 1997).

Bei der Analyse spezifischer Signaltransduktionsmechanismen ist zu bedenken, dai alle
geschilderten Signalwege Bestandteil von intrazelluléren Protein-Netzwerken sind. Durch
diese Vernetzungen werden Verbindungen zwischen verschiedenen Signalwegen
ermoglicht, welche die Integration, Verstérkung oder auch Abschwéachung von Signalen
bewirken. Um komplexe zelluldre Funktionen zu verstehen, ist es wichtig, die
Eigenschaften und Mdoglichkeiten von Signalnetzwerken zu identifizieren (Bhalla &

lyengar 1999, Jordan et a. 2000).

1.3.5 Kontaktallergene und Signaltransduktion

Welche Signalwege durch Kontaktallergene aktiviert werden, ist bislang wenig untersucht.
In Langerhanszellen wurde eine erhohte Rezeptor-vermittelte Endocytose von
Membranmolekilen (Becker 1992, 1995) nach Stimulation mit Kontaktallergenen
beschrieben. Kihn et al. (1998) beobachtete in MCH Il-positiven Zellen verstéarkte
Tyrosinphosphorylierung. Die Aktivierung von MAP Kinasen durch Kontaktallergene
konnte von verschiedenen Arbeitsgruppen gezeigt werden. Arrighi et a. (2001) konnten
nachweisen, dal3 die MAP Kinase in unreifen dendritischen Zellen durch Stimulation mit
den Kontaktallergenen Nickel (NiSO,) und DNFB aktiviert wird. In Monocyten wurde die
Aktivierung und Tranglokation von p38 und des Transkriptionsfaktors Elk-1 nach
Stimulation mit MCI/MI, Thiomersal, Formaldehyd und DNFB beobachtet (Brand et al.
2002). Weitere Arbeiten haben gezeigt, dal? das experimentelle Kontaktallergen TNCB an
das heterodimere G-Protein Gewebstransglutaminase koppeln kann, welches mit der
Aktivierung von ERK in Zusammenhang gebracht wird (Zahn 2002).

Sowohl die Entwicklung einer Hypersensiblisierungsreaktion durch TNCB in Méausen as
auch die Aktivierung von humanen Monocyten und dendritischen Zellen
(Tyrosinphosphorylierung und ERK-Aktivierung) kann durch die Préinkubation mit
Cystein bzw. N-Acetylcystein signifikant vermindert werden (Senaldi 1994, Bruchhausen
2003). Fur die Aktivierung von Monocyten und dendrititschen Zellen und fir die

Sensbiliserung im murinen Modell ist die Thiolgruppen-Spezifitdét von Haptenen
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essentiell (Becker et a. 2003). Die Bedeutung der MAP Kinase p38 fir die Kontaktallergie
wurde von Takanami-Ohnishi et al. (2002) untersucht. Es stellte sich heraus, dal? p38 eine
wichtige Rolle in der Auslosephase der Kontaktallergie spielt durch die Regulation der
lokalen Cytokin- und Chemokin-Produktion.
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14 Zielsetzung

Antigen-présentierende Zellen spielen eine wichtige Rolle bei der Entstehung einer
Kontaktallergie. Es ist wenig bekannt Gber die molekularen Mechanismen, die an der
Aktivierung von Antigen-prasentierenden Zellen durch Kontaktallergene beteiligt sind.
Ziel dieser Arbeit war es, frihe Signaltransduktionselemente zu ermitteln, die von

Kontaktallergenen in Antigen-préasentierenden Zellen aktiviert werden.

DaLangerhans-Zellen, die wichtigsten Antigen-prasentierenden Zellen der Haut, nur in
geringen Mengen aus der Epidermis gewonnen werden konnen, sollten humane
Monocyten und aus Monocyten generierte dendritische Zellen als Model fir
epidermale Antigen-présentierende Zellen eingesetzt werden. Die funktionelle
Bedeutung der Aktivierung von dendritischen Zellen as Modellzellen durch
Kontaktallergene sollte durch die Darstellung des Cytokinpr ofils nach Stimulation mit

Kontaktallergenen Uberprift werden.

Ausgehend von der Bedeutung von Cytokinen fir die Differenzierung von myeloiden
Zellen sellte sich die Frage, ob die Stimulation von dendritischen Zellen mit
Kontaktallergenen die Aktivierung von Cytokin-Rezeptor-assoziierten Signalwegen
bewirkt. Um diese Frage zu kléren, sollte die Aktivierung der STAT Moleklle STATL,
STAT3, STAT4, STATS und STAT6 durch verschiedene Kontaktallergene Uberpriift
werden.

Die Aktivierung von MAP Kinasen durch verschiedene Kontaktallergene wurde
bereits beschrieben. Die Aktivierung von ERK und p38 durch die Kontaktallergene
MCI/MI, TNCB, Thiomersa und Formaldehyd sollte in unserem Modell-System
charakterisiert werden.

Daraufhin sollte ermittelt werden, welche upstream-Elemente an der Aktivierung der
MAP Kinase ERK durch Kontaktallergene beteiligt sind. Ein wesentlicher Aspekt war
die Zusammenstellung der Signalmechanismen, die in verschiedenen Zelltypen durch
unterschiedliche Stimuli zur Aktivierung der MAP Kinase ERK beitragen (s.1.3).

Ausgewdhlte Signaltransduktionselemente sollten entweder auf ihre Aktivierung hin
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untersucht oder durch Inhibitoren gezielt ausgeschaltet werden. Zuerst sollten die zur
ERK-core-Kaskade zéhlenden Kinasen MEKL1/2 und c-Raf untersucht werden.
Interessant war weiterhin die Aktivierung von Ras als erstem Element des klassischen
Rag/c-RafMEK/ERK-Weges. Durch den Einsatz von Inhibitoren sollte die

Beteiligung der Pl3-Kinase geklart werden.

Viele Signalwege, die zu ERK-Aktivierung fuhren, werden as Calcium-abhéngig
beschrieben. Daher sollte die Rolle des second messengers Calcium geklart werden.
Zentrale Fragen dieses Kapitels waren, ob Calcium fur die Aktivierung von ERK
erforderlich ist, ob es zu einer Calcium-Mobilisierung durch Kontaktallergene kommt
und ob Calcium-abhdngige Signalelemente identifiziert werden konnen, die die

Aktivierung von ERK durch Kontaktallergene vermitteln.
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2 Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Gerate

Elektrophorese-Kammer: fur SDS-PAGE, Fa. Phase
Eppendorfzentrifuge, Biofuge fresco, Fa. Heraeus
FACScalibur, Fa. Becton Dickinson
Fluoreszenzmikroskop fur Cytochemie, Diaplan, Fa. Leica
Laborzentrifuge, Megafuge 10, Fa. Heraeus

Megafuge 1.0R, Fa. Heraeus

Semi Dry Blotapparatur, Trans-Blot SD, Fa.Bio-Rad
Mikroskop fur Calcium-Messung, IMT-1, Olympus
FACS Calibur, Becton Dickinson

2.1.2 Reaktionsgefaflie und Materialien

6-Wellplatten, Fa. Greiner

24-Wellplatten, Fa. Greiner

96-Wellplatten, Fa. Greiner

Eppendorfreaktionsgeféalie, Fa. Eppendorf

FACS-R06hrchen, Fa. Becton Dickinson

Gewebekulturschalen 150 cm®, Fa. Greiner

Polyvenylidendifluorid (PVDF)-Membran, Immobilon-P, Fa. Millipore
Filterpapier 3MM, Whatman, Maidstone

Rontgenfilm, Hyperfilm-ECL, # 1674, Fa. Amersham

Zentrifugenréhrchen, 15 ml und 50 ml, Fa. Greiner

2.1.3 Chemikalien

AMERSHAM

ECL Plus Detektionssystem, # RPN2132
[a*P]-UTP, # PB10203

BAYER

Trasylol®500 000 KIE (Aprotinin )

BD BIOSCIENCE

RPA, #556134 (#45032P modifiziert)
BOEHRINGER

EDTA Natriumsalz, # 808 261
Phenylmethylsulfonylfluorid, # 837 091
CALBIOCHEM

Fura-2-AM, # 344905

Protein G PLUS-Agarose, # |P04
DAKO

DAKO Fluorescent mounting Medium
DIACLONE

Human TNF-a Elispot, PVDF - Enzymatic
GIBCO/INVITROGENE
Penicillin-Streptomycin, # 15140,122
MERCK

2-Mercaptoethanol, # 15433
di-Na-hydrogenphosphat, # 106586.500
Natriumdodecylsulfat (SDS), # 8.22050
Isopropanol, # 1040.2500
Kaliumchlorid, # 1.04936.0500
Magnesiumchlorid, # 1.05833.0250

M ethanol, # 1.06007.2500

Na,COs;, # 6586.2500

25
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NaHCO;, # 6329.0500E

Natriumacetat, # 1.01539.0500
Na-dihydrogenphosphat, # 106346.1000
Natriumhydroxyd-Plétzchen, # 106498
Salzséaure, # 1.00316.1000

Tris, #101549

Tris/HCI, #101547.100

ROCHE

High Pure RNA Isolation Kit, # 1828665
Leupeptin, #1017101

ROTH
Acrylamid/Bisacrylamid-Stamml6sung;
Rotiphorese Gel 30, # 3029.1
Ammoniumperoxodisulfat, # 9592
Ammoniumsulfat, #9212.1

Borsaure, # 6843

Dimethylsulfoxid, # 4720.1

Glycerin, #3783.1

Glycin, # 3908.2

NaCl, # 3957.2
Natrium-Hydrogen-Carbonat, # 8551.1
Saponin, # 9622.1

TEMED, # 2367

Urea, # 2317

SANTA CRUZ

Glutathion-Agarose, # sc-2009
SEROMED-BIOCHROM

Ficoll Separating Solution 1,077, # L6115

HEPES, # L1603

SIGMA

Acrylamid-Bisacrylamid 40% (19:1),
# A2917

EGTA, # E4378

DEPC, # D5758

Fotales Kalberserum (FCS), # 9605.23

Na-glycerophosphat (Na,Cs;H,Og), # G6251

Natrium-Orthovanadat, # S6508

Natriumpyrophasphat (Na,P,0;), # S6422

Natrium-Fluorid (NaF), # S6521
Pepstatin, # P5318

Phorbol-Myristat-Acetat (PMA), # P8139

Tween 20, # P1379

Prestained SDS MW Marker, # MWM-105A

Propidium lodid, # P4170

Rinderserumalbumin (BSA), # A6793
Triton X-100, # X-100

SANDOZ

L eucomax®300/GM-CSF
STRATHMANN

IL-1b, # 9511180

IL-4, # 9511230

TNF-a, # 9511510

UPJOHN

Prostaglandin E,

UPSTATE

c-Raf-1P-Kinase Assay, #17-173
Ras-Aktivierungs Assay, #17-218
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Tab. 2: Kontaktallergene und sonstige Zellaktivatoren

Substanz

Stammlésung

Hersteller

MCI/MI (Chlor-/Methylisothiazolon 3:1)

Thiomersal

TNCB

Formaldehyd
Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA)

Benzalkoniumchlorid

0,01% in H,O
10mg/ml in RPMI
10mg/ml in DM SO
5mg/ml in RPMI
10mM in DM SO

16mg/ml in RPMI

Hermal # D0115
Sigma # T-8784

Polyscience
Roth # 4979
Sigma # P8139

Sigma # B-1383

H,0,; 300mM in RPMI Roth # 8070
Tab. 3: Inhibitoren

Substanz Inhibition von: Stammlésung Hersteller
BAPTA-AM Ca2+-abhéngigen Prozessen 50mM in DM SO Calbiochem # 196419
Calphostin C PKC 0,5mM in DMSO  Calbiochem # 208725
EGTA ca® extrazellular 0,4M in PBS Sigma # E-4378
LY 294002 Pl3-Kinase 50mM in DM SO NEB # 9901
PD 98059 MEK1/2 50mM in DM SO Calbiochem # 513000
Ro031-8425 PKcCa,b, g 10mM in DM SO Calbiochem # 557514
SB203580 p38 50mM in DM SO Calbiochem # 559389
TFP ca®*-Calmodulin 10mM in DM SO Calbiochem # 642150
TMB-8 intrazellularem Ca®*-Release  50mM in RPMI Calbiochem # 613546
w13 ca’*-Calmodulin 5mM in RPMI Calbiochem # 681636

Wortmannin Pl;-Kinase

1mM in DM SO

Calbiochem # 681675
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214 Medien

RPM1 1640

RPMI 1640 Pulver wurde in 10l Aqua bidest gel6st. Dabei wurden HEPES (15mM),
Mercaptoethanol (50nM), Natriumhydrogencarbonat (24mM), Natrium-Pyruvat (1mM)
und Penicillin/Streptomycin (100ng/ml) zugegeben. Der pH-Wert wurde Uberprift, das

Medium sterilfiltriert (Vacu-Top, 500ml, 0,2mm, membraPure, Bodenheim, Deutschland)
und bei 4°C gelagert. Fir die Kultur und Ausreifung der dendritischen Zellen wurde RPMI
mit 5% autologem Serum, GM-CSF, |L-4 bzw. zusétzlich IL-1b, TNF-a und Prostaglandin
E, versetzt.
X-VIVO15
Fertiges Flussigmedium (Biowhittaker, Walkerville, USA) wurde fir das Aliquotieren der

Cytokine verwendet.

2.1.5 Puffer und Ldsungen

PBS
10x PBS, pH7,2

NaCl 1,4M (80,4g/1)
NaH,PO, 0,1mM

PBS-Heparin
0,25% (v/v) Heparin (Liquemin N25000) in PBS

PBS-EDTA
5mM EDTA in PBS

Trypanblau
0,1% (w/v) Trypanblau in PBS

Lysepuffer fur Western Blot

Hepes 50mM, pH 7,2 Proteaseinhibitoren: Aprotinin 10ny/mi
NaCl 150mM PMSF 2mM
MgCl, 1,5mM Phosphataseinhibitor:  Na-Orthovanadat 2mM
EDTA 1mM

Glycerol 10% (v/v)

Triton X-100 1% (v/v) in Aqua dest.
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Lysepuffer fir Ras-Aktivierungs Assay

HEPES 25mM, pH7,5 Proteaseinhibitoren: Leupeptin 10ny/ml
NaCl 150mM Aprotinin 10ny/mi
MqgCl, 10mM Phosphataseinhibitor:  Na-Orthovanadat 2mM
EDTA 1mM

Igepal Ca-630 1%

Glycerol 2%

Lysepuffer fir Raf-Kinase-Assay

Tris 50mM, pH7,5 Proteaseinhibitoren: Leupeptin 1my/ml
EDTA 1mM Aprotinin 1my/ml
EGTA 1mM PMSF 0,1mM
Na-Pyrophosphat 5mM Pepstatin 1ny/mi
Glycerophosphat 10mM Phosphataseinhibitor:  Na-Orthovanadat 0,5mM
NaF 50mM

Triton x-100 1%

Zugabe von 0,1% 2-Mercaptoethanol nach Proteinbestimmung

Aktiviertes Natrium-Orthovanadat
Stammldsung: 200mM Natrium-Orthovanadat in PBS geldst, pH 10

gelbliche Ldsung kochen bis sie farblos wird, pH 10 einstellen, Vorgang wiederholen, bis die
L&sung bei pH 10 farblos bleibt.
Alle Inhibitoren werden unmittelbar vor Verwendung des Lysepuffers zugegeben.

L 6sungen fur Acrylamid-Gele fir die SDS-PAGE:

Ldsung A

Tris 3M (366 g/l)
1N HCI 48% (v/v)
TEMED 0,23% (v/v)

mit entgastem Aqua bidest. ansetzen, pH 8,5

Ldsung D

1M Tris-HCI 95,75% (v/v)
20% SDS 4% (vIv)
TEMED 0,25% (v/v)

mit entgastem Aqua bidest. ansetzen

APS-LOsung
Ammoniumperoxodisulfat 10% (w/v)

mit entgastem Aqua bidest. ansetzen
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Elektrophorese-Puffer 4-fach

Tris-HCI 100mM
Glycin 767mM
SDS 13,7mM

in Aquadest., pH 8,5

Probenaufbereitungspuffer
Roti-Load 4x konzentriert, Fa. Roth

Blot-Puffer

Roti-Blot A (Anodenpuffer) 10x konzentriert, Fa. Roth
Roti-Blot K (Kathodenpuffer) 10x konzentriert, Fa. Roth

Waschpuffer: TPBS
0,1% Tween-20in PBS

Blocking Puffer und Puffer fur Antikorper
5% Magermilchpulver in TPBS

Stripping Puffer

Tris-HCI 62mM
SDS 2%
2-Mercaptoethanol 100mM

Reaktionspuffer fir Raf-Kinase-Assay (Assay Dilution Buffer ADB 1)

MOPS 20mM, pH7,2 Phosphataseinhibitor:
Glycerophosphat 25mM

EGTA 5mM

DTT 1mM

Puffer flir RNase-Protection Assay:

10x TBE

Tris 0.89M, pH 8,3
Borséure 0,89M

EDTA 20mM

DEPC / Aqua dest.

1ml Diethylpyrocarbonat auf 11 Aquadest. wird 1h gerthrt, 1h bei 37°C inkubiert und

anschlielend autoklaviert.

Puffer flr DurchfluBzytometrie und Fluoreszenzmikroskopie:

Saponin fur die Permeabilisierung
Saponin 0,25% in PBS/1% FCS

Na-Orthovanadat

1mM
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Waschpuffer
2% FCSin PBS

PFA-Fixierungslésung

4% (w/v) Paraformaldehyd in PBS

2.1.6 Antikorper

2.1.6.1 Antikorper fur die Proteinbiochemie

Tab. 4: Priméarantikorper fir die Proteinbiochemie

Spezifitat Ak-Klasse Verdinnung Hersteller
Pospho-STAT1 Kaninchen 1gG, polyclonal  1:1000 NEB # 9171
Pospho-STAT3 Kaninchen 1gG, polyclonal 1:1000 NEB # 9131
Pospho-STAT4 Kaninchen 1gG, polyclonal  1:250 Zymed # 71-7900
Pospho-STAT5a/b Kaninchen IgG, polyclonal  1:1000 NEB # 9351
Pospho-STAT6 Kaninchen 1gG, polyclonal 1:1000 NEB # 9361

Lyn Kaninchen 1gG, polyclonal 1:1000 Santa Cruz # sc-15
Phospho-ERK 1/2 Maus 1gG2a, monoklonal 1:1000 Santa Cruz # sc-7383
ERK?2 Kaninchen 1gG, polyclonal 1:1000 Santa Cruz # sc-154
Phospho-p38 Kaninchen 1gG, polyclonal 1:1000 NEB # 9211

p38 Kaninchen IgG, polyclonal  1:1000 Santa Cruz # sc-535
Phospho-MEK 1/2 Kaninchen 1gG, polyclonal 1:1000 NEB # 9121

Ras Maus 1gG2a, monoclonal 1:1000 Upstate # 05-516
Phospho-c-Raf (Ser259) Kaninchen IgG, polyclonal 1:1000 NEB # 9421

c-Raf fir Western Blot Kaninchen 1gG, polyclonal 1:1000 Santa Cruz # sc-133
c-Raf fiur c-Raf-1P Schaf 1gG, polyclonal - Upstate # 06-393
Phospho-PKCa/bll Kaninchen IgG, polyclonal  1:1000 NEB # 9375
Phospho-PK Cpan Kaninchen 1gG, polyclonal 1:1000 NEB # 9371

PKC-a Maus 1gG2b, monoclonal 1:1000 Santa Cruz # sc-8393
PKC-hl Kaninchen IgG, polyclonal  1:1000 Santa Cruz #sc-209
PKC-bllI Kaninchen IgG, polyclonal  1:1000 Santa Cuz #sc-210
PKC-g Kaninchen 1gG, polyclonal 1:1000 Santa Cruz # sc-211
Phosphotyrosin, 4G10 Maus 1gG2b 1:1000 Upstate, # 05-321
Phospho-AKT Kaninchen 1gG, polyclonal  1:1000 NEB # 9271
Trinitrophenyl Hamster 1gG 1:2000 Pharm./BD # 11121D
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Tab. 5: Sekundéarantikorper fir die Farbung von Western Blots

Spezifitat

Konjugat Verdinnung

Hersteller

Ziege anti-Maus 1gG (H+L)
Ziege anti-Kaninchen 1gG
Ziege anti-Hamster 1gG

HRP 1:5000
HRP 1:1000
HRP 1:2000

Dianova # 115-035-100
Santa Cruz # sc-2004
Santa Cruz # sc-2443

2.1.6.2 Antikorper fur DurchfluBzytometrie und Immunhistochemie

Tab. 6: Priméarantikorper fur FACS-Farbungen und Immuncytochemie

Spezifitat Ak-Klasse Verdinnung Hersteller

Human CD3 (OKT 3) Maus 1gG2b 1:10 ATCC

Human CD14 (3C10) Maus 1gG2b 1:10 ATCC

Human CD19 (J4.119) Maus IgG1 1:50 Immunotech # 1313
Human CD 83 (HB15A) Maus 1gG2b 1:100 Immunotech # 2069
Human CD 86 (BU63) Maus 1gG1 1:200 Serotec # MCA 1118
HLA-DR (YE2/36HLK) Ratte 1gG2a 1:10 Serotec # MCA71S
Phosphotyrosin-FITC (PY20) MauslgG2b 1:10 Leinco # P113
PKCa Maus 1:200 Santa Cruz # sc-8393
PK CbllI Kaninchen 1gG 1:200 Santa Cruz # sc-210
P-PK Cca/bli Kaninchen 1gG 1:200 NEB # 9375
Pospho-STAT3 Kaninchen 1gG 1:200 NEB # 9131
Pospho-STAT4 Kaninchen 1gG 1:100 Zymed # 71-7900

Isotyp Kanninchen

Isotyp Maus MKD6

Isotyp Ratte 4F7

Kanninchen IgG

Maus 1gG

Ratte 1gG

Santa Cruz #
Kulturiberstand

Kulturiberstand

Tab. 7:

Sekundéarantikorper fur FACS und Immunhistochemie

Spezifitat Konjugat Verdinnung Hersteller

Ziege anti-Maus 1gG (H+L) DTAF 1:150 Dianova # 115-015-100
Ziege anti-Ratte 1gG (H+L) DTAF 1:150 Dianova# 112-015-102
Esel anti-Maus PE 1:100 Dianova# 715-116-151
Anti-Kaninchen Rhodamin 1:100 Dianova# 111-295-144
Anti-Kaninchen DTAF 1:100 Dianova # 111-015-144
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2.2 Methoden

2.2.1 Isolation mononukleérer Zellen des peripheren Blutes (PBM C)

Die Isolation humaner dendritischer Zellen erfolgte aus ,Buffy Coat" Préparationen, die
bei der Aufreinigung von Blutkonserven in Blutbanken anfallen. Diese Leukozyten
angereicherte Fraktion enthélt neben Erythrozyten und Thrombozyten auch mononukleére
Zellen des peripheren Blutes (PBMC, ,peripheral blood mononuclear cells*). Die
verschiedenen Zellpopulationen lassen sich aufgrund ihrer unterschiedlichen Dichten durch
Ficoll-Hypaque 1,077 Dichtezentrifugation separieren. Zellen mit einer Dichte Uber
1,077g/ml, wie z.B. Erythrozyten, Neutrophile, Eosinophile und Basophile, befinden sich
nach diesem Zentrifugationsschritt unterhalb der Ficoll-Schicht, wahrend PBMC und
Thrombozyten als Interphase auf der Ficoll-Schicht aufliegen. Zur weiteren Aufreinigung
der PBMC wurde die Interphase abgenommen und die Thrombozyten durch mehrfaches
Waschen entfernt.

In sterile Zentrifugenréhrchen wurde 20ml PBS/Heparin vorgelegt und mit 20ml , Buffy
Coat* Blut vermischt. Danach wurde das Heparin-Blut mit 10ml Ficoll-Hypaque 1.077
Losung unterschichtet. Nach Dichtezentrifugation (20min, 900g, RT, ohne Bremse) wurde
das Serum/Plasma abgenommen, hitzeinaktiviert (45min, 56°C), durch hochtourige
Zentrifugation (1630xg, 10min, RT) von ausgeféllten Proteinen befreit und fir die
Kultivierung der Monozyten und DC aufbewahrt (siehe 3.1.2, 3.1.3).

Die Interphase wurde in neue Zentrifugenréhrchen abgenommen und auf 50ml mit PBS
aufgefillt. Die PBMC wurden pelletiert (5min, 654xg, 4°C) und der thrombozytenhaltige
Uberstand entfernt. Dieser Waschschritt wurde zweimal wiederholt (5min, 523xg, 4°C und
5min, 400xg, 4°C). Die isolierten PBMC wurden in RPMI mit 3% autologem Plasma

resuspendiert und gezéahlt.

2.2.2 Anreicherung von Monozyten aus PBMC
Um die Monozyten zu separieren, wurde ihre Adhérenzféhigkeit auf Polystyrol-Platten
ausgenutzt. Dazu wurden 1x10° der aufgereinigten PBMC pro cm? in Gewebe-

Kulturschalen (150cm?) pipettiert und 45min bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurden die
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nicht-adhérenten Zellen durch mehrfaches, vorsichtiges Abspilen mit vorgewéarmten PBS
(37°C) entfernt. Um ein moglichst schonendes Ablésen der Monozyten aus den
Kulturschalen zu erreichen, wurden die Monozyten Uber Nacht in autologem Plasma/RPMI

(1:1) kultiviert.

2.2.3 Anreicherung von dendritischen Zellen aus PBMC

Um die DC zu separieren wurden 12x10° /well der aufgereinigten PBMC in 6-well-Platten
pipettiert und 45min im Brutschrank inkubiert. Anschlieend wurden die nicht-adharenten
Zellen durch mehrfaches, vorsichtiges Abspilen mit vorgewarmten PBS (37°C) entfernt.
Fur die Kultur der Zellen wurde RPMI mit 5% autologem Serum/Plasma, GM-CSF
(800U/ml), IL-4 (1000U/ml) versetzt. Die Zellen wurden alle 3 Tage mit frischem Medium
versorgt. Um reife DC zu generieren wurde das Medium an Tag 6 zuséatzlich mit IL-1b
(10ng/ml), TNF-a (10ng/ml) und Prostaglandin E, (1ng/ml) versetzt. Die Zellen wurden

flr zwei weitere Tage kultiviert und an Tag 8 geerntet (Jonuleit et al. 1997).

2.2.4 Zellstimulation

Humane Monozyten und dendritische Zellen wurden mit finf verschiedenen Stimulatoren
in subtoxischen Konzentrationen behandelt.

MCI/MI 1my-2,5 my/ml

TNCB 1ny-2,5 my/ml

Thiomersal 2my/ml

Formaldehyd  200my/ml

PMA 30nM
Die Zellen wurden auf 1x10° Zellen pro ml Medium eingestellt und 1h bei 37°C
préinkubiert. Danach wurde die Haptenisierung durch Zugabe der Kontaktallergene und
Aktivatoren gestartet.
Zur Inhibition spezifischer Signalelemente wurden die Zellen vor der Haptenisierung mit
den entsprechenden Inhibitoren vorinkubiert. Die Inhibition der Proteinkinase C mit
Calphostin C wurde unter Beleuchtung durchgefihrt (Bruns et al. 1991). Die

Stammldsungen einiger Inhibitoren und die von TNCB wurden in DM SO angesetzt. Dabei
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wurde beachtet, daf die Endkonzentration von DM SO im Stimulationsansatz unter 1% lag.
In diesen Konzentrationen hatte DM SO keinen Einflul3 auf Viabilitat und Reaktivitat der

Zellen sowie die Aktivierung von MAP Kinasen.

2.25 Fluoreszenzmikroskopie

Der Nachweis von STAT-Transkriptionsfaktoren im Zellkern wurde auf Einzelzellebene in
immuncytochemischen Préparaten im Fluoreszenzmikroskop untersucht. Die Zellen
wurden nach der Stimulation mit eiskaltem Methanol (-20°C) resuspendiert und durch
mehrfaches aufpipettieren permeabilisiert und fixiert. Danach wurden sie zweimal mit
PBS/FCS/Triton-x100 (0,1%) gewaschen und anschlieend mit P-STAT3- oder P-STAT4-
Antikorpern far 60min bei 4°C gefarbt. Die Sekundarfarbung erfolgte mit anti-Kaninchen-
Rhodamin Antikorpern fir 30min bei 4°C. Die gefarbten Zellen wurden im Cytospin bei
500Upm auf Objekttrager aufgeschleudert und mit glycerolhaltigen Medium eingedeckt.

Die Praparate wurden im Fluoreszenzmikroskop ausgewertet und fotografiert.

2.2.6 DurchfluRzytometrie

Die Durchflulzzytometrie erméglicht die Identifizierung und Untersuchung verschiedener
Zelltypen in gemischten Suspensionen. Die Unterscheidung der Zellpopulationen erfolgt
durch Detektion ihrer Oberflachenmarker.

Die Zellen wurden in Suspension mit fluorochromkonjugierten Antikdrpern markiert, die
spezifisch fur ein bestimmtes Oberflachenmolekil sind, und im FACS (,fluorescence
activated cell sorter") ausgewertet. Der Laser bestrahlt die Zellen mit monochromatischen
Licht von 488nm und 635nm Wellenléange. Dadurch werden die gebundenen Fluorochrome
zur Emission von Licht angeregt. Die Intensitat des ausgestrahlten Lichts ist proportional
zur Dichte der detektierten Antigene. Die Auswertung der FACS-Daten erfolgte mit Hilfe

der Cell Quest Pro Software.

2.2.6.1 Phéanotypisierung der Zellen

Um die Zusammensetzung der PBMC und die Reinheit der isolierten Monozyten bzw. der

kultivierten DC zu ermitteln, wurden die Zellen einer Doppelmarkierung zur
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Phanotypisierung und anschlieRender FACS-Analyse unterzogen. Dazu wurden je 1x10°

Zellen eingesetzt und nach folgendem Schema geféarbt:
Tab. 8: Phanotypisierung von dendritischen Zellen und Monozyten

(alle Antikorper wurden in FACS-Puffer verdinnt)

Priméar-Antikorper Sekundar-Antikorper
Isotypkontrolle Isotyp Maus (MKD6) KU  Isotyp Ratte (4F7) KU a-Ms DTAF a-Rt-PE
Kompensation Isotyp Maus KU a-HLA-DR (34ug/ml) a-Ms DTAF a-Rt-PE
T-Zellen a-CD3 KU a-HLA-DR (34pg/ml)  a-MsDTAF  a-Rt-PE
Monozyten a-Cb14 KU a-HLA-DR (34ug/ml) a-Ms DTAF  a-Rt-PE
B-Zellen a-CD19 (1:50) a-HLA-DR (34pg/ml) a-MsDTAF  a-Rt-PE
Reife DC a-CD83 (1:100) a-HLA-DR (34pg/ml)  a-MsDTAF  a-Rt-PE
DC gesamt a-CD86 (1:200) a-HLA-DR (34pg/ml) a-Ms DTAF  a-Rt-PE

Die Zellen wurden mit je 25 der Primarantikorper fir 20min bei 4°C inkubiert. Danach
wurden alle Ansétze in 500n1 FACS-Puffer gewaschen, zentrifugiert (3min, 400g, 4°C), in
je 25m Sekundérantikdrper @-Maus-DTAF &g/ml, a-Ratte-PE 51g/ml) aufgenommen
und fur weitere 15min bei 4°C inkubiert. Uberschiissige Sekundarantikorper wurden durch
erneutes Waschen mit 500m FACS-Puffer entfernt und die Zellen schliefdlich zur Messung
in 250m FACS-Puffer aufgenommen.

Im FACS wurden HLA-DR positive Zellen (B-Zellen, Monozyten, dendritische Zellen) im
FL-2-Kanal dargestellt, wahrend CD3", CD14*, CD83", CD86" und CD19" Zellen im FL-
1-Kanal sichtbar wurden. Zur Auswertung wurden die Zellen im ,Dot-Blot* (FL-2 gegen
FL-1) dargestellt und mit Quadrantenstatistik der Prozentsatz der einzelnen

Zellpopulationen bestimmt.

2.2.6.2 Reaktivitats-Messung

Nach der Stimulation wurde in Monozyten und dendritischen Zellen die intrazellulare
Tyrosinphosphorylierung durch Anfarbung von Phosphotyrosinresten mit einem FITC-
gekoppelten Antikorper (PY-20) untersucht. Firr jeden FACS-Ansatz wurden 1x10° Zellen
eingesetzt. Diese wurden in 500n1 Saponin-Puffer permeabilisiert und abzentrifugiert

(3min, 400xg, 4°C). Die Inkubation mit PY-20 FITC in Saponin-Puffer (25m je Ansatz)

erfolgte fir 20min bei 4°C. Danach wurden die Zellen mit Saponin-Puffer gewaschen und
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in 250m FACS-Puffer aufgenommen. Die Fluoreszenzintensitat wurde im FACS

gemessen.

2.2.6.3 Messung der PKC-Translokation

Die Translokation der PKC-Isoformen PKCa, bll und P-PKCa/bll wurde ebenfalls in
Saponin-behandelten DC dargestellt. Die Zellen wurden mit Saponin-Puffer
permeabilisiert und zweimal gewaschen, um nicht-memrangebundene Cytosol-
Bestandteile auszuwaschen. Anschlie3end wurden die Zellen nacheinander mit anti-PKC-
Antikérpern (30min, 4°C) und mit DTAF-gekoppelten Sekundérantikorpern (20min, 4°C)
inkubiert. Die Zellen wurden gewaschen und in 250m FACS-Puffer aufgenommen. Die

Fluoreszenzintensitat wurde im FACS gemessen.

2.2.6.4 Viabilitats-Bestimmung

Die Viabilitat der Zellen wurde durchflu3zytometrisch mit Hilfe des roten Fluorochroms
Propidiumjodid (PI) gemessen. Nekrotische oder beschadigte Zellen nehmen diesen Stoff
auf, wahrend die Membranen vitaler Zellen fir Pl undurchlassig sind. Pl interkaliert in den
DNA-Doppelstrangen der toten Zellen, die sich im FACS durch eine Verschiebung im FL-
2-Kanal von vitalen Zellen abgrenzen lassen.

Fir jeden FACS-Ansatz wurden 2x10° Zellen in PBS/FCS verwendet. Die Zellen wurden
pelletiert (5min, 400xg, 4°C) und in 250m PBS/FCS resuspendiert. Zu diesem Volumen
wurden 2,5m Pl-Lésung (100ng/ml) gegeben (Endkonzentration 1ng/ml) und kurz
resuspendiert. Nach 45sec wurden die Ansatze mit 750n1 PBS/FCS abgestoppt,
abzentrifugiert, in 250m FACS-Puffer aufgenommen und sofort im FACS (FL-2-Kanal)
gemessen.

In den Versuchen mit Calphostin C und Ro031-8425 wurde die Viabilitat aufgrund der
Eigenfluoreszenz dieser Inhibitoren durch Ausschluf? von Trypanblau-geférbten Zellen im

Mikroskop bestimmt.
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2.2.7 Proteinbiochemie

2.2.7.1 Zell-Lyse

Zur Proteingewinnung wurden pro Stimmulationsbedingung 1x10° dendritische Zellen
oder 8x10° Monozyten eingesetzt. Die Zellen wurden nach der Haptenisierung in Medium
gewaschen. Nach Zentrifugation (5min, 1500U/min, 4°C) wurde der Uberstand komplett
entfernt, die Zellpellets in 50ul Lysepuffer resuspendiert und fir 1h auf Eis inkubiert. Da
bei diesem Zellaufschlul? die in den Zellen vorhandene Proteasen und Phosphatasen
freigesetzt werden, waren dem Lysepuffer Protease- und Phosphatase-Inhibitoren zugesetzt
und alle Arbeitsschritte wurden auf Eis durchgefihrt. Nach 60min Lyse wurden die
Zelltrimmer durch hochtouriges zentrifugieren (10min, 13000U/min, 4°C) pelletiert und
das klare, proteinhaltige Lysat (ca. 50ul) in ein Eppendorfgefal tberfihrt. Fir die

Proteinbestimmung wurde 1ul Lysat entnommen und der Rest bei —80°C gelagert.

2.2.7.2 Proteinbestimmung

Der Proteingehalt der Lysate wurde mit der Biuret-Reaktion ermittelt (BCA Protein Assay,
Pierce, Rockford, USA). Grundlegendes Prinzip dieser Reaktion ist die Reduktion von
Cu*-lonen, die mit Bicinchoninsaure (BCA) einen wasserlgslichen Komplex bilden, der
eine starke Lichtabsorption bei 562nm aufweist. Fir die Proteingehaltsbestimmung wurden
10m Standardldsung bzw. eine 1:10 Verdinnung des Lysats in einer Mikrotiterplatte
vorgelegt. Danach wurden 200m Reaktionsmix zugegeben und fur 30min bei 37°C
inkubiert. Nachdem die Proben auf Raumtemperatur abgekihlt waren, wurde die
Absorption mit einem Microplate Reader bei 562nm bestimmt. Der Standard diente zur
Berechnung einer linearen Regressionsgeraden, mit der der Proteingehalt der Lysate

bestimmt wurde.

2.2.7.3 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese

Proteine lassen sich unter denaturierenden Bedingungen entsprechend ihres
Molekulargewichtes in einem Gel elektrophoretisch auftrennen. Die Auftrennung ist dabei
abhangig von der PorengréfRe der Gelmatrix, die sich durch die Konzentration an

Acrylamid und Bisacrylamid variieren lait. Um die Auftrennung der Proteine nach ihrem
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Molekulargewicht zu erméglichen, werden die Tertidr- und Sekundérstrukturen der
Proteine vor der Elektrophorese aufgebrochen. Dazu wurden die Zellysate mit einem SDS-
und mercaptoethanolhaltigen Puffer aufgekocht. Das SDS lagert sich an die Proteine an
und verleiht ihnen eine negative Gesamtladung, die groRer ist als die Ladung der nativen
Proteine. Durch diese negative Gesamtladung wird die Migrationsrichtung der Proteine im
elektrischen Feld zur Anode hin festgelegt.

Anfertigung von Polyacrylamid-Maxi-Gelen

Zwei Glasplatten wurden entfettet und die Seiten mit einem Streifen Vaseline und jeweils
einem Abstandhalter (1,5mm) versehen. Danach wurden die Platten aufeinander gelegt und
in eine Gelapparatur gestellt, die fir ein dichtes AbschlieRen des Gelaufbaus sorgte. Die
Gellosung fur das Trenngel wurde nach folgendem Rezept mit entgastem Aqua bidest.
angesetzt:

Tab. 9: Trenngel

8%ig 10%ig 12%ig
Lésung A 3,1ml 3,1ml 3,1ml
entgastes Aqua bidest. 15,3ml 13,5ml 11,7ml
SDS 20% 120m 120m 120m
Acrylamid Gel 30 6,9ml 8,7ml 10,2ml
APS 10% 100m 100m 100m
TEMED am 8m 8m

Die Gellésung wurde in den vorbereiteten Gelaufbau gegossen und mit Isopropanol
Uberschichtet. Die Polymerisierungsreaktion des Trenngels war nach etwa 30min
abgeschlossen. Danach wurde das Isopropanol abgesaugt und durch Aqua dest. ersetzt.

Tab. 10: Sammelgel

Ldsung D iml
Aqua bidest. 5,93ml
Acrylamid Gel 30 990ul
TEMED 25ul

APS 10% 8opl
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Die Losungen wurden gemischt und das Sammelgel auf das polymerisierte Trenngel
gegossen. Danach wurde ein Probenkamm in das noch flissige Sammelgel gesteckt. Die
Polymerisation des Gels war nach 15min abgeschlossen.

Probenaufbereitung

Die Lysate wurden auf Eis aufgetaut und die Proteinkonzentration jeder Probe auf
100pg/40ul eingestellt. Die Lysate wurden mit 1/3 Volumen 4-fach SDS-Probenpuffer
gemischt und fir 5min gekocht. Danach wurden die Proben mit einer Hamiltonspritze in
das fur die Elektrophorese vorbereitete Gel pipettiert. Zusatzlich wurde 10ul eines
Molekulargewichtsmarkers (Bluestain) aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei 45mA
fur 3h durchgefihrt.

2.2.7.4 Western Blotting

Als Western Blotting bezeichnet man den Transfer von elektrophoretisch aufgetrennten
Proteinen aus einem Polyacrylamid Gel auf eine Membran. Dieses Prinzip ermoglicht den
immunologischen Nachweis der immobilisierten Proteine durch spezifische Antikorper
(Renart et al. 1979). Die im Gel aufgetrennten Proteine wurden durch Elektrotransfer unter
Verwendung der sogenannten ,, semidry“ Methode auf eine PVDF-Membran lbertragen.
Der Blotaufbau erfolgte sofort nach Beendigung der Elektrophorese. Die PVDF-Membran
und 8 Sticke Whatmanpapier wurden in Gelgrof3e zurecht geschnitten. Die Membran
wurde mit Methanol benetzt, mit Aqua dest. abgespilt und in Anodenpuffer mit 10%
Methanol fur 5min &quilibriert. Whatmanpapier, Membran und Gel wurden luftblasenfrei
aufgelegt. Der Elektrotransfer wurde bei 250mA fir 55min durchgefiihrt. Die im Gel
aufgetrennten, negativ geladenen Proteine wanderten mit dem Stromfluf3 zur Anode, wo
sie auf der PVDF-Membran fixiert wurden. Die Effizienz des Transfers lief3 sich mit Hilfe
des gefarbten Molekulargewichtsmarkers abschéatzen. Die Membran wurde in TPBS-Puffer

Uberfihrt.



Material & Methoden 41

2.2.7.5 Detektion von Western Blots

Blocken unspezifischer Bindungsstellen der PVDF-Membran

Die Detektion von Signaltransduktionselementen auf Western Blots erfolgte durch
Farbung mit spezifischen Antikorpern. Das Blocken der Membran dient zur Abséttigung
der unspezifischen Bindestellen der Membran. Dazu wurde , Blotto* verwendet (5% w/v
Magermilchpulver in TPBS, pH 7,4) mit dem die Membran fur 1h bei RT unter leichtem
Schutteln inkubiert wurde. Anschliel3end wurde das Blocking Reagenz durch Waschen mit
TPBS-Puffer entfernt.

Chemiluminescence-Detektion

Die eingesetzten Primér- und Sekundarantikérper und deren Verdinnungen sind in Tabelle
4 und 5 angegeben. Die Primarantikérper wurden in 2ml TPBS mit Blocking-Puffer
verdinnt, mit der Membran in eine Plastikfolie eingeschweil3t und 2h bei RT oder Uber
Nacht bei 4°C auf einem Schiittler inkubiert. Uberschiissige Antikorpermolekiile wurden
durch 15min Waschen in TPBS entfernt. Anschliefend wurde die Membran mit
Sekundéarantikorper in Blocking-Reagenz fir 60min bei RT inkubiert. Danach wurde die
Membran erneut in TPBS gewaschen.

Alle Sekundarantikérper waren mit dem Enzym Meerrettich-Peroxidase (,horseradish
peroxidase”, HRP) konjugiert. Die PVDF-Membran wurde mit Substrat-Ldsung (ECL-Kit)
gleichmafig benetzt. AnschlieRend wurde die Membran in eine Plastikfolie eingeschwei3t.
An den Bereichen der Membran, an denen Antikérper binden konnten, wurde das Substrat
zur Lichtemission angeregt, die als Schwérzung auf einem Rontgenfilm detektierbar war.
Stripping und erneute Antikorperfarbung von Membranen

Das vollstandige Entfernen gebundener Antikdrper (Stripping) von einer Western Blot
Membran ermdglicht ein mehrmaliges Detektieren von Antigenen (Reprobing). Obwohl
die Behandlung der Membranen mit dieser Methode zu einer Abnahme des Signals fihrt,
ist die erneute Detektion von spezifischen Antigenen mehrmals moglich. Die Membranen
wurden dreimal in TPBS-Puffer gewaschen und anschlief3end fir 40min bei 50°C in
Stripping Puffer inkubiert. Die Membran wurde finfmal grindlich gewaschen und

anschliel3end erneut geblockt, gefarbt und detektiert.
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2.2.8 Ras-Aktivierungsassay

Das Prinzip des Ras-Aktivierungs-Assays beruht darauf, aktiviertes Ras aus den Zell-
Lysaten zu prazipitieren. Dazu wird ein an Agarose-gekoppeltes Peptid eingesetzt, das der
Ras-Binde-Doméane (RBD) von c-Raf entspricht. An diese Sequenz assoziiert Ras nur in
aktiviertem also GTP-gebundenem Zustand.

Fur jeden Ansatz wurden 750-1000ny Protein eingesetzt. Die Lysate wurden mit 20mni
Glutathion-Agarose 30min bei 4°C vorinkubiert, um unspezifisch an Agarose bindende
Proteine aus den Lysaten herauszul 6sen (, preclearing”). Die vorgereinigten Lysate wurden
in ein neues Eppendorf-GefalR mit 10m c-Raf-RBD-Agarose uberfihrt und 45min bei 4°C
unter Head-over-end-Rotation inkubiert. Danach wurde das Pellet dreimal mit Lysepuffer
gewaschen, zweimal mit je 20mf Laemmli-Puffer abgeldst und in einer SDS-PAGE
aufgetrennt. Im Western Blot wird Ras detektiert.

Die Agarose-Pellets wurden mit zweimal 20m Laemmli-Puffer (Laemmli 1970) far je
15min bei RT inkubiert, um préazipitiertes Ras zu |6sen. Die Préazipitate wurden in einem
12%igen Acrylamid-Gel aufgetrennt und Ras wurde im Western Blot nachgewiesen.

2.2.9 Raf IP Kinase Assay

Dem eigentlichen Kinase Assay ging die Immunpréazipitation von c-Raf voraus. Die
Methode der Immunprézipitation eignet sich zur Isolierung spezifischer Proteine aus
Gesamtzelllysat. Prazipitiertes c-Raf wurde mit inaktivem, nicht-phosphoryliertem MEK
und ATP inkubiert. Als MaRR fur die Aktivitdt von c-Raf wurde anschlielend die
Phosphorylierung von MEK im Western-Blot detektiert.

2ny anti-c-Raf-Antikorper, und 50m Protein G-Agarose wurden zwei Stunden bei 4°C
unter Rotation inkubiert. Das Pellet wurde zweimal mit Lysepuffer gewaschen. Aus 500ny
Protein pro Ansatz wurde c-Raf mit der c-Raf-Antikdrper/G-Protein-Agarose fir 2 Stunden
bei 4°C préazipitiert. Das Pellet wurde zweimal mit Lysepuffer und einma mit
Reaktionspuffer gewaschen. Fir die eigentliche Kinase-Reaktion wurde préazipitiertes Raf
mit 20m Reaktionspuffer, 10m Mg?"(75mM)/ATP(500mM) und 0,4ny inaktivem MEK1

fir 30min bei 30°C unter leichtem Schiitteln inkubiert. Danach wurde der Uberstand in
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einer SDS-PAGE aufgetrennt. Prézipitiertes c-Raf wurde mit zweimal 20n1 Laemmli-
Puffer abgel 6st und ebenfalls als Kontrolle fur die Immunprazipitation in einer SDS-PAGE
aufgetrennt. P-MEK1 und c-Raf wurden im Western Blot nachgewiesen.

2.2.10 Messung der intrazellularen freien Calciumkonzentration [Ca2+]i

Die Methodik der Calcium-Messung mit Fura-2 beruht auf einer Verschiebung des
Absorptionsmaximums des Fluoreszenzfarbstoffes bei Bildung eines Chelat-Komplexes
mit Ca?* von etwa 380 (Ca?*-frei) zu 340nm (Ca?*-gebunden). So nimmt die Emissions;gnm
unter Anregung bei 340nm durch Calcium-Bindung zu, gleichzeitig nimmt die
Emissions;g,,m bei 380nm ab. Alternierende Anregung bei 340 und 380nm ermdglicht die
parallele Detektion von Calcium-gebundenem und freiem Fura-2. Durch den Quotienten
(Ratio) der Fluoreszenzintensitaten bei diesen beiden Exzitationswellenléngen 18Rt sich das
Verhéltnis von Calcium-gebundenem zu freiem Fura-2 darstellen. Veranderungen dieses
Quotienten entsprechen den Verédnderungen der Calciumkonzentration (Grynkiewicz,
1985).

Dendritische Zellen (ca. 1x10° Zellen pro ml) wurden 30min mit InM Fura-2-AM in PBS
lichtgeschitzt aufgeladen. Fura-2-AM ist ein zellpermeabler Acetoxymethylester und kann
in dieser Form kein Calcium binden. Erst nach Aufnahme in die Zelle und enzymatischer
Hydrolyse liegt Fura-2 in der Calcium-bindenden Form vor. Uberschiissiges Fura-2-AM
wurde mit PBS ausgewaschen.

Anschlieend wurden 200m der Zellsuspension in ein Kulturschélchen mit integriertem
Deckglaschen auf dem Objekttisch eines Invertmikroskopes, das fir Epifluoreszenz
ausgerustet war, gegeben. Nach Adharenz der Zellen, wurde mit 37°C warmem PBS
kontinuierlich gespilt. Zur Stimulation wurde die Lésung durch 2,5nmg/ml MCI/MI in PBS
ersetzt. Durch zwei Monochromatoren mit einer Wechselfrequenz von 100Hz wurden die
Zellen mit Licht der Wellenlangen 340 und 380nm angeregt. Die Emission mit einer
Wellenldange von 510nm wurde auf einen Photodetektor fokussiert, digitalisiert und
gespeichert. Das Verhaltnis (Ratio) der Fluoreszenzintensitaten bei 510nm unter Anregung

durch 340 bzw. 380nm erméglichte eine relative Messung von [C&'];. Der zeitliche
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Verlauf der Fluoreszenzintensitdt wurde aufgezeichnet und die Ratio vor und nach
Stimulation mit MCI/MI dargestellt.

2.2.11 RNA-Isolierung

Die Isolierung der RNA erfolgte mit einem RNA-Isolierungs Kit der Firma Roche. Die
Aufarbeitung der Proben wurde exakt nach Protokoll durchgefiihrt. Gesamt-RNA aus
1x10° Zellen wurde mit 75m RNase-freiem Aqua bidest. eluiert und bei —80°C gelagert.
Zur Bestimmung der RNA-Menge wurde 1m RNA-Probe 1:25 verdinnt und im
Photometer die Extinktion bei 260nm gemessen. Der erhaltene Wert wurde mit 40
multipliziert und die Konzentration in ng RNA/ml berechnet unter Berlicksichtigung der
Verdlnnung.

2.2.12 RNase-Protection Assay

Der Rnase-Protection Assay (RPA) ermdglicht die Analyse der Expression der mRNA fir
mehrere Proteine in einer Probe. Das Prinzip des RPA beruht darauf, daf3 die Gesamt-RNA
einer Probe mit einer radioaktiv markierten Sonde hybridisiert wird. Die Sonde enthélt ein
Gemisch spezifischer Sequenzen fir die Cytokine, die analysiert werden sollen.
AnschlieBend wird einzelstrangige RNA enzymatisch abgebaut. Erhalten bleiben die
»geschitzten" Bereiche, in denen die Sonde an RNA der Probe binden konnte. Diese
Fragmente werden in einem Acrylamid Gel aufgetrennt und durch Autoradiographie
detektiert. Die Sondenfragmente wurden so konzipiert, dall anhand der GroRe der
Fragmente (Laufstrecke im Gel) die verschiedenen Sondenfragmente identifiziert werden
konnen.

Die Herstellung der Sonde anhand des im RPA-Kit enthaltenen templates (#556134) wurde
exakt nach Protokoll des Herstellers durchgefiihrt. Die Radioaktivitat der Sonde wurde im
Scintillations Zahler ermittelt. Weiter verwendet wurde die Sonde nur bei einer Strahlung
von mehr als 10° Cherenkov counts/mi. Fiir die Hybridisierung wurde 2-4ng gesamt RNA
verwendet. Die RNA wurde ca. 30min im Vakuum-Evaporator getrocknet, in 8mnl
Hybridisierungspuffer aufgenommen, mit 2ni radioaktiv markierter Sonde versetzt und fur

12-16h bei 56°C inkubiert. Auch der anschlielende RNA-Verdau wurde nach Angaben des

Herstellers durchgefihrt, die verbliebene RNA wurde gefallt, das Pellet getrocknet und in
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Ladepuffer aufgenommen. Fir das Acrylamid-Gel wurden Sequenziergelplatten
verwendet. Die Glasplatten wurden silanisiert, mit Spacern versehen und aufeinander
gelegt. AnschlieBend wurde das Gel nach der in Tabelle x.x aufgefihrten

Zusammensetzung gegossen.

Tab. 11: Acrylamid-Gel fir RPA

5%ig

Acrylamid/Bis-Acrylamid 19:1 12ml

10x TBE 10ml
Urea 47,769
Aq. dest. mit DEPC ad 100ml
APS 10% 600Mm
TEMED 80m

Die Proben wurden auf das Harnstoff-Acrylamid-Gel aufgetragen und bei 1600Volt ca.
1,5h aufgetrennt. Nach der Elektrophorese wurden die Gelplatten so getrennt, dald das Gel
auf einer Platte festgehalten wurde. Das Gel wurde 30min in 1M Essigséure gelegt, um den
Harnstoff zu entfernen. Danach wurde es bei 60°C lUber Nacht im Brutschrank getrocknet.
Auf das getrocknete Gel wurde ein Rontgenfilm fir ca. 2 Tage aufgelegt und anschlief3end
entwickelt.

2.2.13 Elispot

Der Elispot Assay erlaubt die Bestimmung der Anzahl von Cytokin-produzierenden Zellen
in einer Zellsuspension. Das Prinzip beruht darauf, dal3 lokal produzierte Cytokine an
Antikorper binden, die auf einer PVDF-Membran immobilisiert sind. Nach Inkubation in
PVDF/Antikérper-wells wird die Zellsuspension abgewaschen und gebundene
Cytokinmolekile von einem zweiten biotinyliertem Antikorper erkannt. Durch
Streptavidin-gekoppelte Alkalische Phosphatase und Inkubation mit dem Phosphatase-
Substrat BCIP/NBT werden die Stellen, an denen Cytokin-Moleklle gebunden haben, als
violette Flecken auf der Membran sichtbar.

Der Elispot Assay wurde mit den mitgelieferten Reagenzien nach Protokoll durchgefihrt.
DC wurden 30min mit PD98059 oder/und SB203580 vorinkubiert, mit Kontaktallergenen

stimuliert, 1h inkubiert, anschliefend mit PBS gewaschen und in RPMI resuspendiert. Es
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wurden 1 x 10* Zellen pro well in Dreifach-Bestimmung in mit anti-TNF-a-Antikérpern
gecoatete und mit 2% Milchpulver in PBS geblockten ELISPOT —Platten gegeben und 24h
bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden mit PBS-Tween 20 (0,1%) lysiert und
ausgewaschen. Die Platten wurden 90min bei 37°C mit Biotin-gekoppeltem Antikérper
inkubiert, gewaschen, 60min mit Streptavidin-gekoppelter Alkalischer Phosphatase
behandelt und nach weiteren Waschschritten mit Phosphatase-Substrat versetzt. Die
Reaktion wurde nach Ausbildung der Spots durch Waschen mit Aqua dest. beendet. Die
Spots wurden im ELISPOT Reader automatisch ausgezahit.

2.2.14 Statistische Auswertung

Allen Experimenten lagen Zellen von jeweils anderen Blutspendern zugrunde, wodurch die
Unabhangigkeit der Experimente gewahrleistet war. Die Auswertung der Versuche erfolgte
mit Hilfe des Software Programms Microsoft Excel ‘97 und StatView ‘92-‘98. Zur
Analyse der Messung von [C&']; wurde Oscar-Software (Photon Technology
International) und GraphPad Prism Software eingesetzt. Die in den Graphiken

dargestellten Fehlerbalken entsprechen den Mittelwertabweichungen der Experimente.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung des Modellsystems

3.1.1 Phanotyp angereicherter Monocyten

Der Phéanotyp der angereicherten Monocyten wurde bei jeder Aufreinigung
durchfluf3cytometrisch analysiert. Die Expression der Zelltyp-spezifischen
Oberflachenmarker CD-3 (T-Zellen), CD14 (Monocyten) und CD19 (B-Zellen) und des

MHCII-Molekils HLA-DR wurde dargestellt (Abb. 8).
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Die Aufreinigungen ergaben eine Anreicherung von etwa 70% CD14- und HLA-DR-
positiver Monocyten sowie einen Anteil von 5-20% B-Zellen und eine minimale

Verunreinigung durch T-Zellen (<3%).

3.1.2 Phanotyp von unreifen und reifen dendritischen Zellen
Der Phanotyp der aus Monocyten generierten dendritischen Zellen wurde durch
durchfluBcytometrische  Darstellung der  fur  dendritische  Zellen  typischen

Oberflachenmarker CD86 und CD83 charakterisiert (Abb. 9).
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Abb. 9: Phanotyp von unreifen (a) und reifen (b) DC

Aus PBMC wurden adhérente Zellen durch Kurzzeitadhérenz isoliert. Adharente Zellen wurden mit
GM-CSF und IL-4 kultiviert (a und b) und mit IL-1b, TNF-a und PGE2 ausgereift (nur b). Die Zellen
wurden mit Antikdrpern gegen verschiedene Oberflachenmarker gefarbt und durchfluRcytometrisch
analysiert. Gezeigt ist ein representatives Ergebnis.

Unreife dendritischen Zellen waren CD83-negativ. CD86 war auf Uber 80% der Zellen
detektierbar. Reife dendritische Zellen waren durch die Expression von CD83 (>80%) und

CD86 (>90%) gekennzeichnet.
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3.1.3 Tyrosinphosphorylierung
Die Starke der intrazellularen Tyrosinphosphorylierung nach Stimulation mit

Kontaktallergenen variierte von Spender zu Spender. Im Mittel mehrerer Experimente
konnte jedoch die Fahigkeit der Kontaktallergene in den verwendeten Konzentrationen

einen Anstieg der intrazelluldren Tyrosinphosphorylierung zu induzieren, wie schon von
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Abb. 10: intrazellulare Tyrosinphosphorylierung nach Stimulation mit Kontaktallergenen
Reife DC (a) oder Monocyten (b) wurden mit MCI/MI (1,5nmg/ml), Thiomersal (2ny/ml), TNCB (1ng/ml)
oder Formaldehyd (200my/ml) 20min bei 37°C stimuliert. Die Zellen wurden permeabilisiert, mit FITC

gekoppeltem anti-Phosphotyrosin-Antikodrper gefarbt und im FACScan analysiert. a: n=12, b: n=8

Kuhn et al. gezeigt, bestatigt werden (Abb. 10).

Sowohl in reifen dendritischen Zellen (Abb.10a) als auch in Monocyten (Abb. 10b) konnte
nach Stimulation mit den Kontaktallergenen MCI/MI, Thiomersal, TNCB oder
Formaldehyd ein in der Intensitét schwankender aber deutlicher Anstieg der

Tyrosinphosphorylierung detektiert werden.
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3.1.4 Cytokinexpression

Als Parameter fur die funktionelle Relevanz der Aktivierung von dendritischen Zellen
durch Kontaktallergene, wurde die Produktion von Cytokinen nach Stimulation mit

Kontaktallergenen untersucht.
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Abb. 11: Muster der Cytokin-RNA nach Stimulation mit MCI/MI| oder TNCB

DC wurden mit MCI/MI (2,5my/ml), TNCB (1,5my/ml) oder PMA (20nM) stimuliert. Drei und
fuanf Stunden nach Stimulation wurde die RNA isoliert und in den RNAse-Protection Assay
eingesetzt. Durch Hybridisierung mit Cytokin-mRNA geschitzte P markierte Fragmente der

RNA-Sonde wurden in einem Acrylamid-Gel aufgetrennt und durch Autoradiographie detektiert.
Gezeigt ist ein representativers Ergebnis aus vier Versuchen.

Mit Hilfe eines RNase-Protection-Assays konnte die Hochregulation der RNA mehrerer
Cytokine gleichzeitig bestimmt werden. Der ausgewdahlte Assay umfalite die pro-
inflammatorischen Cytokine IL-1b , IL-1a, TNF-a, IL-12p35 und p40, IL-18 sowie den
IL-1-Rezeptor-Antagonisten (IL-1RA), IL-6 und IFN-g Als Kontrolle flr aquivalente

RNA-Mengen wurden die Haushaltsgene L32 und Glycerinaldehyd-Dehydrogenase

(GAPDH) detektiert.
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Dendritische Zellen wurden mit den Kontaktallergenen MCI/MI und TNCB sowie mit
PMA als Positivkontrolle stimuliert. In Abbildung 11 ist das Muster der Cytokin-RNA drei
und funf Stunden nach Stimulation dargestellt.

Eine deutliche Hochregulation von Cytokin-RNA ist nach Stimulation mit dem als
Positivkontrolle eingesetzten Tumorpromoter PMA zu erkennen. PMA-Stimulation fihrt

zu einer starken Hochregulation der RNA fiur IL-1b und in absteigender Auspragung von
TNF-a, IL-1a und IL-1-Rezeptor-Antagonist. In finf Versuchen konnte nach Stimulation
mit den Kontaktallergenen MCI/MI und TNCB reproduzierbar nur fir TNF-a ein Anstieg

der RNA sowohl drei als auch fiinf Stunden nach Stimulation detektiert werden.

3.1.5 TNF-a-Produktion

Der Anstieg der TNF-a-mRNA fuhrte zu der Frage, ob TNF-a-Produktion auf Protein-
Ebene nachzuweisen war. In ersten Versuchen des TNF-a-Nachweises im ELISA stellte
sich heraus, dafl} zwar TNF-a-produktion mef3bar ist, jedoch in sehr niedrigen Mengen von

wenigen Nanogramm, die an der Nachweisgrenze der Messung lagen. Daher wurde auf die
Methode des Elispot zuriickgegriffen, bei dem Cytokin-produzierende Zellen dargestellt

werden.
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Abb. 12: TNF-a-Produktion von DC nach Stimulation mit Kontaktallergenen
DC wurden mit den Kontaktallergenen MCI/MI (2,5mg/ml), Thiomersal (2my/ml), TNCB (1,5ng/ml)

und Formaldehyd (200ng/ml) stimuliert. Nach 48 Stunden wurde die Anzahl TNF-a-produzierender
Zellen im Elispot bestimmt. n=3
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In Abbildung 12 ist die Anzahl von TNF-a-produzierenden dendritischen Zellen 24
Stunden nach Stimulation mit den Kontaktallergenen MCI/MI, Thiomersal, TNCB und
Formaldehyd dargestellt.

Nach Stimulation mit den Kontaktallergenen MCI/MI, TNCB und Formaldehyd konnte ein
deutlicher Anstieg an TNF-a-produzierenden Zellen im Vergleich zur nicht stimulierten
Kontrollgruppe detektiert werden. Insbesondere fir die Stimulation mit Formaldehyd aber
auch mit MCI/MI sind groRe Schwankungen in der Anzahl der TNF-a-produzierenden
Zellen zu beobachten. Aktivierung mit Thiomersal bewirkt keinen deutlichen Anstieg der

TNF-a-Produktion im Vergleich zu nicht stimulierten dendritischen Zellen.
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3.2 Aktivierung von Jak/STAT-Signalwegen

Dendritische Zellen und Monocyten wurden mit den Kontaktallergenen MCI/MI,
Thiomersal, TNCB und Formaldehyd in nicht toxischen aber aktivierenden
Konzentrationen behandelt. Die Phosphorylierung der STAT-Molekiile STAT1, STAT3,
STAT4, STAT5 und STATG6 als Zeichen fir die Aktivierung eines Jak/STAT-Signalweges
wurde im Western-Blot mit phospho-spezifischen Antikérpern nachgewiesen. Parallel
wurde die intrazellulare Tyrosinphosphorylierung als Kontrolle fir die Reaktion der Zellen
auf die Stimulation mit Kontaktallergenen durchfluRcytometrisch bestimmt.

In den Abbildungen 13 und 14 sind die Ergebnisse der proteinbiochemischen
Untersuchungen zur Aktivierung von Jak/STAT-Signalwegen durch Kontaktallergene
zusammengestellt. Gezeigt wird jeweils der Nachweis von phosphorylierten STAT-
Molekllen im Western Blot nach Stimulation von dendritischen Zellen (Abb. 13) bzw.
Monocyten (Abb. 14) mit Kontaktallergenen oder Cytokinen als Positivkontrollen.
Dargestellt ist jeweils ein reprasentatives Ergebnis aus drei Wiederholungsexperimenten.
Als Kontrolle fur die Aktivierung der fir die Western Blots verwendeten Zellen ist die
durchfluRcytometrisch ermittelte intrazelluldre Tyrosinphosphorylierung fir den jeweiligen
Versuch aufgefihrt.

Die Zellen wurden mit Cytokinen stimuliert, um zu zeigen, daf3 die Aktivierung der
untersuchten Jak/STAT-Signalwege in Monocyten und dendritischen Zellen unter den
gewahlten Bedingungen mdglich war. Bei Monocyten und dendritischen Zellen konnte die
Phosphorylierung von STAT1 durch Stimulation mit IFN-g, von STAT3 mit IL-10 sowie
STAT6 mit IL-4 gezeigt werden (Abb. 13 und 14). Dabei wurde fir den Nachweis von
phosphoryliertem STAT6 in reifen dendritischen Zellen eine zehnfach héhere IL-4-
Konzentration benotigt als bei Monocyten. STAT4 wurde in dendritischen Zellen nicht

durch IL-12 sondern nur durch IFN-a aktiviert.
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Abb. 13: Aktivierung von Jak/STAT-Signalwegen in dendritischen Zellen

1 x 10° dendritische Zellen wurden fiir 20min mit den Kontaktallergenen MCI/MI,
Thiomersal, TNCB, Formaldehyd oder mit Cytokinen als Positivkontrolle stimuliert.
Die Zellysate wurden im Western Blot mit phosphospezifischen Antikérpern analysiert.
a Nachweis von P-STAT1, Positivkontrolle mit IFN-g(100U/ml)

b Nachweis von P-STAT3, Positivkontrolle mit IL-10 (10ng/ml)

c Nachweis von P-STAT4, Positivkontrolle mit IFN-a (1000U/ml)

d Nachweis von P-STAT6, Positivkontrolle mit IL-4 (100ng/ml)

Gezeigt ist jeweils ein representativer Blot aus mindestens drei unabhangigen Versuchen.
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Abb. 14: Aktivierung von Jak/STAT-Signalwegen in Monocyten

Monocyten wurden fiir 20min mit den Kontaktallergenen MCI/MI, Thiomersal, TNCB,
Formaldehyd oder mit Cytokinen als Positivkontrolle stimuliert.

Die Zellysate wurden im Western Blot mit phosphospezifischen Antikérpern analysiert.
a Nachweis von P-STAT1, Positivkontrolle mit IFN-g(100U/ml)

b Nachweis von P-STAT3, Positivkontrolle mit IL-10 (10ng/ml)

c Nachweis von P-STATS5, Positivkontrolle mit GM-CSF (100U/ml)

d Nachweis von P-STAT®6, Positivkontrolle mit IL-4 (10ng/ml)

Gezeigt ist jeweils ein representativer Blot aus mindestens drei unabhangigen Versuchen.
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In Monocyten konnte STAT4 nicht nachgewiesen werden. Die Aktivierung von STAT5
gelang nur in Monocyten nicht jedoch in dendritischen Zellen durch Stimulation mit GM-
CSF.

Mit zwei Ausnahmen war die Aktivierung der untersuchten Jak/STAT-Signalwege durch
Stimulation mit den Cytokinen IFN-g, IL-10, IFN-a, GM-CSF und IL-4 induzierbar. In
dendritischen Zellen war STAT5 nicht durch GM-CSF aktivierbar und in Monocyten war
STAT4 nicht exprimiert. Die Stimulation der Zellen mit den Kontaktallergenen MCI/MI,
Thiomersal, TNCB und Formaldehyd fiihrte weder in dendritischen Zellen (Abb. 13a)
noch in Monocyten (Abb. 14a) zu einem signifikanten Anstieg der Phosphorylierung von
STATL. Folglich scheint STAT1 nicht durch diese Konaktallergene aktiviert zu werden.

Im Vergleich zur Positivkontrolle mit 1L-10 konnte auch fir STAT3 keine Aktivierung
durch die Kontaktallergene MCI/MI, TNCB und Formaldehyd in dendritischen Zellen
(Abb. 13b) und Thiomersal in Monocyten (Abb. 14b) beobachtet werden. In dendritischen
Zellen fiuhrt die Stimulation mit Thiomersal zu einem im Vergleich zur Positivkontrolle
mit IL-10 leichten Anstieg der Phosphorylierung von STAT3.

Die Aktivierung von STAT4 konnte nur in dendritischen Zellen durch Stimulation mit
IFN-a gezeigt werden. In allen Zellysaten konnte ein geringer Anteil an phosphoryliertem
STAT4 detektiert werden, ein deutlicher Anstieg der Phosphorylierung war jedoch nur
nach Stimulation mit IFN-a sichtbar. Thiomersal induzierte als einziges Kontaktallergen
einen leichten Anstieg der Phosphorylierung von STAT4 (Abb. 13c).

Phosphoryliertes STAT5 konnte nur in Monocyten nach GM-CSF-Stimulation detektiert
werden, wahrend die Aktivierung der Zellen mit Kontaktallergenen keinen Anstieg der
STATS5-Phosphorylierung verursachte (Abb. 14c).

Die Aktivierung von STAT6 konnte sowohl in Monocyten (Abb. 14d) als auch in
dendritischen Zellen (Abb. 13d) durch Stimulation mit IL-4 gezeigt werden. Nach
Aktivierung mit den Kontaktallergenen MCI/MI, Thiomersal, TNCB oder Formaldehyd
konnte jedoch kein Anstieg der Phosphorylierung von STAT6 detektiert werden. Ein
diskreter Anstieg der Phosphorylierung von STAT-Moleklilen konnte also nur nach

Stimulation von dendritischen Zellen mit Thiomersal bei STAT3 und STAT4 in je zwei
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von vier Experimenten beobachtet werden. Im Vergleich zur Positivkontrolle waren dies
jedoch nur geringe Unterschiede zum Anteil an phosphoryliertem STAT in nicht
stimulierten Zellen, die nicht in jedem Experiment nachzuvollziehen waren. Dennoch
wurden zur weiteren Klarung immunocytochemische Préparate von dendritischen Zellen
angefertigt, die die intrazellulédre Verteilung der phosphorylierten STAT3- bzw STAT4-

Molekilen nach Stimulation mit MCI/MI, Thiomersal, IL-10 oder IFN-a zeigen (Abb. 15).
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— - -
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Abb. 15: Nachweis von P-STAT3 und P-STAT4 im Zellkern von dendritischen Zellen

Reife dendritische Zellen wurden mit MCI/MI (1,5nmg/ml), Thiomersal (2mg/ml), IL-10 (10ng/ml)
oder IFN-a (1000U/ml) stimuliert, mit Methanol permeabilisiert und mit Antikdrpern gegen P-
STAT3 oder P-STAT4 und DTAF-markiertem Sekundar-Antikdrper geféarbt. Die Préparate
wurden im Fluoreszenzmikroskop (1000x) analysiert. Gezeigt ist ein representatives Ergebnis aus
drei Versuchen.

Die Stimulation mit IL-10 fdhrt zu einer Translokation von P-STAT3 in den Zellkern der
dendritischen Zellen. Nach Stimulation mit MCI/M| oder Thiomersal ist jedoch keine
Farbung des Zellkerns zu erkennen. Auch die P-STAT4 Féarbung zeigt nur fir die
Positivkontrolle mit IFN-a-stimulierten Zellen eine eindeutige Translokation von P-
STAT4 in den Zellkern. In MCI/MI- bzw. Thiomersal-stimulierten Zellen ist keine

verstarkte Fluoreszenz im Zellkern zu beobachten.
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3.3 Aktivierung von MAP Kinasen durch Kontaktallergene

Die Aktivierung der MAP Kinasen ERK und p38 durch verschiedene Kontaktallergene
sollte in reifen und unreifen dendritischen Zellen als Modell fir epidermale Langerhans-

Zellen charakterisiert werden.

3.3.1 Aktivierungsmuster fur verschiedene Kontaktallergene

Dendritische Zellen wurden mit den Kontaktallergenen MCI/MI, Thiomersal, TNCB und
Formaldehyd stimuliert und auf die Aktivierung der MAP Kinasen ERK und p38 hin
untersucht. Als Vergleichssubstanzen wurden das Irritanz Benzalkoniumchlorid eingesetzt
sowie Wasserstoffperoxid (H202), um die Zellen oxidativem Strel3 auszusetzen. Der
Nachweis der Aktivierung von ERK wund p38 wurde durch den Einsatz von
phosphospezifischen Antikorpern erbracht, die gegen die aktivierten Formen der Kinasen

gerichtet sind (Yung et al. 1997).

Aktivierung der MAP Kinase ERK
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Abb. 16: ERK-Phosphorylierung nach Stimulation mit Kontaktallergenen

Reife DC wurden mit den Kontaktallergenen MCI/MI (1,5nmg/ml), Thiomersal (2ny/ml),
TNCB (1my/ml) und Formaldehyd (200ng/ml) sowie dem lIrritanz BAC (4nmy/ml) oder mit
H,0, (0,6IMM) fur 20min stimuliert. Die Lysate wurden im Western Blot analysiert. Die Blots
wurden nacheinander mit Antikdrpern gegen phosphoryliertes ERK und ERK2 detektiert.
Gezeigt ist ein representativer Blot aus funf unabh&angigen Versuchen.
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Nach Stimulation mit MCI/MI und mit TNCB konnte ein deutlicher Anstieg der
phosphorylierten Form von ERK1/2 beobachtet werden. Beide Isoformen werden von
ERK aktiviert, wobei P-ERK2 deutlich starker nachzuweisen ist. Durch Stimulation mit
den Kontaktallergenen Thiomersal und Formaldehyd und auch mit dem Irritanz
Benzalkoniumchlorid konnte keine Phosphorylierung von ERK hervorgerufen werden.
Oxidativer Stref} dagegen fuhrt zu einer meRbaren jedoch weniger deutlichen
Phosphorylierung von ERK (Abb. 16) als Stimulation mit MCI/MI oder TNCB. Als
Kontrolle wurde unphosphoryliertes ERK2 geféarbt. Die Detektion von ERK2 zeigt, dal3 in
allen Proben anndhernd gleiche Proteinmengen vorhanden sind, wie vor dem Western Blot
durch Bestimmung des Proteingehaltes der Lysate errechnet. Die Farbung zeigt zudem,
dal es innerhalb der 20minitigen Stimulation nicht zu einer Hochregluation von ERK2

kommt.

Aktivierung der MAP Kinase p38

Auch die Aktivierung der MAP Kinase p38 wurde im Western Blot Uberpriift (Abb. 17).
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Abb. 17: p38-Phosphorylierung nach Stimulation mit Kontaktallergenen

Reife DC wurden mit den Kontaktallergenen MCI/MI (1,5mg/ml), Thiomersal (2ny/ml), TNCB
(1my/ml) und Formaldehyd (200ng/ml) sowie dem Irritanz BAC (4pg/ml) oder mit H,O, (0,6ImMM)
fur 20min stimuliert. Die Lysate wurden im Western Blot analysiert. Die Blots wurden

nacheinander mit Antikdrpern gegen phosphoryliertes p38 und gegen p38 detektiert. Gezeigt ist ein
representativer Blot aus finf unabhéngigen Versuchen.
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Fur p38 findet man ein differenziertes Aktivierungsmuster durch die vier eingesetzten
Konatkatallergene. Nach Stimulationen mit MCI/MI und TNCB kommt es zu einem
deutlichen Anstieg der phosphorylierten Form von p38. Thiomersal zeigte einen von von
Spender zu Spender schwankenden Effekt auf p38, wahrend Formaldehyd nur in der
Minderzahl der Versuche einen minimalen Anstieg der p38-Phosphorylierung verursachte.
Das Irritanz Benzalkoniumchlorid zeigt keinen messbaren EinfluR auf p38, wéhrend
oxidativer Stref zur Aktivierung von p38 fihrt.

Bezieht man den Ladungsabgleich durch Farbung von p38 mit ein, verdeutlicht sich das
oben beschrieben Bild. MCI/MI und TNCB bewirken eine deutliche Aktivierung von p38,
wahrend Thiomersal zu einer schwéacheren und Stimulation mit Formaldhyd nicht zur

Phosphorylierung von p38 fihrt.

3.3.2 Aktivierung von ERK und p38 in unreifen dendritischen Zellen

Die in reifen dendritischen Zellen beobachteten Aktivierungsmuster der MAP Kinasen
ERK und p38 durch verschiedene Kontaktallergene wurden in unreifen dendritischen
Zellen Uberprift. Unreife dendritische Zellen wurden mit den Kontaktallergenen MCI/MI,
Thiomersal, TNCB und Formaldehyd in subtoxischen aber aktivierenden Konzentrationen
stimuliert. Die Zellysate wurden anschlieend im Western Blot untersucht und mit
phosphospezifischen Antikorpern fir die phosphorylierten Formen von p38 und ERK
geféarbt. Um die aufgetragene Proteinmenge zu Uberprifen, wurde auch p38 gefarbt.

Wie in Abbildung 18 zu sehen, kann man auch in unreifen dendritischen Zellen eine
deutliche Aktivierung von ERK und p38 durch die Kontaktallergene MCI/MI und TNCB
beobachten. Stimulation mit Thiomersal fuhrt zur Aktivierung von p38, nicht jedoch zur
Phosphorylierung von ERK. Formaldehyd bewirkt nach 20mindtiger Stimulation in
subtoxischer Konzentration weder ERK- noch p38-Aktivierung in unreifen dendritischen
Zellen.

Mit reifen und unreifen dendritischen Zellen werden annadhernd identische
Aktivierungsmuster der MAPKinasen p38 und ERK durch die vier eingesetzten

beobachtet.
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Abb. 18: Aktivierung von p38 und ERK durch Kontaktallergenen in unreifen DC

Unreife DC wurden mit den Kontaktallergenen MCI/MI (1,5mg/ml), Thiomersal (2ng/ml),
TNCB (1my/ml) und Formaldehyd (200ng/ml) fir 20min stimuliert. Die Lysate wurden im
Western Blot analysiert. Die Blots wurden nacheinander mit Antikérpern gegen

phosphoryliertes p38, phosphoryliertes ERK und gegen p38 detektiert. Gezeigt ist ein
representativer Blot aus drei unabh&ngigen Versuchen.

Die in Abb. 18 prasentierten Ergebnisse zeigen keine grundlegenden Unterschiede
zwischen unreifen und reifen dendritischen Zellen im Hinblick auf die Aktivierung der

MAP Kinasen p38 und ERK durch Kontaktallergene.

3.3.3 Dosisabhangigkeit der ERK-Aktivierung

Als wichtiger Parameter der Aktivierung von ERK durch die Kontaktallergene MCI/MI
und TNCB wurde die Dosisabhangigkeit der ERK- und p38-Phosphorylierung untersucht
(Abb. 19).

Durch Vergleich der Viabilitdét der Zellen nach Stimulation mit ansteigenden
Konzentrationen dieser Allergene wurde die optimale subtoxische Dosis fir eine
zuverlassige Aktivierung von ERK durch MCI/MI und TNCB ermittelt. Sowohl fir
MCI/MI als auch fir TNCB ist ein dosisabhéangiger Anstieg der Phosphorylierung von

ERK und p38 im gewahlten Konzentrationsbereich von 0,5 bis 2,5ng/ml zu erkennen.
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Abb. 19: Dosisabhangigkeit der Aktivierung von p38 und ERK durch MCI/MI und TNCB

Reife DC wurden mit den Kontaktallergenen MCI/MI| und TNCB in ansteigender Konzentration fiir 20
Minuten stimuliert.

a Die Lysate wurden im Western Blot analysiert. Die Blots wurden nacheinander mit Antikdrpern
gegen phophoryliertes p38, phosphoryliertes ERK und gegen ERK2 detektiert.

b Die Zellen wurden mit Propidium-lodid behandelt, der Anteil an toten Zellen wurde im FACScan
bestimmt. Die Viabilitat ist angegeben in Prozent vom Wert fur unbehandelte Zellen.

Gezeigt ist ein representativer Blot aus drei unabhéngigen Versuchen.

Nach Stimulation mit MCI/MI nimmt die Phosphorylierung von ERK und p38 ab einer
Konzentration von 1,5mg/ml bis zu einer Konzentration von 2,51g/ml deutlich zu.

Die Viabilitédt der Zellen bleibt bis zu den maximal eingesetzten 2,5ng/ml MCI/MI
konstant. Mit TNCB wird die maximale Phosphorylierung von p38 schon bei einer
Konzentration von 1,579 TNCB pro ml erreicht. Die Phosphorylierung von ERK nimmt

bei hoheren Konzentrationen nur noch leicht zu. Gleichzeitig sinkt allerdings die Viabilitét

der Zellen bei Konzentrationen tber 1,51g/ml deutlich.



Ergebnisse 63

Aus diesen Daten wurde eine optimale Konzentration von 2,51g/ml MCI/MI und 1,5mg/ml
TNCB entsprechend etwa 18nmM MCI und 15mM TNCB abgeleitet, um die Aktivierung

von p38 und ERK durch MCI/MI und TNCB bei stabiler Viabilitét zu untersuchen.

3.3.4 Zeitkinetik der ERK-Aktivierung durch MCI/MI

Mit dem Modellallergen MCI/MI wurde der zeitliche Verlauf der Aktivierung von p38 und

ERK untersucht.

unstimuliert MCI/MI
2 15° 45 2° 5 15 30 60° 120

P-p38 —

ERK2 ﬁ

Abb. 20: Zeitlicher Verlauf der Aktivierung von p38 und ERK durch MCI/MI in reifen DC
Reife DC wurden mit dem Kontaktallergen MCI/MI (2,5 pg/ml) fur verschiedene Zeiten stimuliert.
Die Lysate wurden im Western Blot analysiert. Die Blots wurden nacheinander mit Antikérpern
gegen phosphoryliertes p38, phosphoryliertes ERK und gegen ERK2 detektiert. Gezeigt ist ein
representativer Blot aus zwei unabhangigen Versuchen.

Wie in Abbildung 20 dargestellt, kann man fir ERK eine schnelle und anhaltende
Aktivierung beobachten. Schon nach funf Minuten ist eine deutliche Phosphorylierung
von ERK zu erkennen, die nach fdnf Minuten ihr Maximum erreicht. Die
Phosphorylierung hélt auf diesem Niveau mindestens bis zu zwei Stunden an.

Die Aktivierung von p38 dagegen beginnt schwach nach fiinfzehn Minuten und erreicht
ihren Hohepunkt erst nach einer Stunde. MCI/MI bewirkt in dendritischen Zellen eine
schnelle und anhaltende Aktivierung von ERK, wéahrend die Phosphorylierung von p38
zeitlich verzogert auftritt.

In den folgenden Kapiteln konzentrieren sich die Untersuchungen auf die Aktivierung von

ERK als frihen Mechanismus der Aktivierung von APC durch die Kontaktallergene
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MCI/MI und TNCB. Die Stimulationszeit wurde fir die nachfolgenden Versuche, wenn

nicht anders angegeben, auf zehn Minuten reduziert.

3.3.5 Inhibition der TNF-a -Produktion durch MAPK-Inhibitoren

Es sollte Uberpruft werden, ob die Aktivierung der MAP Kinasen p38 und ERK auch eine
funktionelle Relevanz besitzt. Daher wurde Uberprift, welche Bedeutung ERK und p38 fir
die durch MCI/MI induzierte TNF-a produktion haben. Dazu wurden Inhibitoren
eingesetzt, die den ERK-Signalweg (PD98059 inhibiert MEK1/2) bzw. den p38 Signalweg

(SB203580) inhibieren (Abb. 21).
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Abb. 21: EinfluRR der Inhibition des ERK- und p38-Signalweges auf die TNF-a-Produktion
Reife DC wurden mit 50nM PD98059 oder/und 20nM SB203580 30min bei 37°C vorinkubiert und
anschlieend mit MCI/MI (2,5mg/ml) stimuliert. Die Zellen wurden nach 1h gewaschen und in

Elispot-Platten Uberfiihrt. Nach 24h wurden die Platten detektiert und die Spots gezahlt. Dargestellt ist
die Anzahl TNF-a-produzierender Zellen nach MCI/MI Stimulation in Prozent im Vergleich zu
unbehandelten Zellen. n=3

In Anwesenheit von PD98059 konnte keine Verminderung der TNF-a-Produktion nach
Stimulation mit MCI/MI beobachtet werden. Auch mit SB203580 ist nur ein minimaler
Effekt zu erkennen. Bei Einsatz beider Inhibitoren jedoch ist eine deutliche Verminderung
der Anzahl TNF-a-produzierender Zellen zu erkennen, die dem Niveau unbehandelter

Zellen entspricht.
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Tab. 12: Viabilitat von reifen DC nach Prainkubation mit MAPK Inhibitoren

Reife DC wurden mit PD98059 oder/und SB203580 in verschiedenen Konzentrationen fur 30min
vorinkubiert und anschlieBend fir 10min mit MCI/MI stimuliert. Die Viabilitdt wurde mit Propidiumjodid-
Farbung im FACScan bestimmt. Die Werte entsprechen dem prozentualen Anteil lebender Zellen im

Vergleich zu unbehandelten Zellen und der Mittelwertabweichung aus 3 Experimenten.

Viabilitat [%] mit MAPK Inhibitoren

- PD98059 SB203580 PD+SB

50MM 20nMM 50/20MM
MCI/MI 98,7 100,2 101 99
+1,11 + 3,92 + 0,67 + 2,67

Die Viabilitat der Zellen wurde durch den Einsatz der Inhibitoren nicht beeintrachtigt (Tab.
12).
Mit einer Kombination aus Inhibitoren fir beide Signalwege konnte die Produktion des

pro-inflammatorischen Cytokins TNF-a von dendritischen Zellen nach Stimulation mit

MCI/MI verhindert werden.
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3.4 Upstream Mechanismen der ERK-Aktivierung: Die ERK-Core-Kaskade

In diesem Kapitel sind Untersuchungen zur Aktivierung von ERK direkt vorgeschalteten
Kinasen auf MAPK Kinase und MAPKK Kinase Ebene zusammengefallt. Dabei handelt

sich um die Bestandteile der , ERK-Core-Kaskade* ERK1/2, MEK1/2 und Raf.

3.4.1 Beteiligung der ERK-Core-Kaskade

In einem ersten Ansatz, die Aktivierung der ERK vorangehenden Kinasen MEK und Raf
zu untersuchen, wurden wiederum Western Blots mit phosphospezifischen Antikoérpern
geférbt, die gegen Aktivierungs-modulierende Phosphorylierungsstellen gerichtet sind. So
konnte P-MEK1/2 nachgewiesen werden, das der aktivierten Form von MEK entspricht.
Die MAPKK Kinase c-Raf wurde mit einem Antikorper detektiert, der die

Phosphorylierungsstelle Serin 259 mit inhibitorischer Funktion erkennt.

unstimuliert
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Abb. 22: Aktivierung der ,ERK-Core-Kaskade" nach Stimulation mit Kontaktallergenen

Reife DC wurden mit den Kontaktallergenen MCI/MI (2,5ng/ml), Thiomersal (2my/ml), TNCB
(1,5ny/ml) und Formaldehyd (200nmy/ml) fur 10min bei 37°C stimuliert. Die Zell-Lysate wurden
im Western Blot analysiert. Die Blots wurden nacheinander mit Antikérpern gegen P-c-Raf, P-

MEK1/2, P-ERK1/2 und gegen ERK1/2 detektiert. Gezeigt ist ein representativer Blot aus
mindestens drei unabhéngigen Versuchen.
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In Abbildung 22 wird gezeigt, da fir die MAPK Kinase MEK1/2 das gleiche
Aktivierungsmuster durch die vier Kontaktallergene MCI/MI, TNCB, Thiomersal und
Formaldehyd zu erkennen ist wie fur ERK1/2. MCI/MI und TNCB bewirken eine
deutliche Zunahme der phosphorylierten Form von MEK1/2, wéhrend die Stimulation mit
Thiomersal und Formaldehyd keinen Effekt auf die Phosphorylierung von MEK1/2 hat.
Der Nachweis der Phosphorylierung von c-Raf an Ser259, die mit der Verminderung der
Aktivitat von c-Raf in Verbindung gebracht wird, zeigt einen Rickgang der
Phosphorylierung nach Stimulation mit MCI/MI. Auch far TNCB, Thiomersal und
Formaldehyd ist eine leichte Abnahme der Phosphorylierung zu beobachten. Um diesem
Hinweis auf eine Beteiligung von c-Raf an der Aktivierung von ERK durch die
Kontaktallergne MCI/MI und TNCB nachzugehen, wurde ein c-Raf-Kinase-Assay
durchgefihrt ).

Die Aktivierung von MEKZ1/2 durch MCI/MI und TNCB konnte auch in unreifen

dendritischen Zellen nachgewiesen werden (Abb. 23).
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Abb. 23: Aktivierung von MEK 1/2 durch MCI/M1 und TNCB in unreifen DC
Unreife DC wurden mit den Kontaktallergenen MCI/MI (2,5ng/ml) und TNCB
(1,5ny/ml) fdr 10min bei 37°C stimuliert. Die Lysate wurden im Western Blot
analysiert. Die Blots wurden nacheinander mit Antikérpern gegen P-MEK1/2, P-
ERK1/2 und p38 detektiert. Gezeigt ist jeweils ein representativer Blot aus drei
unabhé&ngigen Versuchen.
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Inhibition von MEK 1/2

Um die Verkniipfung von MEK 1/2 Phosphorylierung und Aktivierung von ERK zu zeigen,
also die Beteiligung von MEK 1/2 an der Aktivierung von ERK, wurden reife dendritische
Zéellen vor der Stimulation mit MCI/MI und TNCB mit dem MEK1/2 Inhibitor PD98059
behandelt.

Wie in Abbildung 24 dargestellt, kann die Phosphorylierung von ERK nach Stimulation
von reifen dendritischen Zellen mit MCI/MI und TNCB durch Vorinkubation mit

PD98059 dosisabhangig inhibiert werden.

a b
unstimuliert MCI/MI unstimuliert TNCB
PD98059 - 30 - 10 30 50V 30 50nmM

P-ERK . iw— -—‘—-
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Abb. 24: Inhibition von MEK 1/2 mit PD98059

Reife DC wurden mit PD98059 in verschiedenen Konzentrationen 30min bei 37°C vorinkubiert und
anschliefRend mit den Kontaktallergenen (@) MCI/MI (2,5ng/ml) und (b) TNCB (1,5mg/ml) fir 10min
stimuliert. Die Lysate wurden im Western Blot analysiert. Die Blots wurden nacheinander mit Antikorpern
gegen P-ERK1/2 und ERK detektiert. Gezeigt ist jeweils ein representativer Blot aus funf (a) bzw. drei (b)
unabhangigen Versuchen.

Bel einer Konzentration von 30V PD98059 ist die Reduktion der ERK-Phosphorylierung
auf das Niveau von nicht stimulierten Zellen gesunken. In den eingesetzten
Konzentrationen war kein toxischer Effekt von PD98059 bei gleichzeitiger Stimulation mit

MCI/MI oder TNCB zu beobachten (Tab. 13).
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Tab. 13: Viabilitat von reifen DC nach Prainkubation mit PD98059

Reife DC wurden mit PD98059 in verschiedenen Konzentrationen fur 30min vorinkubiert und anschliel3end
far 10min mit MCI/M| oder TNCB stimuliert. Die Viabilitdt wurde mit Propidiumjodid-Farbung im
FACScan bestimmt. Die Werte entsprechen dem prozentualen Anteil lebender Zellen im Vergleich zu

unbehandelten Zellen und der Mittelwertabweichung aus 5 Experimenten.

Viablilitat [%] mit PD98059

10MM 30mM 50mM
MCI/MI 08,4 100,5 97,25 100,2
+1,02 +0,5 +4,75 +3,02
TNCB 98,5 - 102,5 107
+25 - +35 +2

Sowohl die Aktivierung von MEK1/2 als auch die Beteiligung dieser MAPK Kinase an der

Aktivierung von ERK durch MCI/MI und TNCB konnte gezeigt werden.

3.4.2 Aktivitat von c-Raf

Um die Rolle von c-Raf aufbauend auf den Ergebnissen aus Abschnitt 3.5.1 mit
phosphospezifischen Antikdrpern zu untersuchen, wurde ein Kinase Assay fir c-Raf
durchgefuhrt. Aus Lysaten von MCI/MI-, TNCB- oder PMA-stimulierten reifen
dendritischen Zellen wurde c-Raf prazipitiert. Als Substrat flr den Kinase-Assay wurde
inaktives MEK1/2 eingesetzt. In Abbildung 25 ist die Phosphorylierung von MEK1/2
durch prazipitiertes c-Raf dargestellt. Zur Uberprifung der Immunpréazipitation wurde c-
Raf im Western Blot detektiert

Nur in Lysaten mit PMA stimulierter Zellen konnte Aktivitat von c-Raf nachgewiesen
werden. Dagegen war in Zellen, die mit den Kontaktallergenen MCI/MI und TNCB
stimuliert wurden, weder nach zwei noch nach finf Minuten c-Raf-Aktivitét detektierbar.
Die Immunprézipitation von c-Raf nach Stimulation mit PMA zeigt eine Verschiebung der

Laufstrecke von c-Raf im Vergleich zu allen anderen Ansétzen..
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Abb. 25: In-vitro Kinase Assay fir c-Raf

Reife DC wurden mit den Kontaktallergenen MCI/MI (2,5mg/ml) und TNCB (1,5ngy/ml) fir 2 oder 5min

oder mit PMA (30nM) fir 5min stimuliert. Aus den Lysaten wurde c-Raf prazipitiert und in den Kinase-

Assay eingesetzt.

a Als Nachweis fiur die Aktivitat von c-Raf wurde P-MEK2 im Western Blot detektiert. Die Detektion
von MEK1/2 dient zum Nachweis, daR gleiche Mengen Substrat eingesetzt wurden.

b Immunprazipitiertes c-Raf wurde nach dem Kinase Assay im Western Blot nachgewiesen

Gezeigt ist jeweils ein representativer Blot aus drei unabhangigen Versuchen.

Trotz dem in Abschnitt 3.4.1 erhaltenen Hinweis auf eine Aktivierung von c-Raf durch
Kontaktallergene konnte im In-vitro-Kinase-Assay keine Aktivitdét von c-Raf nach

Stimulation mit MCI/MI oder TNCB nachgewiesen werden.
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3.5 Upstream Mechanismen der ERK-Aktivierung: Die GTPase Ras

Ein wichtiges Upstream Element der MAP Kinase ERK ist die kleine GTPase Ras. Um das
in Kapitel 1.3.4 fir Stickoxid beschriebene Modell der Rezeptor-unabhangigen
Aktivierung von Ras fur Kontaktallergene zu Uberprifen, wurde die Aktivierung von Ras
durch Kontaktallergene untersucht. In einem Ras-Aktivierungs-Assay wurde aktiviertes

also GTP-gebundenes Ras aus den Lysaten préazipitiert.
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Abb. 26: Ras- Aktivierungsassay

Reife DC wurden mit den Kontaktallergenen MCI/MI (2,5mg/ml) und TNCB (1,5ny/ml) oder mit PMA
(20nM) fir 10 min stimuliert. Aus den Lysaten wurde mit RBD-Agarose Ras-GTP prazipitiert.

a Prézipitiertes Ras-GTP wurde im Western Blot aufgetrennt und mit Anti-Ras Antikérpern detektiert.

b Als Kontrolle fur die Aktivierung von ERK wurden die Gesamt-Lysate im Western Blot aufgetrennt.

Die Blots wurden mit Antikdrpern gegen P-ERK1/2, ERK2 und Ras gefarbt.
Gezeigt ist jeweils ein representativer Blot aus finf unabhangigen Versuchen

|
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Nur aus den Lysaten der mit PMA behandelten Zellen konnte Ras-GTP préazipitiert
werden. In unstimulierten dendritischen Zellen und in Zellen, die mit den
Kontaktallergenen MCI/MI und TNCB stimuliert wurden, ist kein Ras-GTP detektierbar.
Als Kontrolle fur die Laufstrecke von Ras bzw. Ras-GTP wurde in Abb. 26a neben den
Préazipitaten auch ein Lysat aufgetragen.

Die fur PMA-stimulierte Zellen erhaltene Bande konnte eindeutig dem Molekulargewicht
von Ras zugeordnet werden, wahrend in den lanes der mit Kontaktallergenen stimulierten
dendritischen Zellen keine Banden zu finden waren.  Abbildung 26b belegt die
Aktivierung von ERK in den fir den Ras Assay eingesetzten Zellen. Weiterhin konnte die
gleichmailige Expression von Ras gezeigt werden (Abb. 26b. rechts).

Um ausschlieflen zu konnen, da3 es zu einer transienten Aktivierung von Ras nach
Stimulation mit Kontaktallergenen kommt, die nach zehn Minuten nicht mehr nachweisbar
ist, wurde die Ras-Aktivierung nach zwei und funf Minuten Stimulation mit MCI/MI als

Modellallergen Uberprift.

unstimuliert MCI/MI PMA
2 5 10’

Ras-GTP .

Abb. 27: Ras-Aktivierungs-Assay: Zeitkinetik MCI/M|

Reife DC wurden mit dem Kontaktallergenen MCI/MI (2,5mg/ml) fir 2, 5 oder 10
min oder mit PMA (20nM) fir 10 min stimuliert. Aus den Lysaten wurde mit
RBD-Agarose Ras-GTP prazipitiert. Prazipitiertes Ras-GTP wurde im Western
Blot aufgetrennt und mit einem Anti-Ras Antikorper detektiert. Gezeigt ist ein
representativer Blot aus zwei unabhéngigen Versuchen.

Gezeigt ist jeweils ein reprasentativer Blot aus finf unabhangigen Versuchen. Auch zu
friheren Zeitpunkten der Stimulation mit MCI/M1 ist, wie in Abbildung 27 gezeigt, keine
Aktivierung von Ras nachzuweisen. Lediglich in den Lysaten PMA-stimulierter Zellen

wurde Ras-GTP detektiert.
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3.6 Die Rolle von Calcium

Als weiteres wichtiges Signaltransduktionselement sollte die Rolle des second messenger

Calcium geklart werden.

3.6.1 EinfluB von Calcium auf die ERK-Aktivierung

Durch den Einsatz von Calcium-Chelatoren wurde untersucht, ob Calcium fur die
Aktivierung von ERK durch die Kontaktallergene MCI/MI und TNCB erforderlich ist. Die
Bedeutung der intra- und der extrazellularen Calciumkonzentration wurde mit den
folgenden Substanzen analysiert: BAPTA-AM, um intrazelluldres Calcium zu binden,
EGTA, um die extrazelluldre Calcium-Konzentration im Medium zu minimieren und
TMB-8, das die IPs-vermittelte intrazelluldre Calcium-Freisetzung inhibiert. In Abbildung

28 ist der Einflul? dieser Substanzen auf die ERK-Aktivierung durch MCI/M| dargestellt.

unstimuliert MCI/MI
BAPTA-AM - 40uM - - - 30 40 50uM - - - - - -
TMB-8 - - 200pM - - - - - 50 200 250uM - - -
EGTA - - - 4mM - - - - - - -2 4 8mM

Abb. 28: Calciumabhéangigkeit der ERK-Phosphorylierung durch MCI/MI

Reife DC wurden mit BAPTA-AM, TMB-8 oder EGTA in den angegebenen Konzentrationen 30min (fur
EGTA: 5min) bei 37°C vorinkubiert und anschlieRend mit dem Kontaktallergen MCI/MI (2,5Mmy/ml) 10min
stimuliert. Die Lysate wurden im Western Blot analysiert. Die Blots wurden nacheinander mit Antikdrpern
gegen P-ERK1/2 und ERK2 detektiert. Gezeigt ist ein representativer Blot aus finf unabh&ngigen
Versuchen.

Mit BAPTA-AM, einem Chelator fir intrazelluldres Calcium, konnte eine vollstandige
Inhibition der ERK-Phosphorylierung durch MCI/MI beobachtet werden. Die Eliminierung
von extrazelluldrem Calcium durch EGTA hat dagegen keinen Einflu3. Durch Inhibition
der intrazellularen |Ps-vermittelten Calcium-Freisetzung mit TMB-8 wurde eine

konzentrationsabhéngige Verminderung der ERK-Aktivierung durch MCI/MI bewirkt.



Ergebnisse 74

Wie in Abbildung 29 dargestellt, konnte die Abhangigkeit der ERK-Phosphorylierung vom
intrazellularen Calciumspiegel auch fir das Kontaktallergen TNCB und die
Vergleichssubstanz PMA gezeigt werden, indem die Zellen vor der Stimulation mit

BAPTA-AM inkubiert wurden.

unstimuliert MCI/MI TNCB PMA
BAPTA-AM - - 30 40 50 - 30 40 50 - 30 40 50uM

P-ERKL1/2 o -— .—

ERK2
—— ————_— i — —_—

Abb. 29: Abh&ngigkeit der ERK-Phosphorylierung durch MCI/MI, TNCB und PMA von [Ca2+]i

Reife DC wurden mit BAPTA-AM in den angegebenen Konzentrationen 30min bei 37°C vorinkubiert und
anschlieBend mit den Kontaktallergenen MCI/MI (2,5 nmg/ml) oder TNCB (1,5ng/ml) bzw. mit PMA
(20nM) far 10min stimuliert. Die Lysate wurden im Western Blot analysiert. Die Blots wurden

nacheinander mit Antikdrpern gegen P-ERK1/2 und ERK?2 detektiert. Gezeigt ist ein representativer Blot
aus vier unabhangigen Versuchen.

AnschlieRend wurde Uberpriuft, ob die Abhangigkeit der ERK-Phosphorylierung durch

MCI/MI von der intrazellularen Calcium-Konzentration auch in unreifen dendritischen

Zellen reproduzierbar ist.

unstimuliert MCI/MI
BAPTA-AM - - 30 40 uM

P-ERK1/2 _. — ‘

ERKZ ot — -

Abb. 30: Abhangigkeit der ERK-Phosphorylierung durch MCI/MI von [Ca2+]i in unreifen DC

Unreife DC wurden mit BAPTA-AM in den angegebenen Konzentrationen 30min bei 37°C
vorinkubiert und anschliefend mit dem Kontaktallergenen MCI/MI (2,5mg/ml) fir 10min stimuliert.
Die Lysate wurden im Western Blot analysiert. Die Blots wurden nacheinander mit Antikdrpern
gegen P-ERK1/2 und ERK2 detektiert. Gezeigt ist ein representativer Blot aus drei unabhangigen
Versuchen.

Wie in Abbildung 30 gezeigt, wird auch in unreifen dendritischen Zellen durch Einsatz von
BAPTA-AM die ERK-Phosphorylierung bei Stimulation mit MCI/M1 vollsténdig inhibiert.

Auch in unreifen dendritischen Zellen ist die Aktivierung der MAP Kinase ERK abhéngig

vom intrazellularen Calcium-Spiegel.
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Parallel zu den proteinbiochemischen Untersuchungen wurde die Toxizitat der
eingesetzten Substanzen mit Propidium-lodid-Farbung im FACScan Uberprift. In Tabelle
14 ist die Viabilitédt der Zellen nach Vorinkubation mit dem jeweiligen Inhibitor und

Stimulation mit Kontaktallergenen aufgefihrt.

Tab. 14: Viabilitat von DC nach Prainkubation mit BAPTA-AM, TMB-8 und EGTA

Reife DC wurden mit BAPTA-AM, TMB-8 oder EGTA in verschiedenen Konzentrationen 30min
vorinkubiert (EGTA 5min) und anschlieBend 10min mit MCI/MI, TNCB oder PMA stimuliert. Der Anteil
viabler Zellen wurde mit Propidiumjodid-Féarbung im FACScan bestimmt. Angegeben ist die Viabilitat in
Prozent im Vergleich zu unbehandelten Zellen und die Mittelwertabweichung aus mindestens 4

Experimenten.

Viabilitat [%] mit:
BAPTA-AM TMB-8 EGTA

- 30nM  40nMM  50NMM 50nMM 200MM 250Mv 2mM 4mM 8mM

MCI/MI 100 98 95 94 97 96 95 101 100 99
+15 7 +52 +55 4 +4,7 +6,9 +16 +04 +0,9
TNCB 99 97 96 95 100 93 96 - - -
+4 + 2,75 +2 +2 +0,7 +4,7 +8
PMA 99 96 93 94 - - - - - -

Mit BAPTA-AM und TMB-8 ist eine geringfligige Beeintrachtigung der Viabilitét zu
beobachten. Die Viabilitdt sinkt jedoch nicht unter 93% im Mittel im Vergleich zu

unbehandelten Zellen.
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3.6.2 Abhéangigkeit der Tyrosinphosphorylierung von [Ca2+]i

Um die Rolle von Calcium weiter zu charakterisieren, wurde der Einflu3 von BAPTA-AM

auf die durch MCI/MI induzierte intrazellulére Tyrosinphosphorylierung untersucht.

100

T 80 A -

[%)]

o

£ 60 -

N

c

8 40

(%]

e

S 20 - T L

T -

0 T T T T T
unstimuliert MCI/MI

BAPTA-AM - 40 - 30 40 50nM

Abb. 31: Abhangigkeit der Tyrosinphosphorylierung durch MCI/M1 von [Ca2+]i
Reife DC wurden mit BAPTA-AM in den angegebenen Konzentrationen 30min bei 37°C vorinkubiert
und anschlieend mit dem Kontaktallergen MCI/MI (2,5 ng/ml) fir 10min stimuliert. Die Zellen wurden

permeabilisiert, Phosphotyrosin-Reste wurden mit dem Antiképer PY20-FITC gefarbt und die
Fluoreszenzintensitat durchflulcytometrisch bestimmt. n=4

Auch der Anstieg der intrazelluldren Tyrosinphosphorylierung durch MCI/MI kann durch

Vorinkubation mit BAPTA-AM fast vollstandig inhibiert werden (Abb. 31).

Um auszuschlief3en, daR die Wirkung von BAPTA-AM auf die Aktivierung von
dendritischen Zellen durch Kontaktallergene darauf zurtickzufihren ist, dal3 die Allergene
in Gegenwart von BAPTA-AM nicht an zellulare Proteine koppeln kdnnen, wurde die

Bindung von TNCB durch Nachweis von TNP-Resten im Western Blot tberprft.
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unstimuliert TNCB

BAPTA-AM - 40 - 30 40 50uM
- 135kD
- 90kD
TNP
- 70kD
- 55kD

N oo

ERK2 - —— - W —

Abb. 32: TNP-Bindung in Anwesenheit von BAPTA-AM

Reife DC wurden mit BAPTA-AM in den angegebenen Konzentrationen 30min bei 37°C vorinkubiert und
anschlieBend mit dem Kontaktallergenen TNCB (1,5mg/ml) 10min stimuliert. Die Lysate wurden im
Western Blot analysiert. Die Blots wurden nacheinander mit Antikdrpern gegen TNP-Reste und ERK2
detektiert. Gezeigt ist ein representativer Blot aus drei unabhéangigen Versuchen.

Wie in Abbildung 32 dargestellt, kann nach Vorinkubation mit BAPTA-AM keine

Verminderung der TNP-Bindung beobachtet werden.

3.6.3 Calcium-Mobilisierung durch MCI/MI

Aus den bisher dargestellten Ergebnissen ergibt sich die Frage, ob Kontaktallergene die
Mobilisierung von Calcium in dendritischen Zellen bewirken.

Daher wurde in einem néchsten Schritt Gberprift, ob es tatséchlich zu Mobilisierung von
Calcium durch Kontaktallergene kommt. In diesen Versuchen mit dem Farbstoff Fura-2
konnte lediglich MCI/MI eingesetzt werden, da TNCB eine hohe Eigenfluoreszenz
aufweist, die die Messung im Fluoreszenzspektrometer stort.

In Abbildung 33 ist exemplarisch der Verlauf einer Calcium-Messung nach Stimulation
mit MCI/MI dargestellt. Es ist nach Zugabe von MCI/MI ein Zunahme der Calcium-
gebunden Form von Fura-2 (Anregung bei 340nm) zu beobachten, wahrend die
Fluoreszenz durch die Calcium-freie Form (Anregung bei 380nm) abnimmt (Abb. 33a).

Der Verlauf des Quotienten von Calcium-gebundenem zu Calcium-freiem Fura-2 (ratio
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340/380) macht einen deutlicher Anstieg von freiem intrazelluléaren Calcium in der Zelle

innerhalb weniger Sekunden nach Stimulation mit MCI/MI sichtbar (Abb.33b).
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Abb. 33: [Ca2+]i wahrend der Stimulation mit MCI/MI

Unreife DC wurden mit Fura-2-AM (1nM) 30min inkubiert und anschlieRend mit dem Kontaktallergen
MCI/MI (2,5mg/ml) stimuliert. Die Fluoreszenzintensitdt wurde bei 510nm detektiert unter
alternierender Anregung bei 340 und 380nm.

a Verlauf der Fluoreszenzintensitat bei Anregung durch 340 bzw 380nm

b Quotient der Fluoreszenzintensitat bei Anregung durch 340nm und 380nm

Gezeigt ist jeweils ein representatives Ergebnis aus sechs unabhangigen Versuchen.

Die Calcium-Mobilisierung nach Stimulation mit MCI/MI war sowohl in Calcium-freiem

als auch in Calcium-haltigen (0,4mM CaCl,) Puffer reproduzierbar.

In Abbildung 34 ist der Quotient

0,7

0,6 - g der Fluoreszenzintensitéat von acht
S T
c 05 - -
o unabhéangigen Messungen (4
® 04 - T
E 0.3+ Spender) dargestellt. Bei einem
S 02 -
® 0,1 mittleren Ausgangswert fir den

0,0 T

unstimuliert MCI/MI Quotienten 340/380 von 0,37 steigt

Abb. 34: Anstieg von [Ca®']; nach Stimulation mit MCI/MI der Wert nach Stimulation mit
Unreife DC wurden mit Fura-2-AM (1nM) 30min inkubiert
und anschlieRend mit dem Kontaktallergen MCI/MI (2,5my/ml)  MCI/MI signifikant (p < 0,001) auf
bei 37°C stimuliert. Der Quotient der Fluoreszenzintensitat von

Calcium-gebundenem und Calcium-freiem Fura-2 wurde vor 0,55 an.
und nach der Stimulation mit MCI/MI| ermittelt. p<0,001, n=6
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Daraufhin wurde Uberpruft, ob allein der Anstieg der intrazellularen Calcium-
Konzentration die Phosphorylierung von ERK bewirkt. Dendritische Zellen wurden mit

dem lonophor A23187 behandelt. Im Western Blot wurde die Phosphorylierung von ERK

Uberpruft.
a b
unstimuliert MCI/MI A23187
e
001 01 1 § 1.0 A 23187 1uM

[oe]
[92]

P-ERK1/2 +_._— 2 05
c
S 00
[ep]

Lyn =" 4 0 500 1000

Zeit (s)

Abb. 35: Stimulation von DC mit A23187

a DC wurden mit MCI/MI (2,5my/ml) bzw. mit A23187 in verschiedenen Konzentrationen 15min
stimuliert. Die Zell-Lysate wurden im Western Blot analysiert. Die Blots wurden nacheinander mit
Antikdérpern gegen P-ERK und Lyn detektiert. Gezeigt ist ein representativer Blot aus fiinf unabhéngigen
Versuchen.

b DC wurden mit Fura-2-AM (1nM) 30min inkubiert und mit A23187 (1nMM) in PBS/Ca® (ImM)

stimuliert. Die Fluoreszenzintensitdt wurde bei 510nm detektiert. Dargestellt ist der Quotient der
Fluoreszenzintensitaten bei Anregung durch 340nm und 380nm

Nach 15min Stimulation mit A23187 konnte kein Anstieg der ERK-Phosphorylierung
beobachtet werden (Abb. 35a). Der Anstieg der intrazellularen Calcium-Konzentration
durch A23187 konnte jedoch durch Calcium-Messung mit Fura-2 belegt werden (Abb.

35b).

3.6.4 Beteiligung von Calmodulin an der Aktivierung von ERK durch MCI/MI

Nachdem eine Abhangigkeit der ERK-Phosphorylierung durch MCI/MI und TNCB sowie
die Mobilisierung von intrazellularem Calcium durch MCIMI gezeigt werden konnte,
wurde untersucht ob Calcium-Calmodulin bei der Vermittlung des Calcium-Signals eine
Rolle spielt. Dazu wurden dendritische Zellen vor der Stimulation mit MCI/MI mit
Calmodulin-Antagonisten inkubiert.

Dargestellt ist ein representativer Western Blot mit den dazugehdrigen Viabilitats-Daten.
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unstimuliert _MCI/MI

TFP - - 0,5 1 5 10 20 uM - - - -
W-13 - - - - - - - 10 25 35 50 uM
Lyn — S B it - B - ’

Viabilitat: 100 102 102 102 100 97 51 102 100 94 75%
Abb. 36: Bedeutung von Calmodulin fur die Aktivierung von ERK durch MCI/MI
Reife DC wurden mit den Calmodulin-Antagonisten TFP oder W13 in den angegebenen Konzentrationen
30min bei 37°C vorinkubiert und anschlielfend mit dem Kontaktallergen MCI/MI (2,5ng/ml) fir 10min
stimuliert. Die Zell-Lysate wurden im Western Blot analysiert. Die Blots wurden nacheinander mit
Antikdrpern gegen P-ERK1/2 und Lyn detektiert. Gezeigt ist ein representativer Blot aus drei
unabhé&ngigen Versuchen.
Die Vorinkubation mit TFP oder W13 fihrt nur in Konzentrationen, die die Viabilitat der
Zellen erheblich beeintrachtigen (auf 51% der Viabilitdt unbehandelter Zellen fir TFP
bzw. 75% fir W13), zu einer Verminderung der ERK-Phosphorylierung durch MCI/MI.
Die Mittelwerte der Viabilitat aus mehreren Versuchen mit TFP und W13 sind in Tabelle
15 zusammengefafit.
Tab.15: Viabilitat von DC nach Préinkubation mit TFP und mit W13
Reife DC wurden mit TFP oder W13 in verschiedenen Konzentrationen 30min vorinkubiert und
anschlieBend 10min mit MCI/MI stimuliert. Der Anteil viabler Zellen wurde durch Propidiumjodid-Farbung

im FACScan bestimmt. Angegeben ist die Viabilitat in Prozent im Vergleich zu unbehandelten Zellen und

die Mittelwertabweichung aus 3 Experimenten.

Viabilitat [%] mit:
TFP w13

- 0,5Mv 1nM 5mMvi 10mm 25mvi 10mv 25Mvi 35MM 50MM

MCI/MI 99 99 99 98 96 47 100 98 82 57

+22 +18 +2 +22 +11 +12 +0,4 *+3,6 +51 +138

Aus Tabelle 15 ist der toxische Effekt von hoheren Konzentrationen von TFP und W13 zu
entnehmen. Die Viabilitdt der Zellen sinkt bei 10mM TFP auf 47%, bei 50mM W13 auf
57%, im Vergleich zu unbehandelten Zellen. Nur in diesen toxischen Konzentrationen
kann eine Verminderung der ERK-Phosphorylierung durch MCI/MI im Western Blot

beobachtet werden.
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3.7 Proteinkinase C

Die Proteinkinase C gehort zu den upstream-Elementen der ERK-Kaskade. Zudem ist die
Aktivitat der konventionellen Isoformen der PKC Calcium-abhangig. Daher sollte die
Beteiligung der PKC an der Aktivierung von ERK durch Kontaktallergene durch den

Einsatz von spezifischen Inhibitoren tGberprift werden.

a b
unstimuliert MCI/MI unstimuliert MCI/MI
CalphostinC - - 25 50nM R031-8425 - - 001 01 1 10nM
P-ERK1/2 = P-ERK 1/2 I
p38 D —— - ERK2 L ———

Abb. 37: Beteiligung von Proteinkinase C an der ERK-Phosphorylierung durch MCI/MI

Reife DC wurden mit Calphostin C (a) unter Beleuchtung oder Ro0-31-8425 (b) in den angegebenen
Konzentrationen 30min bei 37°C vorinkubiert und anschliefend mit dem Kontaktallergen MCI/MI (2,5
my/ml) fur 10min stimuliert. Die Zell-Lysate wurden im Western Blot analysiert. Die Blots wurden
nacheinander mit Antikdrpern gegen P-ERK1/2 und p38 bzw. ERK2 detektiert. Gezeigt ist jeweils ein
representativer Blot aus vier unabhangigen Versuchen.

Sowohl mit dem PKC Inhibitor Calphostin C (Abb. 37a) als auch mit Ro31-8425 (Abb.
37b), welches speziell die konventionellen, Calcium-abhéngigen Isoformen der PKC
inhibiert, kann die Phosphorylierung von ERK vermindert, wenn auch nicht vollstandig
inhibiert werden.

Tab. 16: Viabilitat von DC nach Prainkubation mit Ro31-8425 und mit Calphostin C

Reife DC wurden mit R031-8425 oder Calphostin C in verschiedenen Konzentrationen 30min vorinkubiert
und anschlieBend 10min mit MCI/MI stimuliert. Der Anteil viabler Zellen wurde mit Propidiumjodid-

Féarbung im FACScan bestimmt. Angegeben ist die Viabilitdt in Prozent im Vergleich zu unbehandelten

Zellen (n=4).
Viabilitat [%] mit:
R031-8425 Calphostin C
- 0,01mvM  0,1nM 5Mv 10nMM - 25nM 50nM
MCI/MI 87 91 91 91 93 96 95 93
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Nach diesem Hinweis auf die Beteiligung der konventionellen Isoformen der PKC an der

Aktivierung von ERK durch MCI/MI sollte die Rolle der cPKC Isoformen untersucht

werden.

Zuerst wurde die Expression der cPKC
£ Isoformen in unbehandelten dendritischen
= —

E 2 Zellen und in MCI/MI-stimulierten Zellen
@ O
s 2 untersucht.

PKCa - Das Expressionsmuster in Abbildung 38 zeigt,

daR alle vier Isoformen in reifen dendritischen
PKCbl .‘
Zellen exprimiert werden. PKCa, bl und bll

PKCDII W sind deutlich nachweisbar, wahrend PKCg nur
schwach detektierbar ist. Die Stimulation mit
PKCg
MCI/MI hat keinen EinfluR auf die Starke der
Abb. 38: Expression der cPK C Isoformen Expression.

Reife DC wurden mit MCI/MI (2,5 pg/ml)
10min stimuliert. Die Zell-Lysate wurden im In weiteren Versuchen wurde die
Western Blot analysiert und die cPKC

Isoformen @, bl, bl und @ nacheinander Phosphorylierung der PKC mit phospho-
detektiert. Gezeigt ist ein representativer Blot
aus drei unabhéngigen Versuchen. spezifischen Antikorpern untersucht. Zum
einen wurde ein AntikGrper gegen eine
Phosphorylierungsstelle in der hydrophoben Region am Carboxy-Terminus (Ser660 bei
PKCbII) eingesetzt, die im Rahmen der Aktivierung phosphoryliert wird.
Zum anderen wurde die Autophosphorylierung (Thr638 bei PKCa und Thr641l bei
PKCbIl) der PKC-lsoformen a und bll mit einem phosphospezifischen Antikorper
nachgewiesen. Wie in Abbildung 39 dargestellt, liegt PKC schon in unstimulierten
dendritischen Zellen zumindest zweifach phosphoryliert vor. Die Stimulation mit MCI/MI,
TNCB oder PMA hat keinen Einflu3 auf die Phoshorylierung in der hydrophoben Region

bei panPKC (Abb.39a). Auch die Autophosphorylierung von PKCa/bll an Thr638/641

(Abb. 39b) wird durch Stimulation mit MCI/MI nicht verandert.
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unstimuliert
MCI/MI
TNCB

PMA
unstimuliert
MCI/MI

p-pkcpan (I £-pKCa/bil M

ERK2 b ——— ERK2 ——

Abb. 39: Nachweis phosphorylierter PKC-Isoformen

Reife DC wurden mit MCI/MI (2,5 ng/ml), TNCB (1,5my/ml) oder PMA (20nM) 10min stimuliert.
Die Zell-Lysate wurden im Western Blot analysiert. Die Blots wurden nacheinander mit

a Antikérpern gegen P-PKC pan (Ser660/PKCbII, erkennt PKCa, b, d, e h)

b Antikdrpern gegen P-PKCa/bll (Thr638/Thr641) geféarbt.

Gezeigt ist jeweils ein representativer Blot aus drei unabhangigen Versuchen.

Die Ergebnisse aus diesen Western Blots weisen darauf hin, dal3 in reifen dendritischen
Zellen mehrfach phosphorylierte konventionelle PKC vorhanden ist. Durch die Stimulation
mit MCI/MI, TNCB oder PMA wird der Anteil an diesen Stellen phosphorylierter PKC
nicht erhdht. Auch in unreifen dendritischen Zellen und sogar in Monocyten konnte
phosphorylierte PKC detektiert werden (ohne Abbildung).

Als Zeichen fur die Aktivierung der PKC wird die Translokation an die Plasmamembran
und damit an die Detergenz-resistente Zellfraktion angesehen. Daher wurden die cPKC-
Isoformen PKCa und PKCDbII in permeabilisierten dendritischen Zellen angefarbt und
durchfluBcytometrisch detektiert.

Sowohl PKCa als auch PKCbII waren in permeabilisierten DC sowohl in stimulierten als
auch in nicht stimulierten Zellen nachweisbar (Abb. 40). Nach Stimulation mit MCI/MI
war sowohl fur PKCa als auch fur PKCbII ein deutlicher Anstieg der Fluoreszenzintensitat
zu beobachten. Auch Stimulation mit TNCB bewirkte eine verstarkte Detektion von PKCa
und PKCDbII jedoch in geringerem Ausmafi als MCI/MI. Durch PMA wurde lediglich fir
PKCDbII eine Zunahme der Fluoreszenzintensitiat gemessen, der Nachweis von PKCa blieb

konstant.
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Abb. 40: Translokation von PKCa und PKCbII nach Stimulation mit Kontaktallergenen
Reife DC wurden mit MCI/MI (2,5g/ml), TNCB (1,5ny/ml) oder PMA (20nM) 10min bei 37°C
stimuliert. Die Zellen wurden permeabilisiert, mit anti-PKCa-, anti-PKCDbII- oder anti-P-PKCa/bll-

Antikorpern sowie DTAF-gekoppelten Sekundar-Antikorpern geférbt und im FACScan analysiert.
Die Werte entsprechen der relativen Fluoreszenzintensitét im Vergleich zu unstimulierten Zellen. n = 6

Nach Stimulation mit MCI/MI und TNCB ist eine verstarkte Nachweisbarkeit sowohl von

PKCa als auch PKCbII in permeabilisierten dendritischen Zellen zu beobachten. Die

Stimulation mit PMA hat lediglich EinfluR3 auf PKCa.
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3.8 PIs-Kinase

Die Beteiligung der Phosphoinositol-3-Kinase (Pl3-Kinase) an der Aktivierung von ERK

durch Kontaktallergene wurde mit den Pl s-Kinase Inhibitoren Wortmannin und LY 294002

Uberpruft.
a
unstimuliert MCI/MI PMA
LY294002 - - 001 01 - 1 10niM
P-AKT - -_

SRR ————————

b unstimuliert MCI/MI

Wortmannin - - 0,1 25 05 1nM

IR e o

FRIZ . e

Abb. 41: Beteiligung der P1-3K an der ERK-Phosphorylierung durch MCI/M|

Reife DC wurden mit LY294002 (a) oder Wortmannin (b) in den angegebenen
Konzentrationen 30min bei 37°C vorinkubiert und anschlieBend mit dem Kontaktallergen
MCI/MI (2,5 my/ml) fur 10min stimuliert. Die Lysate wurden im Western Blot analysiert. Die

Blots wurden nacheinander mit Antikdrpern gegen P-ERK1/2, P-AKT und ERK2 detektiert.
Gezeigt ist jeweils ein representativer Blot aus drei (a) bzw. fiinf (b) unabh&ngigen Versuchen.

Wie in Abbildung 41 dargestellt konnte mit beiden Plz-Kinase Inhibitoren Gber einen

breiten Konzentrationsbereich nach Stimulation mit MCI/MI keine Verminderung der

ERK-Phosphorylierung beobachtet werden, wahrend die Aktivierung von ERK durch

PMA mit LY294002 geringfligig vermindert wurde. Die Inhibition der Phosphorylierung

von AKT durch PMA nach Vorinkubation mit LY 294002 zeigt die Wirksamkeit des

Inhibitors in den eingesetzten Konzentrationen. Bei 10mM LY 294002 ist eine vollstandige
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Inhibition der AKT-Phosphorylierung erreicht, 10mM LY 294002 bewirken jedoch keine
nachweisbare Verminderung der Aktivierung von ERK durch MCI/MI.

Tab. 17: Viabilitat von reifen DC nach Prainkubation mit Pls-Kinase-Inhibitoren

Reife DC wurden mit Wortmannin oder LY 294002 in verschiedenen Konzentrationen fur 30min vorinkubiert
und anschlieRend fir 10min mit MCI/MI stimuliert. Die Viabilitdt wurde mit Propidiumjodid-Farbung im
FACScan bestimmt. Die Werte entsprechen dem prozentualen Anteil lebender Zellen im Vergleich zu

unbehandelten Zellen und der Mittelwertabweichung aus 6 bzw. 3 Experimenten.

Wortmannin LY 294002
- 0,1nmM 0,25Mv1  0,5NMM imM - 10nmm 25mMvi
MCI/MI 102% 102% 99% 97% 99% 100% 101% 102%

+ 2,5 + 3,7 +2,8 + 3,5 +2,3 2,4 + 0,6 +1,2

In den eingesetzten Konzentrationen wurde die Viabilitat der Zellen durch keinen beiden

Pl s-Kinase-Inhibitoren beeintrachtigt (Tab. 17).
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4 Diskussion

Die Aktivierung von epidermalen dendritischen Zellen spielt eine zentrale Rolle bei der
Entstehung einer Kontaktallergie. Kontaktallergene sind meist niedermolekulare, chemisch
reaktive Substanzen, die in die Epidermis eindringen und dort an Proteine binden. Antigen-
prasentierende Zellen werden durch Kontaktallergene aktiviert und dadurch zur Produktion
von proinflammatorischen Cytokinen, zur Hochregulation kostimulatorischer Molekile
und zur Auswanderung aus der Epidermis angeregt (Aiba et al. 1997, Weinlich et al. 1998,
Arrighi et al. 2001). Aufgrund der Bedeutung von Antigen-prasentierenden Zellen als
Immunmodulatoren in verschiedenen Phasen der Kontaktallergie stellt sich die Frage,
welche molekularen Mechanismen ihrer Aktivierung durch Kontaktallergene zugrunde
liegen.

Ziel dieser Arbeit war es, frihe Signaltransduktionsmechanismen zu identifizieren, die
durch Kontaktallergene aktiviert werden. Bislang wurde die Induktion intrazellulé&rer
Tyrosinphosphorylierung in humanen dendritischen Zellen des Blutes, in Monocyten und
in murinen Langerhanszellen durch Kontaktallergene beschrieben (Kihn et al. 1998,
Neisius et al. 1999). Weiterhin ist die Aktivierung der MAP Kinasen p38, ERK und JNK in
Monocyten (Brand et al. 2002) sowie p38 und ERK in unreifen dendritische Zellen
(Arrighi et al. 2001) durch Kontaktallergene bekannt. Kirzlich zeigte Zahn (2002), daf das
experimentelle Kontaktallergen TNCB an die Gewebstransglutaminase (tTG) in humanen

dendritischen Zellen koppeln kann und deren Aktivierung bewirkt.

4.1 Charakterisierung des Modellsystems

Humane Monocyten und aus Monocyten-generierte dendritische Zellen wurden als Modell
fur Langerhanszellen verwendet. Die Zellen wurden durchflu3cytometrisch durch die
Expression der Oberflachenmarker CD14, CD86, CD83 und HLA-DR charakterisiert
(siehe 3.1). Monocyten wurden mit einer Reinheit etwa 70% CD14-positiver Zellen
erhalten, unreife dendritische Zellen waren CD86-positiv aber CD83-negativ, wahrend
reife dendritische Zellen durch Expression von CD86 (>90%) und CD83 (>80%)

gekennzeichnet waren.
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Monocyten und dendritische Zellen werden durch Kontaktallergene aktiviert (Arrighi et al
2001, Aiba et al. 1997, Becker et al. 2002, Brand et al. 2002, Bruchhausen et al. 2003). Als
Parameter fir ihre Reaktividt wurde die intrazellulare Tyrosinphosphorylierung in
Monocyten und dendritischen Zellen Uberprift. Die Stimulation mit MCI/MI, TNCB,
Thiomersal oder Formaldehyd fuhrte sowohl bei Monocyten als auch bei dendritischen
Zellen zu einem deutlichen Anstieg der intrazelluldren Tyrosinphosphorylierung (siehe
3.1). Somit konnte die Eignung von Monocyten und dendritischen Zellen fir die Analyse
der Aktivierung durch Kontaktallergene sichergestellt werden.

Epidermale Langerhanszellen sind spezialisiert auf die Aufnahme von Antigen und dessen
Transport zu den regionalen Lymphknoten. Sie exprimieren kostimulatorische Molekile
wie B7.1/CD80 und B7.2/CD86 in geringem Mal3. Daher entsprechen Langerhanszellen
eher einem unreifen Differenzierungsstadium von dendritischen Zellen (Romani et al.
1989a, Romani et al. 1989b, Jonuleit et al. 1996). In vitro generierte dendritische Zellen
sind in reifem Zustand jedoch in groRerer Anzahl zu erhalten. Da fir die
proteinbiochemischen Experimente groRe Mengen an Protein, also eine hohe Zellzahl
erforderlich war, wurden Uberwiegend reife dendritische Zellen verwendet. Entscheidende
Ergebnisse wurden mit unreifen dendritische Zellen reproduziert (siehe 3.3: Aktivierung
von MAP Kinasen und 3.7: Abhangigkeit der ERK-Phosphorylierung von [Ca2+]i). Es
konnten keine Unterschiede festgestellt werden. Die Aktivierung von dendritischen Zellen
durch Kontaktallergene scheint zumindest fur die untersuchten Mechanismen unabhangig
vom Ausreifungsgrad der Zellen zu sein. Zahn (2002) beschreibt zudem, daR die Bindung
von TNCB an zellulare Proteine vom Ausreifungsgrad der dendritischen Zellen
unabhéngig ist. Ein weiterer Vorteil der Verwendung von reifen dendritischen Zellen war,
daR diese durch die Expression der Oberflachenmarker CD86 und CD83 eine klar
definierte Zellpopulation darstellen, so dall die Vergleichbarkeit der Ergebnisse
gewahrleistet ist.

Um die funktionelle Relevanz der Stimulation von dendritischen Zellen mit
Kontaktallergenen zu ermitteln, wurde ein Cytokinprofil nach Stimulation mit MCI/MI

und TNCB erstellt (siehe 3.1). Die Expression einer Reihe von Cytokinen mit vorwiegend
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pro-inflammatorischer Wirkung wurde im RNase Protection Assay untersucht. Von
besonderem Interesse waren dabei TNF-a und IL-1b, denen eine wichtige Rolle bei der
Entstehung einer Kontaktallergie zugeschrieben wird (Enk & Katz 1992, Wang et al. 1997,
Antonopoulos et al. 2001, Shornick et al. 2001). Uberraschend konnte lediglich ein leichter
Anstieg der Expression von TNF-a-mRNA detektiert werden (Abb.3.x), jedoch keine
deutlich verstarkte IL-1b-Expression.

Aiba et al. (1997) und Brand et al. (2002) beschreiben IL-1b Produktion von unreifen
dendritischen Zellen und Monocyten nach Stimulation mit Kontaktallergenen. Dagegen
finden Tuschl & Kovac (2001) nur nach Stimulation mit NiCl, IL-1b positive Zellen nicht
jedoch mit anderen Kontaktallergenen. Basketter & Kimber (2001) betonen die grofen,
individuellen Unterschiede in der |IL-1b Produktion nach Stimulation mit
Kontaktallergenen bei unterschiedlichen Spendern.

Neben dem Anstieg der TNF-a-mRNA in MCI/MI- und in TNCB-stimulierten Zellen
wurde TNF-a auch auf Proteinebene im Elispot nachgewiesen (siehe Abb. 12). Die TNF-
a-Produktion stieg nach Stimulation mit den Kontaktallergenen MCI/MI, TNCB,
Formaldehyd und in geringem Maf3 auch nach Stimulation mit Thiomersal an.

Durch Kontaktallergene induzierte TNF-a Produktion wurde von Aiba et al. (1997) und
Manome et al. (1999) beschrieben. Stimulation mit NiCl, und MnCl, fahrt in unreifen
dendritischen Zellen zur Produktion von TNF-a. Das Cytokin TNF-a gehort zu den
Ausreifungsstimuli fir dendritische Zellen (Arrighi et al. 2002, Sallusto et al. 1995) und
vermittelt die Hochregulation von CD86 durch das Kontaktallergen DNCB (Aiba et al.
1997). Im murinen Modell konnten Senaldi et al. (1994) und Piguet et al. (1991) zeigen,
dalR TNF-a ein wichtiger Mediator der Kontaktallergie ist. TNCB induziert in murinen
epidermalen Zellen die Produktion von TNF-a und IL-1b (Enk & Katz 1992). In TNF
Rezeptor  p75-defizienten Mausen wurde die verminderte Wanderung von
Langerhanszellen und geringere Reaktivitdt auf das Kontaktallergen FITC beobachtet
(Wang et al. 1997). Die Produktion von TNF-a durch Antigen-prasentierende Zellen nach

Stimulation mit Kontaktallergenen wéare demnach von funktioneller Relevanz. Die TNF-a-
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Produktion war in diesen Experimenten niedrig im Vergleich zu anderen Stimuli wie z.B.
Phorbolestern. Zu bedenken sind die Unterschiede zwischen dem isolierten in vitro Modell
und der Situation in vivo. Eine geringe Produktion von TNF-a kénnte in vivo eine Rolle
als initiierendes Signal im Zusammenspiel mit anderen epidermalen Zellen wie

Keratinocyten spielen und die Potentierung inflammatorischer Signale einleiten.

4.2 Jak/STAT

Die weiteren Untersuchungen beschéaftigten sich mit verschiedenen
Signaltransduktionselementen. Als erstes wurde die Aktivierung von Jak/STAT-
Signalwegen durch Kontaktallergene tUberprift. Keines der untersuchten STAT-Molekile
wurde in Monocyten oder dendritischen Zellen durch die Stimulation mit den
Kontaktallergenen MCI/MI, Thiomersal, TNCB oder Formaldehyd aktiviert.

Durch die Bestimmung der intrazellularen Tyrosinphosphorylierung konnte sicher gestellt
werden, daf3 sowohl dendritische Zellen als auch Monocyten durch die Kontaktallergene in
den eingesetzten Konzentrationen aktiviert wurden (siehe 3.2). Unter identischen
Bedingungen konnte jedoch keine Phosphorylierung von STAT1, STAT3, STAT4, STAT5
oder STAT6 im Western Blot beobachtet werden. Die Aktivierbarkeit der untersuchten
Jak/STAT-Signalwege in Monocyten und dendritischen Zellen wurde durch
Positivkontrollen mit Cytokinen demonstriert.

Im Gegensatz zu frisch isolierten Monocyten konnte STAT5-Aktivierung in dendritischen
Zellen durch Stimulation mit GM-CSF nicht gezeigt werden. Das Fehlen der
Phosphorylierung von STAT5 auch mit héheren Konzentrationen von GM-CSF laRt sich
vermutlich auf die Kultur der Zellen in GM-CSF-haltigen Medium fir mehrere Tage
erklaren. Lapteva et al. (2001) konnten zeigen, dal GM-CSF-Rezeptor-RNA in
dendritischen Zellen im Vergleich zu Monocyten herunterreguliert wird. Die
Verminderung der GM-CSF-Rezeptor Expression auf der Zelloberflache wéahrend der
Kultur mit GM-CSF wurde fir Mastzellen, Neutrophile und fir Monocyten beschrieben
(Cannistra et al. 1990, Welker et al. 2001). Ein Rickgang der GM-CSF-Rezeptor-

Expression konnte erklaren, warum in dendritischen Zellen nach GM-CSF-Stimulation
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keine Phosphorylierung von STATS detektierbar war. Trotz fehlender Positivkontrolle
kann festgehalten werden, daR auch mit Kontaktallergenen in mehreren Experimenten
keine Aktivierung von STATS festzustellen war. Daher kann die Aktivierung des STAT5
Signalweges in Monocyten und dendritischen Zellen ausgeschlossen werden.

Auch die Sensitivitat fur IL-4 war in dendritischen Zellen im Vergleich zu Monocyten
vermindert. Die Phosphorylierung von STAT6 nach IL-4-Stimulation konnte nur mit einer
zehnfach hoheren IL-4-Konzentration als in Monocyten erzielt werden. Nach Renz et al.
(1991) fuhrt die kontinuierliche Inkubation von T-Zellen in Medium mit hohen Mengen
IL-4 zu einer Herunterregulation der |L-4-Rezeptor-Expression. Ein ahnlicher
M echanismus wére fur dendritische Zellen denkbar.

In Monocyten konnte kein STAT4 detektiert werden, in dendritischen Zellen hingegen
schon. Entsprechend fanden Frucht et al. (2000), daf} naive Monocyten kein STAT4
exprimieren. Erst nach Aktivierung der Monocyten mit IFN-g und LPS konnte STAT4
detektiert werden (Frucht et al. 2000). In dendritischen Zellen wird STAT4 abhéngig vom
Differenzierungszustand exprimiert (Fukao et al. 2001).

Die Phosphorylierung von STAT4 in dendritischen Zellen konnte nur durch Stimulation
mit IFN-a, nicht jedoch mit IL-12 erzielt werden. Wahrend Nagayama et al. (2000) die
Aktivierung von STAT4 und STAT3 durch IL-12 in unreifen dendritischen Zellen
beschreiben, fanden Frucht et al. (2000) Phosphorylierung von STAT4 in aktivierten
Monocyten nur nach IFN-a-Stimulation. Im Gegensatz zum Anstieg der gesamten
intrazellularen Tyrosinphosphorylierung nach Stimulation mit Kontaktallergenen konnte
nach Stimulation mit Cytokinen durchfluRcytometrisch kein signifikanter Anstieg der
Tyrosinphosphorylierung gemessen werden. Dies unterstreicht, dal Cytokine und
Kontaktallergene unterschiedliche Signalwege aktivieren.

Die Ergebnisse aus Kapitel 3.2 weisen darauf hin, dall Kontaktallergene die ublichen
Jak/STAT-Signalwege weder durch Bindung an Jak-assoziierte Cytokin-Rezeptoren noch
Uber deren downstream-Elemente direkt aktivieren. Jede Aktivierung von STAT-

Molekilen in Antigen-pasentierenden Zellen in vivo wahrend der Induktion einer
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Kontaktallergie muR3 als sekundare Reaktion auf Cytokine angesehen werden, die im Laufe

der Aktivierung durch Kontaktallergene von epidermalen Zellen freigesetzt werden.

4.3 Aktivierung von MAP Kinasen durch Kontaktallergene

Sowohl in reifen als auch in unreifen dendritischen Zellen konnte die Aktivierung von
ERK durch MCI/MI und TNCB gezeigt werden. Stimulation mit Thiomersal oder
Formaldehyd fihrte innerhalb von 20 Minuten nicht zur Aktivierung von ERK. Die MAP
Kinase p38 wurde durch Stimulation mit MCI/MI, Thiomersal und TNCB aktiviert. Die
identischen Aktivierungsmuster von p38 und ERK in reifen und unreifen dendritischen
Zellen bestatigen die Verwendung von reifen dendritischen Zellen als Modell fir
Langerhanszellen.

Brand et al. (2002) fanden in Monocyten die Aktivierung von p38 durch die
Kontaktallergene MCI/MI, Thiomersal, DNFB und auch Formaldehyd. Die uberwiegend
fehlende Aktivierung von p38 durch Formaldehyd in reifen dendritischen Zellen kénnte

auf die stark schwankende Reaktion von Spender zu Spender, die auch bei der TNF-a-

Produktion (siehe 3.1) zu beobachten war, zurilickzufihren sein. Die Sensitivitat for
Formaldehyd scheint individuell deutlich zu variieren. Arrighi et al. (2001) beschreiben in
unreifen dendritischen Zellen p38-Aktivierung durch NiSO4 und DNFB und eine geringere
Aktivierung von ERK durch DNFB, nicht jedoch durch NiSO,. Die Aktivierung von p38
und ERK ist ein Mechanismus der Aktivierung von Antigen-prasentierenden Zellen durch
Kontaktallergene, auch wenn das Aktivierungsmuster der unterschiedlichen
Kontaktallergene variiert. Dies mag darauf zurlckzufihren sein, daf3 die Sensitivitat fir
verschiedene Kontaktallergene abhangig individuell stark schwankt oder aber, daR die
Aktivierung von Zellen durch unterschiedliche Kontaktallergene auf verschiedene
M echanismen zurickzufihren ist.

Oxidativer Strefd in Form von Wasserstoffperoxid bewirkte eine deutliche Aktivierung von
p38 und einen leichten Anstieg der Phosphorylierung von ERK. Das Irritanz
Benzalkoniumchlorid dagegen hatte keinen EinfluR auf p38 oder ERK. Die Aktivierung

von ERK und p38 durch O, wurde von Guyton et al. (1996) beschrieben. Stimulation
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von dendritischen Zellen mit H,O, induziert vergleichbar zu Kontaktallergenen die
Produktion von TNF-a (Verhasselt et al. 1998). Im Gegensatz zu Kontaktallergenen
bewirkt Benzalkoniumchlorid keine Aktivierung von ERK und p38. Entsprechend fanden
Arrighi et al. (2000) weder mit Benzalkoniumchlorid noch mit Natriumdodecylsulfat
(SDS) eine Aktivierung von p38 in unreifen dendritschen Zellen. Brand et al. (2002)
beschreiben dagegen die Phosphorylierung von p38 nach Stimulation von Monocyten mit
Benzalkoniumchlorid, konnten jedoch zeigen, dal3 das Irritanz nicht die Translokation von
phosphoryliertem p38 bewirkt, die fir Kontaktallergene beobachtet wurde.

Fur die Aktivierung von ERK und p38 durch MCI/MI und TNCB wurde die jeweils
optimale Dosis ermittelt, bei der eine zuverlassige Phosphorylierung von ERK bei stabiler
Viabilitat gewdhrleistet war. Die verwendeten Konzentration liegen unter den in vitro
eingesetzten Konzentrationen fir TNCB (1% Sensibilisierung murin, Yokozeki et al. 2000,
und fir MCI/M1 (0,01% fir Epicutan-Testungen). Die fiir Sensibilisierungen bzw. Testung
eingesetzten Mengen sind der in vivo Situation insofern nicht vergleichbar, da die Zellen in
vitro dem Kontaktallergen direkt ausgesetzt sind und keine Schutzmechanismen wie z.B.
die Hornhautbarriere zu Uberwinden sind. Die Konzentrationen wurden daher anhand der
zuverlassigen reproduzierbaren Aktivierung von MAP Kinasen bei stabiler Viabilitat der
Zellen ausgewahlt.

Der zeitliche Verlauf der Aktivierung der MAP Kinasen p38 und ERK durch das starke
Kontaktallergen MCI/MI zeigte, dal} die ERK-Phosphorylierung schon nach zwei Minuten
Stimulation detektiert werden kann, wahrend die Phosphorylierung von p38 erst nach 15
Minuten beginnt. Ludwig et al. (1998) haben die Aktivierung der MAP Kinasen p38 und
ERK durch die Stre3-induzierende Substanz Arsenit in verschiedenen Zellinien (u.a.
promonocytisch, promyelocytisch, T-Zelllymphom) untersucht. Arsenit koppelt wie viele
Haptene (Basketter et al. 1995) Uber freie Thiolgruppen an zellulére Proteine. Die
Aktivierung von p38 durch Arsenit wird jedoch als frilher Mechanismus beschrieben,

wahrend ERK erst zwei bis vier Stunden nach Stimulation abhéngig vom p38-Signalweg



Diskussion 94

aktiviert wird. Die Aktivierung der MAP Kinasen p38 und ERK durch das Kontaktallergen
MCI/MI dagegen verhdlt sich entgegengesetzt (siehe Abb. 20). Die Phosphorylierung von
ERK gehort zu den frihen Mechanismen der Signaltransduktion durch MCI/MI, wéhrend
p38 erst zu einem spéteren Zeitpunkt aktiviert wird. Es bleibt offen, ob eine Abhéangigkeit
zwischen den beiden Signalwegen besteht. Raingeaud et al. (1995) beschreiben einen
ahnlichen zeitlichen Verlauf der Aktivierung von p38 durch Phorbolester, EGF,
osmotischen Stref? und TNF-a in HeLA-Zellen. Bei diesen Stimuli wurde nach 15 Minuten
Stimulation schwache Aktivitat gemessen, die wahrend der folgenden 45 Minuten anstieg.
Der zeitliche Verlauf der Stimulation mit dem Allergen MCI/MI zeigte eine frihe und
anhaltende Aktivierung von ERK. Anhaltende Aktivierung von ERK bewirkt in
verschiedenen Zelltypen die Induktion von Differenzierungsvorgangen, wahrend die
transiente Aktivierung von ERK mit der Forderung der Mitose in Verbindung gebracht
wird (Gredinger et al. 1998, Schmidt et al. 2000). Ein Differenzierungsmerkmal von
Antigen-prasentierenden Zellen ist die verstarkte Expression von kostimulatorischen
Molekllen, die in vitro auch durch Kontaktallergene verursacht wird (Aiba et al. 1997,
Arrighi et al. 2001). Ob der ERK-Signalweg dabei eine Rolle spielt ist ungeklart. Arrighi et
al. (2001) konnten zeigen, daf® die durch NiSO4 und DNFB induzierte Hochregulation der
Oberflachenmarker CD80, CD86 und CD83 durch Inhibition von p38 vermindert wird.

Die Bedeutung der Aktivierung von MAP Kinasen wird deutlich durch die Beteiligung von
MAP Kinasen an der Ausreifung von dendritischen Zellen. So wird die Inhibition von
TNF-a-induzierten Ausreifungsmerkmalen durch IL-10 auf die Blockade der MAPK-
Kaskaden zurtickgefuhrt (Sato et al. 1999). Weiterhin zeigten Arrighi et al. (2001), daR

Ausreifungsstimuli wie LPS und TNF-a die drei MAP Kinasen p38, ERK und JNK in

dendritischen Zellen aktivieren. Durch Inhibition von p38 konnten verschiedene
Differenzierungsmerkmale wie der Anstieg der allostimulatorischen Kapazitét, die
Verringerung der endozytotischen  Aktivitdt und die Hochregulation von
Oberflachenmarkern vermindert werden.

In Kapitel 3.3 wurde der EinfluR von ERK und p38 Inhibitoren auf die Induktion der TNF-

a-Produktion durch MCI/MI untersucht. Dabei stellte sich heraus, daR weder Inhibition
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von ERK noch Inhibition von p38 allein die TNF-a Produktion von dendritischen Zellen
nach Stimulation mit MCI/MI vermindern. Mit einer Kombination beider Inhibitoren
dagegen konnte die Anzahl TNF-a produzierender Zellen auf das Niveau nicht stimulierter
Zellen reduziert werden.

Sowohl ERK als auch p38 haben Einflul auf die Regulation der TNF-a Produktion (Dong
et al. 2002). Die Inhibition von p38 jedoch bewirkt nicht zwingend eine Verminderung der
TNF-a-Expression. Wahrend die Inhibition von p38 die LPS-induzierte Produktion von
TNF-a in Gesamtblut-Zellen verringert, wurde in Makrophagen ein Anstieg der TNF-a-
Produktion beobachtet (van den Blink et al. 2001). Die LPS-induzierte TNF-a-Expression
von humanen Monocyten ist sowohl abhéngig vom MEK/ERK-Signalweg (Guha et al.
2001) als auch von p38 (Underwood et al. 2000). Underwood et al. (2000) zeigten
weiterhin im murinen Modell, dal} die Inhibition von p38 bei Stimulation mit LPS zu
verminderter TNF-a-Konzentration im Plasma fuhrt. Wie bei der Aktivierung von
dendritischen Zellen durch MCI/MI beobachtet, wird auch in Monocyten (THP-1-Zellen)
und Makrophagen die TNF-a-Produktion nach Stimulation mit LPS nur durch eine
Kombination von p38- und ERK-Inhibitoren vollstandig inhibiert (Carter et al. 1999,
Rutault et al. 2001). AuRer ERK und p38 kénnen auch weitere MAP Kinase Signalwege an
der Regulation der TNF-a-Biosynthese beteiligt sein. Sowohl ERK1/2, p38, JNK als auch
ERKS5 (Uben einen kooperativen Effekt auf die TNF-a-Gen-Expression aus (Zhu et al.
2000).

Da die Aktivierung von ERK im Gegensatz zur Aktivierung von p38 zu den unmittelbaren
Auswirkungen der Stimulation mit MCI/MI gehort, wurde in den folgenden Experimenten
untersucht, welche Signalelemente an der Aktivierung von ERK durch MCI/MI beteiligt

sind.
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44 ERK-Core Kaskade

Die Untersuchung der Phosphorylierung der ERK vorgeschalteten MAPK Kinase MEK1/2
ergab das gleiche Aktivierungsmuster wie fir ERK beobachtet. Die Inhibition der ERK-
Aktivierung durch TNCB und MCI/MI mit dem MEK1/2 Inhibitor PD98059 belegt, dal
die Phosphorylierung von ERK durch MEK21/2 vermittelt wird. PD98059 ist ein
synthetischer Inhibitor, der selektiv MEK inhibiert und damit die Aktivierung von ERK
verhindert (Dudley et al. 1995).

Weiterer Bestandteil des klassischen Ras-Raf-MEK-ERK Weges ist c-Raf, die am besten
untersuchte Isoform der MAPK Kinasen der Raf-Familie (Dhillon & Kolch 2002). Nach
Stimulation mit allen vier Kontaktallergenen konnte eine Verminderung der
Phosphorylierung von c-Raf an  Serin 259  detektiert  werden. Dieser
Phosphorylierungsstelle wird inhibitorische Funktion zugeschrieben. Die Balance
zwischen dem Phosphorylierungs-Zustand bestimmter Aminosaurereste ist ein essentieller
Faktor bei der Regulation der Raf—Isoformen (Chong et al. 2001). Die Dephosphorylierung
von Serin 259 durch Protein-phosphatase 2A reguliert die Assoziation von c-Raf an die
Membran, erhtht jedoch nicht die spezifische Aktivitat der Kinase (Kubicek et al. 2002).
Dieser Mechanismus ist Voraussetzung fur die Aktivierung von c-Raf, an der u.a. GTP-
gebundenes Ras und aktivierende Kinasen beteiligt sind (Dhillon & Kolch 2002, Dhillon et
al. 2002).

Die Aktivitat von c-Raf wurde daher im Kinase-Assay Uberprift. Das Prinzip des aus der
Literatur bekannten in vitro-Kinase-Assays fir c-Raf beruht auf dem Nachweis von P2
markiertem phosphoryliertem Substrat (siehe Schmid-Alliana et al. 1998, Kim et al. 2001,
Chong et al. 2001). Um den Assay ohne Einsatz einer radioaktiven Markierung
durchfihren zu konnen, wurde durch c-Raf phosphoryliertes MEK2 mit einem
phosphospezifischen Antikorper im Western Blot nachgewiesen. Im Vergleich zur
Stimulation mit PMA konnte jedoch nach Aktivierung mit den Kontaktallergenen MCI/MI
und TNCB kein Anstieg der c-Raf-Aktivitat beobachtet werden. Die geringere Laufstrecke
von c-Raf im SDS-Gel nach Stimulation mit PMA a3t auf ein hdheres Molekulargewicht

schlie3en, z.B. durch mehr Phosphorylierungen verursacht. Die Aktivierung des Raf-
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MEK-ERK-Signalweges durch PMA wurde in einer epidermalen Carcinoma-Zellinie
(A431-Zellen) und in Jurkat T-Zellen gezeigt (Chen et al. 2002, Li et al. 1999).

Die Phosphorylierung von MEK1/2 und ERK1/2 durch Kontaktallergene mufl3 entweder
Uber andere Raf-l1soformen vermittelt werden oder ist unabhéangig von Raf. Neben den
Kinasen der Raf-Familie fanden Zhang et al. (2000) in dendritischen Zellen eine Kinase,
DPK (dendritic cell-derived protein kinase), die sowohl an der Aktivierung von ERK1/2
als auch JNK beteiligt ist und den MAPKK Kinasen zugeordnet wird. Methoden, um die
Aktivierung dieser Kinase zu untersuchen, waren jedoch nicht verflgbar.

Alle drei Raf-lsoformen konnen MEK aktivieren. Sie weisen spezifische aber
Uberlappende Expression in verschiedenen Geweben auf. Wahrend c-Raf ubiquitar
exprimiert wird, ist das Vorkommen der anderen Raf-Isoformen begrenzt (Hagemann &
Rapp 1999). Die Expression von A- und B-Raf wird fir einige haematopoetische Zellinien
berichtet (Eychene et al. 1995, Sutor et al. 1999), B-Zellen exprimieren Raf-1 und B-Raf
(Brummer et al. 2002). Ob A- und B-Raf in dendritischen Zellen exprimiert werden, ist
nicht bekannt. Auch A- und B-Raf kénnen durch Ras aktiviert werden (Hagemann & Rapp
1999). Daher stellte sich die Frage, ob Ras durch die Kontaktallergene MCI/MI| und TNCB

aktiviert wird.
45 Ras

Ras erschien auch im Hinblick auf einen moglicherweise &hnlichen Mechanismus der
Aktivierung von ERK durch Stickstoffmonoxid (NO) interessant. NO bindet Uber einen
Cystein-Rest (Cysl18) an Ras und kann Ras so unabhéngig von Guanin-Nukleotid-
Austauschfaktoren aktivieren (Lander et al. 1995, Lander et al. 1997, Deora et al. 2000).
Auch viele Haptene konnen Uber Thiolgruppen an Proteine koppeln (Basketter et al. 1995,
Roberts & Lepoittevin 1998). Die Thiolgruppenaffinitdt von Haptenen ist essentiell fir die
Aktivierung von Monocyten und dendrititschen Zellen (Becker et al. 2003). Daher wurde
die direkte Aktivierung von Ras durch Kontaktallergene analog zu NO als mdglicher
Mechanismus in Betracht gezogen. Die Aktivierung von Ras wurde durch Prazipitation

von GTP-gebundenem also aktiviertem Ras Uberprift.
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Nach Stimulation mit MCI/M| oder TNCB konnte kein GTP-Ras detektiert werden. Auch
nach zwei und funf Minuten Stimulation wurde keine Aktivierung von Ras durch MCI/MI
beobachtet. Da der fir die Detektion verwendete Antikérper alle drei bekannten ERK-
aktivierenden Isoformen von Ras (H-Ras, N-Ras und K-Ras) erkennt, mufZ man davon
ausgehen, daf3 die Aktivierung von ERK durch TNCB und MCI/MI unabhéangig von Ras
erfolgt. Die Aktivierbarkeit von Ras und die Funktionsféhigkeit des Assays konnte durch
den Nachweis von Ras-GTP nach Stimulation mit PMA gewadhrleistet werden. Die
Aktivierung von Ras durch PMA wurde in Jurkat T-Zellen gezeigt (Li et al. 1999, Deora et
al. 2000). AuRBerdem ist Ras an der Induktion der Aktivitdt des 12(S)-lipoxygenase
Promoters in epidermalen Carcinoma Zellen durch PMA beteiligt. PMA-induzierte Signale
werden sowohl Uber Ras als auch durch PKC vermittelt (Chen et al. 2002).
Ras-unabhéangige Aktivierung von ERK ist auch wahrend der Calcium-induzierten
Differenzierung von Keratinozyten zu beobachten (Schmidt et al. 2000). Im Gegensatz zur
Aktivierung von ERK durch MCI/MI und TNCB sind in diesem Fall jedoch sowohl c-Raf
als auch B-Raf beteiligt. Signale von Nukleotid-Rezeptoren (P2Y), einer Untergruppe von
G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, bewirken die Aktivierung von ERK ebenfalls
unabhéangig von der klassischen Ras/Raf/MAPK —Kaskade. Calcium und Proteinkinase C
dagegen sind beteiligt an der ATP-induzierten ERK-Aktivierung in Endothelzellen (Short
et al. 2000).

Die ERK-Aktivierung durch Kontaktallergene verlauft folglich nicht Uber den klassischen
Ras/Raf/IMEK/ERK-Weg, weder ber upstream-Elemente noch durch direkte Aktivierung

von Ras.
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46 Calcium

Ein zentraler Mechanismus der Signaltransduktion ist die Kontrolle der cytoplasmatischen
Calcium-Konzentration. Durch den Einsatz von Calcium-Chelatoren wurde Uberprift, ob
Calcium fur die Aktivierung von ERK durch MCI/MI benétigt wird. Die Wahl der
Substanzen ermdglichte die Unterscheidung, ob die intra- oder/und extrazellulare
Calciumkonzentration von Bedeutung ist. Durch die Bindung von intrazellularem Calcium
mit BAPTA-AM wird die ERK-Phosphorylierung durch MCI/MI und TNCB vollsténdig
inhibiert. Die Eliminierung von Calcium im Medium durch EGTA dagegen hat keinen
EinfluB. Es konnte gezeigt werden, dal3 die Aktivierung der MAP Kinase ERK durch
MCI/MI von der intrazelluldren Calcium-Konzentration ([Ca2+]i ) abhéngig ist, jedoch
nicht vom Einstrom von Calcium durch die Plasmamembran. Dieser Effekt ist nicht
spezifisch fur MCI/MI sondern kann auch fir das Kontaktallergen TNCB und die
Vergleichssubstanz PMA nachvollzogen werden. Weiterhin konnte gezeigt werden, daf3
[Ca2+]i kritisch ist fur die Tyrosinphosphorylierung durch MCI/MI.

Ahnliche Ergebnisse erzielten Natargjan et al. (1998) bei der Stimulation mit reaktiven
Sauerstoffverbindungen (ROS: reactive oxygen species). ROS bewirken einen Anstieg der
Tyrosinphosphorylierung, die mit BAPTA-AM inhibiert werden kann, nicht jedoch mit
EGTA (Natarajan et al. 1998). Ahnlich wie MCI/MI in dendritischen Zellen induziert
Thrombin in Blutpléttchen sowohl Tyrosin-Phosphorylierung (Vostal et al. 1991) als auch
die Aktivierung von ERK (Nadal-Wollbold et al. 2002) in [Ca2+]i-abhangiger Weise.
Aufgrund der umfassenden Effekte von BAPTA-AM wurde Uberprift, ob BAPTA-AM
schon die Bindung von Kontaktallergenen an zelluldre Bestandteile verhindert. Es konnte
belegt werden, da® BAPTA die Bindung von TNCB an zellulére Proteine nicht verhindert.
Die Inhibition der ERK-Phosphorylierung durch TNCB und MCI/MI mul3 daher darauf
zurtickzufihren sein, dal3 die durch die Bindung ausgeldsten Signalmechanismen Calcium-
abhangig sind.

Mit dem Calcium-Chelator BAPTA konnte gezeigt werden, dal die ERK-Aktivierung
durch MCI/MI und TNCB Calcium-abhéngig ist, es blieb jedoch offen, ob es durch die

Kontaktallergene zu einer Mobilisierung von Calcium kommt. Durch den Einsatz von
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EGTA konnte ausgeschlossen werden, daf3 Calcium-Einstrom fir die Aktivierung von
ERK von Bedeutung ist. Einen ersten Hinweis auf die Induktion intrazellularer Calcium-
Mobilisierung gab die Beobachtung, dal? auch mit TMB-8 die Phosphorylierung von ERK
nach Stimulation mit MCI/MI vermindert wurde. TMB-8 dient zur Unterscheidung von
intra- und extrazellularer Calcium-Mobilisierung. Nach Bauer et al. (1999) beruht der
Wirkmechanismus von TMB-8 auf der Inhibition der durch IPs-vermittelten intrazelluldren
Calcium-Mobilisierung.

Durch Messung von [Ca2+]i mit dem Calcium-bindenden Fluoreszenz-Farbstoff Fura-2
konnte dargestellt werden, daf3 [Ca2+]i nach Stimulation mit MCI/MI tatsachlich ansteigt.
Dieser Effekt war sowohl in Calcium-freiem als auch Calcium-haltigem Phosphatpuffer
detektierbar. Daraus geht nochmals hervor, daR extrazelluléres Calcium nicht erforderlich
ist. Die Messung von [Ca2+]i bei Stimulation mit TNCB war nicht mdglich, da die hohe
Eigenfluoreszenz von TNCB sich mit dem Emissionsspektrum von Fura-2 lberlagerte.

Der Anstieg von [Ca2+]i spielt eine wichtige Rolle bei der Aktivierung von Zellen durch
verschiedene Stimuli wie z.B. reaktive Sauerstoffverbindungen (Natarajan et al. 1998),
LPS (McLeish et al. 1989), Boswelliasduren (Altmann et al. 2002), Angiotensin
(Murasawa et al. 1998) und bei der Aktivierung von T-Zellen Uber den T-Zell-Rezeptor
(Gardner 1989, Lewis 2001).

Auch das Kontaktallergen Thiomersal wird als Calcium-mobilisierende Substanz
beschrieben (Elferink 1999). Thiomersal bewirkt die Freisetzung von Calcium aus
intrazelluldren Speichern und den anschlieBenden Einstrom von Calcium durch die
Plasmamembran. Es konnte jedoch im Gegensatz zu MCI/MI und TNCB keine
Aktivierung von ERK durch Thiomersal in dendritischen Zellen detektiert werden (siehe
3.3). AulRerdem stieg [Ca2+]i nach Stimulation mit MCI/MI in Calcium-haltigem Puffer
nicht starker an als in Calcium-freier Umgebung. Daher scheint sich die Calcium-
Mobilisierung durch MCI/MI auf die intrazelluldren Speicher zu beschranken. Die
Calcium-Mobilisierung durch Thiomersal ist auf einen bestimmten Konzentrationsbereich
beschrénkt, so bewirken niedrige Konzentrationen die Mobilisierung von Calcium, hdhere

jedoch nicht (Elferink 1999). Um zu beurteilen, ob die Calcium-Mobilisierung durch
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Thiomersal und MCI/MI Uber die gleichen Mechanismen vermittelt wird oder nicht, mifte
in einer vergleichenden Studie geklart werden.

Der Anstieg von [Ca2+]i allein reicht nicht aus, um die frihe Aktivierung von ERK zu
bewirken. Das lonophor A23187 bewirkt einen Anstieg der intrazelluldren Calcium-
Konzentration in dendritischen Zellen, jedoch keine Aktivierung von ERK innerhalb von
15 Minuten.

Die Behandlung mit A23187 kann die Differenzierung von myeloiden Zellen bewirken
(Czernicki et al. 1997, Koski et al. 1999, Lyakh et al. 2000). Atherfold et al. (1999)
zeigten, daR Calciumionophore in B- und T-Zellen schnelle und transiente ERK
Aktivierung induzieren. In dendritischen Zellen jedoch bewirkte A23187 innerhalb der
ersten zehn Minuten keine ERK-Phosphorylierung. Auch Werz et al. (2002) konnte in
einer Monocyten Zelllinie (MonoMac6) erst nach Stimulation mit PMA die Aktivierung
von ERK durch A23187 nachweisen.

Daraufhin wurde untersucht, durch welche Mechanismen das Calcium-Signal umgesetzt
wird. Wichtigster Calcium-Sensor in Nicht-Muskelzellen ist Calcium-Calmodulin. Mit
zwei verschiedenen Calcium-Calmodulin-Antagonisten konnte die Phosphorylierung von
ERK nur in toxischen Konzentrationen vermindert werden. Die Inhibition der ERK-
Phosphorylierung durch hohe Konzentrationen von Calmodulin-Antagonisten wurde als
toxischer Effekt angesehen jedoch nicht auf spezifische Inhibition von Calmodulin-
abhéangigen Signalmechanismen zuriickgefihrt.

Der EinfluR von Calmodulin auf den Ras-Raf-MEK-ERK-Signalweg variiert Zell-Typ-
spezifisch. So bewirkt Calcium-Calmodulin in neuronalen Zellen die Aktivierung von Ras
Uber den an Calmodulin-bindenden Ras-Austauschfaktor Ras-GRF oder aber auch durch
Aktivierung von Raf-1 in PC-12 Zellen. In Fibroblasten-Zellinien dagegen bewirkt
Calcium-Calmodulin eine verminderte Aktivitat des Ras-Raf-MEK-ERK-Signalweges
durch Regulation von Ras. Uber Hitzeschockprotein 90 (HSP90) und Raf-1 sowie die Pl 3-
Kinase kann Calmodulin in Fibroblasten auch aktivierenden EinfluR auf ERK ausilben
(Villalonga et al. 2001, Agell et al. 2002). Die Aktivierung von ERK in Beta-Zellen im

Pankreas durch das Peptidhormon Glucagon-like Peptid 1 (GLP-1) erfolgt Uber Calcium-
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Einstrom und Vermittlung durch Calmodulin und CaMKIl (Gomez et al. 2002). Diese
Zell-Typ-spezifischen Unterschiede in der Rolle von Calcium-Calmodulin bei der
Aktivierung des ERK-Signalweges sind z.T. durch die unterschiedliche Expression von
Calmodulinbindeproteinen zu erkléaren wie z.B. die auf neuronale Zellen beschrénkte
Expression von Ras-GRF mit CaM-Binde-Domane oder die Expression der CaMK |V
(Agell et al. 2002). In myeloiden Zellen ist Calmodulin z.B. an der durch Calcium-
Mobilisierung induzierten Ausbildung von Merkmalen dendritischer Zellen (CD86, CD83,
Dendriten) bei Monocyten sowie an der durch Amphotericin B-induzierten Expression von

IL-1b beteiligt (Koski et al. 1999, Rogers et al. 1999). AuRerdem konnte schon 1990

gezeigt werden, das das Wachstum von myeloiden Vorlauferzellen durch Calmodulin-
Antagonisten inhibiert wird (Katayama 1990). Aiba et al. (1997) dagegen konnten keinen
EinfluR von Calmodulin auf die Hochregulation von CD86 durch NiCl, und DNCB in
unreifen dendritischen Zellen beobachten. Auch ERK-Phosphorylierung durch MCI/MI in
dendritischen Zellen scheint unabhéngig zu sein von Calmodulin. Es kann allerdings nicht
ausgeschlossen werden, da3 es andere Effekte der Calcium-Mobilisierung nach
Stimulation mit Kontaktallergenen gibt, die durch Calmodulin vermittelt werden.

Zusammenfassend bewirkt MCI/MI die Calcium-Mobilisierung aus intrazelluldren
Speichern, die eventuell durch I1P; vermittelt wird. ERK-Aktivierung durch MCI/MI und
TNCB ist abhangig von [Ca2+]i. Der Anstieg von [Ca2+]i jedoch ist nicht ausreichend, um
die Phosphorylierung von ERK zu bewirken. Mdoglich ist, dal3 der Mechanismus der
Calcium-Freisetzung bei der Aktivierung von ERK von Bedeutung ist und/oder weitere
Signalelemente erforderlich sind. Auf’erdem wurde gezeigt, da das MCI/MI-induzierte

Calcium-Signal nicht durch Calmodulin vermittelt wird.



Diskussion 103

4.7 Proteinkinase C

Zu einer weiteren Gruppe von Calcium-bindenden Proteinen gehért die Proteinkinase C.
Durch den Einsatz zwei verschiedener PKC-Inhibitoren Calophostin C und R031-8425
wurde gezeigt, dall PKC auch bei der Aktivierung von ERK durch MCI/MI eine Rolle
spielt. Die Inhibition der ERK-Aktivierung durch Ro31-8425 weist auf die Beteiligung von
klassischen PKC-Isoformen hin. Die Aktivitat der klassischen PKC-Isoenzyme ist sowohl
von Calcium, als auch von Diacylglycerol abhangig. Die Beteiligung von cPKC an der
Aktivierung von ERK durch Kontaktallergene steht im Einklang mit den bisher
geschilderten Beobachtungen zur Rolle von Calcium.

Die Beteiligung von Proteinkinase C an der Aktivierung der MAP Kinase ERK wurde fur
verschiedene Stimuli beschrieben. Thrombin bewirkt die Aktivierung von ERK2 in
Blutplattchen abhéngig von Calcium Uber cPKC-Isoformen (Nadal-Wollbold et al. 2002).
Die Aktivierung von ERK durch , Gonadotropin-releasing hormone* verlauft tber die
Bindung an einen G-Protein gekoppelten Rezeptor und wird durch Proteinkinase C
vermittelt (Outhiriaradjou et al. 2001). Alle 3 Gruppen von PKC-lsoformen sind in der
Lage ERK zu aktivieren. Es gibt mindestens zwei Mechanismen, die an der Aktivierung
von ERK durch PKC beteiligt sein konnen: PKCa und PKCh kénnen c-Raf aktivieren, die
atypische PKC z aktiviert MEK unabhéngig von c-Raf (Cai et al. 1997, Schénwasser et al.
1998).

Die Inhibiton der ERK-Phosphorylierung mit Ro31-8425 sowie der Einflul von [Ca2+]i auf
die Aktivierung von ERK durch Kontaktallergene weisen auf die Beteiligung von
klassischen PKC-Isoformen hin. Gezeigt wurde, daR alle vier bekannten cPKC-Isoformen
PKCa, bl, bll und PKCg, welches nur schwach detektierbar war, in dendritischen Zellen
exprimiert werden. Weiterhin  konnte mit  phosphospezifischen  Antikorpern
phosphorylierte PKC nachgewiesen werden (P-PKCa/bll: Thr638 bei PKCa, Thr641 bei
PKCbIl und pan-P-PKC: Ser660 bei PKCbII). Die Phosphorylierungen dieser
Aminosaurereste ist Vorraussetzung fur die Aktivierung der PKC (Newton 2003). Diesen

Phosphorylierungsschritten geht die Phosphorylierung am ,activation loop“ voraus. Daher
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ist anzunehmen, daR in dendritischen Zellen PKCa/bll dreifach phosphoryliert folglich in
durch Cofaktoren aktivierbarer Konformation vorliegt. Die Bindung von Calcium und
DAG sollte zur Aktivierung und zur Verankerung der PKC an der Membran fihren. Bei
der Detektion der phosphorylierten Formen der PKC waren keine
differenzierungsabhéngigen Unterschiede zu beobachten. Auch in Monocyten und unreifen
dendritischen Zellen war phosphorylierte PKC detektierbar.

Um einen Hinweis auf die Aktivierung von Proteinkinase C zu erhalten, wurden PKC-a
und PKC-bII in permeabilisierten dendritischen Zellen durchfluRcytometrisch detektiert.
So konnte die Translokation von PKCa und bll an die Detergenz-resistente Zellfraktion
nach Stimulation mit MCI/MI und TNCB dargestellt werden. Die Assoziation der
Proteinkinase C an die Membran oder das Cytoskelett erfolgt im Laufe ihrer Aktivierung
durch die Cofaktoren DAG und Calcium (Newton 2003). Der verstarkte Nachweis von
PKC in der Membran-Fraktion der Zellen wird als Nachweis fir die Aktivierung von
Proteinkinase C angesehen (siehe z.B. Kontny et al. 1999, Bapat et al. 2001). PMA bewirkt
die Translokation von PKCblI jedoch nicht von PKCa. Auch Chen et al. (2002) fanden bei
Experimenten mit einer epidermalen Carcinom Zellinie, da3 die Aktivierung des
Lipoxygenase-Promoters durch PMA hauptsachlich durch PKCd nicht jedoch durch PKCa
vermittelt wird.

PKC-abhangige Signalwege sind an der Induktion der Produktion von pro-
inflammatorischen Cytokinen beteiligt. Kontny et al. (1999) zeigen, da die durch LPS und
durch Phorbolester induzierte Expression der proinflammatorischen Cyotkine IL-1b, TNF-
a und IL-6 in Monocyten mit dem PKC-Inhibitor Calphostin C verhindert werden kann.
Auch in unreifen dendritischen Zellen wurde die Beteiligung der PKC an der LPS-
induzierten Cytokin-Produktion (IL-12, TNF-a) beschrieben (Aksoy 2002). Der PKC wird
eine wichtige Rolle bei der Differenzierung von Keratinocyten und der Proliferation in
Fibroblasten zugesprochen. Sowohl Calcium als auch Proteinkinase C sind an der
Differenzierung von Keratinocyten beteiligt (Mitev & Miteva 1999). Die DNCB- und

NiCl,-induzierte Hochregulation von CD86 von dendritischen Zellen mit dem PKC
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Inhibitor H7 signifikant reduziert werden (Aiba et al. 1997). Proteinkinase C spielt somit
eine Rolle bei der Induktion von Differenzierungsmerkmalen durch Kontaktallergene und

der Produktion von Cytokinen.

4.8 Plz-Kinase

Die Beteiligung der Pls-Kinase an der Aktivierung von ERK durch MCI/MI konnte durch
den Einsatz der Plz-Kinase-Inhibitoren Wortmannin und LY294002 ausgeschlossen
werden (siehe 3.8). Die Wirksamkeit des Pls-Kinase-Inhibitors LY 294002 wurde durch
den Nachweis der Inhibition der Phosphorylierung von AKT durch LY 294002 erbracht.
Nosaka et al. (2001) beschreiben die Beteiligung der Pls-Kinase an der Aktivierung von
ERK und Rac durch TNF-a. In dieser Studie wurde der Nachweis von Phospho-AKT als
Indikator fur die Wirksamkeit des Plz-Kinase-Inhibitors LY 294002 eingesetzt. Somit
kénnen Pl s-Kinase-abhangige Signalwege als Alternative zum klassischen Ras-Raf-MEK -
ERK Weg als Mechanismus der ERK-Aktivierung durch MCI/MI ausgeschlossen werden.
Die durch MCI/MI induzierten Signalereignisse unterscheiden sich auch in diesem Punkt
von der NO-induzierten ERK-Aktivierung in Jurkat Zellen. Diese umfafdt neben der
Aktivierung von Ras auch die Beteiligung der Plz-Kinase (Deora et al. 1998). Die Pl3-
Kinase spielt weiterhin eine Rolle bei der Signalweiterleitung des B-Zell-Rezeptors.
Aktivierung des B-Zell-Rezeptors fuhrt zur Ras-, Plsz-Kinase- und PLC-abhéngigen
Aktivierung von ERK (Jacob et al. 2002). Cieslik et al. beschreiben einen Ras-
unabhangigen Signalweg in Endothelzellen der Uber PI3K/Jak2/MEK1 die Aktivierung von
ERK1/2 bewirkt (Cieslik 1999, 2001). Die Aktivierung von ERK durch IL-3 in myeloiden
Zellen wird Uber einen Pls-Kinase und A-Raf abhéngigen Signalweg vermittelt (Sutor et al.

1999).
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49 Modell der ERK-Aktivierung durch Kontaktallergene

Die Beteiligung verschiedener Signalelemente an der Aktivierung von ERK durch MCI/MI
und TNCB wurden in ein Schema der ERK-Aktivierung nach Gutkind (1998, 2000)
eingearbeitet (Abb. 43).

Die Aktivierung der MAPK Kinase MEK1/2 und ihre Beteiligung an der Phosphorylierung
von ERK konnte gezeigt werden. Die Aktivierung von ERK verlauft jedoch nicht Uber den
klassischen Ras-c-Raf-MEK-ERK Signalweg, da weder Ras noch c-Raf durch die beiden
Kontaktallergene aktiviert werden. Eine wichtige Rolle dagegen spielt die intrazellulére
Calcium-Konzentration. Die ERK-Aktivierung durch MCI/MI| und TNCB ist abhéngig von
[Ca2+]i. MCI/MI bewirkt die Mobilisierung von intrazellularem Calcium.

Brand (1999) konnte zeigen, daR der intrazellulare cAMP Gehalt nach Stimulation mit
Kontaktallergenen in Monocyten leicht abféllt. Daher erscheint die Aktivierung von ERK

Uber Gas, cAMP, PKA, Rap und B-Raf unwahrscheinlich. Dieses Modell der ERK-
Aktivierung wurde fur den b-Adrenergen Rezeptor beschrieben (Schmitt & Stork 2000,

Gudermann et al. 2000).
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Abb. 42: hypothetisches Modell der Aktivierung von MAPK durch Haptenein DC
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Insgesamt laRit sich folgendes hypothetisches Modell ableiten: Die Kopplung von Haptenen
an die Gewebstransglutaminase (Zahn 2002) oder ein heterotrimers G-Protein kénnte den
Ausgangspunkt darstellen fir die Hapten-induzierte Signaltransduktion. Sowohl die
Gewebstransglutaminase als a-Untereinheit eines heterodimeren G-Proteins (Gill et al.
1998) als auch heterotrimere G-Proteine beispielsweise G q (Rhee & Bae 1997, Fukami
2002) sind in der Lage Phospholipase C (b) zu aktivieren. Durch die Aktivitat von PLCb
entstehen die second messenger IP3 und DAG (Rhee & Bae 1997). IP3 bewirkt die
Freisetzung von Calcium aus intrazelluléaren Speichern (Streb et al. 1983), wie sie fir
MCI/MI gezeigt werden konnte (siehe 3.6). Calcium und DAG foérdern die Aktivierung
von Proteinkinase C, vorwiegend der klassischen Calcium-abhéngigen Isoformen (Newton
2001, 2003). Die Aktivitat von cPKC ist essentiell fur die vollstdndige Aktivierung von
ERK durch MCI/MI (siehe 3.7). Die Phosphorylierung von MEK1/2 wird nicht durch c-
Raf vermittelt (siehe 3.4), konnte jedoch die alternativen Raf-lsoformen A und B
(Hagemann & Rapp 1999) oder aber die kirzlich beschriebene DPK einbeziehen (Zhang et
al. 2000). Die MAPK Kinase MEK1/2 wiederum phosphoryliert ERK1/2 (siehe 3.4).
Sowohl ERK als auch p38 sind an der Induktion der TNF-a Produktion in dendritischen

Zellen durch Kontaktallergene beteiligt (siehe 3.3).

In dieser Arbeit wurden eine Reihe von Signalelementen auf ihre Beteiligung an der
Aktivierung von dendritischen Zellen durch Kontaktallergene hin untersucht. Durch den
AusschlulR einiger Signalmechanismen, den Nachweis der Beteiligung anderer Elemente
und auf der Grundlage vorhergehender Untersuchungen bzw. der Literatur konnte ein
moglicher Signalweg skizziert werden. Damit tragt diese Arbeit zum Verstandnis
wesentlicher Teile der Aktivierung von dendritischen Zellen durch Kontaktallergene bei.

Der vorgeschlagene Signalweg bietet ein Arbeitsmodell fur weitere Untersuchungen, die
sich mit der Beteiligung der Phospholipase C, der Verknipfung von PKC und MEK und
der Rolle der heterodimeren oder heterotrimeren G-Proteine beschaftigen sollten.
Weiterhin ist von Interesse, in wie weit sich diese Ergebnisse auf andere Kontaktallergene

und andere epidermale Zellen Ubertragen lassen.
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Um Sensibilisierungen und klinische Symptome der Kontaktallergie zu reduzieren, ist es
von essentieller Bedeutung zu verstehen, wie es zur Aktivierung epidermaler Zellen durch
Kontaktallergene kommt. Besonders interessant sind in diesem Zusammenhang
Langerhanszellen, als zentrale Immun-Modulatoren, aber auch Keratinocyten, die
entscheidend zur Entwicklung einer Kontaktallergie beitragen. Die Aufklarung der
molekularen Mechanismen bei der Aktivierung von epidermalen Zellen durch
Kontaktallergene liefert Ansatzpunkte fur die Entwicklung von Therapie- und

Praventionsmafinahmen.
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5 Zusammenfassung

Antigen-prasentierende Zellen spielen eine wichtige Rolle bei der Entstehung einer
Kontaktallergie. Ziel dieser Arbeit war es, friilhe Mechanismen der Signaltransduktion zu
identifizieren, die an der Aktivierung von Antigen-présentierenden Zellen durch

Kontaktallergene beteiligt sind.

Monocyten und dendritische Zellen wurden auf ihre Eignung als Modell fir
epidermale Langerhanszellen hin untersucht. Die Aktivierbarkeit von Monocyten
und dendritischen Zellen konnte durch den Anstieg der Tyrosinphosphorylierung nach
Stimulation mit verschiedenen Kontaktallergenen gezeigt werden. Die durch
Kontaktallergene induzierte TNF-a-Produktion von dendritischen Zellen belegt die

funktionelle Relevanz des Modellsystems.

Ausgehend von der Bedeutung von Cytokinen fir die Differenzierung von myeloiden
Zellen wurde untersucht, ob Kontaktallergene die mit Cytokin-Rezeptoren assozierten
Signalwege des Jak/STAT-Systems aktivieren. Es konnte keine Aktivierung von
STAT-Moldekilen (STATL1, 3, 4, 5, 6) durch Kontaktallergene nachgewiesen werden.
Daher ist davon auszugehen, dal? Kontaktallergene die lUblichen Jak/STAT-Signalwege
nicht direkt aktivieren, weder durch Bindung an Jak-assoziierte Cytokin-Rezeptoren
noch uber deren downstream-Elemente.

Die Aktivierung der MAP Kinasen ERK und p38 durch verschiedene
Kontaktallergene wurde charakterisiert. MCI/MI und TNCB aktivieren ERK und p38.
Nicht alle Kontaktallergene bewirken die gleichen Aktivierungsmuster. Die
Phosphorylierung von ERK durch MCI/MI wurde im Vergleich zur Aktivierung von
p38 als friher Mechanismus der Signaltransduktion charakterisiert. Die Beteiligung
von ERK und p38 an der TNF-a-Induktion durch MCI/MI belegt die Relevanz dieser
MAP Kinasen fur die Aktivierung von dendritischen Zellen.

Weiterhin wurden eine Reihe von upstream-Elementen von ERK untersucht. Die

Aktivierung von ERK durch MCI/MI und TNCB verléuft nicht tGber den klassischen
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Ras-c-Raf-MEK-ERK Signalweg. Wahrend MEK1/2 an der Aktivierung von ERK

durch MCI/MI und TNCB beteiligt ist, werden c-Raf und Ras nicht aktiviert.

Die intrazellulére Calcium-Konzentration ist wichtig fir die ERK-Aktivierung durch
MCI/MI und TNCB, extrazelluldres Calcium dagegen ist nicht erforderlich. Das
Modellallergen MCI/MI bewirkt die Mobilisierung von intrazellularem Calcium. Der
Anstieg von [Ca2+]i allein jedoch |ost keine Aktivierung von ERK aus. Das durch

MCI/MI induzierte Calcium-Signal wird nicht durch Calmodulin vermittelt.

Durch Inhibition von Proteinkinase C konnte nachgewiesen werden, dal3 vorwiegend
klassische Calcium-abhangige Isoformen der PKC an der Aktivierung von ERK durch
MCI/MI beteiligt sind. Die Translokation von cPKC-lIsoformen weist auf deren
Aktivierung durch MCI/MI und TNCB hin. Die Inhibition von Pls-Kinase hingegen

lieferte keinen Hinweis auf Beteiligung an der Aktivierung von ERK durch MCI/MI.

Mit den Ergebnissen dieser Arbeit konnte auf der Grundlage der aktuellen Literatur ein
moglicher Signalweg der Aktivierung von ERK durch Kontaktallergene entwickelt
werden. Ausloser der Signalmechanismen wére die Kopplung von Haptenen an ein
heterodimeres (an die tTG siehe Zahn 2002) oder heterotrimeres G-Protein. Eine wichtige
Rolle bei der Signalweiterleitung spielen die Freisetzung von Calcium aus intrazelluléren
Speichern, klassische Isoformen der Proteinkinase C und die MAPK Kinase MEK1/2.
Sowohl ERK als auch p38 sind an der Induktion der TNF-a-Produktion durch
Kontaktallergene in dendritischen Zellen beteiligt. Damit liefert diese Arbeit einen
wesentlichen Beitrag zum Verstandnis der molekularen Mechanismen bei der Aktivierung

von dendritischen Zellen durch Kontaktallergene.
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7 AbklUrzungen

APC
APS
ATP
BAPTA
BAC
BCA
cAMP
[Ca;
CD
cGMP
Cys
DAG
DC
DEPC
DMSO
DNCB
DNFB
DPK
DTAF
ECL
EDTA
EGTA
ERK
FACS
FCS
FITC
FSC
GAPDH
GDP
GM-CSF
GTP
HLA
IFN

Ig

IL
IL-1RA
I P,

INK

kD

KU

LPS

LC

MAPK
MAPKAPK
MAPKK
MAPKKK

Antigen-présentierende Zellen
Ammoniumperoxodisulfat
Adenosintriphosphat

1,2 bis-aminophenoxy-ethyl-tetraacetat
Benzalkoniumchlorid

Bicinchoninsaure

zyklisches Adenosinmonophosphat

freie cytoplasmatische Calcium-K onzentration
“cluster of differentiation”

zyklisches Guanosinmonophosphat
Cystein

Diacylglycerin

dendritische Zellen

Diethylpyrocarbonat

Dimethylsulfoxid

1-Chlor-2,4-Dinitrothi ocyanobenzol
Dinitrofluorbenzol

“dendritic cell derived protein kinase”
Dichlorotriazinylamino-Fluorescein
“enhanced chemiluminescence”
Ethylen-diamin-tetraessigsaure
Ethylenglykol-bis-(b-aminoethyl ether)-tetraacetat
“extracellular regulated protein kinase’
“fluorescence activated cell sorter”

“foetal calf serum”
Fluorescein-1sothiocyanat

“forward scatter”

Glycerina dehydphosphat-Dehydrogenase
Guanosindiphosphat

Granulocyten-M akrophagen-K olonie stimulierender Faktor
Guanosintriphosphat

“human leucocyte antigen”

Interferon

Immunglobulin

Interleukin

IL-1-Rezeptor Antagonist
Inositol-1,4,5-triphosphat

Janus Kinase

“cJun N-terminal kinase”

kilo Dalton

Kulturberstand

Lipopolysaccharid

Langerhanszellen

“mitogen activated protein kinase”
“mitogen activated protein kinase activated protein kinase”
MAPK Kinase

MAPKK Kinase
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MCI/MI
MHC
mMRNA
NiSO,
NO

P-
PAGE
PBMC
PBS
PDK-1

PFA

Chlormethylisothiazol on/M ethylisothiazolon
“major histocompatibility complex”
“messenger” Ribonucleinsaure
Nickelsulfat

Stickstoffmonoxid

Phospho-
Polyacrylamidgel-Elektrophorese
“peripheral blood mononuclear cells’
“phosphate buffered saline”
“phosphoinositid-dependent kinase-1"
Phycoerythrin

Paraformaldehyd

Prostaglandin E,

Propidiumiodid
Phosphoinositol-3-Kinase
Proteinkinase A

Proteinkinase B (AKT)
Proteinkinase C

Phospholipase C

Phospholipase D
Phorbol-12-myristat-13-acetat
Protein-Tyrosin-Kinase
Polyvenylidenfluorid

“RNase protection assay”
Raumtemperatur
Rezeptor-Tyrosin-Kinase
Natriumdodecylsulfat

Serin

“side scatter”

“signal transducer and activator of transcription”
“Tris buffered saling”

cytotoxische T-Zellen
Trifluoperazine

T-Helferzellen

Threonin

3,4,5-Trimethoxybenzoic Acid 8-(Diethylamino)octyl Ester
Trinitrophenyl

Tumornekrosefaktor

2, 4, 6-Trinitrochl orbenzol
“Tween-Tris buffered saline’
Gewebstransglutaminase
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