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EINLEITUNG 1

1. Einleitung

11 Das Hautimmunsystem

Die Haut ist das flachenmafig grof3te Organ des menschlichen Kdrpers. Wie
eine Hulle bedeckt sie den darunter befindlichen Organismus, um ihn vor
Umwelteinflissen zu schitzen. Zu diesen potentiell schadlichen Einwirkungen
zahlen u.a. mechanische Belastungen, Mikroorganismen sowie eine Unzahl von
korperfremden Substanzen, mit denen sich die Haut aufgrund ihrer anatomisch
exponierten Position auseinandersetzen muf3. Um diesen Anforderungen
gerecht zu werden, muf sie neben einer hohen mechanischen Stabilitat eine
gute Regenerationsfahigkeit besitzen, pathogene Mikroorganismen und fremde,
potentiell geféahrliche Substanzen bereits am Eindringen hindern oder den
Schaden durch penetrierte Organismen oder Substanzen minimieren. In all
diese Aufgaben sind Zellen des Hautimmunsystems wesentlich involviert. Die
aufgrund ihrer anatomischen Lokalisation gute Zuganglichkeit des Hautorgans
fur wissenschaftliche Fragestellungen fiihrte in den letzten Jahren zu einem
enormen Fortschritt in unserem molekularen Verstandnis immunologischer
Vorgange in der Haut. Im Folgenden sollen wesentliche Komponenten des

Hautimmunsystems und deren Funktion erlautert werden.

1.1.1 Der Begriff ,Hautimmunsystem*“ (,skin immune system*)

Der Begriff ,Hautimmunsystem* (skin immune system; SIS) wurde 1987 von
J.D. Bos und M. Kapsenberg gepragt (Bos et al., 1987; Bos und Kapsenberg,
1993). Er beschreibt die Gesamtheit immunkompetenter Zellen sowie I6slicher
Faktoren, die an einer kutanen Immunantwort beteiligt und in der gesunden
Haut vorhanden sind. Zu den zellularen Hauptdarstellern auf der Bihne des
Hautimmunsystems zahlen Keratinozyten, professionelle Antigen-
prasentierende dendritische Zellen, T-Zellen und Endothelzellen (Tabelle 1). Da

—im Gegensatz zum mukosalen Immunsystem des Magen-Darm-Trakts und
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Tabelle 1:  Zellulare und humorale Komponenten
des Hautimmunsystems (Auswahl)

Zellular Humoral
Keratinozyten Zytokine
Dendritische Zellen  Immunglobuline
T-Zellen Komplementkaskade
Endothelzellen Neuropeptide

der Lunge — B-Zellen am Hautimmunsystem der gesunden Haut nicht beteiligt
sind, wird das Konzept des Hautimmunsystems der alteren Beschreibung des
.Haut-assoziierten lymphatischen Gewebes" (,skin-associated Ilymphoid
tissue“, SALT; Streilein, 1978 und 1983) vorgezogen.

1.1.2 Die Keratinozyten als Initiatoren der kutanen Entziindung

Wahrend man friher z.T. von der Vorstellung ausging, dal3 Keratinozyten
weitgehend passiv an immunologischen Vorgangen beteiligt sind, hat sich
heute diese Vorstellung grundlegend gewandelt. Man weif3 nunmehr, daf}
Keratinozyten durch den Kontakt mit Substanzen aus der Umwelt direkt aktiviert
werden und innerhalb kirzester Zeit eine ganze Kaskade von Zytokinen
freisetzen konnen. Die molekularen Mechanismen dieser
Keratinozytenaktivierung sind z.T. unklar. Man weil3 jedoch, daf} einige
Schwermetalle, Irritantien, UV-Licht sowie Mikroorganismen und deren
Stoffwechselprodukte wie Superantigene und Lipopolysaccharide die
Aktivierung des nuklearen Transkriptionsfaktors NF-kB induzieren, wie dies flr
Keratinozyten (Corsini et al., 1997; Simon et al., 1994; Schmidt et al., 1996),
Endothelzellen (Goebeler et al., 1995) sowie andere Zellpopulationen gezeigt
wurde (Baeuerle und Henkel, 1994; Barnes und Karin, 1997). NF-xB reguliert
die transkriptionelle Aktivitéat einer Vielzahl proinflammatorischer Molekiile, zu
denen zahlreiche Zytokin- und Adhasionsmolekilgene zahlen (Baeuerle und
Henkel, 1994; Barnes und Karin, 1997) (Tabelle 2). Jedoch scheint nach

epikutaner Applikation von Irritantien und Kontaktallergen nicht exakt das
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gleiche Zytokinprofil von Keratinozyten produziert zu werden. So kommt es
zwar bei beiden Stimuli zur Produktion von TNF-a und GM-CSF durch
Keratinozyten (sowie von IFNy durch rasch einwandernde T-Zellen). Jedoch
wurde IL-1a, [IFN-induziertes Protein 10 (IP-10) sowie Makrophagen
inflammatorisches Protein-2 (MIP-2) nur nach Allergen-Kontakt produziert (Enk
und Katz., 1992a und 1992b). Die von Keratinozyten produzierten Zytokine und
deren Funktion sind in Tabelle 2 zusammengefaldt. Inwiefern dieses
unterschiedliche Zytokinmuster allerdings von funktioneller Bedeutung ist, bleibt
derzeit unklar. So kommt es v.a. durch Zytokine aus Keratinozyten in der Frih-
und Spatphase nach Applikation von Allergenen oder Irritantien zu gleichartigen
Verdnderungen der Expression von Adhasionsmolekilen und des
Entziindungszellinfiltrates (Sterry et al., 1991; Brasch et al., 1992; Friedmann et
al., 1993): Endothelzellen exprimieren bereits nach 2h vermehrt E-Selektin und
VCAM-1 bzw. nach 8h ICAM-1. AulRerdem nimmt die Zahl der Langerhans
Zellen in der Epidermis auf beide Stimuli bereits nach 2h ab mit einem
simultanem Anstieg in der Dermis. Schlief3lich ist die HLA-DR Aufregulation auf
Keratinozyten bei beiden Substanzklassen ebenso identisch wie das T-zellulare
Infiltrat. Somit scheinen Keratinozyten trotz gewisser molekular nachweisbarer
Differenzen zwischen Allergenen und Irritantien Signale aus der Umwelt uniform
in proinflammatorische Stimuli umzuwandeln, die sich priméar in der
Zytokinfreisetzung aufRert. Dieser folgt zum einen die Auswanderung und
spatere Reifung von Langerhans Zellen (s.u.) und die Aufregulation
verschiedener Adhasionsmolekiile auf Endothelien. Als drittes Ereignis bedingt
durch die Aktivierung der Keratinozyten folgt der Aufregulation der
endothelialen Adhasionsmolekiile die Invasion eines Entziindungszellinfiltrates,
welches im Rahmen der Immuniberwachung zur Inspektion samtlicher den

Organismus penetrierender Substanzen erforderlich ist (Abb. 1).



EINLEITUNG

Tabelle 2: Funktion der von Keratinozyten produzierten Zytokine

(Auswahl)

Zytokin

Interleukin 1 alpha
Interleukin 1 beta

Interleukin 6

Interleukin 7

Interleukin 8

Interleukin 10
Interleukin 12
Interleukin 18

Tumor Nekrose Faktor-
alpha

Transformierender
Wachstumsfaktor beta

Granulozyten/Makro-
phagen-Kolonie-
stimulierender Faktor
Plattchen-derivierter
Wachstumsfaktor

Proopiomelanokortin

alpha-Melanozyten
stimulierendes Hormon

IL-1o
IL-1p

IL-6

IL-7
IL-8

IL-10
IL-12
IL-18

TNF-a

TGF-p

GM-
CSF

PDGF

POMC
a-MSH

Funktion (Auswahl)

Stimulation von T- und B-Zellen
Forderung der Migration und Reifung von
Langerhans Zellen

Induktion der Freisetzung sekundérer
proinflammatorischer Zytokine (u.a. IL-6, IL-8)
Induktion von Adhé&sionsmolekilen
Stimulation der Keratinozytenproliferation

B-Zell Stimulation und Antikdrperproduktion
Induktion von Adhasionsmolekilen (u.a. ICAM-1,
E-Selektin, VCAM-1)???

Stimulation der Keratinozytenproliferation

Forderung T-Zell Proliferation (IL-2 mediiert)

Chemotaktisch fur Neutrophile, Basophile und T-
Zellen

Hemmung der Langerhans Zell Thl Aktivierung
Erleicherung der IFNy Freisetzung
Erleicherung der IFNy Freisetzung

Aktivierung von Neutrophilen und Monozyten
Induktion von Adh&sionsmolekilen

Induktion der Langerhans-Zell Viabilitat und
Reifung

Verstarkung der IL-1, IL-6, IL-8 Produktion

Immunsuppressiv durch Hemmung der
Langerhans Zell-mediierten T-Zell Aktivierung

Langerhans Zell Reifung und Migration
Stimulation von Neutrophilen und Makrophagen
Stimulation der Keratinozytenproliferation
Aktivierung von Neutrophilen und Makrophagen
Induktion der Fibroblastenproliferation und
Kollagensynthese

Immunsuppressiv

Immunsuppressiv
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>15 Min:

I: Antigenkontakt

IL-1a

IL-18, TNF-a

u.a.
II: Auswanderung der 2 -8h:
Langerhans Zellen und '
Aufregulation von Ad- \E/-CS:belklt'nT
hasionsmolekilen (CAM-1

[ll: Leukozyteninfiltration

Abb. 1 Keratinozyten Ubertragen Umweltreize in proinflammatorische

Signale. ( * { Antigen, Antigenpartikel und prozessierte Antigene)
g
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Neben der Induktion eines proinflammatorischen Milieus sorgen die
Keratinozyten jedoch gleichzeitig fir Schadensbegrenzung. So produzieren
aktivierte Keratinozyten auch IL-10. IL-10 behandelte Langerhans Zellen sind
nicht in der Lage, die Proliferation von Thl Zellen zu induzieren und flihren zu
einer klonalen Anergie dieser Zellen (Enk und Katz, 1992; Enk et al., 1993;
Peguet-Navarro et al., 1994). Weitere immunsuppressiv wirkende Mediatoren,
die von Keratinozyten produziert werden, sind TGFp, Pro-Opiomelanokortin und

o-MSH.

Die Hauptaufgabe der Keratinozyten besteht zusammenfassend in der
Signalvermittlung zwischen Auf3enwelt und Immunsystem durch die Etablierung
eines proinflammatorischen Milieus, das die Induktion von Adhasionsmolekilen
und dadurch letztlich die Rekrutierung des Entziindungszellinfiltrates zur Folge
hat.

1.13 Antigen-Prasentation durch dendritische  Zellen des

Hautimmunsystems

Steinman und Cohn beschrieben als erste eine aus der Milz isolierte
Zellpopulation mit dendritischer Morphologie, die bei der Maus ausgepragte
Antigen-prasentierende Eigenschaften aufwies (Steinman und Cohn, 1973).
Man unterscheidet heute drei verschiedene Arten von Antigen-prasentierenden
dendritischen Zellen, die alle fur das Hautimmunsystem von Bedeutung sind:
Epitheliale dendritische (z.B. Langerhans Zellen), lymphoide dendritische (z.B.
dendritische Zellen des Paracortex) und gewebsstandige dendritische Zellen
(z.B. dermale dendritische Zellen; Austyn, 1987).

(1) Paul Langerhans beschrieb bereits als Medizinstudent im Jahr 1868 eine
Zelle mit dendritischer Morphologie, die mit der Cohnheim
Goldchloridtechnik darstellbar und suprabasal lokalisiert ist (Langerhans,
1868). Sie enthalt elektronenmikroskopisch darstellbare, tennisschléager-
artig geformte sog. Birbeck-Granula (Birbeck et al., 1961), ist Fc-, C3-
Rezeptor und HLA-Klasse Il positiv (Stingl et al., 1977; Klareskog et al.,
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1977, Stingl et al., 1978) und entstammt dem Knochenmark (Frelinger et al.,
1979; Katz et al., 1979). Fur die Immuniberwachung ist sie von eminenter
Bedeutung, da sie die Haut konfrontierende Antigene aufnimmt, prozessiert
und Uber die Lymphgefal3e in die parakortikale Region des Lymphknotens
einwandert (Macatonia et al., 1987, Kripke et al., 1990). Weiterhin wird von
Langerhans Zellen bereits 15 Min. nach Kontakt mit einem Allergen, nicht
jedoch mit einem lIrritans, IL-1a produziert (Enk und Katz, 1992a und 1992b,
1995). Ob diese in Gegenwart von Allergenen préaferentielle IL-la
Produktion fir die Induktion einer Kontaktallergie jedoch tatséachlich von
Bedeutung ist, bleibt derzeit unklar. Wahrend die epidermale Langerhans
Zelle hervorragende Antigen-prozessierende Eigenschaften hat, ist ihre
Fahigkeit zur Aktivierung von ruhenden T-Zellen noch nicht voll ausgereift
(Schuler und Steinman, 1985; Heufler et al., 1988; Stossel et al., 1990;
Kampgen et al., 1991; Weinlich et al., 1998).

(2) Bei ihrer Auswanderung aus der Haut in den Lymphknoten verandert die
Langerhans Zelle ihr Aussehen, ihre immunphanotypischen Eigenschaften
und ihre Funktionen. Aufgrund ihrer veranderten Lokalisation und
Eigenschaften wird sie nun zu den lymphoiden dendritischen Zellen gezahlt.
Die Auswanderung der Langerhans Zelle aus der Haut wird durch
verschiedene Zytokine reguliert. TNF-a spielt hierbei eine zentrale Rolle: So
verursacht die Applikation von rekombinantem, murinem TNF-o eine rasche
und dosisabhangige Auswanderung von Langerhans Zellen aus der
Maushaut in drainierende Lymphknoten (Kimber und Cumberbatch, 1992;
Takayama et al., 1999). Hierfur scheint der p75 TNF-a Rezeptor
verantwortlich zu sein, da ausschlief3lich in p75-defizienten, nicht jedoch in
p55-defizienten Mausen die Langerhans Zell-Migration reduziert ist (Wang
et al.,, 1997). Auch die IL-4 induzierte Hemmung der Langerhans Zell-
Migration wird durch die Downregulation des p75 TNF-a Rezeptors erklart
(Takayama et al., 1999). GM-CSF stimuliert wie TNF-a die Langerhans Zell-
Migration (Takayama et al., 1999), wohingegen IL-10 diese inhibiert (Wang
et al., 1999). Somit wirken die Th2 Zytokine IL-4 und IL-10 der Langerhans
Zell-Migration entgegen, wohingegen die Zytokine TNF-a und GM-CSF, die

sowohl von Thl und Th2 Zellen produziert werden, diese induzieren. Fir die
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Migration aus der Epidermis scheint weiterhin die funktionelle Expression
des Integrins VLA-6 erforderlich zu sein, da der VLA-6 neutralisierende
Antikorper GoH3 die transepidermale Migration um bis zu 70% reduziert
(Aiba et al.,, 1993; Price et al.,, 1997). Widersprichlich ist, inwiefern
Kontaktallergene und Irritantien unterschiedliche Einfluisse auf die
Langerhans Zell-Migration ausiiben: So fanden Sterry und Mitarbeiter ein
stereotypes Migrationsmuster bei positiven und negativen epikutanen
Testreaktionen, wohingegen die Gruppe um Schuler eine differentielle
Migration nachweisen konnte (Sterry et al., 1991; Weinlich et al., 1998). Die
Migration der Langerhans Zelle aus der Epidermis in den Lymphknoten geht
mit einer Maturation und funktionellen Veranderung einher: Wahrend in der
Epidermis die Aufnahme und Prozessierung von Antigenen essentiell ist, ist
im Lymphknoten die optimale Aktivierung von T-Zellen erforderlich. Dazu
sind mindestens drei distinkte Interaktionen erforderlich (Schuler, 1993)
(Abb. 2): (I) Ein enger Kontakt zwischen Langerhans Zellen und T-Zellen,
der u.a. durch Antigen-unabhangige Kontaktmechanismen initiiert wird. Die
molekulare Natur dieser Interaktion ist noch unklar, kdnnte aber evt. durch
die Interaktion des Chemokins MDC mit seinem Liganden auf T-Zellen
CCR4 zurickzufuhren sein (Inaba et al.,, 1989; Ross et al.,, 1999). Ein
Kofaktor in der Initierung dieser Zell-Zell Kontakte koénnte evt. von
dendritischen Zellen produziertes IL-16 sein, das u.a. auf T-Zellen
chemotaktisch wirkt (Kaser et al., 1999). (Il) Diese Antigen-unspezifische
Zell-Zell Interaktion ermoglicht die Interaktion des Peptid — MHC Komplexes
einerseits mit dem T-Zell Rezeptor andererseits. Eine hohe Dichte an MHC
Klasse Il Molekllen sowie eine stabile Expression des zu prasentierenden
Antigens optimiert das Priming von naiven T-Zellen mit dem jeweiligen
Antigen. Eine effiziente Antigen-Prasentation wird durch eine initial hohe
Syntheserate von Klasse II Molekilen erreicht, die mit der Reifung der
Zellen nahezu komplett sistiert. Auch der Turnover der Klasse Il Molekile
auf der Zelloberflache kommt mit der Maturation nahezu vollstandig zum
Erliegen. Weiterhin geht die Synthese der invarianten Kette bei reifen
dendritischen Zellen nach anfanglich starker Produktion dramatisch zurtck,
wohingegen der Turnover hoch bleibt (Kampgen et al., 1991). (lll) Fur eine

erfolgreiche T-Zellstimulation ist schlieBlich die Expression
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kostimulatorischer Molekule erforderlich. So exprimieren dendritische Zellen
im Rahmen des Reifungsprozesses hohe Mengen des CTLA4 (CD28)-
Rezeptors B7-1 (CD80) und B7-2 (CD86), wofir GM-CSF wesentlich
verantwortlich ist (Larsen et al., 1994). Fur die Reifung der Langerhans
Zellen in hocheffiziente T-Zell stimulierende lymphoide dendritische Zellen
sind v.a. GM-CSF und IL-1 verantwortlich (Witmer-Pack et al., 1987; Heufler
et al., 1988). Auch IFNy, das bereits 1 — 2h nach epikutanem Kontakt mit
Fremdsubstanzen durch einwandernde T-Zellen produziert wird (Enk und
Katz, 1992a) scheint einen positiven Effekt auf die T-Zell stimulierende
Kapazitat zu haben (Peguet-Navarro et al., 1993). TNF-a. erhoht bei frisch
isolierten, murinen Langerhans Zellen lediglich die Lebensfahigkeit, nicht
jedoch deren Funktionalitat (Koch et al., 1990), wahrend bei dendritischen
Zellen, die mittels GM-CSF und IL-4 Kultivierung aus humanen PBMC
gewonnen werden, die T-Zell stimulierende Kapazitat zunimmt (Sallusto und
Lanzavecchia, 1994). Die Zytokine GM-CSF, IL-1 und IFNy sowie evt. TNF-
a induzieren somit die Proliferation von naiven T-Zellen in Anwesenheit von
dendritischen Zellen, wohingegen das Th2 Zytokin IL-10 diese inhibiert
(Caux et al., 1994; Beissert et al., 1995). Wie unter 1.1.3 ausgefuhrt werden
alle Zytokine, die fiur die Migration und Maturation von Langerhans Zellen
erforderlich sind, von Keratinozyten in ausreichender Konzentration
produziert werden, was deren Bedeutung fur Wanderungsprozesse in vivo

unterstreicht.

(3) Dermale dendritische Zellen sind die gewebsstandigen dendritischen Zellen
in der Einteilung nach Austyn (Austyn, 1987). Sie besitzen ebenfalls T-Zell
stimulierende Fahigkeiten und kénnen Langerhans Zellen bei der Induktion

einer Kontaktdermatitis bei der Maus ersetzen (Streilein, 1989).

Die Hauptaufgabe der dendritischen Zellen ist zusammenfassend die Induktion
von Antigen-spezifischen T-Zellen im Paracortex des Haut-assoziierten

Lymphknotens.
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I Antigenkontakt und
Antigenprozessierung
durch Langerhans Zellen

Zytokinfreisetzung
aus Keratinozyten

I I Migration Uber
afferente Lymphgefalle
in den Paracortex

O

! 1 I I I Priming und Aktivierung

0 von naiven T-Zellen

H 4 durch Langerhans Zellen
Uber die Interaktion

Q a) eines putativen DZ/T-Zell Rezeptors
b) des trimolekularen Komplexes
c¢) von kostimulatorischen Molekilen
Abb. 2 Induktion der Sensibilisierung naiver T-Zellen durch dendritische

Zellen. Nach Antigenkontakt der Haut Aufnahme des Antigens durch die
Langerhans Zelle sowie Freisetzung von Zytokinen durch Keratinozyten.
Dies induziert die Migration und Maturation von Langerhans Zellen. Im
Paracortex des Haut-assoziierten Lymphknotens treffen maturierte,
Antigen-beladene dendritische Zellen auf naive T-Zellen und bewirken eine

Antigen-spezifische T-Zell Antwort.
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114 T-Zellen: Antigen-spezifische Amplifikatoren der Entziindung

T-Lymphozyten befinden sich im Gegensatz zu B-Lymphozyten in gesunder
und entzindeter Haut und sind in Epidermis und Dermis anzutreffen.
Schatzungen zufolge sind ca. 4x10° T-Zellen in der gesunden Haut, was
weniger als 1% aller T-Zellen entspricht (Bos et al., 1993; Alberts et al., 1994).
90% aller T-Zellen der gesunden Haut befinden sich in unmittelbarer Umgebung
der postkapillaren Venolen des papillaren Gefal3plexus und der
Hautanhangsgebilde. Wahrend in der Epidermis v.a. CD8+ T-Zellen
anzutreffen sind, kommen in der Dermis CD4+ und CD8+ T-Zellen etwa gleich
haufig vor und exprimieren als Zeichen der Aktivierung meist HLA-DR sowie
den IL-2 Rezeptor CD25 (Bos et al., 1987). Wahrend perivaskulare CD4+ oder
CD8+ T-Zellen in das Hautorgan rezirkulieren, nimmt man an, daf} die

epidermalen CD8+ T-Zellen eher im Hautkompartiment resident sind.

Aufgrund von Rekonstitutionsexperimenten an bestrahlten Mausen sowie von
Experimenten an Nacktmausen wissen wir, dall T-Lymphozyten eine
Schlusselrolle bei der adaptiven Immunitat spielen (Gowans und McGregor,
1965; Allison et al., 1974; Kindred, 1974; lkuta et al., 1992). So sind CD8+ T-
Zellen u.a. verantwortlich fir Zerstorung von Virus-infizierten oder entarteten
Zellen, wohingegen CD4+ T-Zellen entweder andere Zellarten (v.a.
Makrophagen) Uber Zytokine aktivieren (Thl Zellen) oder B-Zellen bei der
Produktion von Immunglobulinen unterstiitzen. Fir diese genannten Funktionen
ist jedoch eine Aktivierung der naiven T-Zellen durch Zielzellen erforderlich. Im
Falle von CD4+ Zellen erfolgt diese v.a. durch professionelle Antigen-
prasentierende Zellen im Lymphknoten (s. 1.1.3), wohingegen CD8+ Zellen
durch Fremd- oder veranderte Peptide im Kontext von MHC Klasse | Molekilen

direkt aktiviert werden kénnen.

Am Beispiel der allergischen Kontaktdermatitis soll die Funktion von T-Zellen im
Hautimmunsystem kurz dargestellt werden. Die epikutane Applikation von
Kontaktallergenen (oder Irritantien) induziert eine Keratinozytenaktivierung und
Freisetzung eines typischen Musters an Zytokinen, das u.a. die Reifung und

Migration von Langerhans Zellen bewirkt. Antigen-beladene, MHC Klasse | und



EINLEITUNG 12

[+, kostimulatorische Molekile exprimierende Langerhans Zellen treffen im
Lymphknoten auf eine grof3e Anzahl naiver T-Zellen und kénnen T-Zellen mit
einem Antigen-spezifischen T-Zell-Rezeptor sehr potent aktivieren (,priming*).
Aufgrund von Transferexperimenten ist bekannt, daf3 eine einzige bzw. sehr
wenige Antigen-spezifische T-Zelle(n) ausreicht/ausreichen, um eine allergische
Kontaktdermatitis auf ein naives Tier zu transferieren (Marchal et al., 1982,
Bianchi et al., 1981). Diese enorme Potenz von T-Lymphozyten erklart somit,
warum die geringe Zahl von Antigen-spezifischen T-Zellen, die in
Kontaktdermatitiden gefunden wird, fur eine Entziindungsinduktion ausreichend
ist (Kalish und Johnson, 1990). Andererseits sto3t das Immunsystem damit auf
ein logistisches Problem: In Anbetracht der geringen Zahl Antigen-spezifischer
T-Zellen im peripheren Blut (z.B. < 1/10.000 bzw. < 1/100.000 beim Beispiel der
Urushiol-spezifischen Kontaktdermatitis bzw. Tetanustoxin; Kalish und Johnson,
1990; Cyster, 1999) wund der Erfordernis der kontinuierlichen
Immuniberwachung aller Organe ist es erforderlich, dald Antigen-spezifische T-
Zellen schnell, effizient und moglichst spezifisch zu den Organen gelangen, in
denen die Wahrscheinlichkeit am grof3ten ist, auf das jeweilige Antigen erneut
zu treffen. Durch eine Kompartimentierung der Antigen-spezifischen
Immunantwort kann dieses logistische Problem vermindert werden: So konnte
bei Patienten mit Nickelkontaktdermatitis gezeigt werden, dall die Nickel-
spezifische T-Zellproliferation weitgehend auf Haut-assoziierte (CLA+) T-Zellen
beschrankt ist (Santamaria Babi et al., 1995). Sensibilisierte T-Zellen werden
somit im Lymphknoten nicht nur fur ein spezifisches Antigen ,geprimed®, sie
erhalten zusétzlich noch die Information, in welchem anatomischen Kontext das
Antigen erkannt wurde (Picker et al., 1993). Dies soll eine Rezirkulation in das
jeweilige Organ veranlassen (s.u.). Diese wird durch eine rasche Aufregulation
von endothelialen Adhéasionsmolekilen ermdglicht, die der Produktion von
keratinozytaren Zytokinen mit nur kurzer zeitlicher Verzdgerung folgt (s.u.).
Nach Sensibilisierung des Organismus fuhrt dann jeder weitere Kontakt mit
dem entsprechenden Antigen erneut zu einer Keratinozytenaktivierung gefolgt
von einer raschen Aufregulation von endothelialen Adh&asionsmolekulen, die
binnen weniger Stunden die Einwanderung eines Entziindungszellinfiltrates zur
Folge hat. Die Einwanderung von spezifischen und unspezifischen T-Zellen

verstarkt dann die Entzindungsreaktion. Daflr sind einerseits Antigen-
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spezifische Mechanismen verantwortlich: Antigen-beladende dendritische
Zellen oder Makrophagen prasentieren das Antigen in situ und aktivieren die
Antigen-spezifischen T-Zellen (Nickoloff et al., 1995a). Andererseits fuhrt die
Interaktion von aktivierten Keratinozyten mit T-Zellen auch zu einer Antigen-
unspezifischen Amplifikation der Entziindung. Diese erfolgt Gber T-Zell Zytokine
(Boyera et al., 1993; Prinz et al., 1994), weiterhin kann die Interaktion von LFA-
1 und CD28 auf T-Zellen mit ICAM-1 und Mitgliedern der B-7 Familie auf
Keratinozyten die Proliferation ruhender Lymphozyten induzieren (Simon et al.,
1991; Augustin et al.,, 1993; Nickoloff und Turka, 1994). Somit bewirken T-
Zellen eine Amplifikation der Entzindungsreaktion, die in T-Zell depletierten
Organismen vollstandig ausbleibt (Pelleitier und Montplaisier, 1975). Weiterhin
sind sie verantwortlich fir unser immunologisches Gedachtnis. So fuhrt der
Kontakt einer naiven T-Zelle mit seinem Antigen zum einen — wie oben erwahnt
— zur Aktivierung und Differenzierung in kurzlebige Effektorzellen. Dartber
hinaus entstehen jedoch gleichzeitig sog. Gedéachtnis-T-Zellen, die auch Jahre
nach dem Erstkontakt mit einem Antigen fir eine rasche Immunantwort sorgen
kénnen (Sprent, 1993).

Wahrend die Bedeutung der T-Zellpopulation fur Antigen-spezifische
Immunreaktionen gut untersucht ist, ist die distinkte Rolle von CD4+ und CD8+
T-Zellen z.T. noch wunklar. Urspringlich nahm man an, dal3 bei
kontaktallergischen Reaktionen CD4+ T-Zellen die Effektorzellen sind und
CD8+ T-Zellen regulatorische Funktion inne haben. Depletionsexperimente
unter Verwendung monoklonaler anti-CD4 und anti-CD8 Antikorper bewiesen
die Richtigkeit dieser Auffassung bei der sog. Expressionsphase der
Kontaktallergie gegen 2,4-Dinitrofluorobenzen (DNFB; Gocinski und Tigelaar,
1990). Wurde die jeweilige Population jedoch vor der Sensibilisierung depletiert,
zeigte sich, dall CD4+ und CD8+ T-Zellen sowohl regulatorische als auch
Effektorfunktionen besitzen kdnnen (Gocinski und Tigelaar, 1990). Diese
Experimente wurden spater bestatigt und durch den Nachweis eines
unterschiedlichen Zytokinmusters bei Effektor CD8+ im Vergleich zu
regulatorischen CD4+ T-Zellen erweitert. So produzierten die Effektor CD8+ T-
Zellen ein sonst fur Thl Zellen typisches Zytokinmuster (v.a. IFNy; Romagnani,

1991) und wurden deshalb Tcl-Zellen genannt. Die regulatorischen CD4+ T-
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Zellen produzierten die Th2-Zytokine IL-4 und IL-10. Diese Ergebnisse konnten
von anderen Arbeitsgruppen unter Verwendung des gleichen Antigens mit MHC
Klasse | bzw. Klasse Il defizienten Mausen bestétigt werden und scheinen auch
fur andere Antigene zuzutreffen (Bour et al., 1995; Lopez et al., 1998; Cavani et
al., 1998).

T-Zellen haben somit entscheidende Aufgaben bei der Immunuberwachung,
indem sie infizierte oder transformierte Zellen eliminieren, Makrophagen durch
Zytokine aktivieren oder B-Zellen in der Produktion Antigen-spezifischer
Immunglobuline unterstitzen. Daruber hinaus sind sie — wie die B-Zellen —
Trager des immunologischen Gedéachtnisses und somit fir eine effiziente
Immunantwort nach langer Karenzzeit verantwortlich. Im Hautimmunsystem
tragt die Interaktion von T-Zellen mit Keratinozyten bzw. von T-Zellen mit
dendritischen Zellen wesentlich zur Amplifikation des Entzindungsprozesses
bei.

1.2 T-Zell Migration im Hautimmunsystem

1.2.1 Die Bedeutung der Kompartimentierung des Immunsystems fur

die Immuntberwachung

Die Zellen des Immunsystems dienen der Elimination von fremden Antigenen
und muissen dazu kontinuierlich samtliche Organe des Organismus
uberwachen. Dazu ist es erforderlich, dal3 zirkulierende, immunkompetente
Zellen aus dem Blut in verschiedene lymphatische Organe® einwandern bzw.
rezirkulieren, was in zahlreichen Ubersichtsarbeiten zusammengefaft ist (Ford,
1975; Cabhill et al., 1977; Hamann und Thiele, 1989; Picker und Butcher, 1992;
Mackay und Imhof, 1993; Mackay, 1993; Springer, 1994).

Yim Folgenden sollen unter priméaren lymphatischen Geweben Knochenmark und Thymus verstanden
werden; sie sind u.a. fir die Produktion von Lymphozyten verantwortlich. Sekundare lymphatische Organe
sind Lymphknoten, Milz und das Magen-Darm-Trakt assoziierte lymphatische Gewebe, da diese — wie
spater ausgefihrt — fir eine optimale Akkumulation und Prasentation von Antigenen ausgerichtet sind. Als
tertidare lymphatische Organe werden die tUbrigen Organe bezeichnet, in denen sich unter physiologischen
Umstanden nur sehr wenige residente, lymphoide Zellen befinden, deren Zahl aber im Laufe eines
entziindlichen Prozesses rapide zunehmen kann. Zu diesen zahlt u.a. auch die Haut (Picker und Butcher,
1992).
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In Anbetracht der nahezu unbegrenzten Zahl von Antigenen, mit denen sich der
Organismus an  verschiedenen  anatomischen  Regionen  standig
auseinandersetzen muf3, und der nattrlicher Weise begrenzten Zahl Antigen-
spezifischer T-Zellen, ist eine Konzentration des Antigens in distinkten Organen
erforderlich. Diese Aufgabe erflillen die Lymphknoten. Antigene, die z.B. auf die
Haut treffen, werden von Langerhans Zellen aufgenommen und in die der Haut
zugeordneten Lymphknoten abtransportiert. Nur dort treffen sie auf eine
immense Zahl von naiven (CD45 RA+) T-Zellen. Schatzungen zufolge wandern
jede Sekunde ca. 1,4x10* Lymphozyten aus dem Blut in jeden einzelnen
Lymphknoten (Cabhill et al., 1976). Diese grof3e Zahl an T-Zellen ist erforderlich,
damit eine Antigen-prasentierende Zelle auf eine der wenigen Antigen-
spezifischen T-Zellen stoRen und sie zur klonalen Proliferation aktivieren kann.
Die klonale Proliferation ist zum einen fir die Bereitstellung von aktivierten
Effektor T-Zellen verantwortlich, zum anderen jedoch dient sie durch die
Entstehung von langlebigen Gedéachtnis (CD45R0O+) T-Zellen der Etablierung
des immunologischen Gedachtnisses.

Gedachtnis T-Zellen dienen direkt oder indirekt der unmittelbaren Elimination
von Antigenen in den tertidren lymphatischen Organen, sobald sie erneut auf
diese treffen. Da die Wahrscheinlichkeit eines erneuten Antigenkontaktes in
dem Organsystem am grof3ten ist, in dem sie zuerst auf ihr spezifisches Antigen
gestol3en sind, ist funktionell gesehen auch fir diese T-Zell Gruppe — ebenso
wie fUr die naiven T-Zellen — eine Extravasation in Organe nach rein zufalligen
Gesichtspunkten ungunstig. Somit ist es sinnvoll, dall zusammen mit der
Antigen-Spezifitat im Lymphknoten eine Organspezifitat imprimiert wird. Obwohl
es bereits seit mehreren Jahrzehnten Hinweise fir unterschiedliche
Rezirkulationswege von immunkompetenten Zellen gibt, hat das molekulare
Verstandnis dieser unterschiedlichen Migrationsmuster erst in den letzten
Jahren dramatisch zugenommen. Es sollen hier einige experimentelle

Evidenzen, die das oben geschilderte Konzept belegen, dargestellt werden.
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Abb. 3: Die lymphatischen Organe des Menschen, modifiziert nach Alberts et al.,
1994).

Bereits 1965 untersuchten Hall und Morris das Wanderungsverhalten von ex
vivo markierten und reinjezierten Leukozyten. Sie fanden, dal3 die
Uberwiegende Zahl der Leukozyten in Lymphknoten einwandern, nach etwa
20h diese Uber die efferente Lymphe wieder verlassen und in das periphere
Blut zurtckkehren. Darlber hinaus wandert jedoch ein kleiner Teil in periphere
Organe und erreicht die Lymphknoten Uber afferente LymphgefaRe (Hall und
Morris, 1965). Ex vivo stimulierte und markierte T-Zellen wandern nicht in die
Lymphknoten ein, sondern in tertidre lymphatische Organe wie z.B. die Haut
(Hall et al., 1972; Sprent, 1976). Wahrend die unmittelbar den Lymphknoten
infiltrierenden T-Zellen phanotypisch den naiven T-Zellen zugerechnet werden
konnen, sind diejenigen, die die Lymphknoten Uber afferente Lymphbahnen
erreichen und somit direkt in Gewebe eingewandert sind, ph&notypisch
Gedachtnis T-Zellen (Mackay et al., 1990). So konnte auch fir die Haut
nachgewiesen werden, dal3 die T-Zellen der Haut in Epidermis und Dermis den
CD45RO Marker exprimieren (Bos et al., 1987; Foster et al., 1990), was nicht
auf eine in situ Reifung der T-Zellen, sondern auf eine unterschiedliche
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Einwanderung von naiven im Vergleich zu Gedachtnis T-Zellen zurickzuflhren
ist (Sterry et al., 1990).

1.2.2 Die differentielle Expression von Adhasionsmolekilen auf
CD45RA+ und CD45RO+ Zellen beeinflult das zellulare
Migrationsverhalten

Wahrend naive T-Zellen somit préferentiell in sekundare lymphatische Organe
wie Lymphknoten, Milz und Tonsillen und nicht in tertidre lymphatische Gewebe
einwandern, kénnen Gedachtnis T-Zellen diese nicht nur infiltrieren; sie zeigen
auch anatomisch bevorzugte Lokalisationen, die sie immer wieder aufsuchen
und dorthin ,rezirkulieren“. Ursachlich fur dieses unterschiedliche
Wanderungsverhalten ist eine differentielle Expression von

Adhasionsmolekulen auf naiven im Vergleich zu Gedachtnis T-Zellen.

So kommt es im Verlaufe der Umwandlung von sog. naiven T-Lymphozyten zu
Gedachtnis  T-Lymphozyten zu einer starken Veranderung des
Immunphanotyps dieser Zellen. Wéahrend naive T-Zellen, charakterisiert durch
CD45RA-Expression, homogen geringe Mengen der Adhasionsmolekiile CD2,
CD11a, CD44 und CD49d exprimieren, werden diese Moleklle auf Gedachtnis
T-Zellen, charakterisiert durch die Expression von CD45RO0O, stark exprimiert
(Mackay CR et al., 1990; Picker et al.,, 1990a). Andere Adhasionsmolekiile
wiederum werden von CD45RO+ Zellen heterogen exprimiert. Zu diesen z&hlt
L-Selektin, das auf naiven T-Zellen generell nachweisbar ist, wohingegen es
Untergruppen von CD45RO+ Zellen gibt, die fur dieses Antigen positiv oder
negativ sind (Picker et al., 1993a). Weitere Antigene fehlen bei naiven T-Zellen
(nahezu) komplett und sind erst nach Antigen-Stimulation nachweisbar. Zu
diesen zahlen u.a. das kutane Lymphozyten-assoziierte Antigen (CLA) und das
Integrin alphad/beta7. Wahrend nahezu alle T-Zellen der Haut das
erstgenannte Antigen exprimieren, ist das Integrin alpha4/beta7 auf T-Zellen
des Magen-Darm-Trakts préaferentiell exprimiert (Picker et al., 1990b;
Schweighoffer et al., 1993; Hamann et al., 1994) (Tabelle 3). Die differentielle

Expression von Adhasionsmolekilen wird fur das unterschiedliche
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Bindungsverhalten von naiven im Vergleich zu Gedachtnis T-Zellen an
Endothelien verantwortlich gemacht.

Wahrend in adulten Organismen anndhernd ausschlie3lich CD45R0O+ T-Zellen
in tertiare Lymphorgane wie z.B. die Haut auswandern, kénnen in der
Embryonalzeit sowie unmittelbar postpartal auch naive CD45RA+ T-Zellen in
tertidre lymphatische Organe auswandern (Alferink et al., 1998). Dies konnte
insbesondere fir naive, CD8+ T-Zellen nachgewiesen werden. Da die Blockade
der T-Zell Emigration in das Hautorgan zu einem Verlust der Toleranzinduktion
fuhrte, nimmt man an, daf} die Migration von naiven T-Zellen essentiell fur die
Etablierung der Toleranzentwicklung gegeniber sessilen, organspezifischen
Selbstantigenen ist (Alferink et al., 1998).

Tabelle 3:  Differentiell exprimierte T-zellulare Adhéasionsmolekile (Auswabhl)
NAME SYNONYM Familie EXPRESSION LIGAND(EN) FUNKTION
L-Selektin CD62L Selektin alle CD45RA+, evt. 6"-Sulfo- Rolling;

schwach auf sLex auf Einwanderung
Untergruppen von endothelialem naiver T-Zellen
CD45RO+ (CD45RO+ PNAd (CD34, in
CLA+ L-Selektin+) GlyCAM-1) bzw. Lymphknoten
MAdCAM-1
CLA Kohlen- CD45RO+ der Haut E-Selektin Rolling an
hydrat Endothelien
der Haut
ICAM-1 CD54 Ig-Super-  schwach auf LFA-1 Organ-
familie CD45RA+, stark auf unspezifische
CD45R0O+ T-Zellen feste Adhésion
und aktivierten
Endothelien
LFA-1 CD11a/CD18 Integrin CD45RA+ schwach, ICAM-1 Organ-
al/p2-Integrin CD45RO+ stark; ICAM-2 unspezifische
Aktivierungsepitop auf ICAM-3 starke Bindung
CD45RO+
VLA-4 CD49d/CD29 Integrin CD45RA+ schwach, VCAM-1, Rolling und
a4/B1-Integrin CD45RO+ stark; Fibronektin und  Organ-
Aktivierungsepitop auf  o4p1 unspezifische
CD45RO+ feste Adhésion
LPAM-1 a4/B7-Integrin  Integrin CD45RO+ T-Zellen MAdCAM-1, Rolling und
des Magen-Darm- VCAM-1 feste Adhasion
Trakts
Hyaluron- CD44 schwach auf Hyaluronsaure  (evt. Rolling
Saure- CD45RA+ , und )
rezeptor stark auf CD45RO+ Transmigration
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1.2.3 Bindung von T-Zellen an Endothelien: Modell einer vierstufigen
Interaktion

Wahrend man urspriinglich annahm, dal3 fur jedes Organ ein distinktes
Adhasionsmolekilpaar auf Endothelzellen bzw. T-Zellen fir organspezifische
Migrationsprozesse von Lymphozyten verantwortlich ist (Butcher, 1986;
Springer, 1990), zeigte sich spater die immense Komplexitat des Systems der
Interaktion zwischen Endothel und T-Zellen, so dal3 zunachst ein zwei Stufen
umfassendes (von Andrian et al., 1991) und spéter ein vier Stufen umfassendes
Modell der T-Zell — Endothelzell-Interaktion beschrieben wurde, welches heute
allgemein akzeptiert ist (Shimizu et al., 1992; Springer, 1994; Dunon et al.,
1996). Die Molekile, die in die Interaktion von Leukozyten mit Endothelien
involviert sind, gehéren im Wesentlichen zu vier verschiedenen Genfamilien:
Selektine und deren Liganden, Chemokine und Chemokinrezeptoren, Integrine
und ihre Liganden, die zu der Immunglobulin-Superfamilie zahlen
(Ubersichtsarbeiten: Fabbri et al., 1999; Seabrook et al., 1999; Baggiolini, 1998;
Dunon et al., 1996; Ebnet et al., 1996; Springer, 1995; Girard und Springer,
1995;).

1. Tethering und Rolling: Selektine mediieren die Initiierung des Zellkontaktes
von Leukozyten mit Endothelzellen. Das Andocken der Leukozyten an die
GefalRwand fuhrt aufgrund der hohen FluRgeschwindigkeit des vorbeiflieRenden
Blutstromes nicht zu einem sofortigen Stop der Zelle, sondern zunachst zum
Abbremsen (,Tethering”) und anschlielBendem ,Rollen® (,rolling®) der Zellen an
der GefalBwand. Wahrend der rasch an der Gefaldwand vorbeistrémende Anteil
der Leukozytenpopulation keine Signale vom Endothel empfangen kann, kann
das Migrationsverhalten der rollenden Zellen durch das Endothel beeinfluf3t
werden. Selektine sind somit von zentraler Bedeutung fir das Rollen von
Lymphozyten am Endothel, gelegentlich kann dies jedoch auch durch die
Ligandenpaare CD49d auf Lymphozyten mit VCAM-1 bzw. MAJCAM auf
Endothelien vermittelt werden (Berlin et al., 1995).

2. Triggering: Chemokine werden von Proteoglykanen auf Endothelien an der
luminalen Oberflache der GefalRe an Leukozyten prasentiert (Tanaka et al.,
1993; Middleton et al., 1997) und von Chemokinrezeptoren auf Leukozyten

erkannt. Aufgrund der Vielzahl von unterschiedlichen Chemokinen sind sie
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ideale Kandidatenmolekile, um zur Spezifitit der Rezirkulation zu
unterschiedlichen Organen beizutragen (Cyster, 1999). Dartber hinaus sind die
Chemokinrezeptoren an G-Proteine gekoppelt, die innerhalb von Sekunden bis
Minuten zur Zellaktivierung (,, Triggering*“) fihren kdénnen.

3. Firm Adhesion: Die Chemokin-Chemokinrezeptor mediierte
Leukozytenaktivierung bewirkt eine Konformationsanderung von Integrinen, die
eine Erhohung ihrer Bindungseigenschaften zur Folge hat. Diese ist
Voraussetzung, damit die initiale, schwache Bindung Uber Selektine und ihre
Liganden verstarkt wird. Fur diese feste Bindung sind auf Endothelzellseite v.a.
ICAM-1 und VCAM-1 (Mitglieder der Immunglobulin-Superfamilie) sowie auf
Leukozytenseite die Integrine LFA-1, Mac-1, VLA-4 sowie das Intregin
alpha4/beta7 verantwortlich.

4. Transmigration: Die feste Bindung ist Voraussetzung fir die anschliel3ende

Transmigration von Leukozyten durch die Gefal3wand.

Die sequentielle Interaktion von Endothelzellen mit Leukozyten ist in Abb. 4

schematisch dargestellt.

Tethering/Rolling Triggering Firm Adhesion  Transmigration

O
P-, E-, L-Selektin Chemokin-Rezeptor Integrine
‘s P
PSGL-1, CLA, PNAd Chemokin Immunglobulin-

Supergenfamilie

Abb. 4  Das Vier-Stufen-Modell der Lymphozytenextravasation.
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1.2.4 Invasion von T-Zellen in die Haut

1.2.4.1 Das kutane Lymphozyten-assoziierte Antigen CLA

Expression von CLA

Die Bedeutung des HECA-452 Antigens fir T-Lymphozyten des Hautorgans
wurde erstmals 1990 beschrieben (Picker et al., 1990a). Dieser Antikorper, der
ursprunglich als spezifischer Marker fiir HEV publiziert wurde (Duijvestijn et al.,
1988), erkennt ein ca. 200 kDa grol3es Glykoprotein, das auf der Zelloberflache
von CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten exprimiert wird. Er ist vorwiegend bei
Gedéachtnis T-Zellen (CD45R0), nicht jedoch bei naiven T-Zellen (CD45RA) zu
finden: Dementsprechend exprimieren HECA-452+ Zellen noch eine Reihe
anderer Adhasionsmolekiile, die vorwiegend auf Gedéachtnis T-Zellen exprimiert
werden, wie z.B. CD2, CD18, CD44 und CD58. T-Lymphozyten des Hautorgans
sind HECA-452+, wohingegen Lymphozyten anderer Organe dieses Antigen
nur sehr gering exprimieren (ca. 5%) (Picker et al., 1990a; Davis und Smoller,
1992; Picker et al., 1994). Dies trifft auch fur primar kutane T-Zell Lymphome
zu: In 89% der untersuchten Biopsien von Mycosis fungoides im Stadium | und
Il war die Uberwiegende Mehrzahl der infiltrierenden T-Zellen HECA-452+,
wohingegen primér extrakutane T-Zell Lymphome Uberwiegend HECA-452-
sind (Picker et al., 1990a; Noorduyn et al., 1992). Die praferentielle Expression
des HECA-452 Antigens auf T-Zellen in der Haut, nicht jedoch in extrakutanen
Geweben fihrte zur Pragung des Begriffes Kutanes Lymphozyten-assoziiertes
Antigen (CLA) (Picker et al., 1990b) in Abgrenzung zu T-Zellen, welche
praferentiell den Magen-Darm-Trakt infiltrieren (mucosal lymphocyte-associated
antigen; MLA; Picker et. al., 1990b).

CLA+ T-Zellen finden sich nicht nur in der Haut im Vergleich zu extrakutanen
Organen in groReren Mengen. Der Prozentsatz der CLA-Expression im
peripheren Blut nach ex vivo-Analyse oder ex vivo-Kultivierung korreliert
dariiber hinaus auch mit dem Vorhandensein oder der Auspragung einer
Hauterkrankung. Dies konnte fir kutane T-Zell Lymphome (Borowitz et al.,
1993), Milch-induziertes Ekzem (Abernathy-Carver et al., 1995) und bei einer
Gruppe von Patienten mit atopischer Dermatitis nachgewiesen werden (Zollner

et al., 2000). Daruber hinaus fanden Santamaria Babi et al., dal3 die
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Nickelsulfat-spezifische T-Zell Proliferation bei Patienten mit
Nickelkontaktdermatitis bzw. die Hausstaubmilben-spezifische Proliferation bei
Patienten mit  atopischer Dermatitis und Sensibilisierung gegen
Hausstaubmilben auf die CLA-exprimierende T-Zell Population beschrankt war
(Santamaria Babi et al., 1995). Die Korrelation der CLA-Expression mit der
Auspragung von Krankheitssymptomen an der Haut legt nahe, dal3 die CLA-
Expression somit speziell fur Erkrankungen des Hautorgans verantwortlich ist.

Chemische Struktur

Wahrend die Korrelation der CLA-Expression mit Erkrankungen des
Hautorgans schon seit einigen Jahren gut dokumentiert ist, war die Struktur des
vom HECA-452 Antikdrper erkannten Epitops lange Zeit unklar. Berg et al.
konnten nachweisen, dal3 Neuraminidase-Behandlung von CLA+ T-Zellen die
Bindung des HECA-452 Antikoérpers an diese Zellen verhindert, was eine
zentrale Rolle von Sialinsaure fur die Funktion von CLA impliziert (Berg et al.,
1991a). Weiterhin  bindet HECA-452 ein sialyl Lewis® p1-3Gal
Humanalbuminkonjugat, nicht jedoch Humanalbumin. AufRerdem bindet es die
isomere Form des Tetrasaccharids sialyl Lewis®, namlich sialyl Lewis? (Berg et
al., 1991b).

GaIBl,4\

GIcNAc-R Le
Fucal,3
GalBl,s\

GIcNAc-R Le?
Fucal,4

NeuAc 0c2,3GaI[31,4\
GIcNACc-R Sialyl Le*
Fucal,3

NeuAc 0c2,3GaI[31,3\
GIcNACc-R Sialyl Le?
Fucal,4

Abb.5 Schematische Darstellung der O-verknupften Oligosaccharide

Le*, Le? sialyl Le* und sialyl Le®.
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CLA ist allerdings von sLe*, das durch den monoklonalen Antikorper CSLEX1
erkannt und v.a. von neutrophilen Granulozyten exprimiert wird, verschieden.
Zwar erkennt HECA-452 neben CLA auf T-Lymphozyten auch sLe* auf
Granulozyten und CSLEX1 auch CLA auf T-Zellen, letzteres jedoch nur zu
einem geringen Prozentsatz (Berg et al., 1991a). Somit erkennt HECA-452
ahnliche, jedoch nicht identische Kohlenhydratseitenketten wie der Antikdrper
CSLEX1. Damit vereinbar ist der Befund, daR auch sLe* v.a. von T-Zellen der
Haut, kaum jedoch von extrakutanen T-Zellen exprimiert wird (Paavonen und
Renkonen, 1992; Munro et al., 1992).

Aufgrund der nahen Verwandtschaft von CLA mit sLe* wird im Folgenden auf
beide  Moleklle eingegangen. Die Transfektion einer humanen
Fucosyltransferase cDNA Kkorreliert mit der de novo Expression von sLe* und
der Bindung an E-Selektin (Lowe et al.,, 1990). Dies konnte annahernd
zeitgleich auch in der Maus unter Verwendung der murinen cDNA fir eine
a(1,3)-Fucosyltransferase gezeigt werden (Goelz et al., 1990). Die funktionelle
Bedeutung von sLe* auf Granulozyten und einigen Tumorzell-Linien fir die
Bindung an E-Selektin konnte weiterhin durch die Blockade der Bindung an E-
Selektin unter Verwendung des anti sLe* spezifischen Antikorpers CSLEX1,
durch Neuraminidase-Vorbehandlung der Zellen sowie unter Verwendung von
sLe*-haltigen Liposomen nachgewiesen werden, welche die E-Selektin
Bindungsstellen und damit die Zell-Zell Interaktion blockierten (Phillips et al.,
1990; Walz et al., 1990). CLA+ T-Zellen binden &hnlich wie sLe*+ Granulozyten
an E-Selektin auf Endothelien und dieses Selektin wird préaferentiell, jedoch
nicht ausschlie3lich, in chronisch entziindeter Haut im Vergleich zu anderen
Organen exprimiert (Picker et al., 1991).

Wahrend die Spezifitat des HECA-452 Antikorpers fur das Tetrasaccharid sLe”
bzw. nahe verwandter Strukturen schon seit einigen Jahren bekannt ist,
konnten die Gruppen um T.S. Kupper und D. Vestweber den Proteinanteil
dieses Antigens naher charakterisieren. So fanden beide Gruppen, dalR CLA
eine posttranslationale Modifikation des P-Selektin Liganden-1 (PSGL-1)
darstellt (Abb. 6) und PSGL-1 der wesentliche Trager der HECA-452
Reaktivitat ist (Fuhlbrigge et al., 1997; Borges et al., 1997).

PSGL-1 ist wahrscheinlich jedoch nicht der alleinige Proteinanteil von E-
Selektin bindenden Oligosacchariden. So konnten Snapp et al. nachweisen,
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dall K562 Zellen, die konstitutiv lediglich a(1,3)-Fucosyltransferase (FucT)-1V,
nicht jedoch FucT-VII oder PSGL-1 exprimieren, durch Transfektion alleine mit
FucT-VII bereits an E-Selektin binden kbnnen (Snapp et al., 1997).

By bk i g gy

- =Rt e

PSGL-1 - wigiiiaisii
wrf RRRRRADE

FucTVII

o
1,3

CLA

Abb. 6 Modifikation von PSGL-1 zu CLA durch die a(1,3)-Fucosyltransferase
Vi

Fir diese posttranslationale Modifikation ist die a(1,3)-Fucosyltransferase VII
verantwortlich (Abb. 6). Die Expression der FucT-VII, nicht jedoch von FucT-IV,
korreliert mit der Bindung von B-Zellen an E-Selektin — unabhangig von einer
evt. sLe® bzw. CLA-Expression (Wagers et al.,, 1996). Diese Ergebnisse
konnten fur andere Zell-Linien durch Transfektion von FucT-VIl bestatigt
werden: So fuhrt die Transfektion mit FucT-VII, nicht jedoch mit FucT-IV, zur
Expression des HECA-452 und CSLEX1 Epitops sowie zur Bindung an E-
Selektin (Wagers et al., 1997). Die Bedeutung von FucT-VII fur sLe*-Expression
und E-Selektin Bindung wurde auch bei FucT-VII defizienten Mausen gezeigt:
FucT-VII -/- Mause wiesen eine verminderte Bindung an E-Selektin auf, ebenso
jedoch auch an P- und L-Selektin (Maly et al., 1996). Dieser FucT-VII Mangel
resultiert somit in einer schweren Leukozytenadhasionsdefizienz. Eine
defiziente Expression von Selektin-Liganden — wie bei der FucT-VII -/- Maus —
ist auch von klinischer Bedeutung: So wurden 1992 und 1999 insgesamt drei
Patienten beschrieben, die einen Defekt in der Oberflachenexpression von

fucosylierten Glykanen aufweisen, darunter auch das sialyl Lewis* Antigen. Die
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Fucosyltransferase-Aktivitaten sind jedoch im Normbereich. Der vermutete
Defekt liegt in der Synthese von GDP-Fucose aus GDP-Mannose (Etzioni et al.,
1992; Marquardt et al., 1999; Becker und Lowe, 1999).

In Abb. 7 ist die Biosynthese von GDP-Fucose, das Substrat der
Fucosyltransferasen, sowie in Abb. 8 die Biosynthese von CLA bzw. sialyl

Lewis* schematisch dargestellt.

L-Fucose L-Fucose —»Fucose-1-P

v

Fucosyliertes
Substrat

GDP-Fucose

T
?

—»—» GDP-D-Mannose —» GDP-4-keto-
6-deoxy-Mannose

GDP-Fucose

D-Glucose Substrat

D-Mannose

Abb. 7 Biosynthese von GDP-Fucose und Metabolisierung der GDP-Fucose

durch Fucosyltransferasen im Golgi-Apparat.
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CLA / sialyl Lewis x

a2,3
Gal NeuNAc

B1,4 |
Fuc GIcNAc
al,3 |
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Fucosyltransferase
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Gal NeuNAc
B1,4 |
GIcNAc
R
Gal
B1.4 ‘ Sialyltransferase
Fuc —— GIcNAc
al,3 |
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Rﬁ pra |
FucT IV GleNAc
R

Abb. 8 Zentrale Rolle der o(1,3)-Fucosyltransferase VII fur die Biosynthese

von CLA bzw. sialyl Lewis”

Zusammenfassend wird das kutane Lymphozyten-assoziierte Antigen
vorwiegend von Gedéachtnis T-Zellen der Haut exprimiert. Es besitzt eine
zentrale Rolle fur die Pathogenese T-Zell vermittelter Hauterkrankungen, da
gezeigt werden konnte, dal3 die Zahl der CLA+ T-Zellen im Blut der Auspragung
von bestimmten Dermatosen korreliert bzw. die krankheitsauslésenden T-Zellen
sich vorwiegend im Pool der CLA+ T-Zellen befinden. CLA ist nahe verwandt
mit dem sialyl Lewis* Antigen, das auf T-Zellen ebenfalls vorwiegend von T-
Zellen der Haut exprimiert wird. Der Proteinanteil von CLA besteht vorwiegend
aus PSGL-1. Fur die Biosynthese von fucosylierten Glykoproteinen wie CLA
und sLe* sind neben Fucosyltransferasen (insbesondere die FucT-VII) auch ein
unbeeintrachtigter GDP-Fucose Stoffwechsel erforderlich.
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1.2.4.2 CLA st der zentrale Ligand des endothelialen Selektins CD62E

Die erste Interaktion von Leukozyten im flieRenden Medium mit Endothelzellen
fuhrt zu einem Rollen der Leukozyten entlang der Gefal3wand. Die Vermittlung
dieses Rollens an der Gefallwand ist die zentrale Aufgabe von Selektinen
(Kansas, 1996). Um diese Aufgabe zu erfillen, ist eine spezielle molekulare
Organisation der Selektine erforderlich, die es ihnen ermoglicht, ihre
Bindungsstrukturen weit entfernt von der Endothelzellwand mit potentiellen
Liganden in Kontakt zu bringen. Dies wird zum einen durch die Grol3e der
Selektine selbst erreicht. Neben der eigentlichen Bindungsdoméne, der sog.
Lectin-like domain, folgen nach den Epidermal growth factor repeats sog.
complement binding (CB) elements. Hiervon gibt es bei dem langsten der
Selektine, dem humanen P-Selektin, insgesamt neun, beim humanen E-
Selektin sechs derartige Domainen. Eine schrittweise Entfernung dieser CB
Elemente fuhrt zu einer schrittweisen Verschlechterung des P-Selektin
mediierten Rollings (Patel et al., 1995). Weiterhin erleichtert die exponierte
Lage der Selektine auf den Mikrovilli den Kontakt mit den Liganden unter
FluBbedingungen (von Andrian et al., 1995).

E-Selektin ist, wie P- und L-Selektin, ebenso in die Induktion des
Leukozytenrolling  involviert.  E-Selektin ~ wird in  HUVEC  durch
proinflammatorische Stimuli wie IL-18 und TNF-a rasch aufreguliert, erreicht
binnen 4-6 h ein Maximum und fallt nach weiteren 12h wieder ab. Der nukleare
Transkriptionsfaktor NF-xB ist von zentraler Bedeutung fur die Aufregulation
von E-Selektin auf Endothelzellen (Montgomery et al.,, 1991). In vivo ist E-
Selektin in zahlreichen Organen bei chronischer Entzindung nicht nur
kurzfristig, sondern dauerhaft exprimiert, dariiber hinaus wird es préaferentiell bei
chronischer Entziindung der Haut im Vergleich zu anderen Organen exprimiert
(Picker et al., 1991; Leung et al., 1991). Es ist fur die Einwanderung sowohl von
Neutrophilen und T-Lymphozyten in einem humanisierten SCID-Maus Modell
verantwortlich (Silber et al., 1994; Yan et al., 1994). Jedoch ist die E-Selektin
Expression auf Endothelien fir CLA+ T-Zellen alleine nicht ausreichend, um in
E-Selektin exprimierendes Gewebe aul3erhalb der Haut auszuwandern (Picker
et al.,, 1994). Als fir die Extravasation potentiell erforderliche, weitere

Adhéasionsmolekilpaare kommen P-Selektin auf Endothelien und PSGL-1 auf
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T-Zellen sowie L-Selektin auf Haut-infiltrierenden T-Zellen und PNAd auf
Endothelzellen in Frage. So konnte gezeigt werden, dal3 neben E-Selektin
Liganden auch die Expression von P-Selektin Liganden fur die Auswanderung
von T-Zellen in die Haut erforderlich ist (Tietz et al., 1998). Dementsprechend
mediieren E- und P-Selektin die Rekrutierung von Thl-Zellen in die entziindete
Maushaut, @ wie durch die Blockade der Einwanderung  mit
funktionsblockierenden Antikorpern nachgewiesen werden konnte (Austrup et
al., 1997). Die Bedeutung des  anderen, oben  genannten
Adhasionsmolekuilpaares unterstreicht die Ko-Expression von L-Selektin auf
CLA+ CD45RO+ T-Zellen (Picker et al., 1990b). Wahrend L-Selektin auf
CD45R0O+ T-Zellen meist im Rahmen des Aktivierungsprozesses durch
Proteasen abgedaut wird, wird dies offensichtlich bei Haut-infiltrierenden
Lymphozyten unterdrickt. Dariiber hinaus wird der Ligand fir L-Selektin, PNAd,
nicht nur auf Endothelien des Lymphknotens, sondern auch in der Haut
exprimiert (Arvilommi et al., 1996; Lechleitner et al., 1999).

E-Selektin ist der  wesentliche Ligand des Haut-assoziierten
Rezirkulationsmolekils CLA auf T-Zellen (Picker et al., 1991; Berg et al., 1991a
und 1991b; Rossiter et al., 1994). Es ist zusammenfassend somit das zentrale
vaskulare Adressin flr die Einwanderung von T-Zellen in die Haut.

Neben der Interaktion von CLA bzw. sLe* mit E-Selektin wurde von einigen
Gruppen die Interaktion von PSGL-1 mit E-Selektin dokumentiert (Goetz et al.,
1997; Borges et al., 1997): PSGL-1 besetzte Mikrospharen banden an E- und
P-Selektin exprimierende CHO-Zell Linien. FiUr diese Interaktion waren zum
einen Positionen innerhalb der ersten 19 Aminosauren von PSGL-1
verantwortlich. So ist die Position 16 mit dem Tetrasaccharid sLe* modifiziert.
Weitere Bindungsstellen fur E-Selektin sollen sich weiter ,innen“ in Richtung
des C-terminalen Endes von PSGL-1 befinden (Goetz et al., 1997). Fur die
Bindung von PSGL-1 an E-Selektin sind bestimmte posttranslationale
Modifikationen des Molekuls erforderlich, die von Li et al. definiert wurden (Li et
al., 1996). So erfordert die Bindung von PSGL-1 an E-Selektin die Expression
von ,core 2 O-linked” Glykanen und somit die Expression des Enzyms core 2
B1-6-N-Acetylglucosaminyltransferase (C2GnT). Diese O-verknipften Glykane
missen adaquat sialyliert und fukosyliert sein. Die Sulfatierung von
Tyrosinresten ist nur fur die Bindung an P-, nicht jedoch an E-Selektin
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erforderlich (Li et al.,, 1996). Somit widerspricht der Nachweis der PSGL-1
Bindung an E-Selektin keineswegs der zentralen Rolle von CLA bzw. sLe* fur
die Bindung an E-Selektin und die Einwanderung von T-Lymphozyten in die
Haut.

CLA und das nahe verwandte sLe* binden an E-Selektin (CD62E) und sind im
Konzert mit der Bindung von PSGL-1 an endotheliales P-Selektin fur das
Tethering und Rolling am Endothel verantwortlich. Da ohne diese initialen
Bindungen die weiteren Schritte in der T-Zell Endothelzell Interaktion nicht
ablaufen kdnnen, sind diese essentiell fir die Extravasation von T-Zellen in die
Haut. Eine Modifikation der Selektin — Selektin-Ligand Interaktion erscheint

somit von wesentlichem therapeutischem Interesse.

1.3 Fragestellung und Ziel der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Klarung molekularer Mechanismen, die
in die Induktion von T-Zell mediierten Dermatosen involviert sind. Nach
Charakterisierung der verstarkten T-Zell Migration in die Haut als zentralem,
pathogenetisch relevantem Aspekt bei der Induktion bzw. Exazerbation von T-
Zell mediierten Dermatosen untersuchten wir therapeutische Strategien zur
Reduktion dieser potentiell pathogenen Migrationsprozesse. Beispielhaft
wurden die haufigen sowie dermatologisch und volkswirtschaftlich bedeutenden
Erkrankungen Psoriasis vulgaris und atopische Dermatitis ausgewahlt. Bei
beiden Erkrankungen ist eine zentrale Bedeutung von T-Zellen in der
Pathogenese unbestritten. Desweiteren haben diese Erkrankungen
gemeinsam, dal3 sie durch Infektionen mit grampositiven Erregern induziert

oder exazerbiert werden kdnnen.

Ausgangspunkt des ersten Teils der Arbeit war somit die Fragestellung,
inwiefern Superantigene als Stoffwechselprodukte von grampositiven Bakterien
in die Pathogenese dieser T-Zell mediierten Dermatosen involviert sind. Dabei
kamen Untersuchungen am Menschen sowie ein von uns etabliertes
xenogenes Transplantationsmodell zur Anwendung. Neben der Untersuchung

der Bedeutung von Superantigenen fragten wir uns, welche Veranderungen des
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Hautimmunsystems durch diese Agentien beobachtet werden kénnen. Da
Superantigene zu einer massiven T-Zell Rezeptor VB spezifischen T-Zell
Stimulation fuhren, fihrten wir Untersuchungen zum T-Zell Rezeptor Repertoire
und zur Expression von T-Zell Adhasionsmolekilen durch, da diese
aktivierungsabhangig reguliert werden.

Im ersten Teil der Arbeit konnten wir eine zentrale Bedeutung von
Superantigenen fur T-Zell mediierte Dermatosen herausstellen, die aufgrund
der von uns erhobenen Befunde zumindest teilweise durch eine Induktion eines
Haut-spezifischen Phanotyps auf T-Zellen durch Superantigene erklart werden
kann. Somit ist ein detailliertes Verstandnis zur Regulation der Expression des
Haut-spezifischen Rezirkulationsmolekiils CLA nicht nur pathophysiologisch,
sondern auch therapeutisch von grof3em Interesse. Aufgrund der Beobachtung,
dal} die bisher bekannten Stimuli von CLA die Aktivierung von NF-«B
gemeinsam haben und auf3erdem NF-kB Bindungsstellen im Promoter des fur
die CLA-Expression verantwortlichen Gens FucT-VII beschrieben sind, fragten
wir uns, inwiefern die CLA Expression und Funktion auf der Ebene von NF-«B
reguliert wird. Zudem wurde der Frage nachgegangen, ob Therapeutika, die
derzeit u.a. bei der Psoriasis und der atopischen Dermatitis eingesetzt werden,
auch eine Modifikation der CLA Expression und Funktion bewirken. Zuletzt
untersuchten wir, inwiefern die CLA-Expression nicht nur auf transkriptioneller,

sondern auch auf posttranskriptioneller Ebene beeinflul3t werden kann.
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2. Material und Methoden
2.1 Zellpraparation und Zellkultivierung
2.11 PBMC

Zur Isolierung von peripheren mononukledren Zellen (PBMC) wurde heparinisiertes
Vollblut von freiwilligen Blutspendern oder Buffy Coats des Blutspendedienstes des
Deutschen Roten Kreuzes, Frankfurt, verwendet. Die Zellen wurden auf Ficoll-Paque
1077 (Biochrom, Berlin) unter Verwendung von LeucoSep Rohrchen (Greiner,
Frickenhausen) geschichtet und fir 20 Minuten mit 400g bei Raumtemperatur
zentrifugiert. Die PBMC wurden anschlieBend aus der sog. Interphase gewonnen
und zweimal mit PBS (Gibco) gewaschen. Die Lymphozyten wurden anschlielend

entweder kultiviert oder fur weitere Isolationsschritte verwendet.

2.1.2 T-Lymphozyten

T-Zellen wurden aus PBMC unter Verwendung des T-Zell Isolierungskits (Miltenyi
Biotech, Bergisch Gladbach) durch Negativselektion entsprechend der
Herstellerangaben gewonnen. Dabei werden PBMC (120x10°%ml) fir 10 Minuten bei
ca. 10°C mit einem kommerziell erhdltlichen Cocktail von Hapten-konjugierten
Antikdrpern inkubiert (20 pl Antikérper pro 107 Zellen), der an samtliche
Leukozytensubpopulationen mit Ausnahme der gewlnschten T-Zellen bindet.
Anschlie3end werden die markierten Zellen fir 15 Minuten bei 10°C mit anti Hapten-
konjugierten, paramagnetischen Microbeads inkubiert (80 pl pro 10’ Zellen),
gewaschen und auf eine sich in einem Magnetfeld (Miltenyi Biotech) befindliche LS
Magnetsaule (Miltenyi Biotech) pipettiert. Die markierten nicht T-Zellen werden durch
die Beladung mit den paramagnetischen Microbeads in den Magnetsaulen
zurtckgehalten, wohingegen die immunologisch ,unberthrten* T-Zellen eluiert
werden. Diese werden durchfluBzytometrisch auf ihre Reinheit Uberprift und

anschlieffend kultiviert. Die Reinheit der isolierten T-Zellen war stets >95%.
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2.1.3 Epidermale Keratinozyten

Primare epidermale Keratinozyten wurden von freiwilligen Probanden nach erfolgter
Aufklarung von spindelformigen Exzidaten der Oberarminnenseite gewonnen. Die
Exzidate wurden mit einem Skalpell in kleine Sticke geschnitten, mit Dispase Il (2
U/ml) Gber Nacht inkubiert und anschlieend die Epidermis vorsichtig von der Dermis
entfernt. Nach Gewinnung einer Einzelzellsuspension durch kurze Inkubation mit
Trypsin/EDTA (0,25%/0,02%) wurden die Zellen mit KGM-2 Medium (BioWhittaker,

Taufkirchen) resuspendiert und in Plastikflaschen zur Expandierung ausgesat.

2.1.4 Kultivierung der Zellen

PBMC bzw. T-Zellen wurden bei 37°C und 5% CO, mit RPMI1640 (Gibco) unter
Zusatz von 10% hitzeinaktiviertem fotalem Kalberserum (FCS; Gibco) oder mit AIM-V
Medium (Gibco) unter Zusatz von 5% FCS inkubiert. Weiterhin wurde den Medien
Penicillin (100 U/ml; Biochrom) und Streptomycin (100 pg/ml; Biochrom) zugesetzt.
Fur Untersuchungen zur Regulation der CLA-Expression wurden PBMC fur 0 — 10
Tage mit den bakteriellen Superantigenen exfoliatives Toxin (ET; 100 ng/ml) und
toxischem Schocksyndrom Toxin-1 (TSST-1; 100 ng/ml; Toxin Technology, Sarasota,
Florida, USA) inkubiert. Als Kontrollen wurden die Zellen entweder unstimuliert oder
mit dem Mitogen PHA (1ug/ml; Biochrom) kultiviert. Hochgereinigte T-Zellen wurden
mit einem Cocktail bestehend aus PHA (1upg/ml), IL-2 (100 U/ml; Chiron
Therapeutics, Ratingen) und TGFB (50 ng/ml; Strathmann Biotech, Hamburg)
ebenfalls fir 0 — 10 Tage inkubiert. Als Kontrollen wurden T-Zellen unstimuliert, nur
mit PHA oder mit PHA und IL-2 kultiviert.

2.1.5 Kokultur von frisch isolierten, humanen Keratinozyten mit autologen
T-Zellen

Epidermale Keratinozyten wurden wie oben erwéhnt isoliert und fir ca. 4 Wochen
expandiert. AnschlieRend wurden von identischen Spendern T-Zellen wie oben

erwahnt gewonnen und mit Keratinozyten kokultiviert. Dazu wurden Keratinozyten in
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24-Napf Flachbodenplatten in KGM ausgesat und nicht adhéarente Zellen nach ca. 12
— 18h durch Mediumwechsel entfernt. Adharente Zellen wurden fiir 48h in An- oder
Abwesenheit von IFNy (1000 U/ml; R&D Systems, Wiesbaden) zur Induktion von
Klasse Il Molekulen inkubiert, Aliquots wurden zur durchfluRzytometrischen Messung
der HLA-DR, -DP und —-DQ Expression entnommen. Die verbleibenden Keratinozyten
wurden nach Mediumwechsel fir 4 Tage mit T-Zellen (2x10%ml) in An- oder
Abwesenheit von bakteriellen Superantigenen koinkubiert. Kontrollansatze mit PHA
als unspezifischem Mitogen wurden ebenfalls durchgefiuihrt. Anschlieend wurde die
Expression von Adhasionsmolekilen auf T-Zellen in Superantigen-stimulierten
Kokulturen im Vergleich zu unstimulierten Kulturen untersucht und der Effekt der
IFNy-Stimulation auf die Superantigen-prasentierenden Eigenschaften der

Keratinozyten tberprift.

2.2 Funktionelle Assays

221 T-Zell Proliferation

PBMC bzw. T-Zellen (Endvolumen 200ul/Bohrloch, 2x10° Zellen/ml) wurden in
RPMI1640 bzw. AIM-V Medium/5% FCS aufgenommen und in Dreifachansatzen in
96-Napf Flachbodenplatten (Nunc, Wiesbaden) pipettiert. Die Zellen wurden mit
Superantigenen  (Exfoliatives Toxin und TSST-1; Toxin Technology) in
Konzentrationen von 100 pg/ml bis 10 pg/ml stimuliert, dartberhinaus wurden
Kontrollansatze in Abwesenheit von Stimulantien bzw. mit PHA (1 pg/ml; Biochrom)
durchgefiihrt. Die Kulturen wurden 4 Tage bei 37°C, 5% CO, inkubiert und
anschlieRend nach Zugabe von 5 pCi *H-Thymidin (NEN, Life Science Products,
Koln) fur weitere 18h kultiviert. Der Einbau von *H-Thymidin in die DNA wurde in
einem Betacounter Wallac 1409 (Wallac, Freiburg) nach Transfer der DNA auf
Filterplatten (Nunc) mit Hilfe eines automatisierten Zellerntegerates (Skatron Cell

Harvester, Molecular Devices, Ismaning) gemessen.
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2.2.2 Statischer Selektinbindungsassay

Losliches E-Selektin- und P-Selektin-IgG Fusionsprotein wurde von R&D Systems
(Wiesbaden) bzw. von PharMinGen (Hamburg) bezogen. Diese Molekile bestehen
aus den extrazellularen Anteilen von E- bzw. P-Selektin, die die Signalsequenz, die
Lektin-artige Domaine, die Epidermale Wachstumsfaktor (EGF)-Domaine und die
Komplement-Domaine (CR-Domaine) beinhalten. Als Immunglobulinbestandteile
besitzen sie die Cy2- und Cx3-Regionen der schweren Kette des Immunglobulins G.
Der Bioassay zur Analyse der Selektin-mediierten Bindung ist im Detail von Aruffo et
al. beschrieben (Aruffo et al., 1991). ELISA-Platten wurden mit Ziege anti-human IgG
Antikdrpern beschichtet (10 pg/ml; Dianova, Hamburg), gewaschen, freie
Bindungsstellen mit bovinem Serumalbumin (1 mg/ml) geblockt und anschlielRend
wurden daran die rekombinanten Fusionsproteine (2 pg/ml) gebunden. Die zu
untersuchenden, unterschiedlich vorbehandelten Zellen wurden mit dem
Fluoreszenzfarbstoff PKH2 entsprechend der Herstellerangaben gefarbt, in 2 mM
CaCl,-haltigem PBS aufgenommen und fur 15 Minuten bei 37°C in den
vorbehandelten ELISA-Platten inkubiert. Die Platten wurden zweimal mit CacCl,-
haltigem PBS gewaschen und die Adhasion mittels eines Fluoreszenz-ELISAs
guantitativ bestimmt. Die unspezifische Zellbindung, gemessen unter Verwendung

eines CD4-IgG Fusionsproteins, wurde abgezogen.

2.2.3 DurchfluRzytometrischer Selektinbindungsassay

0.g. E- bzw. P-Selektinfusionsproteine (1 pg/Test) wurden tber Nacht bei 4°C mit
einem PE-konjugierten Ziege anti human IgG Antikorper (Verdinnung 1:100;
Dianova, Hamburg) inkubiert. AnschlielBend wurden die zu untersuchenden Zellen
mit dem nun PE-markierten Fusionsprotein fur 30 Minuten auf Eis gefarbt, eine
Gegenfarbung wurde mit anti CD3-FITC (10 pl/Test; Becton Dickinson, Heidelberg)
durchgefiihrt. Zur Untersuchung der Spezifitdt der Farbung dienten Markierungen mit
entsprechenden Isotypkontrollantikérpern. Die Messung der Selektinbindung erfolgte
in Calcium- und Magnesium-enthaltendem PBS. Auf weitere Details zur
Durchfluf3zytometrie wird in 2.6 eingegangen.
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2.2.4 Intravitalmikroskopie

Der Versuchsaufbau erfolgte in Anlehnung an eine von von Andrian beschriebene
Methode mit entsprechender Modifikation zur Untersuchung der Mikrozirkulation der
Haut am Ohr (von Andrian, 1996). Adulte C57BL/6 Mause (Charles River
Deutschland, Sulzfeld) wurden mit einem Gemisch aus Xylazin (10 mg/kg/KG) und
Ketanest (100 mg/kg/KG) i.p. anasthesiert. Nach Erreichen einer ausreichenden
Narkosetiefe (nach ca. 10 - 20 Minuten) wurde dem Versuchstier ein Katheter in die
rechte A. carotis implantiert. Die Einlage des Katheters erfolgte nach operativer
Freilegung der Arterie unter mikroskopischer Sicht. Da der Katheter retrograd in die
Arterie eingebracht wird, flie3en die applizierten Zellen in den Aortenbogen und von
dort u.a. in das Beobachtungsgebiet (linkes Ohr). Die Mause werden so plaziert, daf3
das linke Ohr zwischen einem Objekttrager und Deckglas zu liegen kommen kann.
Anschlie3end wurden BCECF (27" -bis-(2-carboxyethyl)-5-(and-6)-
carboxyfluorescein,acetoxymethylester); Molecular Probes, Eugene, OR, USA)
markierte T-Zellen retrograd injeziert und mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops und
einer Videokamera nachgewiesen und aufgezeichnet. Die Rollfraktion wird aus dem
Prozentsatz derjenigen Zellen bestimmt, die mit dem Endothel interagieren und
daran rollen bezogen auf die Gesamtzahl der markierten Zellen, die in dieser Zeit
durch das beobachtete Gefal3 stromten. Da die injezierten Zellen schnell aus der
Zirkulation  abgefangen  werden, koénnen unterschiedlich  vorbehandelte
Zellpopulationen nacheinander in das gleiche Versuchstier injeziert werden. Am
Ende des Versuchs wurde den Versuchstieren 0,5 ml Anasthetikum appliziert und im
Anschlul3 wurden sie durch zervikale Dislokation mit nachfolgendem Ausbluten

getotet.

2.3 Methoden zum Nachweis der DNA-Protein-Interaktion

Gesamtzellextrakte aus 5x10° bis 1x10’ pelletierten T-Zellen wurden in 50 — 100 pl
eines Nonidet P-40/Igepal CA-630 (Sigma) enthaltenden Lysepuffer aufgenommen
und 20 Minuten auf Eis inkubiert (Lysepuffer: 20 mM HEPES pH 7.9, 350 mM Nacl,
20% Glycerol, 1% Nonidet P-40/Igepal CA-630, 1 mM MgCl,, 0.5 mM EDTA, 0.1 mM
EGTA, supplementiert mit 20 pg/ml Aprotinin, 5 mM Dithiothreitol und 5 pl/ml
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Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF); Alle Reagenzien von Sigma). Zellfragmente
wurden durch Zentrifugation vom Uberstand entfernt. Die Proteinkonzentration der
Uberstande wurde mit der Methode nach Bradford unter Zuhilfenahme des DC
Protein Standard Assays (Bio-Rad, Munchen) bestimmt. Die Bedingungen der DNA-
Bindung sind im Detail von Schmidt et al. beschrieben (Schmidt et al., 1998). 10 pg
Protein wurden fiir 15 Minuten mit 10.000 cpm 3?P-markierten, doppelstrangigen
Oligonukleotiden (Promega, Mannheim) in 20 pl Reaktionspuffer inkubiert
(Reaktionspuffer: 20 mM HEPES pH 7.9, 60 mM KCI, 50 uM EDTA, 0.1% Nonidet P-
40/Igepal CA-630, 1% Ficoll 400, 2% Glycerol, 0.1ul/ml PMSF, 20 mM Dithiothreitol,
1mg/ml bovines Serumalbumin, 100ug/ml poly(di-dC). Die Bindungsreaktion wurde
durch Zugabe von 1 pl 1M EDTA gestoppt. Die Sequenz der Oligonukleotide war:

5-AGT TGA GGG GAC TTT CCC AGG C-3

3-TCA ACT CCC CTG AAA GGG TCC G-5

Fur die Supershift Assays wurden Antikdrper gegen die p50- oder p65-
Untereinheiten von NF-«xB (Biomol, Hamburg) den Bindungsreaktionen zugegeben.
Die Proben wurden in einem nativen 4%igen Polyacrylamidgel in 0,5 fach
konzentriertem TBE-Puffer fur 2h bei 10 mV/cm aufgetrennt (TBE-Puffer: 90 mM
TrisBase, 90 mM Borsaure, 20 mM Na,-EDTA, pH 8.0). Die getrockneten Gele
wurden bei —80°C uber Nacht exponiert (Kodak XR Filme, Kodak, Stuttgart).

2.4 Methoden zum Nachweis der MRNA Expression der

Fucosyltransferase-VII

Totale zellulare RNA von 1x10° Zellen wurde unter Verwendung von TRIzol
entsprechend der Herstellerangaben (Life Technologies, Eggenstein-Leopoldshafen)
isoliert. Die RNA wurde in Nuclease-freiem Wasser (Promega) aufgelost, die RNA
Konzentration und Reinheit spektrophotometrisch tber ihre optische Dichte bei 260
und 280 nm bestimmt (Ultrospec 2000, Pharmacia Biotech, Freiburg). Die reverse
Transkription des Templates und die PCR wurden unter Verwendung des Access
RT-PCR Systems, einem sog. “one tube, two enzyme system” durchgefihrt
(Promega). Dazu wurden 10 — 20 ng totale RNA in einem Endvolumen von 50 ul
Reaktionspuffer aufgenommen (Reaktionspuffer: 0,75 mM MgSO,, 1x konzentrierter
Avian Myeloblastosis Virus (AMV) / Thermus flavus (Tfl-) Reaktionspuffer, 200 uM
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der einzelnen dNTPs, 5 Einheiten AMV reverse Transkriptase und 5 Einheiten Tfl
DNA Polymerase; Promega).

Sense und Antisense Primer wurden der RT-PCR in einer Endkonzentration von 1
MM zugegeben. Die Sequenz des Fucosyltransferase-VII Vorwartsprimers lautete:
5"-CAC CTC CGA GGC ATC TTC AAC TG-3',

die des Ruckwartsprimers

5-CGT TGG TAT CGG CTC TCATTC ATG-3" (MWG Biotech, Grafing).

Die RT-PCR Bedingungen waren im einzelnen: Reverse Transkription bei 48°C, 45
Minuten, gefolgt von der Inaktivierung der AMV Reversen Transkriptase bei 94°C, 2
Minuten. Amplifikation Gber 32 Zyklen: Denaturierung bei 94°C, 1 Minute, Annealing
bei 70°C 1 Minute, Primerextension bei 69°C, 2 Minuten. Abschliel3end ein einzelner
Zyklus bei 68°C uber 5 Minuten. Die Amplifikation unter Verwendung der FucT-VII
Primer resultierte in einem PCR-Produkt von 497bp. Zur Uberpriifung, inwiefern
gleiche Mengen Template bei den RT-PCR Reaktionen eingesetzt wurden, wurde als
Kontrollgen der ADP Ribosylation Faktor 3 (ARF3) koamplifiziert. Dieser wird durch
die Kulturbedingungen nicht reguliert und sollte bei allen verwendeten Proben im
Agarosegel Banden gleicher Intensitdt ergeben. Die Sequenz des ARF3
Vorwartsprimers lautete:

5-CTT TGG AAA CCT TCT CAA GAG CC-3’,

die des Ruckwartsprimers

5-TAG TGT CTC CAG AGG GGT CGA ATC-3" (MWG Biotech).

Die ARF3-Primer wurden den RT-PCR Reaktionen in einer Endkonzentration von
0,75 uM zugegeben, das Amplifikationsprodukt hatte ein Lange von 231 bp. Die
PCR-Produkte wurden auf einem 2%igen Agarosegel aufgetragen und mit
Ethidiumbromid gefarbt. Die amplifizierten FucT-VIlI Produkte wurden sequenziert
und waren innerhalb des amplifizierten Anteils mit der publizierten FucT-VII Sequenz
identisch (Sasaki et al., 1994). Um eine Verunreinigung mit genomischer DNA
auszuschlieRen, wurden Kontrollexperimente in Abwesenheit der AMV Reversen

Transkriptase durchgefuhrt.
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2.5 Methoden zum Nachweis der TCR Va und VB mRNA Expression

Fur die TCR Va und VB Analyse der Haut und des peripheren Blutes wurden 0,5 g
Biopsiematerial bzw. 2x10° PBMCs eingesetzt. Die Zellen wurden lysiert und die
totale RNA wie oben beschrieben extrahiert. Die cDNA-Synthese erfolgte mittels
zufallsgenerierter (,random®) Hexamere. Der Gehalt an TCR Va bzw TCR Vp
spezifischer cDNA wurde durch Koamplifikation einer Kontroll-DNA bestimmt
(Manfras et al., 1997; Manfras et al., 1999). Dieser interne Standard besteht aus
synthetischen DNA-Sequenzen, die die gesamten Primer-Bindungsstellen
beinhalten, und ergibt ein Amplifikationsprodukt, das jeweils etwa 50 — 100 bp langer
ist als die korrespondierenden TCR Vo- oder Vp-Amplifikate. Die Va- und V-
spezifischen Amplifikationen wurden unter Verwendung eines spezifischen C-Primers
und 29 verschiedener Va-Primer (Genevee et al., 1992) bzw. 24 verschiedener Vj-
Primer (Hall und Finn, 1992) durchgefuhrt. Die Amplifikation des Erststranges von
einer Menge von ca. 0,05 — 0,1 pg totaler RNA wurde in 15 pl Reaktionspuffer (10
mM Tris-HCI, pH 8,3; 50 mM KCI; 1,5 mM MgCI2; 0,001% Gelatine) mit 5 U Tag-
DNA Polymerase (Gibco), 2 pM der jeweiligen Primer, DNA-Standard und 200 uM
Deoxynukleotidtriphosphat durchgefiihrt. Die RT-PCR wurde tUber 30 Zyklen unter
folgenden Konditionen durchgefiuihrt: Denaturierung 94°C, 1 Min, Annealing 63°C, 1
Min, Primerextension 72°C, 2 Min. Die PCR-Produkte wurden auf einem 2%igen

Agarosegel aufgetrennt.

2.6 Methoden zum Nachweis der (Glyko-) Proteinexpression

2.6.1 DurchfluRzytometrie

PBMC, T-Zellen oder Keratinozyten wurden nach den entsprechenden
Kulturbedingungen aufgenommen, pelletiert und mit Hilfe der direkten oder indirekten
Immunfluoreszenz markiert. Im Falle der indirekten Immunfluoreszenz wurden die
Zellen mit nicht-markierten Antikdrpern fur 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert,
anschlie3end erfolgte nach einmaligem Waschen die Markierung mit FITC- oder PE-
konjugierten Sekundarantikorpern. Als Sekundarantikdrper wurden ausschlie3lich
F(ab),-Fragmente anstelle der kompletten Antikdrper verwendet. Diese enthalten

keinen Fc-Anteil und kdnnen somit nicht unspezifisch an CD16 (Fc-Rezeptor) binden,
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was in einer deutlich verminderten Rate an falsch positiver Farbung resultiert. Die
durchfluBzytometrische Messung erfolgte nach einem weiteren Waschschritt. Im
Falle der direkten Immunfluoreszenz wurden FITC-, PE- oder Streptavidin-Tricolour
Red670-markierte Antikdrper (Becton Dickinson) mit den zu untersuchenden Zellen
fur 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, einmal gewaschen und anschlie3end
gemessen. Meist wurde eine Vier-Parameter-Analyse, in einigen Fallen eine Funf-
Parameter-Analyse durchgefiihrt. Diese Parameter beinhalten die Grol3e als
Vorwartsstreulicht (FSC), die Granularitat der Zellen als Seitwartsstreulicht (SSC),
die Fluoreszenz 1 (FITC), Fluoreszenz 2 (PE) sowie ggf. die Fluoreszenz 3 (Tricolour
Red670). Falls mehr als eine Fluoreszenzmarkierung durchgefuhrt wurde, wurden
die Zellen im Falle einer kombinierten indirekten und direkten Immunfluoreszenz
zunachst mit der indirekten Methode markiert, gewaschen und anschliel3end mit der
direkten Methode gegengefarbt. Im Falle von ausschlie3lich direkt konjugierten
Antikdrpern wurden diese meist simultan mit den zu untersuchenden Zellen inkubiert
und nach einem Waschschritt gemessen. Bei allen Messungen wurden stets
irrelevante Kontrollantikorper des gleichen Isotyps zum Nachweis der Spezifitat der
Ergebnisse durchgefuhrt. Die Messungen wurden unter Verwendung eines FACScan
bzw. des Nachfolgegerates FACS Calibur (Becton Dickinson, Heidelberg) mit der
Software Lysis Il bzw. der Nachfolgesoftware CellQuest (Becton Dickinson) nach
standardisierten Verfahren durchgefiihrt. Generell wurde ein Fenster (Gate) um
lymphozytare bzw. keratinozytéare Zellen im Vorwarts- und Seitwartsstreulicht
gesetzt. AnschlieRend erfolgte die Darstellung in einem Histogramm (bei
Einfachfluoreszenz) oder in einem Punktwolkendiagramm (bei Zweifachfluoreszenz),
das sich ausschlie3lich auf die vorher in dem Fenster eingestellten Zellen bezog. Fur
den Fall der Funfparameteranalyse wurden zunachst lymphozytare Zellen im
Punktwolkendiagramm Vorwartsstreulicht/Seitwartsstreulicht eingestellt. In einem
weiteren Schritt wurden unter Verwendung eines Histogramms samtliche
Fluoreszenz 3 (Tricolour Red670)-negative Zellen von der weiteren Analyse
ausgeschlossen. Im  letzten  Analyseschritt wurde dann in  einem
Punktwolkendiagramm die Markierung mit Fluoreszenz 1 und Fluoreszenz 2 (der
ausschlief3lich lymphozytaren und Fluoreszenz 3 positiven) Zellen dargestellt. Bei
Drei- und Vierparameteranalyse wurden 10.000 Ereignisse gemessen, bei

Funfparameteranalyse 20.000 Ereignisse.
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2.6.2 Immunhistochemie

Immunhistochemische Farbungen wurden meist mit einer Immunperoxidase-Technik
durchgefuihrt (Vectastain, Vector, Burlingham, CA, USA oder Universelles
Peroxidasenachweissystem, Coulter-immunotech). Dazu wurden 5 pM dicke
Gefrierschnitte luftgetrocknet, unspezifische Antikorperbindungsstellen mit einer
Proteinlésung blockiert und mit dem Primarantikorper fur ca. 60 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach dem Waschen der Schnitte erfolgte die Inkubation
mit einem gegen den Primarantikdrper gerichteten biotinylierten Sekundarantikérper
fur ca. 30 Minuten bei Raumtemperatur. Nach weiteren Waschschritten wurden die
Schnitte mit Streptavidin-konjugiertem Peroxidase Reagens fur 45 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert, nach erneutem Waschen fur 10 — 40 Minuten Substrat
zugegeben (Diaminobenzidin = DAB oder 3-Amino-9-Ethylcarbazol = AEC) und

anschlieRend eingedeckt.

2.7 Psoriasis-Induktion in der Severe Combined Immunodeficiency

(SCID) Maus durch bakterielle Superantigene

2.7.1 Patienten und Patientenproben

Nach Information und schriftlicher Einwilligung wurden bei drei Patienten mit
chronisch-stationarer Psoriasis bzw. bei drei gesunden Kontrollen Haut- und
Blutproben entnommen. PBMC wurden aus heparinisiertem Vollblut wie oben
beschrieben gewonnen. Vollhaut wurde nach Ortlicher Betdubung von der
Oberarminnenseite exzidiert, von subkutanem Fettgewebe prapariert und fur bis zu

2h bis zur Transplantation in 4°C temperiertem PBS gelagert.

2.7.2 Verwendete Mause und interventionelles Vorgehen

2 — 3 Monate alte, weibliche, C.B17 severe combined immunodeficiency (SCID)
Mause wurden in der Tierversuchsanlage des Universitatsklinikums Ulm pathogenfrei
gehalten. Das operative Vorgehen ist von Boehncke et al. im Detail beschrieben

(Boehncke et al.,, 1994). Mause wurden mittels einer intraperitonealen Injektion
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bestehend aus einer Mischung von Midazolam und Fentanyldihydrogencitrat
narkotisiert. Anschlie@end wurden auf den Ricken der Mause 8 — 10 mm
Durchmesser grof3e humane Vollhautstiicke transplantiert. Die Transplantate wurden
vor Ipsation durch Uberndhen mit einer Tasche aus muriner Haut geschiitzt, in die
eine sterile Fettgaze eingelegt wurde. Ca. 2 — 3 Wochen nach der Transplantation
war die humane Vollhaut komplett angewachsen. Ab dem 28. Tag post
transplantationem wurden intradermale Injektionen wunter die Transplantate
entsprechend der Abb. 9 ausgefihrt. Die Tiere wurden in jeweils drei Gruppen a 2
Mause eingeteilt, wovon einer Gruppe PBS, der zweiten das Superantigen
exfoliatives Toxin (3 pg/Maus; Toxin Technology) und der dritten Gruppe exfoliatives
Toxin subkutan sowie 2x10° PBMC intraperitoneal injeziert wurden. PBMC wurden
dazu uber 48h mit exfoliativem Toxin (100 ng/ml; Toxin Technology) in RPMI1640 in
einer initialen Zelldichte von 1x10° Zellen/ml stimuliert. Drei Tage nach der letzten
Injektion wurden die Tiere getdtet und die Transplantate mit einem Anteil der
umgebenden murinen Haut entnommen. Die Haut wurde bei —80°C bis zur

immunhistochemischen Bearbeitung gelagert.

G
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d40:

Abb. 9 Schema des experimentellen Designs
Aus: Boehncke et al., 1997.
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2.8 Klinische Untersuchungen zum Schweregrad der atopischen

Dermatitis unter dem Einflul bakterieller Superantigene

2.8.1 Probanden und Probandenproben

65 Patienten mit mittelschwerer bis schwerer atopischer Dermatitis, 65 gesunde
Kontrollen sowie 21 atopische Kontrollen wurden nach erfolgter Aufklarung und
Einwilligung in die Studie aufgenommen. Das Vorliegen einer atopischen Dermatitis
wurde entsprechend der Kriterien nach Hanifin und Rajka definiert (Hanifin und
Rajka, 1980). Die Schwere der atopischen Dermatitis wurde mittels des SCORAD-
Index festgelegt (Anonym, 1993). Atopische Kontrollpersonen gaben eine allergische
Rhinokonjunktivitis oder allergisches Asthma in der Vorgeschichte an und wiesen ein
erhohtes Gesamt-IgE (> 140 kU/l) auf. Darlberhinaus konnten im RAST oder im
Pricktest positive Reaktionen auf volatile Allergene nachgewiesen werden. Gesunde
Kontrollen gaben keine atopischen Beschwerden in der Vorgeschichte an, hatten ein
normales Gesamt-IgE und spezifische Sensibilisierungen gegen volatile Allergene
konnten mit den o0.g. Untersuchungen nicht nachgewiesen werden. Die drei
untersuchten Gruppen unterschieden sich nicht signifikant in Alter und Geschlecht.
Invasive Untersuchungen (Blutentnahmen) erfolgten ausschlie3lich im Rahmen der

erforderlichen klinischen Diagnostik.

2.8.2 Einschluf3- und AusschluRkriterien

StudieneinschluRkriterien beinhalteten: Einwilligung nach erfolgter Aufklarung,
Verschlechterung einer vorbestehenden atopischen Dermatitis innerhalb der letzten
vier Wochen vor Vorstellung mit einer mindestens 20%igen Zunahme der involvierten
Korperoberflache (bei Patienten mit atopischer Dermatitis), Alter > 17 Jahre.

StudienausschluRkriterien beinhalteten: Stabiler Erkrankungszustand, antibiotische
oder systemische immunsuppressive Therapie innerhalb der letzten vier Wochen vor

Vorstellung, Alter < 18 Jahre.
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2.8.3 Isolation von S. aureus und Nachweis der von S. aureus produzierten

Superantigene

Bei der Erstvorstellung der Probanden wurden von gesunder (Kontrollen) oder
erkrankter Haut (Patienten) an den Ellenbeugen und der Nasen- und
Rachenschleimhaut bakterielle Abstriche enthommen. Die Probentrager wurden auf
nicht-selektive Blutagarplatten sowie auf Mannitolagarplatten mit 7,5% NacCl
ausgestrichen. Kolonien von nicht-selektiven Agarplatten, die makroskopisch als S.
aureus-lsolate definiert wurden, wurden mittels ihrer Agglutinationsfahigkeit im
StaphSlide Kit (BioMerieux, Marcy | etoile, Frankreich) weiter charakterisiert. Um die
Produktion von Staphylokokken-Superantigenen nachzuweisen, wurden jeweils 5
Kolonien fir 24h bei 37°C in einer sog. Hirn-Herz-Infusionslosung kultiviert.
Uberstande wurden unter Verwendung der Oxoid Toxin Detektions Kits TST-RPLA
bzw. SET-RPLA (Unipath Limited, Hampshire, England) zur Detektion von TSST-1
bzw. von SEA - SED entsprechend der Herstellerangaben durchgefihrt. Die
Sensitivitat dieser Testmethode wird mit 0,5 ng/ml (SET-RPLA) bzw. mit 2 ng/ml
(TST-RPLA) angegeben.

2.9 Statistische Auswertung

Die erhobenen Daten sind — soweit nicht anders erwdhnt — als Mittelwert+
Standardabweichung angegeben. Die statistische Auswertung erfolgte fur
parametrische, ungepaarte Werte unter Verwendung des Welch’s t-Test mit Hilfe der
BIAS 5.01 Software (H. Ackermann, Frankfurt). Falls zuldssig wurden fir
parametrische, gepaarte Proben der Student’s t-Test verwendet, beim Vergleich von
mehr als 2 Parametern kam der Kruskal-Wallis Test oder ANOVA zur Anwendung.

Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant bewertet.
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3. Ergebnisse

3.1 Bakterielle Superantigene spielen eine bedeutende Rolle bei der

Induktion von T-Zell mediierten Hautkrankheiten

3.1.1 Induktion einer psoriasiformen Dermatitis durch ein bakterielles
Superantigen in einem SCID-hu xenogenen Transplantationsmodell

Die Psoriasis vulgaris, erstmals im Jahr 1803 von Robert Willian als
Erkrankungsentitat beschrieben, ist gekennzeichnet durch umschriebene, scharf
begrenzte, erythematdse, silbrig-weil3 schuppende Plaques, welche vornehmlich an
den Streckseiten der Extremitaten lokalisiert sind. Histologisch ist diese Erkrankung
durch eine epidermale Hyperproliferation, Akanthose und Papillomatose
gekennzeichnet. In der Epidermis und insbesondere in der oberen Dermis findet sich
ein dichtes lymphozytares Infiltrat. Zahlreiche Faktoren sind an der komplexen
Pathogenese der Psoriasis vulgaris beteiligt. So legen die epidermalen
Veranderungen einen primaren Defekt in der Regulation der
Keratinozytenproliferation nahe. Andererseits wurde jedoch in den letzten 10 Jahren
eine zentrale Bedeutung von T-Zellen fir die Pathogenese der Psoriasis
hervorgehoben. Daflr sprechen die Induktion einer Psoriasis bei einem Patienten
sechs Monate nach Durchfihrung einer allogenen Knochenmarktransplantation von
einem psoriatischen Zwillingsbruder (Gardembas-Pain et al.,, 1990) oder die
erfolgreiche Therapie mit anti-CD4 Antikdrpern (Prinz et al., 1991; Nicolas et al.,
1991), einem DABsgolL-2 Toxin (Gottlieb et al., 1995) oder der Blockade der T-
Zellkostimulierung durch ein CTLAA4-Ig-Fusionsprotein (Abrams et al., 1999). Ein
weiterer Hinweis fir die Bedeutung von T-Lymphozyten bei der Pathogenese der
Psoriasis ist die Korrelation der Schwere der Erkrankung mit der Zahl der
epidermalen CD8+ T-Zellen (Krueger et al., 1995). Die Bedeutung von CD4+ bzw.
CD8+ T-Zellen fur den Verlauf der Psoriasis wird allerdings kontrovers diskutiert, da
andere Arbeiten den Erkrankungsbeginn mit der Einwanderung von CD4+ und die
Remission mit einer Zunahme von CD8+ T-Zellen in der Epidermis korrelieren
konnten (Baker et al., 1984).

Um die Bedeutung der einzelnen Komponenten des Hautimmunsystems sowie

einzelner exogener Faktoren bei der Induktion der Psoriasis naher zu untersuchen,
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wurde ein xenogenes SCID-hu Transplantationsmodell entwickelt. In diesem Modell
sollte die Bedeutung von T-Zellen sowie von bakteriellen Superantigenen bei der
Induktion der Psoriasis analysiert werden. Der Begriff ,Superantigene® wurde fur eine
Gruppe von Substanzen gepragt, die grof3e Anteile der T-Zell Rezeptor Vp+ Zellen
stimulieren kdénnen. Im Gegensatz zu konventionellen Peptid-Antigenen binden
Superantigene nicht innerhalb der MHC-Bindungsgrube, sondern bewirken eine Art
Bruckenbildung zwischen MHC-Klasse Il Molekil und TCR VB Kette der T-Zelle
(Abb. 10).

MHC
Klasse Il

Super-

Peptid antigen

Abb. 10 Interaktion eines Superantigens im Vergleich zu einem Peptid-Antigen mit
Antigen-prasentierenden Zellen (APC) und T-Zellen.
Nach: Boehncke und Zollner, 1999.

Die Bindung von Superantigenen an die VB Kette des TCR ist verantwortlich fir die
Aktivierung eines grofR3en Anteils der T-Zellen, da die Frequenz einzelner Vp-Ketten
bis zu 10% des gesamten T-Zell Repertoires betragt (z.B. TCR VB2) und dartber
hinaus einzelne Superantigene an verschiedene TCR Vf Ketten binden kdnnen
(Tab. 4). Dermatologisch relevante Superantigene werden insbesondere von
Staphylokokken und Streptokokken produziert. Diese Keime finden sich in grol3er
Zahl auf der Haut sowie z.T. auf der Schleimhaut von Patienten mit Psoriasis vulgaris
(Marples et al., 1973) oder atopischer Dermatitis (Leung et al., 1993a). Dartber

hinaus produzieren Keime, die von der Haut isoliert wurden, bakterielle
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Superantigene, was mit einer Veranderung des TCR V[ Repertoires von T-Zellen der

Haut korreliert werden konnte (Leung et al., 1993b; Lewis et al., 1993).

Tabelle 4: Superantigene und mit diesen interagierende VB-Segmente

Bakterium Superantigen Interagierendes VB-Segment
Staphylokokken SEA 1.1,53,6.3,6.4,6.9,7.3,7.4,9.1, 18
SEB 3,12, 14, 15, 17, 20
SEC1 12

SEC2 12, 13.2, 14, 15, 17, 20
SEC3 5,12,13.2

TSST-1 2
ET* 2

Streptokokken SPE-A 2,12, 14, 15
SPE-B 8

SPE-C 1,2,51,10
pepM5 2,4,8

Nach: Boehncke und Zollner, 1999.

*Nach Fleischer und Bailey ist exfoliatives Toxin kein Superantigen und das von uns verwendete
Produkt des Herstellers Toxin Technology mit einem anderen, nicht bekannten Superantigen
verunreinigt (Fleischer und Bailey, 1992). In spateren Arbeiten wurde daher anstelle von ET TSST-1

verwendet, das ebenfalls TCR Vp2+ T-Zellen stimuliert.

Da bakterielle Superantigene (1) einen groRen Anteil des T-Zell Repertoires aktivieren
konnen, (II) bakterielle Infekte insbesondere der Psoriasis guttata vorausgehen und
(1) T-Zellen eine zentrale Rolle fir die Pathogenese der Psoriasis spielen, wollten
wir in dem xenogenen SCID-hu Transplantationsmodell die Bedeutung bakterieller

Superantigene bei der Induktion der Psoriasis Uberprifen.

Der Phanotyp der Hauttransplantate wird durch das interventionelle Vorgehen nicht
beeinfluf3t.
Dazu wurde — wie oben ausgefihrt — nichtlasionale Haut von Psoriasispatienten bzw.

Haut gesunder Kontrollen auf die SCID-Maus transplantiert. Ab dem 28.
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postoperativen Tag wurde insgesamt viermal im Abstand von jeweils drei Tagen
Kochsalz oder das Superantigen exfoliatives Toxin (ET) intradermal in das
Transplantat gespritzt. Eine dritte Gruppe von Mausen erhielt neben der
intradermalen Injektion von ET zuséatzlich intraperitoneale Injektionen von ET-
stimulierten PBMC. Zunachst wurde der Einflu3 von unspezifischen Irritationen durch
repetitive Injektionen in das Transplantat untersucht. Diese Kontrolle ist insbesondere
bei Untersuchungen zur Psoriasis vulgaris von besonderer Bedeutung, da die
Induktion dieser Erkrankung durch einen sog. isomorphen Reizeffekt (Kdbner
Phanomen) bekannt ist (Melski et al., 1983). Dazu wurde PBS Uber einen Zeitraum
von zwei Wochen intradermal in die Transplantate injeziert, um eine chronisch-
mechanische Irritation zu imitieren. Danach wurden die Mause getétet und die
Transplantate histologisch und immunhistochemisch untersucht. Sowohl die Haut
von gesunden Kontrollen als auch die nichtlasionale Haut von Psoriasispatienten
wurde durch diese Injektionen nicht beeintrachtigt (Boehncke et al., 1994; Nickoloff et
al., 1995b). So zeigten sich bei beiden Gruppen keine nennenswerten Unterschiede
in der Epidermisdicke oder dem Papillomatoseindex (Abb. 11). Immunhistochemisch
exprimierten nur vereinzelt basale Keratinozyten das proliferationsassoziierte Antigen
Ki67. Weiterhin zeigte sich keine ICAM-1 Expression in PBS-behandelten
Transplantaten sowie ein nur sehr gering ausgepragtes Infiltrat aus Neutrophilen und

CD3+ Lymphozyten (Daten nicht gezeigt).

Wiederholte intradermale Injektionen des bakteriellen Superantigens ET induzieren
eine psoriasiforme Dermatitis.

Wahrend die Injektion von PBS keine morphologischen Veranderungen der
Transplantate bewirkte, induzierte die Injektion von ET in die nichtlasionale
Psoriasishaut sowohl makroskopisch als auch mikroskopisch einige klassische
Zeichen der Psoriasis. So kam es zu einer ausgepragten Akanthose mit einer
Zunahme der Epidermisdicke um den Faktor 2 — 3 im Vergleich zu PBS-Behandlung.
Diese ist auf eine Zunahme der Keratinozytenproliferation zuriickzufiihren, was durch
eine verstarkte Expression von Ki67 nachweisbar ist. Weiterhin fand sich eine
Verdoppelung des Papillomatoseindex sowie eine fokale ICAM-1 Neoexpression
uber der papillaren Dermis (Daten nicht gezeigt; Boehncke et al., 1996 und 1997).
Letzteres gilt als ein charakteristisches Zeichen von kutanen Entziindungen und ist

besonders fiir die Psoriasis typisch (Uemura et al., 1993). Ahnlich der PBS-
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Behandlung fanden sich auch nach ET-Injektion nur wenige T-Lymphozyten, jedoch
zeigte sich ein deutliches Neutrophileninfiltrat. Somit kann man folgern, dal3 das
Superantigen ET alleine bereits ausreichend ist, eine psoriasiforme Dermatitis in
diesem Modell zu induzieren. Voraussetzung dafir ist allerdings ein bestimmtes,
konditioniertes Mikromilieu bzw. bestimmte genetische Voraussetzungen, da bei
gesunden Kontrollen ET keine derartigen Effekte zeigte. Somit ist die
Beruicksichtigung des genetischen Backgrounds bei Untersuchungen zum Einfluf3
von Superantigenen auf Immundermatosen von entscheidender Bedeutung (Jappe
et al., 1998; Zollner und Kaufmann, 1999).
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Abb.11 Zunahme der epidermalen Dicke und des Papillomatoseindex der
Transplantate von Psoriasispatienten nach Injektion von exfoliativem
Toxin.
Exfoliatives Toxin (ET; 3pug/Maus) oder Kochsalz wurde intradermal in die auf die SCID-
Maus transplantierte Haut von gesunden Kontrollen (schraffierte Balken) oder in die
perildsionale Haut von Psoriasispatienten (schwarze Balken) wie in Material & Methoden
beschrieben injeziert. AnschlieBend wurde die epidermale Dicke [pum] und der
Papillomatose-Index bestimmt. Dargestellt ist der Median sowie die maximalen und

minimalen Werte. Aus: Boehncke et al., 1996.
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Die intraperitoneale Injektion von Superantigen-stimulierten PBMC verursacht ein
CD3+, CLA+ Infiltrat in den Transplantaten von Psoriasispatienten.

In frheren Untersuchungen wurde gezeigt, dald die intraperitoneale Injektion von T-
Zellen in dem xenogenen SCID-hu Transplantationsmodell nicht zur Induktion einer
Psoriasis fuhrt (Boehncke et al., 1994). Aufgrund der oben geschilderten, zentralen
Rolle von T-Zellen fur die Psoriasis untersuchten wir den Effekt von Lymphozyten in
diesem Psoriasisinduktionsmodell. PBMC, die von denselben Probanden bzw.
Patienten wie die jeweiligen Transplantate entnommen wurden, wurden fir 48h in
vitro mit ET (100 ng/ml) stimuliert und anschlieRend intraperitoneal injeziert (2x10°
Zellen/Maus). Transplantate von Mausen, die sowohl ET als auch ET-stimulierte
PBMC erhielten, unterschieden sich nicht wesentlich von denjenigen Transplantaten,
die ausschlie3lich mit ET behandelt wurden. Dies bezog sich auf alle untersuchten
makroskopischen sowie mikroskopischen Parameter mit einer Ausnahme: Wahrend
bei ausschlie3lich ET-behandelten Mausen nur ein sparliches lymphozytéres Infiltrat
anzutreffen war, kam es bei ET- und PBMC-behandelten Mausen zu einer
ausgepragten T-Zell Infiltration der Haut, was durch Farbung mit zwei verschiedenen
gegen humane T-Zellen gerichtete Antikdrpern nachgewiesen werden konnte. Die
infiltrierenden T-Zellen exprimierten weiterhin das Haut-spezifische
Adhasionsmolekil CLA. Somit konnten wir folgern, dal3 in diesem experimentellen
Modell die zusatzliche Verabreichung von Lymphozyten keinen funktionellen Einfluf3
auf die Auspragung der Erkrankung hat. Eine fehlende Invasion der injezierten Zellen
in das Transplantat als mdgliche Ursache hierfir konnten wir ausschlieRen
(Boehncke et al., 1996; Boehncke et al., 1997).

Das gemeinsame Auftreten von epidermaler Hyperproliferation und Entziindung ist
ein charakteristisches Merkmal der Psoriasis. Histologisch finden sich
Hyperparakeratose, Akanthose, Papillomatose sowie Kapillarerweiterungen und
Lymphozyteninfiltration der oberen Dermis und Epidermis. Obwohl transgene
Tiermodelle (Hammer et al., 1990; Wilson et al., 1990) und Mutationen bei Mausen
(Sundberg et al., 1994) beschrieben sind, deren Haut einige Merkmale der Psoriasis
aufweisen, gab es zu der Zeit, als die hier geschilderten Experimente durchgefihrt

wurden, kein Tiermodell, in dem die Bedeutung einzelner Komponenten des
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Immunsystems bzw. der Umwelt dissektiert werden konnten®. Deswegen suchten wir
nach einem Tiermodell, in dem eine T-Zell mediierte Dermatose durch
proinflammatorische Stimuli getriggert werden konnte. Da es einige Hinweise daflr
gab, dalR es sich bei der Psoriasis um eine T-Zell-mediierte Autoimmundermatose
handeln kdnnte, die durch bakterielle Superantigene induziert wird (Valdimarsson et
al., 1995), gingen wir der Frage nach, ob diese immunmodulatorischen Komponenten
in dem etablierten xenogenen SCID-hu Transplantationsmodell von Bedeutung fur
die Psoriasis sein konnten.

Dabei konnte nachgewiesen werden, dal3 das bakterielle Superantigen ET eine
psoriasiforme Entzindung verursacht. Die typischen Merkmale der Psoriasis waren
makroskopisch, histologisch und immunhistochemisch nachweisbar. Insbesondere
die fokale ICAM-1 Neoexpression uber der papillaren Dermis ist fur diese Erkrankung
typisch. Die Induktion einer psoriasiformen Dermatitis war spezifisch flr
Transplantate von nicht-lasionaler Psoriasishaut, da die Injektion von ET in
Transplantate von gesunden Kontrollen keine derartigen Effekte zeigte. Hierfur

konnten folgende Ursachen verantwortlich sein:

¢ In den Transplantaten befinden sich residuelle T-Zellen, wenn auch in geringer
Zahl, die von Superantigenen aktiviert werden. Stimulation dieser Zellen durch
Superantigene konnte ausreichend fiur die Induktion der Entziindungsreaktion
sein. Wenige T-Zellen koénnten dartber hinaus bereits maximale
Entztndungsreaktionen hervorrufen, die durch die Injektion weiterer T-Zellen
nicht mehr zu steigern ist. Hierfir spricht, dal3 bei der allergischen
Kontaktdermatitis der Transfer von nur einer einzigen bzw. sehr weniger T-Zellen
ausreichend ist, um bei einem nicht-sensibilisierten Organismus eine Entziindung
zu induzieren (Marchal et al., 1982; Bianchi et al., 1981).

e Neben T-Zellen kénnen auch andere Zellen des Hautimmunsystems von
bakteriellen Superantigenen aktiviert werden. Hierzu zahlen Antigen-
prasentierende Zellen wie z.B. Zellen des dermalen Monozyten/Makropha-

gensystems (Weber-Matthiesen und Sterry, 1990).

2 Seither sind neben unserem zwei weitere Tiermodelle beschrieben, in denen die Untersuchung von
einzelnen Komponenten des Immunsystems moglich ist (Wrone-Smith und Nickoloff, 1996; Schon et
al., 1997).



ERGEBNISSE UND DISKUSSION 51

Diese kdnnen Superantigene an residente T-Zellen prasentieren und zu einer
Expansion von insbesondere denjenigen T-Zellen fihren, die ein T-Zell Rezeptor
(TCR) VB Segment aufweisen, das mit dem jeweiligen Superantigen interagiert
(s.0.; Nickoloff et al.,, 1993; Strange et al., 1994). Dies fiuhrt zu einer
Verschiebung des TCR VP Repertoires, das bei akuten, nicht jedoch bei
chronischen L&sionen nachweisbar ist (Leung et al., 1995b; Boehncke et al.,
1995). Unter der Annahme einer potentiell autoaggressiven Subpopulation dieser
expandierten T-Zellen erhalten diese in Anwesenheit der proinflammatorischen
Stimuli ihr notwendiges zweites Signal, um die Immuntoleranz zu durchbrechen.
Somit kann im weiteren Verlauf erklart werden, wie es durch Stimulation mit
einem putativen Autoantigen zu einem oligoklonalen T-Zell Infiltrat in der
Psoriasis kommt (Chang et al., 1994; Menssen et al., 1995; Prinz et al., 1999).

Zusammenfassend zeigen diese Daten eindrucksvoll, dal3 das Superantigen ET in
der Lage ist, eine psoriasiforme Entzindung zu induzieren und erklaren somit auf
molekularer Ebene die klinische Beobachtung, daf der Induktion bzw. Exazerbation
gehauft bakterielle Infekte vorausgehen. Unabhangig von den pathogenetisch
relevanten Mechanismen sind genetische Faktoren und damit das Mikromilieu der
Haut entscheidend fir die Etablierung dieser Entziindungsreaktion.
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3.1.2 Die Besiedelung mit Superantigen-produzierenden Staphylococcus

aureus ist mit der Schwere der atopischen Dermatitis assoziiert

Bei der atopischen Dermatitis werden neben genetischen Ursachen auch
Umweltfaktoren bei der Manifestation dieser Erkrankung diskutiert. Bei den
Umweltfaktoren spielen neben Allergenen bakterielle Infektionen bzw. eine massive
bakterielle Besiedelung der Haut mit Staphylococcus (S.) aureus eine besondere
Rolle. So ist die Haut von bis zu 90% aller Patienten mit S. aureus besiedelt (Leyden
et al.,, 1974; Leung et al., 1993a). Eine Bedeutung von S. aureus bei der
Pathogenese der atopischen Dermatitis wird vermutet, da eine antimikrobielle
Therapie einen positiven Einflu3 auf die Entzindungsreaktion der Haut austbt
(Hauser et al., 1985; Lever et al., 1988). Von der Haut isolierte S. aureus Isolate
produzieren Superantigene, v.a. SEA, SEB und TSST-1 (Leung et al., 1993,
McFadden et al., 1993). Da die epikutane Applikation von SEB auf die Haut von
BALB/c Mausen eine starke Entziindung hervorruft, die bei T-Zell defizienten SCID
Mausen unterbleibt, muf3 von einer zentralen Rolle von T-Zellen bei der
Superantigen-mediierten Entziindung ausgegangen werden (Saloga et al., 1996).
Die Einwanderung von T-Zellen in die Haut wird durch Superantigene verstarkt
(Herz et al., 1998; Strickland et al., 1999), was am wahrscheinlichsten durch eine
Induktion des hautspezifischen T-Zell Rezirkulationsmolekils CLA durch
Superantigene verursacht wird (Leung et al., 1995a; Zollner et al., 1996; Zollner et
al., 1997).

Die atopische Dermatitis ist bei ca. 80% aller Patienten mit einem erhéhten Gesamt-
IgE assoziiert. Interessanter Weise fanden mehrere Gruppen auch eine
Beeinflussung der IgE-Produktion durch bakterielle Superantigene (Hofer et al.,
1995; Lester et al., 1995; Neuber et al., 1995; Herz et al., 1998). Trotz all dieser
Evidenzen wurde die Bedeutung von bakteriellen Superantigenen fir die
Pathogenese der atopischen Dermatitis in Frage gestellt, da nur etwa 50% der S.
aureus Isolate Superantigene produzieren und Superantigen-produzierende Isolate
auch bei gesunden Kontrollen gefunden werden (Jappe et al., 1998). In diesen
Untersuchungen sind allerdings genetische Faktoren nicht ausreichend
berlcksichtigt (Zollner und Kaufmann, 1999), da wir in den oben erwahnten
Experimenten zeigen konnten, dal diese fir die Superantigen-mediierte Induktion
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einer anderen T-Zell vermittelten Dermatose, der Psoriasis, von entscheidender
Bedeutung sind (Boehncke et al., 1996; Boehncke et al., 1997).

Somit wollten wir die Pravalenz und Bedeutung von Superantigen-produzierenden S.
aureus Isolaten bei Patienten mit atopischer Dermatitis untersuchen. Dazu
korrelierten wir die Superantigen-Produktion mit der Gesamt-IgE Konzentration, der
Anwesenheit von spezifischen anti-Superantigen IgE Antikérpern, den T-Zell
Aktivierungsmarkern und Adh&sionsmolekilen im peripheren Blut sowie der Schwere
der atopischen Dermatitis, die mit dem SCORAD-Index gemessen wurde. Wir fanden
eine Assoziation zwischen der Besiedelung der Haut oder Schleimhdute mit
Superantigen-produzierenden S. aureus Isolaten und der Schwere der atopischen

Dermatitis.

Superantigen-Sensibilisierung und Gesamt-IgE Konzentration

65 gesunde Kontrollen, 21 atopische Kontrollen und 65 Patienten mit atopischer
Dermatitis wurden auf die Anwesenheit von Anti-Superantigen IgE Antikérper
untersucht. Bei beiden Kontrollgruppen lag das SEA- bzw. SEB spezifische IgE unter
0,7 kU/l (Median SEA und SEB gesunde Kontrollen: je 0,2 kU/I; Median SEA und
SEB atopische Kontrollen: je 0,2 kU/l). Im Gegensatz dazu waren 22/65 der
Patienten mit atopischer Dermatitis (33,8%) gegen SEA und/oder SEB sensibilisiert
(12/22 gegen SEA und SEB; 7/22 gegen SEB und 3/22 gegen SEA). Dabei betrug
der Median von SEA-spezifischem IgE 1,9 kU/I und 1,6 kU/I von SEB-spezifischem
IgE. Die IgE-Konzentration bei Superantigen-sensibilisierten Patienten war verglichen

mit nicht-sensibilisierten Patienten signifikant hoher (Abb. 12).
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Abb.12 Die Gesamt-IgE Konzentration von Superantigen-sensibilisierten Patienten

ist signifikant hoher als bei nicht-sensibilisierten Patienten.

* reprasentiert den Median der Gesamt-lgE Konzentration. SAg-sens., gegen
Superantigene sensibilisierte Patienten (spezifisches IgE >0,7 kU/l); SAg non-sens., nicht
gegen Superantigene sensibilisierte Patienten (spezifisches IgE < 0,7 kU/I). Aus: Zollner
et al., 2000.

Superantigen-Produktion und Gesamt-IgE Konzentration

Bei einer Untergruppe von 104 Personen (50 gesunde Kontrollen, 21 atopische
Kontrollen, 33 Patienten mit atopischer Dermatitis) wurden jeweils drei bakterielle
Abstriche entsprechend standardisierter Verfahren durchgefuhrt (Schmidt und
Schmidt, 1996). Diese wurden von befallener (atopische Dermatitis) oder
unbefallener Haut der Ellenbeugen (Kontrollen), der Nase und dem Rachen
entnommen. Bei 15/50 Kontrollen wurde S. aureus nachgewiesen, davon
produzierten 5/15 Isolaten Superantigene (3x TSST-1, 1x SEB und 1x SEA und
TSST-1). Bei 9/21 atopischen Kontrollen wurde S. aureus nachgewiesen, und auch
hier produzierten 33% der Isolate Superantigene (1x SEA, 1x SEB, 1x SEA und
TSST-1). Bei den Patienten mit atopischer Dermatitis war die Nachweisrate von S.
aureus wie erwartet deutlich hoéher (23/33 Patienten). Bei 13/23 Isolaten (57%)
gelang der Nachweis der Superantigen-Produktion (5x SEB, 3x TSST-1, 1x SEC, 1x
SED, drei weitere Isolate produzierten mehr als ein Superantigen). Im Gegensatz zu
einer Untersuchung bei Kindern mit Neurodermitis (Bunikowski et al., 1999) war bei

Erwachsenen die Frequenz der Superantigen-produzierenden S. aureus Isolate bei
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Superantigen-sensibilisierten Patienten im Vergleich zu nicht-sensibilisierten
unverandert. DarUber hinaus waren v.a. Kinder mit mafiger und schwerer atopischer
Dermatitis gegen Superantigene sensibilisiert, wohingegen in unserer Untersuchung
die Superantigen-Sensibilisierung erwachsener Patienten nicht mit der HOhe des
SCORAD-Index assoziiert war (SCORAD-Index bei Superantigen-sensibilisierten
Patienten 53+18 vs. 48+17 bei nicht-sensibilisierten).

Aufgrund des beschriebenen Einflusses von Superantigenen auf die Produktion von
IgE in vitro untersuchten wir die Gesamt-lgE Konzentration bei Keimtragern, die mit
Superantigen-produzierenden Isolaten besiedelt waren im Vergleich zu denjenigen,
deren Isolate keine Superantigene produzierten. Bei beiden Kontrollgruppen war die
Gesamt-IgE Konzentration tendentiell niedriger bei Personen, die mit Superantigen-
produzierenden Keimen besiedelt waren (Gesunde Kontrollen: Median 81,5 kU/I bei
Superantigen-produzierenden Isolaten im Vergleich zu 113,0 kU/l bei Superantigen-
negativen Stammen. Atopische Kontrollen: Median 412 kU/I bei Superantigen-
produzierenden Isolaten im Vergleich zu 800,0 kU/I bei Superantigen-negativen).
Auch bei Patienten mit atopischer Dermatitis war dieser Trend zu beobachten und
war hier statistisch signifikant (p<0,05). So betrug der Median bei Besiedelung mit
Superantigen-produzierenden Stammen lediglich 3.534 kU/I im Vergleich zu 11.176
kU/I (Abb. 13).
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Abb. 13 Die Gesamt-IgE Konzentration korreliert invers mit der Besiedelung mit
Superantigen-produzierenden S. aureus Isolaten.
* reprasentiert den Median der Gesamt-IgE Konzentration. SAg+, Patienten mit
atopischer Dermatitis bei denen Superantigen-produzierende S. aureus Isolate
nachweisbar waren. SAg-, Patienten, in denen keine Superantigen-Produktion der Isolate

nachweisbar war. Aus: Zollner et al., 2000.

Superantigen-Produktion und SCORAD-Index

In einem SCID-Maus Modell konnte — &hnlich dem von uns publizierten Psoriasis-
Modell — eine Verschlechterung einer allergischen Dermatitis in Anwesenheit eines
Superantigens nachgewiesen werden (Herz et al., 1998). Wir untersuchten daher,
inwiefern sich der Schweregrad der atopischen Dermatitis, gemessen mit dem
SCORAD-Index, bei Patienten mit Superantigen-produzierenden Isolaten von denen
ohne nachgewiesene Superantigen-Produktion unterscheidet. Bei der erstgenannten
Gruppe betrug der SCORAD-Index 58+19 Punkte, bei der letzteren 41+7 (p<0,05;
Abb. 14).
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Abb.14 Die Schwere der atopischen Dermatitis korreliert mit der Superantigen-

Produktion von S. aureus.
* reprasentiert den Mittelwert der SCORAD-Indices. Aus: Zollner et al., 2000.

Superantigen-Produktion und T-Zell Phanotypisierung

Aufgrund der Effekte von Superantigenen auf die T-Zell Aktivierung und
Adhasionsmolekuilexpression untersuchten wir diese ex vivo in den zwei
Patientengruppen. Die absolute und relative Zahl von Lymphozytensubpopulationen
(CD3+, CD3+CD4+, CD3+CD8+, CD19+, CD16/CD56+) war in beiden Gruppen nicht
signifikant verschieden. Anders war dies allerdings bei Oberflachenproteinen, die bei
einer T-Zell Aktivierung aufreguliert sind. So waren das frihe Aktivierungsmolekdl
CD69 und HLA-DR sowohl auf CD3+ und CD3+CD8+ in der Gruppe der Patienten
signifikant aufreguliert, die mit Superantigen-produzierenden Stdmmen besiedelt
waren (Abb. 15; p<0,05). Daruber hinaus war in dieser Gruppe die Expression von
CLA sowie des nahe verwandten CD15s auf CD3+ und CD3+CDA4+ signifikant
aufreguliert (Abb. 15; p<0,05). Die Expression eines Oberflachenantigens, das bei
Darmmucosa-assoziierten Lymphozyten aufreguliert ist (BerACT-8), war bei beiden

Gruppen gleich stark exprimiert (Daten nicht gezeigt).
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Abb.15 HLA-DR, CD69, CLA und CD15s Expression auf T-Zellen korreliert mit dem
Nachweis der Superantigen-Produktion von S. aureus Isolaten.
PBMC wurden von Patienten mit atopischer Dermatitis wie in Material und Methoden
erwéhnt isoliert. Schwarze Balken (SAg+) représentieren Patienten mit Superantigen-
produzierenden Isolaten, offene Balken (SAg-) diejenigen, bei denen keine Superantigen-
Produktion detektierbar war. Dargestellt sind Mittelwerte+Standardabweichung. SAg+:
n=13; SAg-: n=10; p<0,05 fur CD3/HLA-DR, CD3/CD69, CD4/CLA und CD4/CD15s
Expression bei SAg+ vs. SAg-. Aus: Zollner et al., 2000.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dal? Neurodermitis-Patienten, deren Haut mit
Superantigen-produzierenden Staphylokokken besiedelt sind, eine signifikant
schwerere Erkrankung aufweisen im Vergleich zu Patienten, deren Haut mit Keimen
besiedelt war, die keine Superantigene produzierten. Bereits in frilheren Arbeiten
konnte nachgewiesen werden, dald S. aureus Isolate der Haut bzw. Schleimhaut in
etwa 57 — 65% aller Patienten Superantigene produzieren (Leung et al., 1993a;
McFadden et al., 1993; Akiyama et al., 1996). Die von uns gefundene Préavalenz von
54% lag somit im unteren Bereich dieser Ergebnisse. Direkte Evidenz fir eine
pathogenetische Bedeutung von Superantigenen fur die atopische Dermatitis ergab
sich aus Untersuchungen, bei denen diese auf nichterkrankte Haut bei
Neurodermitis-Patienten appliziert wurde. Hierbei kam es zu einer Dermatitis mit
Streureaktionen fernab des Auftragungsareals (Strange et al., 1996). Dartber hinaus
wiesen Uberlebende von toxischem Schocksyndrom eine signifikant héhere Inzidenz
von chronisch-rezidivierenden Dermatitiden auf als Patienten mit septischem Schock

ohne Superantigen-Beteiligung (Michie und Davis, 1996). Auch in Tiermodellen gibt
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es deutliche Evidenzen dafur, dal3 Superantigene (allergische) Dermatitiden negativ
beeinflussen. Mit humaner Haut transplantierte SCID-Mause wurden mit PBMC von
Der p sensibilisierten Patienten rekonstituiert und anschlie3end die transplantierte
Haut mit Superantigenen behandelt. Dies fuhrte zu einer ausgepragten Akanthose,
Parakeratose und Spongiose verbunden mit einem lymphozytdrem Infiltrat. Die
Dermatitis konnte durch simultane Exposition mit Superantigenen und Der p sogar
noch verstarkt werden (Herz et al., 1998). Zusammenfassend lal3t sich aus unserer
und den zitierten Arbeiten schlieen, dal3 S. aureus Superantigene Dermatitiden in
verschiedenen Tiermodellen sowie beim Menschen auslésen bzw. verstarken
konnen.

Um die Mechanismen zu untersuchen, die fir die beobachteten Effekte
verantwortlich sind, wurde in dieser Studie die Gesamt-IgE Konzentration bestimmit,
da (1) IgE bei etwa 80% aller Neurodermitis-Patienten erhdht ist und mit der Schwere
der Erkrankung korreliert (Leung et al., 1998) und (2) die IgE-Konzentrationen durch
Superantigene modifiziert werden. Falls bakterielle Superantigene die atopische
Dermatitis verschlechtern, wirde man eine Zunahme der IgE-Spiegel erwarten. Dies
wurde bei in vitro Untersuchungen berichtet und trifft bei Stimulation mit niedrigen
Superantigen-Konzentrationen (z.B. 0,01 pg/ml TSST-1) zu (Hofer et al., 1995;
Lester et al., 1995; Neuber et al., 1995). Ursachlich fur die Zunahme der IgE-
Produktion ist die T-Zell abhangige B-Zell Aktivierung nach Bindung der
Superantigene an die B-Zell MHC-Klasse Il Moleklle sowie die T-Zell Rezeptor Vj
Ketten der T-Zellen. In Abwesenheit von T-Zellen ist somit keine Veranderung der
Superantigen-abhangigen IgE-Produktion zu beobachten (Hofer et al., 1995).
Wahrend niedrige Superantigen-Konzentration die IgE-Produktion stimulieren, haben
hohe Superantigen-Konzentrationen (z.B. 1 pg/ml) einen gegenteiligen Effekt in vitro
bei PBMC von Neurodermitis-Patienten und gesunden Kontrollen. Die Hemmung der
IgE-Produktion ist wahrscheinlich auf IFNy und/oder IFNa zuriickzufihren, welches in
Anwesenheit von hohen, nicht jedoch bei niedrigen Superantigen-Konzentrationen in
vitro freigesetzt wird (Hofer et al., 1995; Lester et al., 1995; Hofer et al., 1999). In
unserer Studie machten wir die unerwartete Beobachtung, dal’ bei Patienten, deren
Haut mit Superantigen-produzierenden Staphylokokken besiedelt war, die Gesamt-
IgE Konzentration signifikant unter derjenigen von Patienten lag, deren
Staphylokokken keine Superantigene produzierten. Eine &hnliche Beobachtung

wurde auch in dem von Herz beschriebenen SCID-Maus Modell gemacht: So fihrte
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die SEB-Behandlung der mit PBMC rekonstituierten SCID Mause zu einer Hemmung
der allergen-spezifischen IgE-Produktion. Auch in diesem Modell wurde IFNy als
wesentliche Ursache fir diesen Superantigen-mediierten Effekt diskutiert (Herz et al.,
1998). Eine negative Korrelation zwischen IFNy-Spiegeln und Superantigen-
mediierter IgE Produktion wurde auch von anderen Autoren beobachtet (Hofer et al.,
1999). Zusammenfassend deuten unsere Beobachtungen einer verminderten IgE-
Konzentration bei Patienten, deren Haut mit Superantigen-produzierenden S. aureus
Stammen besiedelt ist, daraufhin, daf3 im Hautmilieu relativ hohe Superantigen-
Konzentrationen wirksam sind, die zu einer nennenswerten IFNy-Produktion flhren.
Eine erhodhte IFNy-Produktion ist auRerdem ein typisches molekulares Merkmal der
atopischen Dermatitis (Grewe et al., 1995; Grewe et al., 1998) und die Superantigen-
mediierte verstarkte lokale IFNy-Produktion durch Haut-infiltrierende CD4+ T-Zellen
(Brown et al., 2000) ist wahrscheinlich fur die Verschlechterung des Hautbefundes
verantwortlich.

Andererseits ist zu diskutieren, inwiefern die Gruppe der Patienten, deren Haut mit
Superantigen-produzierenden Stammen besiedelt war, ,weniger” atopisch war als die
Kontrollgruppe und dadurch die verminderte IgE-Konzentration bedingt ist. Falls dies
zutreffen wirde, unterstitzt dieser Befund die Bedeutung von Superantigenen fir die
Verschlechterung der atopischen Dermatitis.

Da Superantigene zu den potentesten Aktivatoren von T-Zellen zahlen (Marrack und
Kappler, 1990), untersuchten wir den Einflul3 von Superantigenen auf T-Zell
Aktivierung und Adhasionsmolekile in vivo. T-Zell Aktivierungsmarker waren in der
Gruppe von Patienten, deren Haut mit Superantigen-produzierenden S. aureus
Stdmmen besiedelt war, signifikant aufreguliert. Weiterhin war die Expression des
Haut-Homing Molekiils CLA sowie des nahe verwandten CD15s auf T-Zellen
signifikant Gberexprimiert. Diese Veranderung des Rezirkulationsverhaltens durch
Superantigene kann zur vermehrten Invasion einer hoch aktivierten T-Zell Population
fuhren. Diese sind in der Lage, in der Haut Zytokine freizusetzen und dadurch andere
Zellpopulationen wie z.B. Keratinozyten zu aktivieren. Dadurch kann eine
bestehende Dermatitis weiter verschlechtert werden.

Andererseits wurde S. aureus nicht von der Haut bzw. Schleimhaut aller Patienten
isoliert. Dies kann zum einen dadurch bedingt sein, dal3 ca. 60% aller Patienten nur
voribergehend mit S. aureus kolonisiert sind (Kluytmans J et al.,, 1997) und

deswegen S. aureus zum Zeitpunkt der Untersuchung nicht gefunden wurde.
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Dartber hinaus produzierten nicht alle S. aureus Stamme Superantigene, sodald
andere Stoffwechselprodukte wie z.B. a- oder B-Toxine fir die Verstarkung der
Dermatitis ursachlich sein kénnen. Schlie3lich sind selbstverstandlich mikrobielle
Faktoren nicht die einzigen Trigger fur eine atopische Dermatitis. So konnte gerade
bei einer Subgruppe von Patienten mit Lebensmittelallergien eine Verschlechterung
der Neurodermitis durch diese Allergene nachgewiesen werden (Reekers et al.,
1999) und dies konnte evt. die Patienten besonders betreffen, bei denen keine
mikrobiellen Ursachen fal3bar sind.

Zusammenfassend konnten wir in dieser Untersuchung nachweisen, dal3 S. aureus
Superantigene fir eine Aggravierung einer atopischen Dermatitis, zumindest bei
einer Subgruppe der Patienten, mit verantwortlich sind. Die T-Zell Aktivierung sowie

Induktion von CLA scheinen hierfiir von zentraler Bedeutung zu sein.
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3.2 Molekulare  Veranderungen des Hautimmunsystems  durch

Superantigene (I): T-Zell Rezeptor Repertoire

3.2.1 Praferentielle Verwendung von distinkten T-Zell Rezeptor Vj

Regionen epidermotroper T-Zellen in der Psoriasis

Die Psoriasis ist — wie die atopische Dermatitis - eine chronisch-rezidivierende
Dermatose, von der ca. 2% der Bevolkerung betroffen sind. Wie oben bereits
ausgefuhrt, spielen T-Zellen bei der Induktion der Psoriasis eine zentrale Rolle.
Neben den oben bereits erwahnten indirekten Evidenzen konnte in den letzten
Jahren deren unmittelbare Bedeutung bewiesen werden. So induzieren ex vivo-
aktivierte, xenogene CD4+ Lymphozyten in einem xenogenen SCID-Maus
Transplantationsmodell eine Psoriasis (Wrone-Smith und Nickoloff, 1996; Nickoloff
und Wrone-Smith, 1999). Auch die Injektion von naiven, HLA-differenten T-Zellen in
SCID-Mause l6st in einem Tiermodell eine psoriasiforme Dermatitis aus (Schon et
al., 1997), obwohl die Relevanz dieser Befunde fur die Psoriasis in Anbetracht der
HLA-Inkompatibilitdt kontrovers diskutiert wurde (Nickoloff und Wrone-Smith, 1997,
Boehncke, 1997). Trotz der nachgewiesenen Bedeutung von T-Zellen bei der
Pathogenese der Psoriasis sind die frihen molekularen Ereignisse, die zur Induktion
dieser Erkrankung fiihren, noch weitgehend ungekléart. In Anbetracht der Tatsache,
dal? insbesondere die Psoriasis guttata, jedoch auch Schibe einer chronisch-
stationaren Psoriasis, mit bakteriellen Infekten einhergehen (Norholm-Pedersen,
1952; Norrilind, 1955; Whyte und Baughman, 1964; Marples et al., 1973; Henderson
und Highet, 1988), ergibt sich die Moglichkeit, bei dieser Erkrankung modellhaft nach
frihen &tiologischen Faktoren zu suchen. So konnten wir oben bereits zeigen, dal3 in
dem von uns etablierten SCID-Maus Modell das bakterielle Superantigen exfoliatives
Toxin in der Lage war, eine psoriasiforme Dermatitis auszulésen.

Da Superantigene durch ihre Bindung an den variablen Anteil der B-Kette des T-Zell
Rezeptors zu einer massiven Aktivierung und Proliferation von T-Zellen in V-
abhangiger Weise fuhren, sollte sich - falls Superantigene in die Pathogenese der
Psoriasis involviert sind — eine Expansion von Superantigen-assoziierten TCR Vf3+ T-
Zellen finden. In der Tat fanden Lewis und Mitarbeiter immunhistochemisch unter
Verwendung von TCR VB-spezifischen Antikérpern eine Uberreprasentierung von

VB2+ T-Zellen bei der Psoriasis guttata (Lewis et al., 1993). Dies allein ist allerdings
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kein Beweis fur eine pathogenetische Bedeutung von Superantigenen, da auch
Antigene eine Expansion von T-Zellen bewirken. Konventionelle Antigene fihren zu
einer klonalen Expansion, die mit Hilfe molekularbiologischer Techniken
nachgewiesen werden kann. Hierzu z&hlt die Analyse des y-Ketten Rearrangements,
welche auch bei o/p+ T-Zellen rearrangiert ist (Sterry und Staib, 1995), die Analyse
des CDR3-Langenpolymorphismus (Manfras et al., 1997) oder die Klonierung und
anschlieBende Sequenzierung der RT-PCR Amplifikationsprodukte (Chang et al.,
1994; Menssen et al., 1995; Leung et al., 1995). Superantigene fihren dagegen zu
einer polyklonalen Expansion einzelner TCR VB+ T-Zellen, die mit einer der o.g.
Methoden von der klonalen Expansion zu unterscheiden ist.

Wir untersuchten zunachst mit Hilfe einer groRen Zahl von TCR Vp-spezifischen
monoklonalen Antikdrpern, inwiefern sich eine Veranderung des TCR VB-Repertoires
in der Haut im Vergleich zum peripheren Blut findet. Mit Hilfe der verwendeten
Antikdrper konnte knapp die Halfte des TCR VpB-Repertoires dargestellt werden,
gegen die andere Halfte existierten zum damaligen Zeitpunkt keine Antikdrper. Der
Vorteil der Untersuchung mit immunhistochemischen Techniken liegt in der
Mdoglichkeit, die exakte Lokalisation der T-Zellen (Epidermis oder Dermis)
zuzuordnen. Die Nachteile dieser Methode bestehen darin, dafld bei Nachweis einer
Verschiebung des Repertoires zwischen Blut und Haut nicht festgestellt werden
kann, ob es sich um ein klonales (d.h. Antigen-verursachtes) Geschehen oder um
eine polyklonale (d.h. eher Superantigen-beeinfluf3te) Expansion handelt. Da jedoch
bei fehlendem Nachweis einer Superantigen-typischen Repertoire Verschiebung ein
Superantigen-Effekt unwahrscheinlich ist, wéahlten wir zunéchst diesen Ansatz. Ein
weiterer Nachteil bestand darin, da3 nur die Halfte des TCR VB Repertoires
untersucht werden konnte.

Nach Einwilligung wurden Biopsien von 9 Patienten mit chronisch-stationarer
Psoriasis exzidiert und bis zur weiteren immunhistochemischen Untersuchung bei —
80°C gelagert. Gleichzeitig wurde heparinisiertes Vollblut enthommen und daraus

PBMC fir die durchfluRzytometrische Analyse des TCR V[B-Repertoires isoliert.
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T-Zell Rezeptor VS Repertoire im peripheren Blut

Im periperen Blut war keine nennenswerte Uberexpression einzelner TCR VB+ T-
Zellen durchfluf3zytometrisch nachweisbar. Die interindividuellen Unterschiede waren
relativ gering. Das Repertoire der Psoriatiker unterschied sich nicht wesentlich von
demjenigen gesunder Kontrollpersonen oder Nickel-sensibilisierter Individuen (Daten
nicht gezeigt). Zu den am haufigsten exprimierten TCR Vp+ T-Zellen zahlten TCR
VB6+ und TCR VB8+ T-Zellen. Keine TCR VB T-Zell Familie Uberstieg einen Anteil
von 20% des gesamten o/pf TCR Repertoires (Abb. 16).

T-Zell Rezeptor VS Repertoire der Haut

Haut-infilztrierende T-Zellen zeigten nur geringe Unterschiede in ihrem TCR Vf
Repertoire verglichen zu T-Zellen des peripheren Blutes. Bei 7/9 Patienten zeigte
sich allerdings eine leichte Uberreprasentation von TCR VB6+ T-Zellen, dhnliches
war bei 6/9 Patienten bei TCR VB8+ Zellen zu beobachten. Auch hier Uberstieg der
Anteil einzelner T-Zell VB Familien nie 20% des gesamten o/ TCR Repertoires
(Abb. 16).
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Abb. 16 Das T-Zell Rezeptor VB Repertoire peripherer Lymphozyten im Vergleich zur
Haut bei chronisch-stationérer Psoriasis.
Die Ergebnisse zeigen den Median, minimale sowie maximale Werte bei 9 Patienten. Die
Werte der epidermotropen T-Zellen bei TCR VB19 und TCR VB22 sind von einem bzw.

von zwei Patienten dargestellt. Aus: Boehncke et al., 1997.
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Praferentielle Expression von TCR Vp19 und TCR V22 bei 3/9 Patienten bei
epidermotropen T-Zellen

Wahrend sich im peripheren Blut und der Dermis keine wesentlichen
Verschiebungen des TCR V[ Repertoires nachweisen lie3en, kam es in der
Epidermis bei 3/9 untersuchten Patienten zu deutlichen Auffalligkeiten. So
exprimierten ca. 40% aller epidermalen T-Zellen bei 1/9 Patienten die TCR VB19
Kette, bei 2/9 Patienten exprimierten 20% aller epidermalen T-Zellen V22, welches

im peripheren Blut und der Dermis kaum anzutreffen war (Abb. 16).

3.2.2 Das T-Zell Rezeptor Repertoire der Haut bei chronisch-stationarer
Psoriasis ist restringiert, zeigt aber keine Haufung von Superantigen-

assoziierten VB-Ketten

Nach Einwilligung wurde von Patienten mit chronisch-stationarer Psoriasis eine 4 mm
Durchmesser groRe Hautprobe aus lasionler Haut am Ellenbogen sowie
heparinisiertes Vollblut entnommen. Die Biopsien sowie die aus dem Vollblut
isolierten PBMC wurden bis zur weiteren Untersuchung bei —135°C gelagert.
Anschliel3end wurde das TCR Va und VB Repertoire des peripheren Blutes und der
Haut wie oben beschrieben analysiert und die Spezifitat der Banden im Southern Blot

nachgewiesen (Daten nicht gezeigt).

Das T-Zell Rezeptor Repertoire der psoriatischen Haut ist im Vergleich zum
peripheren Blut restringiert

Die Amplifikation der Kontroll cDNA sowie der aus den Proben extrahierten und
transkribierten DNA ergab distinkte Banden in der erwarteten Grof3e und den
erwarteten GroRenunterschieden zwischen Kontroll- und Proben-DNA (Abb. 17). Bei
allen Patienten konnte die Uberwiegende Mehrheit der TCR Va und Vp Ketten aus
Proben des peripheren Blutes nachgewiesen werden. Mit Ausnahme von TCR Val9,
Va29, VB14 und VB21 fanden sich in den untersuchten Proben zumindest bei einigen
Patienten spezifische Amplifikationsprodukte. Beim Vergleich der TCR Va bzw. TCR
VB Ketten, die mit der RT-PCR amplifiziert wurden, fanden sich in der Haut stets
weniger Banden als im Blut. Im Durchschnitt waren in der Haut etwa vier Vo bzw. V3

Ketten weniger als im peripheren Blut nachweisbar. Es zeigte sich dabei jedoch kein
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interindividuell reproduzierbares Muster abgesehen von einer Unterreprasentation

der TCR Va8+ und TCR Vp23+ Zellen in der Haut.

Blut

TCR Va 1 5 10 15 20 25 29M
Haut

TCR Va 1 5 10 15 20 25 29M

Abb.17 Beispiel einer RT-PCR der TCR Va-Ketten aus dem Blut und der Haut.
Die totale RNA wurde von 0,5 g Biopsiematerial (Haut) bzw. von 2x10° PBMC (Blut)
isoliert und in cDNA transkribiert. Die cDNA wurde zusammen mit einer synthetischen
Kontroll-DNA unter Verwendung von 29 spezifischen Va bzw. 25 VB Primern und eines
spezifischen C Primers amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden auf einem 2%igen
Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid markiert. Die oberen Banden
reprasentieren die grolReren synthetischen DNA-Amplifikate. Die Zahlen stehen fiir die

jeweiligen TCR Vo, Familien. M: Langenstandard.

Das T-Zell Rezeptor Repertoire der psoriatischen Haut weist keine Anreicherung
Superantigen-spezifischer V-Ketten auf

Die Haufigkeit der einzelnen TCR Vo oder VB Ketten im peripheren Blut der
Patienten zeigten deutliche, interindividuelle Schwankungen. Mit Ausnahme von TCR
VB2 (Median: 10,2%) waren keine TCR Vo oder VB Ketten zu mehr als 10% aller
a/p+ T-Zellen exprimiert (Tabelle 5). Ahnlich dem Repertoire im Blut wies auch das
Repertoire der Haut nennenswerte, interindividuelle Unterschiede auf und auf3er den
TCR VB2+ (Median: 12,3%) T-Zellen war keine andere Familie zu Uber 10% in der

Haut exprimiert.
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Tabelle 5 Kein Nachweis einer Verschiebung des TCR VB Repertoires der Haut

im Vergleich zum Blut bei chronisch-stationarer Psoriasis

Blut? Haut?

Vo
2 7,5 (6,7 -8,7) 5,8 (4,8-7,7)
3 5,6 (4,7-6,6) 7.4 (6,5-8,9)
6 4,9 (4,0-5,6) 7,2 (48-9,4)
10 3,7 (3,0-5,0) 6,9 (4,7-9,3)
11 57 (5.0-6,2) 7,6 (6,7-9,5)
14 7.4 (5,1 -9,4) 8,5 (6,4 -9,8)
21 6,6 (46-7,7) 4,4 (3,3-6,3)
22 7.2 (5,3 - 9,6) 6,4 (5,7 -7,4)
23 5,2 (4,0-6,2) 6,2 (4,4-17.2)
VB
1 47 (2,2-6,7) 6,5 (4,2 - 14,6)
2 10,2 (8,7-12,7) 12,3 (10,9 — 13,5)
3 6,1 (1,6 - 10,3) 9,3 (1,5-15,4)
4 8,1 (6,2 -10,1) 6,2 (1,1-8,7)
5 7,9 (6,5-9,9) 10,3 (7,8 - 12,6)
7 52 (2,6 —9,6) 59 (1,4-8,5)
8 8,6 (5,6 — 13,4) 7,4 (4,9-9,6)
9 6,0 (3.8-7,6) 8,2 (6,4-9,2)
15 45 (2,6 -6,2) 6,2 (3,1-7,9)
17 45 (2,4-17.1) 57 (2,4 -6,9)
19 6.8 (1,2-11,8) 5,0 (0,0-11,7)
22 6,4 (4,4 - 10,6) 37 (0,0 - 7,6)

®Die Zahlen geben die jeweiligen Prozentsatze aller a/f+ T-Zellen an. Genannt ist der Median sowie
minimaler und maximaler Wert (in Klammern) derjenigen TCR Va oder VB Familien, die mehr als 5%

des gesamten Repertoires ausmachen. Aus: Boehncke et al., 1996.

Beim Vergleich des Repertoires der Haut und des Blutes fanden sich fir die
einzelnen TCR Vo bzw. VB Familien sowohl verminderte als auch erhohte
Frequenzen. Kein genereller, interindividueller Trend war dabei nachweisbar.
Insbesondere konnte die von anderen Autoren beschriebene Anreicherung von TCR
VB2, VB5, VB8 oder VP12 nicht nachgewiesen werden. Hierbei handelt es sich
gerade um diejenigen TCR V[ Familien, die typischer Weise durch Staphylokokken-
bzw. Streptokokken-Superantigene expandiert werden (Abb. 18).
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Abb. 18 Ahnliche Verteilung des TCR VB Repertoire des Blutes und der Haut
ausgewahlter TCR VB Familien.

RT-PCR Amplifikationsprodukte wurden auf einem 2%ige Agarosegel aufgetrennt und mit
Ethidiumbromid gefarbt. Anschlie@end wurden die Banden gescannt und densitometrisch
ausgewertet. Der Anteil der jeweiligen TCR VB Familien der Haut (Dreiecke) und des
Blutes (Kreise) sind in Prozent aller TCR VB+ Zellen dargestellt. Aus: Boehncke et al.,
1996.

Ein zentrales histologisches Merkmal der Psoriasis ist die Infiltration mit aktivierten T-
Helfer Zellen. Diese T-Zell Aktivierung kann Antigen- oder Superantigen-mediiert
sein. Da eine Assoziation zwischen der Induktion bzw. Exazerbation der Psoriasis
und bakteriellen Infekten beschrieben ist (Norholm-Pedersen, 1952; Norrilind, 1955;
Whyte und Baughman, 1964; Marples et al., 1973; Henderson und Highet, 1988) und
wir darliber hinaus eine Induktion der Psoriasis durch Superantigene in einem
xenogenen Tiermodell nachweisen konnten (s.0.), sind bakterielle Superantigene
gute Kandidaten fir die T-Zell Aktivierung bei der Psoriasis. Da die Superantigen-
vermittelte T-Zell Aktivierung in TCR VB-spezifischer Weise erfolgt, ist damit eine
Veranderung des TCR Repertoires verbunden. In der Tat wurde von zwei Gruppen
mit unterschiedlicher Methodik (Immunhistologie und RT-PCR mit anschlieRender

Sequenzierung der Amplifikate) eine Verschiebung des TCR VB Repertoires
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beschrieben (Lewis et al., 1993; Leung et al., 1995). Dies wurde insbesondere bei
Patienten mit Psoriasis guttata beobachtet. Bei der Sequenzierung der CDR3-Region
fanden sich keine konservierten Motife, sondern eine grof3e Vielfalt in der Lange und
der Frequenz, was fiur einen Superantigen-mediierten Effekt spricht (Leung et al.,
1995).

Andererseits konnten wir in beiden oben ausgefiihrten Untersuchungen bei Patienten
mit chronisch-stationarer Psoriasis keine Verschiebungen des TCR Repertoires
finden. Methodische Grinde fur diese Differenzen erscheinen unwahrscheinlich, da
wir immunhistochenische und molekularbiologische Techniken einsetzten. Der
fehlende Nachweis einer Verschiebung des TCR Repertoires schlief3t allerdings nicht
grundsatzlich Superantigen-mediierte Effekte aus, da bei der allergischen
Kontaktdermatitis nachgewiesen werden konnte, dafd fur die Induktion einer
Entzindungsreaktion sehr wenige, spezifische T-Zellen erforderlich sind (Bianchi et
al., 1981; Marchal et al., 1982; Kalish und Johnson, 1990). Somit kann eine evt. bei
einer  Subpopulation vorhandene, Superantigen-mediierte  TCR-Repertoire
Verschiebung durch die tUberwiegende Mehrheit der unspezifisch infiltrierenden T-
Zellen verdeckt werden. Daruberhinaus fihrt eine T-Zell Aktivierung durch
Superantigene zu einer initialen Verminderung und erst im weiteren Verlauf zu einer
Zunahme der jeweiligen TCR Vp+ T-Zellen (Wahl et al.,, 1993). Somit spielen
zeitliche Faktoren bei der Detektion eines TCR Repertoire Shifts eine entscheidende
Rolle und konnen ursachlich fur die unterschiedlichen Ergebnisse unserer im
Vergleich zu anderen Arbeitsgruppen sein. SchlieBlich ist die Auswahl des
untersuchten Patientengutes wabhrscheinlich von entscheidender Bedeutung.
Wahrend bei Leung et al. sowie bei Lewis et al. Patienten mit Psoriasis guttata
untersucht wurden, untersuchten wir Patienten mit chronisch-stationérer Psoriasis.
Auch bei einer anderen Arbeit zur chronisch-stationaren Psoriasis wurde keine
nennenswerte Verschiebung des TCR Repertoires nachgewiesen (Moss et al.,
1997). Somit kann man spekulieren, dal’ bei der Induktion der Psoriasis bakterielle
Superantigene von Bedeutung sind, nicht jedoch bei der Aufrechterhaltung des
Erkrankungsprozesses.

Neben Hinweisen fir eine Superantigen-mediierte T-Zell Aktivierung gibt es auch
Evidenzen fiur eine klonale, Antigen-induzierte T-Zell Aktivierung. So fanden Chang
et al. bei CD8+ T-Zellen eine vermehrte Expression von TCR VB3+ und TCR

VB13.1+, die sich bei wiederholten Biopsien zu spateren Zeitpunkten wiederholen
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lieBen (Chang et al., 1994). Auch in anderen Arbeiten ergaben sich bei der
chronisch-stationaren Psoriasis Evidenzen flr einen Antigen-spezifischen Prozel
(Menssen et al., 1995; Vekony et al., 1997; Prinz et al., 1999). Zusammenfassend
lassen sich diese Daten dahingehend interpretieren, dafd abh&ngig von bestimmten
genetischen Faktoren bakterielle Superantigene bei der Induktion der Psoriasis
offensichtlich eine Rolle spielen. Wie im Folgenden noch ausgefihrt wird, induzieren
diese die Einwanderung von T-Zellen tber eine Aufregulation des Haut-spezifischen
Adhéasionsmolekils CLA. Dadurch kommt es zu einer ausgepragten T-Zell Infiltration
der Haut mit hochaktivierten T-Zellen. Diese wiederum sind in der Lage,
proinflammatorische Zytokine freizusetzen, was u.a. zu einer Induktion von Klasse I
Molekilen auf Keratinozyten und damit zu einer verbesserten (Super-)
Antigenprasentation fuhrt. Unter den Haut-infiltrierenden T-Zellen befinden sich auch
potentiell autoreaktive CD8+ T-Zellen, welche im Hautkompartiment ihr putatives
Autoantigen finden und aufgrund der proinflammatorischen T-Zell und
keratinozytaren Stimuli ihre Immuntoleranz durchbrechen. Diese autoreaktiven T-
Zellen proliferieren in situ in Anwesenheit ihres spezifischen Autoantigens und tragen
so zur Aufrechterhaltung der Erkrankung bei (Abb. 19; Boehncke und Zollner, 1999).

Konditioniertes Haut-Kompartiment

Infektion mit Gram-positiven Bakterien

Superantigene ?

cLa t

4

T-Zell Infiltration der Haut

4

HLA-Klasse Il Expression der Keratinozyten

Kostimulierung ?

Aktivierung (auto-)reaktiver T-Zellen

Abb.19 Hypothese einer Superantigen-vermittelten Manifestation der Psoriasis als
T-Zell vermittelte Autoimmunreaktion.
Aus: Boehncke und Zollner, 1999
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3.3 Molekulare  Veranderungen des Hautimmunsystems  durch
Superantigene (1: Expression des hautspezifischen
Rezirkulationsmolekils CLA

3.3.1 Das Superantigen Exfoliatives Toxin induziert die Expression des
kutanen Lymphozyten-assoziierten Antigens auf peripheren

humanen T-Zellen

Wie oben ausgefiuihrt konnte gezeigt werden, dafld bakterielle Infektionen T-Zell
mediierte Dermatosen wie die atopische Dermatitis oder die Psoriasis vulgaris
verschlechtern kdnnen. Daruber hinaus lassen sich von Schleimhauten oder der
befallenen Haut der Patienten Keime isolieren, die bakterielle Superantigene
produzieren. Schlieflich lief3 sich in mehreren Arbeiten eine Verschiebung des TCR
Repertoires der Haut nachweisen, das mit einem Superantigen-mediierten Prozel
vereinbar ist. Da Superantigene zu den starksten Aktivatoren von T-Zellen zahlen,
wurde von zahlreichen Gruppen der Einflu3 dieser bakteriellen Stoffwechselprodukte
auf das Hautimmunsystem untersucht.

Neben der oben geschilderten Bedeutung von Superantigenen fur die Induktion T-
Zell mediierter Dermatosen in verschiedenen in vivo-Modellen sowie fur das TCR
Repertoire der Haut interessierte uns die Frage, inwiefern bakterielle Superantigene
an einer Modulation der Rezirkulation von T-Zellen in die Haut beteiligt sind. Die
rasche Einwanderung von T-Zellen in periphere Organe ist von zentraler Bedeutung
fur die Immunuberwachung des menschlichen Organismus. Sie dient der Erkennung
und Zerstérung von potentiell gefahrlichen Umweltstoffen. Andererseits gibt es
zunehmend Hinweise dafir, dald exzessive Migrationsprozesse zu entzindlichen
Veranderungen und bleibendem Gewebsschaden fihren kdénnen (Albeda et al.,
1994).

Da das initiale Tethering und Rolling von entscheidender Bedeutung fur die
anschlieBenden Prozesse der T-Zell Emigration aus dem Blut in periphere Organe
wie die Haut ist, fragten wir uns, ob bakterielle Superantigene in diesen ersten und
entscheidenden Prozel3 eingreifen. Da CLA auf T-zellularer Seite fir diese initiale
Interaktion mit dem Endothel von entscheidender Bedeutung ist, untersuchten wir die
Regulation der T-Zell CLA Expression durch bakterielle Superantigene.
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Dazu wurden nach Einwilligung sechs gesunden Individuen Blutproben enthommen
und PBMC isoliert. AnschlieBend wurden diese mit unterschiedlichen
Konzentrationen ET (0 — 10 pg/ml), PHA (1 pg/ml), IL-2 (100 U/ml) oder Medium
alleine fir 4 Tage kultiviert und ihre Proliferationsrate bestimmt. Parallel dazu wurden
PBMC fur bis zu 10 Tage mit ET und den entsprechenden Kontrollen kultiviert und
anschlieBend die Expression von CLA auf T-Zellen bzw. auf TCR Vp2+ T-Zellen

durchflu3zytometrisch bestimmt.

Lymphozytenproliferation in Anwesenheit von Exfoliativem Toxin

Die Proliferationsrate von PBMC gesunder Individuen wurde in Abwesenheit bzw.
Anwesenheit von ET (100 pg/ml — 10 pg/ml) untersucht. Bereits bei 100 pg/ml zeigte
sich im Vergleich zu unstimulierten PBMC eine Verdreifachung der Proliferationsrate.
Diese erreichte bei einer Konzentration von 100 ng/ml ET ihr Maximum und fiel
danach wieder ab (Daten nicht gezeigt). Wir verwendeten daher in den folgenden

Untersuchungen eine Konzentration von 100 ng/ml ET.

Einflul3 von Exfoliativem Toxin auf die T-Zell CLA-Expression

PBMC wurden mit ET Uber bis zu 10 Tage stimuliert und zu unterschiedlichen Zeiten
die Zahl der TCR Vp2+ Zellen gemessen. Dabei zeigte sich eine bis zu vierfache
Zunahme der von ET stimulierten TCR Vp2+ Zellen (Abb. 20). Stimulation mit dem
Mitogen PHA veranderte die TCR V32 Expression nicht.
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Abb.20 Das Superantigen ET induziert eine Zunahme von TCR Vp2+ Zellen
PBMC wurden Uber bis zu 10 Tage mit dem Superantigen ET (100 ng/ml) stimuliert. Zu
unterschiedlichen Zeiten wurde die Frequenz von TCR Vp2+ Zellen, die durch ET selektiv
stimuliert werden, mit Hilfe der DurchfluRzytometrie untersucht. Das Histogramm zeigt ein

reprasentatives von drei Experimenten.

Das Superantigen ET induziert die Expression von CLA praferentiell auf TCR V52+
im Vergleich zu TCR V/2- Zellen

Des weiteren induzierte ET die T-Zell Expression zeitabhéngig sowohl auf TCR V2+
und TCR VB2- Zellen. So fand sich bei 2/3 untersuchten Individuen die maximale
CLA Expression am Tag 5, bei 1/3 am Tag 3 nach Beginn der ET-Stimulation. Zu
diesem Zeitpunkt exprimierten bis zu 69% aller CD3+ TCR Vp2+ Zellen das HECA-
452 Epitop (Abb. 21). Daruberhinaus kam es allerdings auch zu einer deutlichen,
wenn auch geringeren Zunahme der CLA Expression auf TCR VB2- T-Zellen, die bei
allen drei Individuen am Tag 5 ihr Maximum erreichte. Die CLA-Expression bei PHA-
stimulierten Kulturen war sowohl auf TCR VB2+ und TCR Vp2- Zellen im Vergleich

zu Kontrollzellen nur leicht erhoht.
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Abb.21 Das Superantigen ET induziert die Expression von CLA praferentiell auf
TCR VB2+im Vergleich zu TCR VB2- T-Zellen.
PBMC wurden Uber bis zu 10 Tagen mit ET (100 ng/ml), PHA (1 pg/ml) oder Medium
stimuliert. AnschlieBend wurde die Expression von CLA auf TCR VB2+ im Vergleich zu
TCR VB2- Zellen durchflulBzytometrisch gemessen. Die Ergebnisse zeigen den

Mittelwert+Standardabweichung von drei Experimenten.

Stimulation der T-Zelle Giber den TCR/CD3-Komplex induziert CLA-Expression.

Um zu untersuchen, ob auch andere Substanzen, die T-Zellen Uber den TCR oder
den CD3-Komplex aktivieren, eine CLA Induktion bewirken, kultivierten wir PBMC mit
dem OKT3 Antikorper (1 pg/ml), der die T-Zelle Gber das CD3 Molekll stimuliert
sowie mit Antigen-spezifischen Stimuli wie purified protein derivative (PPD; Statens
Serum Institut, Copenhagen, Danemark; 15 pg/ml) bei BCG-immunisierten
Probanden und mit hitzeget6teten Staphylokokken, die von Patienten-Isolaten
hergestellt wurden (1x10/ml). Dabei fanden wir die starkste CLA-Induktion durch
Stimulation mit dem OKT3-Antikérper, in geringerem MalRe auch mit Antigen-
spezifischer Induktion durch PPD und die hitzegetdteten S. aureus Isolate (Zollner et

al., 1996; Daten nicht gezeigt).

Die Regulation der T-Zell Migration in die Haut ist derzeit kaum untersucht. Haut-

infiltrierende T-Zellen exprimieren — im Gegensatz zu T-Zellen anderer peripherer
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Organe — den E-Selektin Liganden CLA (Picker et al., 1990a). Die Interaktion von E-
Selektin mit CLA ist von wesentlicher Bedeutung fir das Tethering und Rolling von T-
Zellen am Endothel. Fehlen diese Interaktionen mit dem Endothel, bleibt die
Aktivierung der T-Zellen aus, die durch Chemokin — Chemokin-Rezeptor Interaktion
reguliert wird. Da diese allerdings eine Voraussetzung fur die weitere feste Adhasion
der T-Zellen am Endothel darstellt, ist die initiale E-Selektin — CLA Interaktion
unabdingbar fir die folgenden Prozesse der Interaktionskaskade (McEver et al.,
1995).

Parallel zur Entwicklung von naiven zu Gedachtnis T-Zellen wird auch das HECA-
452 Epitop auf T-Zellen exprimiert (Picker et al., 1993b). Die molekularen
Mechanismen, die daflr verantwortlich sind, sind derzeit nicht vollstandig untersucht.
Es jedoch bekannt, dal3 in Anwesenheit von PHA einige Zytokine wie z.B. TGFj oder
Zytokinkombinationen wie IL-2 + TGFf sowie IL-2 + IL-6, nicht jedoch PHA, IL-2 oder
IL-6 alleine, zu einer Aufregulation der CLA-Expression fihren (Picker et a., 1993b).
Da insbesondere TGFf und IL-6 in grof3en Mengen bei entziindlichen Erkrankungen
der Haut von Keratinozyten produziert werden, wird spekuliert, daf3 diese Zytokine
Uber die LymphgefdBe zu den Lymphknoten drainiert werden, wo sie im
Zusammenspiel mit stimulierenden Signalen der APC zu einer CLA-Induktion auf
naiven T-Zellen fihren kénnen (Picker et al., 1993b).

Da wir und andere einen Zusammenhang zwischen der Induktion bzw. Schwere von
T-Zell mediierten Dermatosen und bakteriellen Superantigenen nachweisen konnten
(Boehncke et al., 1996; Boehncke et al., 1997; Zollner et al., 1997a; Zollner et al.,
2000) und die Infiltration von T-Zellen essentiell fur diese Erkrankungen ist, fragten
wir uns, inwiefern bakterielle Superantigene zu einer Veranderung der T-Zell CLA
Expression und damit des Migrationsverhaltens der T-Zellen fuhren. Unsere Daten
belegen, dal’ die CLA-Expression auf T-Zellen durch das Superantigen ET induziert
wird, nicht jedoch durch das Mitogen PHA. Die Aufregulation betrifft nicht nur die
TCR VB2+ Population, die durch das Superantigen unmittelbar stimuliert wird,
sondern auch — wenn auch in geringerem Umfang — die TCR Vp2- Population
(Zollner et al.,, 1995; Zollner et al., 1996). Unklar bleiben die molekularen
Mechanismen, die zu der beobachteten CLA-Induktion durch Superantigene fihren.
Bei einer ausschlie3lichen Induktion von CLA durch ET auf TCR Vp2+ Zellen
sprache dieser Befund fur eine Involvierung einer Signaltransduktionskaskade tber
die Aktivierung des TCR. In unseren Experimenten fanden wir allerdings eine CLA-
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Induktion auch auf TCR Vp2- T-Zellen. Dies schliel3t somit aus, da3 die T-Zell
Aktivierung Uber den TCR Voraussetzung fur eine CLA-Induktion ist. Zeitgleich zu
den von uns durchgefihrten Experimenten fanden auch andere Autoren eine
Aufregulation von CLA durch die bakteriellen Superantigene SEB und TSST-1, nicht
jedoch durch die Mitogene PHA und OKT3-Antikérper (Leung et al.,, 1995a). Die
Autoren fanden dartber hinaus eine deutliche Stimulation der IL-12 Produktion durch
Superantigene und neutralisierende Antikbrper gegen IL-12 reduzierten die
Superantigen-mediierte T-Zell CLA Induktion (Leung et al., 1995a). Da die Interaktion
von CLA mit E-Selektin, das uberwiegend auf chronisch entziindeten Endothelien der
Haut exprimiert wird (Picker et al., 1991), von zentraler Bedeutung fur die T-Zell
Migration in die Haut ist (Butcher und Picker, 1996; Robert und Kupper, 1999), kann
man aufgrund der o.g. Befunde annehmen, dal} Superantigenstimulation zu einer
verstarkten T-Zell Infiltration der Haut fiihrt. Die Induktion der T-Zell Immigration in
die Haut bei simultaner T-Zell Aktivierung erscheint wesentlich fir die Auslésung von

entzindlichen Dermatosen durch Superantigene.
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3.3.2 Superantigen-, nicht jedoch Mitogen-Stimulation induziert selektiv die

Expression von E-Selektin Liganden auf T-Zellen

Eine optimale Immunuberwachung erfordert eine moglichst rasche Einwanderung
von Antigen-spezifischen Zellen in diejenigen Organe, die Kontakt mit potentiell
gefahrlichen Substanzen aus der Umwelt haben. Um dies zu gewahrleisten, ist eine
zielgerichtete, keine zuféllige Einwanderung von Zellen in die jeweiligen Organe
erforderlich (s.0.). Diese gezielte, wiederholte Einwanderung von immunkompetenten
Zellen in die Organe, in denen ihre urspringliche Aktivierung (Priming) stattfand, wird
Rezirkulation oder ,Homing“ genannt. Das molekulare Korrelat dieses ,Homing" ist
die Expression bestimmter Konstellationen von Adhasionsmolekilen auf den
immunkompetenten Zellen sowie den organspezifischen Endothelien, an die sie
adharieren. Das molekulare Korrelat von Haut-spezifischen T-Zellen ist die
Oberflachenexpression von CLA, welches mit E-Selektin auf Endothelien interagiert.
Wie oben beschrieben, ist CLA mit einem anderen Kohlenhydratepitop — dem
CSLEX-1 Antigen (sLe*/CD15s) — nahe verwandt. Dieses Epitop, das von
neutrophilen Granulozyten exprimiert wird, ist ebenfalls fir die Bindung an E-Selektin
verantwortlich. CD15s wird jedoch nicht oder nur schwach auf ruhenden peripheren
T-Zellen exprimiert, ist jedoch auf T-Zellen der Haut nachweisbar (Munro et al., 1992;
Paavonen und Renkonen, 1992). Wahrend CLA und CD15s fir die initiale Interaktion
mit E-Selektin und damit fiir das Rollen am Endothel verantwortlich sind, sind weitere
Adhéasionsmolekile fur weitere Interaktionen mit dem Endothel verantwortlich, um
schlielich die Extravasation zu gewahrleisten. Zu diesen Molekilen zéhlen auf
Seiten der T-Zellen u.a. die Integrine a4/l (=VLA-4) sowie das al/p2 (=LFA-1,;
Butcher und Picker, 1996).

Um die Spezifitdtt der Superantigen-mediierten CLA-Induktion zu Uberprifen,
untersuchten wir den Einflu3 der Superantigene ET und TSST-1 im Vergleich zu dem
Mitogen PHA auf die Expression einer groRen Zahl von Adhasions- bzw.

kostimulatorischer Molekule.
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Die Stimulation mit dem Mitogen PHA induziert die Expression des ,mucosal
lymphocyte-associated antigen* MLA

PBMC wurden mit den Superantigenen ET (100 ng/ml) bzw. TSST-1 (100 ng/ml), mit
PHA (1 pg/ml) oder unstimuliert fur bis zu 10 Tage kultiviert. Anschlie3end wurde die
Expression zahlreicher  Adhasions- und kostimulatorischer Molekule
durchfluBzytometrisch bestimmt. Die Stimulation von PBMC mit PHA flhrte zu einer
deutlichen Aufregulation der T-Zell MLA Expression. Diese war jedoch nicht
spezifisch fur MLA, da auch die Superantigene ET und TSST-1 zu einer MLA-
Induktion &hnlichen Ausmalles fuhrte, die sich von der PHA-induzierten nicht

signifikant unterschied (Tabelle 6).

Tabelle 6: Expression verschiedener Adhéasionsmolekile auf Superantigen-

stimulierten T-Zellen?

Antikorper-reaktive T-Zellen/Gesamtzahl der T-Zellen [%)]

Mittelwert+Standardabweichung

Antigen Medium PHA ET TSST-1  p°°

CD15s 7,9+3,8 12,8+4,8 30,145,6 31,944,2 p<0,05(1, 2)
CLA 12,3+3,7 21,1+4,8 41,4453 38,5+4,9 p<0,05 (1, 2)
MLA 4,742,3 20,0+4,3 18,943,2 16,9+4,1 n.s. (1, 2)

2PBMC (3x10%ml) wurden mit ET (100 ng/ml), TSST-1 (100 ng/ml), PHA (1 pg/ml) oder unstimuliert
fur 5 Tage inkubiert. Anschlielend wurde die Expression der genannten Adhéasionsmolekile
durchfluBzytometrisch gemessen. Die Ergebnisse stellen die Zahl der Antikorper-reaktiven T-
Zellen/Gesamtzahl der T-Zellen [%] dar. Dargestellt sind Mittelwerte+Standardabweichung von fiinf
unabhéngigen Untersuchungen.

®1: Wahrscheinlichkeit p fur ET versus PHA.

2: Wahrscheinlichkeit p fur TSST-1 versus PHA.

Aus: Zollner et., 1997.

Dartber hinaus fanden sich bei Antigenen, die bereits bei ruhenden T-Zellen stark
exprimiert werden (CD2, CD11a, CD18, CD28, CD29, CD43, CD44, CD50, CD102),
keine signifikanten Unterschiede nach Superantigen- im Vergleich zu Mitogen-

Stimulation oder im Vergleich zu ruhenden T-Zellen. Bei den sog. ,very late antigens*
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(VLA) war bei CDw49c durch PHA und Superantigene eine etwa gleich stark
ausgepragte Induktion zu beobachten (Ruhende T-Zellen: 6,6+3,2%; PHA:
32,2+4,3%; ET: 35,14+4,6%; TSST-1: 35,1+6,8%; ET versus PHA und TSST-1 versus
PHA jeweils n.s.). Andere Integrin a-Ketten wurden dagegen nur deutlich geringer

induziert.

Die Superantigene ET und TSST-1 induzieren die E-Selektin Liganden CLA und
CD15s

Weiterhin untersuchten wir die Expression der E-Selektin Liganden CD15s und CLA.
CD15s war ab Tag 3 nach Beginn der Superantigen-Stimulation im Vergleich zu
PHA-Stimulation signifikant aufreguliert (p<0,05 fir ET und TSST-1 versus PHA). Am
Tag 5 nach Stimulation exprimierten 30,1+5,6 der ET- bzw. 31,9+4,2% der TSST-1
stimulierten T-Zellen das sialyl Lewis* Antigen, wohingegen lediglich 7,9+3,8% der
ruhenden bzw. 12,8+4,8% der PHA-stimulierten T-Zellen dieses Antigen
exprimierten. Aul3er einer signifikanten Aufregulation von CD15s bei Superantigen-
stimulierten T-Zellen im Vergleich zu Mitogen-stimulierten Kulturen wurde auch — wie
bereits oben beschrieben — CLA durch beide Superantigene signifikant im Vergleich
zu PHA aufreguliert (Abb. 22, Tabelle 7).
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Abb. 22 Induktion der CD15s Expression auf T-Zellen durch die Superantigene
TSST-1und ET.
PBMC (3x106/ml) wurden mit ET (100 ng/ml), TSST-1 (100 ng/ml), PHA (1 pg/ml) oder

unstimuliert fir 5 Tage kultiviert. Anschlie@end wurde ihre CD15s Expression unter

Verwendung des CSLEX-1 Antikdrpers durchfluRzytometrisch gemessen. Die im oberen

rechten Quadranten genannten Werte stellen die Zahl der Antikoérper-reaktiven T-

Zellen/Gesamtzahl der T-Zellen [%] dar. Dargestellt ist ein reprasentatives von finf

unabhéngigen Experimenten. Aus: Zollner et al., 1997.

Die Superantigen-mediierte CLA und CD15s Expression persistiert Uber mindestens

10 Tage

Um die Kinetik und Dauer der CD15s Expression zu untersuchen, wurden PBMC flr

bis zu 10 Tage mit Superantigen oder PHA stimuliert. Bereits am 3. Tag zeigte sich

bei Superantigen-stimulierten Kulturen ein Anstieg der CD15s Expression, der bei 5

Tagen ein Maximum erreichte und bis zum Tag 10 konstant blieb (Tab. 7). Die

Kinetik der CD15s Expression ahnelt somit derjenigen von CLA (s.0).
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Tabelle 7:CD15s Expression auf CD3+ T-Zellen nach Superantigen- oder

Mitogen-Stimulation®

Stimulus Tag 1l Tag 3 Tag 5 Tag 10

Medium 6,8+£3,3 8,4t3,5 7,943,8 6,150
PHA 6,5£2,9 8,1+3,1 12,844,8 10,345,1
ET 9,1+3,5 15,4+6,2 30,145,6 31,948,1
TSST-1 10,443,2 18,745,1 31,9+4,2 31,0+5,3

*PBMC (3x106/ml) wurden mit ET (100 ng/ml), TSST-1 (100 ng/ml), PHA (1 pg/ml) oder unstimuliert
fur bis zu 10 Tage inkubiert. Anschlielend wurde die Expression von CD15s durchflul3zytometrisch
gemessen. Die Ergebnisse stellen die Zahl der Antikdrper-reaktiven T-Zellen/Gesamtzahl der T-Zellen
[%] dar. Dargestellt sind Mittelwerte+Standardabweichung von finf unabhangigen Untersuchungen.

Aus: Zollner et al., 1997.

Unsere Daten zeigen, dal3 die bakteriellen Superantigene ET und TSST-1 nicht nur
CLA, sondern auch das nahe verwandte Kohlenhydratepitop CD15s induzieren.
(Gleichartige Ergebnisse konnten zwischenzeitlich auch fir das neu beschriebene
Streptokokken-Superantigen SMEZ nachgewiesen werden; Miller-Alouf et al.,
eingereicht). Die Aufregulation der beiden E-Selektin Liganden erfolgt spezifisch
durch Superantigene, da das Mitogen PHA keine derartige Aufregulation bewirkt.
Dartber hinaus konnten wir durch die Untersuchung einer breiten Palette an
Adhéasions- und kostimulatorischen Moleklilen nachweisen, dal3 Superantigene
ausschliel3lich diese E-Selektin Liganden selektiv induzieren, wohingegen ein fir den
Magen-Darm-Trakt typisches Adhasionsmolekul (MLA) von PHA und Superantigenen
gleichermalRen lediglich gering induziert wird. Das von dem HML-1 Antikdrper
erkannte Integrin aE, das ebenfalls préferentiell von T-Zellen des Magen-Darm-
Traktes exprimiert wird, wird dagegen ausschlie3lich durch PHA, nicht jedoch durch
Superantigene induziert (Leung et al., 1995a). Andere T-zellulare Antigene, die fur
die feste Adhasion zwischen Endothel und T-Zellen verantwortlich sind, wurden
durch Superantigene im Vergleich zu PHA nicht differentiell reguliert, sind allerdings
z.T. bei ruhenden T-Zellen bereits stark exprimiert. Neben der Induktion der CLA
sowie CD15s Expression wird auch deren in vitro Funktion verstarkt, wie wir durch
Bindung an das rekombinante E-Selektin IgG Fusionsprotein nachweisen konnten
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(Daten nicht gezeigt). Somit konnen wir aufgrund unser bisherigen in vitro Daten
vermuten, dafl} Superantigene den ersten Schritt der T-Zell/Endothelzell Interaktion
beeinflussen, ndmlich das Tethering und Rolling am Endothel.

E-Selektin wird in zahlreichen, entzindlichen Gefal3en exprimiert, insbesondere
jedoch in chronisch-entziindeten Gefal3en der Haut (Picker et al., 1991a). CLA bindet
an E-Selektin (Berg et al., 1991): So konnte gezeigt werden, da? mit HECA-452
Antikorper  affinitatschromatographisch aufgereinigtes Antigen an E-Selektin
transfizierte Zellen bindet und dal3 der HECA-452 Antikdrper die Bindung von T-
Zellen an E-Selektin blockiert (Berg et al., 1991). Darlber hinaus banden CLA-
exprimierende T-Zell Klone der Haut, nicht jedoch CLA-negative Klone aus dem Blut,
an rekombinantes E-Selektin (Rossiter et al., 1994). E-Selektin bindet jedoch auch
ein anderes, dem CLA nahe verwandtes Kohlenhydrat, namlich sLe*/CD15s (Philipps
et al., 1990). Dieses Antigen wird insbesondere von Granulozyten und manchen
Tumorzellen exprimiert (Philipps et al., 1990; Walz et al., 1990), jedoch nur gering
von ruhenden T-Zellen (Berg et al., 1991a; Munro et al., 1992). Auf T-Zellen der Haut
ist es im Gegensatz zu T-Zellen anderer Gewebe deutlich aufreguliert (Munro et al.,
1992; Paavonen und Renkonen, 1992). Die Bindung von sLe* an E-Selektin wurde
bei benignen Zellen zunachst fur Neutrophile nachgewiesen (Phillips et al., 1990;
Walz et al., 1990; Tiemeyer et al., 1991). AuBBerdem konnte auch bei nicht-
myeloischen Zellen nachgewiesen werden, dal3 die Transfektion mit der humanen
FucT cDNA mit der Expression von sLe* und der Bindung an E-Selektin einhergeht
(Lowe et al., 1990). Darlber hinaus binden Leukozyten von FucT-VII defizienten
Mausen weder an E- noch an P-Selektin (Maly et al., 1996). Trotz dieser Evidenzen,
die fur eine Beteiligung von sLe* an der Bindung an E-Selektin von Lymphozyten
sprechen, wurde die Beteiligung von sLe* an der E-selektin Bindung von
Lymphozyten in Frage gestellt. So konnte die Bindung von sLe* exprimierenden
Lymphozyten an E-Selektin transfizierte CHO-Zellen durch einen anti sLe*-
spezifischen Antikdrper (CSLEX-1) nicht inhibiert werden, wohingegen die Bindung
von schwacher sLe*-exprimierenden U937 Zellen durch diesen Antikérper inhibierbar
war (Rotteveel et al., 1995). Gerade bei dieser Studie bleibt jedoch unklar, inwiefern
die unterschiedliche sLe* Expression auf den unterschiedlichen Zellpopulationen fir
die differentiellen Effekte des CSLEX-1 Antikorpers verantwortlich sind. So ist es
durchaus denkbar, dal3 die verwendete Menge des CSLEX-1 Antikbrpers zwar
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ausreichte, die Interaktion zwischen sLe* und E-Selektin zu verhindern, jedoch
unzureichend war fur die starker sLe* exprimierende Lymphozytenpopulation.

Unsere Daten erlauben somit die Spekulation, dal3 Superantigene durch die
Induktion zweier E-Selektin Liganden eine verstarkte T-Zell Infiltration in die Haut
begiinstigen. Ob dieses zusatzliche Ligandenpaar allerdings von physiologischer
oder pathophysiologischer Bedeutung ist, bleibt derzeit unklar. Die nahe
Verwandtschaft zwischen CLA und sLe* (s.0.), die gemeinsame Induktion von CLA
und sLe* durch FucT-VII Transfektion (Wagers et al.,, 1997) sowie die fast
ausschlief3lich nachzuweisende Koexpression der beiden Molekile (Picker et al.,
1993b) sprechen gegen die Mdglichkeit, daf3 die Bindung von sLe* und CLA an E-
Selektin Gber unterschiedliche Mechanismen erfolgt.

Wir vermuten, dald die Induktion von T-Zell mediierten Dermatosen durch
Superantigene zumindest z.T. Uber die verstarkte Einwanderung von hochaktivierten
T-Zellen in die Haut erfolgt. Somit ist es von zentralem, therapeutischem Interesse,
die Regulation der Expression und Funktion besser zu verstehen, um diese

fehlgeleitete T-Zell Invasion zu modulieren.
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3.3.3 MHC Klasse IlI+ Keratinozyten prasentieren Superantigene an T-

Zellen und induzieren die Aufregulation von CLA

Bakterielle Superantigene kdnnen nicht nur einen grof3en Anteil aller T-Zellen
aktivieren, sie konnen dartber hinaus wie oben ausgefiuhrt auch die Expression des
Haut-spezifischen Adhasionsmolekiils CLA aufregulieren. Bei diesen Versuchen
wurden als Antigen-prasentierende Zellen Zellen des peripheren Blutes wie B-Zellen
und Monozyten verwendet. Dieses Szenario ist somit insbesondere bei systemischen
Infekten relevant, z.B. bei Tonsillitiden.

Da bei akuten Dermatitiden eine Einwanderung auch von CLA-negativen T-Zellen in
die Haut beschrieben ist (de Vries et al., 1997), fragten wir uns, ob Keratinozyten in
der Lage sind, Superantigene an T-Zellen zu prasentieren und dadurch CLA zu

induzieren.

IFNyinduziert die Expression von HLA-DR und HLA-DQ auf Keratinozyten

Um dieser Frage nachzugehen, entnahmen wir bei drei freiwilligen Probanden nach
Einwilligung Hautproben von der Oberarminnenseite und kultivierten daraus
Keratinozyten wie in Material und Methodik beschrieben. Nach einigen Passagen der
Keratinozyten wurden diese fur 48h mit IFNy (1000 U/ml) stimuliert und die
Expression der MHC Klasse Il Molekile durchflu3zytometrisch gemessen. Wir
fanden bei allen untersuchten Proben eine deutliche Aufregulation der HLA-DR und
HLA-DQ Expression bei IFNy-stimulierten Kulturen, die in Abwesenheit von IFNy
nahezu ausblieb (Abb. 23).
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Abb.23 Die Expression von HLA-DR und HLA-DQ auf Keratinozyten wird durch
Stimulation mit IFNy induziert.
Frisch isolierte Keratinozyten wurden fir 48h in Ab- oder Anwesenheit von IFNy (1000
U/ml) stimuliert. AnschlieBend wurde die Expression von HLA-DQ und HLA-DR mit Hilfe
der DurchfluBzytometrie gemessen. Die Abbildung zeigt ein représentatives von drei

durchgefiihrten Experimenten.

IFNs-stimulierte Keratinozyten prasentieren Superantigene an T-Lymphozyten und
induzieren eine MHC Klasse Il abhéangige T-Zell Stimulation.

Weiterhin wurden von denselben Spendern T-Zellen aus peripherem Blut isoliert. Die
Keratinozyten wurden Uber 48h in Ab- oder Anwesenheit von IFNy (1000 U/ml)
stimuliert und mit autologen T-Zellen in Ab- oder Anwesenheit von TSST-1 (100
ng/ml) fir 4 Tage kokultiviert, bevor die Kulturen fiir 18h mit *H-Thymidin versetzt
wurden. Wir fanden eine niedrige basale Proliferation der Keratinozyten, die sich in
Anwesenheit von IFNy nicht signifikant &anderte. Bei den Kokulturen aus
Keratinozyten und T-Zellen war die Proliferationsrate hoher als bei den
Keratinozytenkulturen, was sich durch eine hohere Zellzahl in den Kulturen, die
raschere Proliferation von T-Zellen im Vergleich zu Keratinozyten sowie durch
Interaktionen zwischen den beiden Populationen erklaren laft.

Ein hochsignifikanter Unterschied in der Proliferationsrate zeigte sich ausschlief3lich
bei Kokulturen, bei denen Keratinozyten zunachst mit IFNy stimuliert und
anschlieBend mit TSST-1 behandelt wurden im Vergleich zu Kokulturen, bei denen
diese Vorstimulation der Keratinozyten mit IFNy ausblieb (Abb. 24). Somit liegt die
Vermutung nahe, dal} die Induktion der MHC Klasse Il Molekile eine wesentliche

Voraussetzung fur die Superantigen-Prasentation von Keratinozyten an T-Zellen ist,
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ohne die es in Anwesenheit von TSST-1 zu keiner wesentlichen Zunahme der
Proliferation kommt. Um diese Hypothese zu Uberprifen, fihrten wir dieselben
Experimente in Anwesenheit von funktionsblockierenden anti MHC Klasse Il
Antikorpern durch. In der Tat kam es dabei zu einer kompletten Blockade der TSST-1
mediierten Proliferation (Abb. 24).

180.000 W KZ/no IFNg
150.000 1 mKZ+IFNg
120.000 -
P
\ 90000 -
60.000 |
30.000 | | m‘m
0 - Ry
KZ KZ+T cells KZ+T cells
TSST-1 - -+ 4+ - -+ o+ +
Anti-MHC Il - - - . - - - - +

Abb. 24 IFNy-stimulierte Keratinozyten présentieren Superantigene an T-
Lymphozyten und induzieren eine MHC Klasse Il abhéngige T-Zell
Stimulation.

Frisch isolierte Keratinozyten wurden in Ab- oder Anwesenheit von IFNy (1000 U/ml) fur
48h kultiviert. AnschlieBend wurden sie mit autologen T-Zellen in Ab- oder Anwesenheit
von TSST-1 (100 ng/ml) fiir 4 Tage kokultiviert und fir 18h mit *H-Thymidin versetzt.
Danach wurde der Einbau von *H-Thymidin in die DNA mit Hilfe eines Betacounters
gemessen. Aullerdem wurden analoge Experimente in Anwesenheit eines
funktionsblockierenden Antikérpers gegen MHC Klasse Il Molekile bzw. eines
irrelevanten Kontrollantikdrpers des gleichen Isotyps durchgefiihrt. Die Daten zeigen den

Mittelwert + Standardabweichung von drei Experimenten.

IFN~stimulierte Keratinozyten induzieren in Anwesenheit von TSST-1 die Expression
von CLA auf T-Zellen
Im weiteren untersuchten wir, ob die Prasentation von Superantigenen an T-Zellen

durch IFNy-stimulierte Keratinozyten zu einer Induktion der CLA-Expression auf T-

Zellen fuhrt. Dazu wurden Keratinozyten zunachst in Ab- oder Anwesenheit von IFNy
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(1000 U/ml) far 48h stimuliert, anschlieend wurden die T-Zell/Keratinozyten-
Kokulturen fir 5 Tage in Ab- oder Anwesenheit von TSST-1 (100 ng/ml) kultiviert.
Danach wurde die CLA-Expression auf T-Zellen durchflul3zytometrisch gemessen.
Wir fanden ausschliel3lich bei IFNy-stimulierten Keratinozyten, nicht jedoch bei
Keratinozyten, die in Abwesenheit von IFNy kultiviert wurden, eine Zunahme der
CLA-Expression auf T-Zellen in Anwesenheit von TSST-1 (Abb. 25).
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Abb. 25 IFNy-stimulierte Keratinozyten induzieren in Anwesenheit von TSST-1 die
Expression von CLA auf T-Zellen.
Frisch isolierte Keratinozyten wurden in Ab- oder Anwesenheit von IFNy (1000 U/ml) fir
48h kultiviert. AnschlieBend wurden sie mit autologen T-Zellen in Ab- oder Anwesenheit
von TSST-1 (100 ng/ml) fir 5 Tage kokultiviert und die CLA-Expression auf T-Zellen
durchfluBzytometrisch gemessen. Die Zahl der CLA+ T-Zellen in % aller T-Zellen ist
jeweils im oberen &uReren Quadranten genannt. Die Ergebnisse zeigen ein
reprasentatives von drei durchgefiihrten Experimenten.
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Die TSST-1 mediierte CLA Induktion unter Verwendung von Keratinozyten als
Antigen-prasentierende Zellen ist MHC Klasse Il und IL-6 abhéngig

Somit erscheint auch hier die Induktion der MHC Klasse Il Molektile eine wesentliche
Voraussetzung der fur die CLA-Induktion in diesem Kokulturmodell. Da die CLA-
Induktion nicht ausschlief3lich auf TCR Vp2+ Zellen beschrankt war, nahmen wir an,
dal3 evt. l6sliche Mediatoren in die CLA-Aufregulation involviert sind. Um diesen
Fragen nachzugehen, fuhrten wir analoge Versuche zu den oben geschilderten
durch, wobei wir entweder die Antigen-Préasentation durch funktionsblockierende
Antikdrper oder die Funktion von Zytokinen durch neutralisierende Antikdrper
unterdrickten. Die Zugabe von anti MHC Klasse Il Antikdrpern blockierte annéhernd
komplett die CLA-Induktion durch das Superantigen, entsprechende
Isotypkontrollantikdrper zeigten keine derartigen Effekte (Abb. 26 bzw. Daten nicht
gezeigt). Desweiteren untersuchten wir die Wirkung von Antikérpern gegen TGFp, IL-
6 und IL-12, da in frGheren Publikationen eine Bedeutung dieser Zytokine fur die
Aufregulation von CLA gezeigt werden konnte (Picker et al., 1993b; Leung et al.,
1995a). Dabei fanden wir lediglich bei Antikdrpern gegen IL-6, nicht jedoch gegen
TGFp oder IL-12 eine hemmende Wirkung auf die CLA-Expression (Abb. 26). Die
CLA-Induktion konnte durch den verwendeten Antikérper allerdings nur partiell
gehemmt werden, sodald evt. weitere Zytokine an der Aufregulation von CLA in
diesem Modell beteiligt sind. Zu niedrige Antikbrperkonzentrationen hatten ebenfalls
eine nur partiele Hemmung zur Folge. Dies halten wir jedoch in unseren
Experimenten fir unwahrscheinlich, da nach Herstellerangaben die verwendete

Konzentration ausreichend ist, um 1000 U/ml IL-6 zu blockieren.
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Abb.26 Die TSST-1 mediierte CLA Induktion unter Verwendung von Keratinozyten

als Antigen-prasentierende Zellen ist MHC Klasse Il und IL-6 abhangig.

Frisch isolierte Keratinozyten wurden mit IFNy (1000 U/ml) fir 48h kultiviert.
Anschlie3end wurden sie mit autologen T-Zellen in Ab- oder Anwesenheit von TSST-1
(100 ng/ml) far 4 Tage kokultiviert und die CLA-Expression auf T-Zellen
durchfluBzytometrisch gemessen. Aufllerdem wurden analoge Experimente in
Anwesenheit eines funktionsblockierenden Antikdrpers gegen MHC Klasse Il Molekiile,
gegen IL-6 bzw. von irrelevanten Kontrollantikérpern des gleichen Isotyps durchgefihrt.

Die Ergebnisse zeigen ein reprasentatives von drei durchgeflihrten Experimenten.

Unsere Ergebnisse zeigen, dal3 nicht nur periphere Antigen-prasentierende Zellen
Superantigene an T-Zellen prasentieren und die Expression von CLA induzieren,
sondern dal3 dazu unter bestimmten Voraussetzungen auch Keratinozyten als
Antigen-prasentierende Zellen geeignet sind. Als eine wesentliche Voraussetzung
konnten wir hier die funktionelle Expression von MHC Klasse Il Molekilen
herausstellen. Diese werden in vitro unter dem EinfluR von IFNy rasch induziert.
Ebenso kénnen Keratinozyten auch in vivo MHC Klasse Il Molekile insbesondere bei
T-Zell mediierten Dermatosen exprimieren (Aubock et al., 1986). Keratinozyten sind
dabei in der Lage, Prozessierungs-unabhangige Peptide zu prasentieren und eine T-
Zell Proliferation zu induzieren, kénnen Antigene allerdings nicht prozessieren
(Gaspari und Katz, 1998).
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Auch andere Autoren fanden, dal? MHC Klasse I+ Keratinozyten neben Antigenen
auch Superantigene an T-Zellen prasentieren kénnen und diese dadurch aktivieren
(Strange et al., 1994). Dabei scheint neben der Expression von MHC Klasse Il
Molekilen auf Keratinozyten die Bindung von ICAM-1 an den lymphozytéren
Liganden LFA-1 wesentlich fur die Funktionalitat dieser Interaktion zu sein (Nickoloff
et al., 1993).

Da Superantigene unabhangig von der Art der Antigen-prasentierenden Zellen zu
einer Induktion der CLA-Expression auf T-Zellen fuhren, halten wir folgendes
Scenario fur die Induktion der T-Zell Migration in die Haut fur wahrscheinlich:

Im Falle der Besiedelung der Haut mit Superantigen-produzierenden Keimen, z.B.
Staphylokokken, kommt es zunachst im Rahmen der immunologischen
Auseinandersetzung mit diesem Keim zu einer entzindlichen Reaktion der Haut und
einer Einwanderung von immunkompetenten Zellen, u.a. T-Lymphozyten. Diese sind
zum Uberwiegenden Teil CLA+, kdnnen bei sehr akuten und stark entziindlichen
Veranderungen jedoch auch CLA- sein (de Vries et al., 1996). Die Produktion von
IFNy durch infiltrierende T-Zellen induziert die Aufregulation von Klasse Il Molekilen
auf Keratinozyten. Dies ermoéglicht, dal3 neben den professionellen nun auch nicht-
professionelle Antigen-présentierende Zellen wie die Keratinozyten bakterielle
Superantigene an T-Zellen prasentieren. Somit kann nun auch auf den CLA- T-
Zellen, die die Haut im Rahmen der Entzindungsreaktion unspezifisch infiltriert
haben, dieses Hautrezirkulationsmolekil aufreguliert werden. IL-6 ist dabei eines von
mehreren involvierten Zytokinen. Neben der Induktion von CLA wird im Rahmen der
entzundlichen Reaktion u.a. auch IL-1 und TNF-a produziert, was fir eine
Aufregulation des CLA-Liganden am Endothel, namlich E-Selektin, verantwortlich ist.
Im Falle einer systemischen Infektion, z.B. einer Tonsillitis, werden Superantigene
v.a. von professionellen Antigen-prasentierenden Zellen wie B-Zellen und Monozyten
an T-Zellen préasentiert. Die Prasentation von Superantigenen an T-Zellen im Kontext
von wu.a. IL-12 fiohrt dann zu einer Induktion des hautspezifischen
Rezirkulationsmolekiils CLA, dariber hinaus bewirkt die Produktion von IL-1 und
TNF-o im Rahmen des entzindlichen Prozesses die Aufregulation des CLA

Liganden E-Selektin.
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3.4 Modifikation der CLA-Expression auf transkriptioneller Ebene

3.4.1 Die Expression und Funktion des kutanen Lymphozyten-assoziierten
Antigens CLA und a(1,3)-Fucosyltransferase VIl mRNA werden durch

NF-xB Inhibitoren supprimiert.

Die Migration von Lymphozyten in periphere Organe ist von zentraler Bedeutung fur
eine effiziente Immuniberwachung des Organismus. Um diese zu gewahrleisten,
infiltrieren naive T-Zellen die peripheren Lymphknoten. Dort ist eine optimale
Antigenkonzentration aus den verschiedenen Organen im Kontext von Antigen-
prasentierenden Zellen gegeben. Nach ihrer Aktivierung akquirieren sie — in
Abhangigkeit vom Ort der urspringlichen Antigenerkennung — ein neues Repertoire
an Adhasionsmolekilen, das dann die Extravasation in diejenigen Organe
ermdglicht, in deren assoziierten lymphatischen Geweben diese T-Zellen aktiviert
wurden. Obwohl die Leukozytenrezirkulation essentiell fur die Immuniberwachung
ist, kann eine unkontrollierte und verstarkte bzw. fehlgeleitete Rezirkulation von T-
Zellen zu krankhaften Veranderungen fuhren (Johnson et al., 1993; Albelda et al.,
1994; Granger und Kubes, 1994; Lowe und Ward, 1997). Auch bei entztindlichen
Hautkrankheiten scheint dies der Fall zu sein. So gibt es bei der Psoriasis und der
atopischen Dermatitis Hinweise dafir, dal3 eine Induktion von CLA bedeutsam fur
den Beginn bzw. die Chronifizierung der beiden Krankheiten sein kénnte (Leung et
al., 1995a; Abernathy-Carver et al., 1995; Boehncke et al., 1996; Zollner et al., 1996;
Zollner et al., 1997; Robert und Kupper, 1999; Zollner et al., 2000). Aufgrund der
Bedeutung von Selektin-Liganden bei der Initiierung des Kontaktes mit dem Endothel
und der Uberlegung, daR fehlgesteuerte Rezirkulationsprozesse von T-Zellen zu
Gewebsschadigungen fuihren kdnnen, stellt die Hemmung der Selektin-Kohlenhydrat
Interaktion eine vielversprechende Interventionsmoglichkeit bei entzundlichen
Erkrankungen dar (Hynes and Wagner, 1996; Lowe und Ward, 1997).

Der E-Selektin Ligand CLA, der fur die Einwanderung von T-Zellen in die Haut von
entscheidender Bedeutung ist, entsteht durch posttranslationale Glykosilierung von
PSGL-1 durch das Enzym o(1,3)-Fucosyltransferase VIl (FucT-VII; Borges et al.,
1997; Fuhlbrigge et al., 1997). Die Transfektion von BJAB Zellen mit FucT-VII, nicht
jedoch mit FucT-1V resultiert in der Neo-Expression von CLA und CD15s (Wagers et
al., 1997).
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Somit sind zwar der Proteinanteil von CLA bzw. CD15s sowie das in die
Glykosilierung involvierte Enzym gut charakterisiert, die regulatorischen Prozesse der
CLA-Expression auf molekularer Ebene allerdings weitgehend unbekannt. PHA/IL-2
oder anti CD3/anti CD28 Stimulation von T-Zellen in Anwesenheit von TGFf bzw. IL-
12 oder Stimulation von T-Zellen mit Superantigenen in Anwesenheit von Antigen-
prasentierenden Zellen fuhrt zu einer Aufregulation der CLA-Expression (Picker et
al., 1993b; Wagers et al., 1998; Leung et al., 1995; Zollner et al., 1995; Zollner et al.,
1996). Auffallend ist, dal all diese Stimuli die Aktivierung des nukledren
Transkriptionsfaktors NF-kB gemeinsam haben (Baeuerle und Henkel, 1994; Hong et
al., 1997). NF-xB ist ein Transkriptionsfaktor, der fur die Aktivierung einer grof3en
Anzahl proinflammatorischer Molekile verantwortlich ist (Baeuerle und Henkel,
1994). Es ist ein heterodimeres Molekul, bestehend aus den Untereinheiten p50 und
p65, das in inaktiver Form im Zytoplasma an die inhibitorische Untereinheit 1kB
gebunden ist. Durch die Aktivierung von NF-xB wird kB durch IkB Kinasen
phosphoryliert, ubiquitiniert und anschlieend durch Proteasomen degradiert
(Regnier et al., 1997; Lin et al., 1998). Die aktiven Untereinheiten werden dann in
den Zellkern transloziert, wo sie an spezifische DNA Sequenzen binden. Putative NF-
kB Bindungsstellen wurden auch im Promotor von FucT-VII nachgewiesen (Hiraiwa
et al., 1997), aber der unmittelbare Nachweis fiir eine Bedeutung von NF-«B flr die
FucT-VII Transkription oder CLA-Expression ist bisher noch nicht erbracht.

Wir untersuchten daher den Einflul@ mehrerer Substanzen, von denen eine
Hemmung der NF-xB Aktivierung bekannt ist, auf die Expression und Funktion von
CLA. Das immunmodulatorische Antioxidans N-Acetyl-L-Cystein (NAC) interferiert
mit dem frihesten Schritt der NF-kB Aktivierung. Es hemmt diese durch die
Suppression der IkB Kinase Aktivitat und verhindert dadurch die Phosphorylierung
und anschlieRende Degradation von IkB (Spiecker et al., 1998). Die Substanzen
(E)3-[(4-Methylphenyl)Sulfonyl]-2-Propennitril (Bay11-7082) und (E)3-[(4-t-
Butylphenyl)Sulfonyl]-2-Propennitril (Bay11-7085) inhibieren die
aktivierungsinduzierte IxB Phosphorylierung (Pierce et al, 1997).
Proteasomeninhibitoren  wie  Lactacystin oder MG132 inhibieren die
Proteasenaktivitat selektiv im Proteasom und verhindern dadurch die Degradierung
von IkB und die nukleére Translokation von NF-«B (Lee und Goldberg, 1998; Karin

und Delhase, 2000). Wir untersuchten daher den Einflud der genannten NF-«B
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Inhibitoren auf die T-Zell CLA Expression und Funktion und fanden, dal3 sie diese

wahrscheinlich Uber eine Hemmung der FucT-VII Transkription inhibieren.

PHA/IL-2/TGF#-Stimulation induziert die NF-xB DNA-Bindung in humanen T-Zellen
und diese wird durch NAC, Bay11-7082 und Lactacystin inhibiert.

Hochgereinigte T-Zellen wurden mit PHA (1 pg/ml), IL-2 (100 U/ml) und TGFB (50
ng/ml) stimuliert. Gesamtzellextrakte wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach
Stimulationsbeginn (0 — 8 h) wie in Material und Methoden beschrieben isoliert und
ihre NF-kB Bindung unter Verwendung von 32P-markierter Oligonukleotide
untersucht. Dabei konnte 60 Minuten nach Stimulationsbeginn ein Protein-DNA
Komplex nachgewiesen werden, wobei das Maximum dieses Komplexes nach etwa
4 — 5h auftrat (Abb. 27). Der PHA/IL-2/TGFB-induzierte Protein DNA Komplex wurde
unter Zuhilfenahme von p50 und p65 spezifischer Antikorper weiter charakterisiert.
Die p50 und p65 Untereinheiten bilden Heterodimere, die nach Stimulation mit
verschiedensten Stimuli von fast allen Zellpopulationen gebildet werden. Annahernd
der gesamte Protein DNA Komplex wurde in Anwesenheit von Antikdrpern gegen die
NF-kB Untereinheiten p50 (Spur 12) und p65 (Spur 13) retardiert, wohingegen ein
unspezifischer Kontrollantikdrper keinen derartigen Effekt hatte (Spur 14). Somit
induziert die Stimulation mit PHA/IL-2/TGFp v.a. die DNA-bindenden Untereinheiten
p50 und p65 (Abb. 27).
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PHA/IL-2/TGFp induziert die NF-kxB DNA-Bindung in humanen T-Zellen

Hochgereinigte T-Zellen wurden mit PHA (1 pg/ml), IL-2 (100 U/ml) und TGFp (50 ng/ml)
zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach

stimuliert. Gesamtzellextrakte wurden
Stimulationsbeginn (0 — 8h) wie in Material und Methodik beschrieben isoliert und auf ihre

Verwendung eines spezifischen *’P-markierten

NF-«xB bindende Aktivitat unter
Oligonukleotids untersucht. Der NF-kB DNA Komplex ist durch ein gefiilltes Dreieck

markiert, das leere Dreieck zeigt die Position der ungebundenen DNA-Probe. Eine
verstarkte NF-xB DNA Bindung wurde nach 60 Minuten beobachtet und erreichte ihr
Maximum nach ca. 4 — 5h. Der PHA/IL-2/TGF-induzierte Protein DNA Komplex wurde
mittels p50 und p65 spezifischer Antikdrper néher charakterisiert. Die Ergebnisse sind
reprasentativ fir eines von drei durchgefihrten Experimenten. Aus: Zollner et al.,

eingereicht.

Das Auftreten des NF-kB DNA bindenden Komplexes wurde durch die verwendeten

NF-xB Inhibitoren supprimiert. T-Zellen wurden 1h vor Stimulationsbeginn mit den

NF-xB Inhibitoren (NAC, Lactacystin,

BAY11-7082) vorinkubiert, anschlie3end

wurden die T-Zellen fur 4h mit PHA/IL-2/TGFp stimuliert. Wie erwartet supprimierten
NAC (25 mM), Lactacystin (1 — 25 pM) und BAY11-7082 (10 nM — 1 pM) die NF-xB

DNA Bindung (Abb. 28).
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Abb.28 Der PHA/IL-2/TGFB induzierte NF-«xB DNA Komplex wird durch das

Antioxidans NAC, den IkB Phosphorylierungsinhibitor BAY11-7082 und den
Proteasomeninhibitor Lactacystin supprimiert.
Hochgereinigte T-Zellen wurden mit PHA/IL-2/TGFB Uber 4 h stimuliert. NAC (25 mM),

Lactacystin (1 — 25 uM) oder BAY11-7082 (10 nM — 1 uM) supprimierten die NF-kxB DNA
Bindung. Die Abbildung zeigt einen Ausschnitt eines EMSAS, wobei das gefiillte Dreieck

die Position des NF-«xB DNA Komplexes angibt. Die Ergebnisse sind reprasentativ fur

eines von drei durchgefiihrten Experimenten. Aus: Zollner et al., eingereicht.

FucT-VII mRNA wird durch PHA/IL-2/TGF g Stimulation aufreguliert und durch NAC,

BAY11-7082 oder Lactacystin inhibiert.

Hochgereinigte T-Zellen wurden mit PHA/IL-2/TGFp fur bis zu 144h stimuliert. Zu
isoliert und die FucT-VII mRNA

unterschiedlichen Zeitpunkten wurde RNA
Expression untersucht. Wir fanden eine zeitabhangige Induktion der FucT-VII mRNA

Expression, die erstmals 24h nach Beginn der Zellstimulation nachweisbar war, nach
48 — 72h ihr Maximum erreichte und danach wieder abnahm (Abb. 29). Die
maximale CLA-Expression wurde zwischen Tag 4 und Tag 5 beobachtet, d.h. 2 — 3
Tage nach der maximalen FucT-VII mRNA Induktion. Auch die Stimulation von
PBMC durch das Superantigen TSST-1 (100 ng/ml) induzierte eine FucT-VII mRNA

Expression mit annéhernd identischer Kinetik (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 29

123 bp DNA ladder

12h
24h

36h

48h

72h

96h
144h
48h - RT

Fuc-TVII

ARF3

Fuc-TVII

ARF3

Aufregulation der FucT-VIIL mRNA Expression bei PHA/IL-2/TGFB

stimulierten im Vergleich zu unstimulierten Zellen.

T-Zellen wurden mit Medium (A) oder mit PHA/IL-2/TGFp (B) fur bis zu 144h kultiviert und
anschlieBend die RNA zu den genannten Zeitpunkten extrahiert. RT-PCR Experimente
fur FucT-VII (obere Spuren) bzw. fir das schwach exprimierte, nicht regulierte Gen ARF3
(untere Spuren) wurden wie in Material und Methodik genannt durchgefiihrt. RT-PCR
Produkte wurden auf Agarosegelen aufgetrennt und mit Ethidiumbromid geféarbt.
Desweiteren wurden Experimente in Abwesenheit von Reverser Transkriptase
durchgefuihrt, um eine Verunreinigung durch genomische DNA auszuschlieen (nicht
dargestellt). Die hier dargestellten Ergebnisse sind reprasentativ fir 3 unabhéngige

Experimente. Aus: Zollner et al., eingereicht.

Danach untersuchten wir den Einflul der genannten NF-xB Inhibitoren (NAC,

BAY11-7082, Lactacystin) auf die PHA/IL-2/TGFB mediierte FucT-VII mRNA
Induktion. NAC (25 mM), BAY11-7082 (1 uM) und Lactacystin (25 pM) inhibierten
gleichermalRen die FucT-VII mRNA Aufregulation (Abb. 30).



ERGEBNISSE UND DISKUSSION 97

123 bp DNA ladder
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Abb.30 NF-«B Inhibitoren supprimieren die PHA/IL-2/TGFB induzierte FucT-VII
MRNA Aufregulation.
T-Zellen wurden mit PHA/IL-2/TGF fur bis zu 72h in Ab- oder Anwesenheit von NAC (25
mM), BAY11-7082 (BAY; 1 uM) oder Lactacystin (LC; 25 uM) stimuliert und anschliel3end
die RNA zu den genannten Zeitpunkten extrahiert. RT-PCR Experimente fir FucT-VII
(obere Spuren) bzw. fir das schwach exprimierte, nicht regulierte Gen ARF3 (untere
Spuren) wurden wie in Material und Methodik genannt durchgefuhrt. RT-PCR Produkte
wurden auf Agarosegelen aufgetrennt und mit Ethidiumbromid gefarbt. Desweiteren
wurden Experimente in Abwesenheit von Reverser Transkriptase durchgefiihrt, um eine
Verunreinigung durch genomische DNA auszuschlieBen (nicht dargestellt). Die hier
dargestellten Ergebnisse sind reprasentativ fir 3 unabhangige Experimente. Aus: Zollner

et al., eingereicht.

Die T-zellulare CLA Expression wird durch NAC, BAY11-7082 und Lactacystin
inhibiert.

Um zu untersuchen, inwiefern die Hemmung der FucT-VII mRNA Expression mit
einer Hemmung der Expression fukosylierter Proteine einhergeht, bestimmten wir die
Expression von CLA und CD15s auf T-Zellen mit Hilfe der Durchflulzytometrie.
Hochgereinigte T-Zellen wurden fur 5 Tage mit PHA/IL-2/TGFB in An- oder
Abwesenheit von NF-kB Inhibitoren stimuliert. Neben den o.g. wurden bei diesen
Versuchen noch ein zusétzlicher Proteasomeninhibitor (MG132) sowie ein weiterer
IkB Phosphorylierungsinhibitor (BAY11-7085) verwendet. All die genannten
Inhibitoren unterdriickten die T-zellulare CLA Expression in annahernd gleicher
Intensitat (Abb. 31). Eine Verminderung der CLA-Expression war bei CD3+CD4+
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und bei CD3+CD8+ Zellen nachweisbar (Daten nicht gezeigt). Die Expression von

CD15s war nur zu einem geringeren Umfang supprimierbar. Die Expression des
Proteinanteils von CLA, PSGL-1, blieb unter diesen Kulturbedingungen unverédndert

(Abb. 31). Um zu untersuchen, inwiefern die beobachteten Effekte spezifisch fir den

FucT-VII regulierten Rezeptor CLA sind, analysierten wir auch die Expression von

Homingrezeptoren, die mit einer Rezirkulation in den Magen-Darm-Trakt assoziiert

sind (a4pB7, aEPR7). Die Expression der von BerACT8 und HP2/1 erkannten Epitope

(aE bzw. a4) blieben in Anwesenheit der NF-xB Inhibitoren unverandert (Daten nicht

gezeigt).

Abb. 31
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Die Expression von CLA und PSGL-1 sowie die Bindung an E- und P-

Selektin von PHA/IL-2/TGFB stimulierten T-Zellen wird durch NF-xB
Inhibitoren supprimiert.

T-Zellen wurden mit PHA/IL-2/TGFp in An- oder Abwesenheit der NF-kB Inhibitoren NAC
(25 mM), BAY11-7082 bzw. BAY11-7085 (je 1 uM), Lactacystin (LC; 25 uM) oder MG132
(100 nM) stimuliert. Die Expression von CLA und PSGL-1 sowie die Bindung an E- und
P-Selektin  wurde mittels DurchfluBzytometrie gemessen. Geeignete Isotyp-
Kontrollantikbrper dienten zum Ausschlu von unspezifischen Farbungen. Die Daten

zeigen ein reprasentatives von 5 Experimenten. Aus: Zollner et al., eingereicht.
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In den bisher erwdhnten Experimenten untersuchten wir die Expression von CLA in
Anwesenheit von NF-kB Inhibitoren, wobei diese bereits zu Beginn der Stimulation
zu den Kulturen gegeben wurden. Da jedoch in vivo eine CLA Aufregulation
sicherlich bereits vor der Einleitung von therapeutischen MalRBhahmen auftritt, fragten
wir uns, inwiefern die CLA-Expression ebenso supprimiert werden kann, wenn diese
bereits ihr Maximum erreicht hat. Deswegen gaben wir in weiteren Experimenten
NAC entweder zu Beginn der Kultur oder zum Vergleich am Tag 5 zu den Kulturen,
also zu einem Zeitpunkt, zu dem eine maximale Aufregulation bereits erreicht ist.
NAC inhibierte die CLA-Aufregulation (Abb. 32, durchgezogene Linien). Ebenso
fuhrte es zu einer Verminderung der CLA Expression, wenn es am Tag 5 zu den
Kulturen zugegeben wurde (Abb. 32, gestrichelte Linien). Wiederum war die PSGL-1
Expression unverandert und CD15s wurde geringer als CLA (bis zu 60% Hemmung),
jedoch signifikant (p<0,01) inhibiert. Somit kdnnen wir schlie3en, dal3 die CLA
Expression nicht nur wahrend der Entstehung des Hautphanotyps inhibiert werden

kann, sondern auch noch bei etabliertem Phanotyp.

CLA+CD3"/total CD3" [%]

Abb. 32 NAC reduziert die Expression von CLA auf PHA/IL-2/TGFB stimulierten T-
Zellen auch nach bereits erfolgter Aufregulation.
T-Zellen wurden mit PHA/IL-2/TGFp in Abwesenheit ( *) oder Anwesenheit von NAC (5
mM B und 25 mM 4) fiir 1 — 10 Tage kultiviert. Dabei wurden folgende Experimente
parallel durchgefiihrt: Zugabe von NAC zu Beginn der Kulturperiode (durchgezogene
Linie) oder Zugabe am Tag 5 nach erfolgter CLA-Induktion (gestrichelte Linie, NAC 5 mM
O und 25 mM A ). Die CLA-Expression wurde zu den genannten Zeiten
durchfluBzytometrisch bestimmt. Die Daten zeigen MittelwertexSD von 7 Experimenten.

Aus: Zollner et al., eingereicht.



ERGEBNISSE UND DISKUSSION 100

NF-xB Inhibitoren supprimieren praferentiell die T-Zell E-Selektin Liganden Bindung
in vitro.

Um die funktionelle Relevanz der supprimierten FucT-VII mRNA und Glykoprotein
Expression zu bestimmen, analysierten wir die Bindung von E- und P-Selektin an T-
Zellen mit Hilfe der DurchfluRzytometrie. Ruhende oder PHA/IL-2/TGF stimulierte T-
Zellen wurden mit PE-markierten rekombinanten P- bzw. E-Selektin 1gG
Fusionsproteinen inkubiert. AnschlielRend wurde die Zahl der markierten T-Zellen
durchflulBzytometrisch bestimmt. Die Stimulation der T-Zellen fuhrte zu einer
annadhernd 10-fachen Zunahme der E-Selektin Bindung von T-Zellen. Diese war in
gleichem Mal3e und annéhernd vollstandig durch NAC, Lactacystin oder BAY11-7082
inhibierbar (Abb. 33). Die T-Zell Stimulation fihrte zu einer etwa 1,7-fachen
Zunahme der Bindung des P-Selektin IgG Fusionsproteins. Diese Zunahme war um
etwa 50% durch die genannten NF-xB Inhibitoren reduzierbar (Abb. 33).

Selectin IgG Binding
[o2] (o]
o o

[% of positive T-cells/total T-cells]
N
o
1

N
o
1

O = T T T T 1
control PHAJIL-2/TGF NAC 25mM LC 25 uM Bay7082 1uM

Abb. 33 NF-«B Inhibitoren hemmen préaferentiell die T-Zell E-Selektin Bindung in
vitro.

T-Zellen wurden Uber 5 Tage mit PHA/IL-2/TGFB in An- oder Abwesenheit der NF-xB
Inhibitoren NAC (25 mM), Lactacystin (LC, 25 uM) oder BAY11-7082 (BAY7082, 1 uM)
stimuliert. AnschlieBend wurde die E- bzw. P-Selektin Bindung mit Hilfe der
DurchfluBzytometrie wie in Material und Methoden beschrieben gemessen.
Entsprechende Kontrollen schlossen unspezifische Markierung mit den Fusionsproteinen
aus. p<0,001 fur E-Selektin Bindung von stimulierten versus ruhenden bzw. stimulierten
und NF-xB Inhibitor behandelten Zellen. p<0,05 fir P-Selektin Bindung von stimulierten
versus ruhenden bzw. stimulierten und NAC oder LC behandelten Zellen. Die Daten

zeigen Mittelwerte£SD von 7 Experimenten. Aus: Zollner et al., eingereicht.
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Suppression des Rollens von T-Zellen an endothelialen Selektinen in vivo durch NF-
xB Inhibitoren

Die Intravitalmikroskopie ermdglicht die unmittelbare Visualisierung der Interaktion
von Leukozyten mit dem postkapillaren Endothel von Venolen in vivo. Da humane E-
und P-Selektin Liganden mit murinen Selektinen effektiv interagieren, ist es moglich
und sinnvoll, die Interaktion von humanen Leukozyten mit murinen Gefal3en zu
untersuchen (Robert et al., 1999b). Das Rollen von Leukozyten entlang des
Hautendothels wird ausschlie3lich von P- und E-Selektin mediiert (von Andrian UH,
personliche Mitteilung sowie Weniger et al., in press). Aufgrund unserer in vitro
Ergebnisse ist zu erwarten, dal3 stimulierte und NF-xB Inhibitor behandelte T-Zellen
im Vergleich zu stimulierten Zellen weniger am Endothel rollen. Fluoreszenz-
markierte T-Zellen wurden bei vier Mausen in die rechte A. carotis communis
retrograd in den Aortenbogen injeziert. Die Interaktion dieser Zellen mit dem
Endothel postkapillarer Venolen des Mausohres wurde mit Hilfe der
Intravitalmikroskopie beobachtet. Insgesamt wurden die Interaktionen der T-Zellen
mit dem Endothel bei 24 Gefal3en untersucht. Die Zahl der am Endothel rollenden T-
Zellen war nach PHA/IL-2/TGF Stimulation im Vergleich zu ruhenden Zellen etwa
verdoppelt (Abb. 34a). Die Kultivierung der stimulierten T-Zellen in Anwesenheit von
NAC oder Lactacystin fuhrte zu einer deutlichen Reduktion der Zahl der am Endothel
rollenden T-Zellen, diese lag jeweils unter derjenigen der ruhenden T-Zellen (Abb.
34a).

Da das Rollen von T-Zellen am nicht-entziindeten Endothel ausschlief3lich durch
konstitutiv exprimiertes E- und P-Selektin mediiert wird (von Andrian UH, persénliche
Mitteilung sowie Weniger et al., in press), interessierte uns der jeweilige Anteil der
beiden Selektine am T-Zell Rollen. Dazu untersuchten wir parallel das Rollverhalten
von Zellen aus identischen Spendern jeweils in P-Selektin defizienten sowie in
Wildtyp-Mausen. Eine Zunahme der Zahl rollender T-Zellen bei stimulierten sowie
eine Abnahme durch Behandlung mit den beiden NF-xB Inhibitoren wurde sowohl in
Wildtyp- als auch in P-Selektin -/- Mausen beobachtet. Die Rollfraktion bei P-Selektin
-/- Mausen war jedoch um etwa die Halfte niedriger als bei Wildtyp-M&ausen (Abb.
34b). Das zeigt, dal3 sowohl P- als auch E-Selektin fir das Rollen von T-Zellen am

nicht-entziindeten Endothel der Haut verantwortlich sind.
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Abb.34 Das Rollen von PHA/IL-2/TGF stimulierten T-Zellen am nicht-entziindeten

Endothel der Haut wird durch NF-kB Inhibitoren supprimiert.

A) Nach der in vitro-Kultivierung der T-Zellen (siehe Material und Methoden), wurden sie
mit dem Fluoreszenzfarbstoff BCECF markiert und retrograd in die rechte A. carotis
communis injeziert. Die Zellen wurden mittels Fluoreszenzmikroskopie sichtbar gemacht
und die Rollfraktion als Prozentsatz aller markierten, humanen T-Zellen bestimmt. Die
Stimulation der T-Zellen mit PHA/IL-2/TGF erhohte die Rollfraktion in Wildtypmausen
und der Anstieg der Rollfraktion wurde durch die NF-xB Inhibitoren NAC (25 mM) und
Lactacystin (LC; 25 pM) vollstéandig blockiert. Die Daten zeigen MittelwertexSD von 24
Gefal3en in 4 Wildtypméausen.

B) Dartber hinaus wurden T-Zellen jeweils von identischen Spendern entweder in
Wildtyp- oder in P-Selektin -/- Mause injeziert. Die Kulturbedingungen veranderten das
Rollverhalten in P-Selektin -/- M&usen analog zu den Wildtypmausen. Die Rollfraktion in
P-Selektin -/- Mausen war jedoch im Vergleich zu Wildtypmausen deutlich niedriger. Die
Daten zeigen Mittelwerte+SD von 17 GeféalRen in 3 Wildtypméausen sowie von 16 Gefalien

in 3 P-Selektin -/- Mausen. Aus: Zollner et al., eingereicht.
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Die Rekrutierung von Gedéchtnis T-Zellen in die Haut ist von zentraler Bedeutung fur
die Immuniberwachung des Hautorgans, aber auch fir die Pathogenese von T-Zell
mediierten Hautkrankheiten. Die Einwanderung wird durch ein komplexes,
mehrstufiges Programm reguliert und beginnt mit der Interaktion von endothelialem
E- und P-Selektin mit deren Liganden CLA und PSGL-1 auf T-Zellen (Berg et al.,
1991a; Subramaniam et al., 1995; Frenette et al., 1996; Tietz et al., 1998; Catalina et
al., 1999; Chu et al., 1999). CLA ist das Schlusselmolekdl fur die Einwanderung von
T-Zellen in die Haut und fordert die folgenden Interaktionen in der Adh&sionskaskade
(McEver et al., 1995; Campbell et al., 1999). Aufgrund der Bedeutung von CLA fir
die Rekrutierung von T-Zellen in die Haut untersuchten wir Substanzen auf ihr
Potential, die Invasion von T-Zellen in die Haut zu unterdrticken.

Da einerseits FucT-VIl — die Glykosyltransferase, die fur die posttranslationale
Modifikation von PSGL-1 zu CLA verantwortlich ist — mehrere putative NF-«B
Bindungsstellen besitzt (Hiraiwa et al., 1997) und andererseits die bekannten
Induktoren von CLA die Aktivierung von NF-«B gemeinsam haben (Baeuerle und
Henkel, 1994; Hong et al., 1997), untersuchten wir exemplarisch den Effekt von drei
verschiedenen Substanzklassen, die die Hemmung der NF-xB Aktivierung
gemeinsam haben, auf die Expression von CLA. Wir fanden, daf3 (I) ein Antioxidans
(NAC), von dem die Hemmung der IxB Kinase bekannt ist (Spiecker et al., 1998), (II)
ein kB Phosphorylierungshemmer (BAY11-7082) und (lIl) ein Proteasomeninhibitor
(Lactacystin) die aktivierungsinduzierte FucT-VII mRNA Expression, die CLA
Expression sowie seine Funktion in vitro und in vivo inhibieren. Bei allen
verwendeten NF-«B Inhibitoren war die Hemmung der FucT-VII mRNA Expression
und der CLA Expression in etwa in der gleichen GroRRenordnung, wenn von den
genannten Substanzen jeweils maximale, nicht-toxische Konzentrationen verwendet
wurden. Wir nehmen daher an, dal3 die Expression und Funktion von FucT-VII bzw.
CLA auf molekularer Ebene Uber den Aktivierungszustand von NF-kB reguliert
werden kann. Da kirzlich allerdings gezeigt wurde, daf3 die IL-4 oder Oncostatin-M
induzierte P-Selektin Expression durch NF-xB Inhibitoren tGber NF-xB unabhangige
Mechanismen reguliert werden kann (Xia et al., 1998), kdnnen wir dies bei unseren
Untersuchungen nicht prinzipiell ausschlieen. Allerdings ist dies insofern
unwahrscheinlich, als bei den Untersuchungen von Xia et al. weder durch IL-4 noch
durch Oncostatin-M eine NF-xB Aktivierung im EMSA nachweisbar war. Bei unseren

Untersuchungen fand sich jedoch durch die T-Zell Stimulation eine deutliche
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Aktivierung von NF-xB, welche durch die NF-kB Inhibitoren vermieden werden
konnte.

Da FucT-VII fur die Bildung von E- und P-Selektin Liganden verantwortlich ist (Maly
et al., 1996; Wagers et al., 1996), sollte eine Hemmung von FucT-VIl in einer
verminderten Bindung von T-Zellen an E- und P-Selektin resultieren. Tatsachlich
fuhrte die Stimulation von T-Zellen in Anwesenheit der NF-kB Inhibitoren zu einer
verminderten Bindung von T-Zellen an E- und P-Selektin, wie wir mit Hilfe der
DurchfluRzytometrie nachweisen konnten. Allerdings wurde die in vitro E-Selektin
Bindung deutlich starker als die E-Selektin Bindung beeinflu3t. Trotz dieser
Unterschiede in vitro fanden wir in vivo eine annahernd gleiche Beteiligung von E-
und P-Selektin fur das Rollen von T-Zellen am Hautendothel in vivo. Bei P-Selektin
defizienten Mausen war E-Selektin ausreichend, um das Rollen von T-Zellen am
nicht entziindeten Endothel des Mausohres aufrechtzuerhalten, allerdings war die
Rollfraktion um etwa 50% reduziert. Dies ist anndhernd mit Experimenten von
Weniger et al. vergleichbar, die eine etwa 70%ige Reduktion in P-Selektin Mausen,
allerdings eine nur etwa 30%ige Reduktion in E-Selektin Mausen fanden (Weniger et
al., in press sowie von Andrian UH, personliche Mitteilung). Die Rollgeschwindigkeit,
die in unseren Experimenten nicht bestimmt wurde, war bei P-Selektin defizienten
Mausen dagegen nur gering, bei E-Selektin defizienten Mausen allerdings
dramatisch erhoéht (Weniger et al., in press). Somit scheint die Interaktion von P-
Selektin mit T-Zellen fur das initiale Abbremsen der T-Zellen (Tethering) und die
Effizienz des Rollens verantwortlich zu sein, wohingegen E-Selektin mehr fur die
Qualitat der Interaktion und die Rollgeschwindigkeit verantwortlich ist (von Andrian
UH, personliche Mitteilung).

Die Bedeutung der Leukozyten-Migration ist fir die Pathogenese zahlreicher
Erkrankungen unumstritten (Tang et al., 1996; Lowe und Ward, 1997). Auch bei der
Psoriasis konnte nachgewiesen werden, dal3 aktivierte T-Zellen fur die Induktion der
Erkrankung ausreichend sind (Wrone-Smith und Nickoloff, 1996; Schon et al., 1997;
Nickoloff und Wrone-Smith, 1999). Fur die Induktion der Erkrankung durch Haut-
infiltrierende T-Zellen ist jedoch ein erkrankungspradisponierender genetischer
Faktor mit entscheidend (Boehncke et al., 1996). Wir untersuchten potentiell
regulatorische Mechanismen der Interaktion von Haut-infiltrierenden T-Zellen mit
dem Endothel von postkapillaren Venolen der murinen Haut. Dabei reduzierten NF-

kB Inhibitoren die potentiell erkrankungsinitiierenden Interaktionen von T-Zellen mit
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dem Hautendothel. NF-«xB regulierte Prozesse sind fur die T-Zell — Endothelzell
Interaktion von grofRer Bedeutung (Robert und Kupper, 1999). Wir konnten hier die
Rolle von NF-xB um einen weiteren, zentralen Punkt erweitern, insofern dieser

nukleare Transkriptionsfaktor die Expression von FucT-VII und CLA reguliert.
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3.4.2 FK506 und Cyclosporin A hemmen die CLA-Expression und Funktion

Zahlreiche entzindliche Dermatosen wie z.B. die Psoriasis vulgaris oder die
atopische Dermatitis kdnnen erfolgreich mit lokalen oder systemischen
Immunsuppressiva therapiert werden. Zu der derzeit am haufigsten verwendeten
Substanzklasse zahlen Glukokortikosteroide, dariiber hinaus wird Cyclosporin A
(CsA) zunehmend haufiger eingesetzt. Neuere Immunsuppressiva wie FK506
(Tacrolimus) sind ebenfalls sehr erfolgreich und stehen in der Bundesrepublik
unmittelbar vor der Zulassung.

Glukokortikosteroide zéhlen zu den potentesten antiinflammatorischen und
immunsuppressiven Medikamenten. Sie inhibieren die Synthese beinahe aller
bekannter Zytokine und zahlreicher immunologisch bedeutsamer
Oberflachenproteine. Der exakte Wirkmechanismus ist allerdings weiterhin nicht
vollstdndig geklart. Glukokortikosteroide binden im Zytoplasma an I6sliche
Steroidhormon-Rezeptoren und der dadurch entstehende Hormon-Rezeptor-
Komplex kann in den Zellkern translozieren und dort die Expression von Zielgenen
modifizieren. Dabei wird die Expression von Zielgenen entweder supprimiert, wie z.B.
die des IL-2 Gens, oder induziert, wie z.B. die der Kollagenase | oder die von IkBa.
Man nimmt an, daf3 (I) die transkriptionelle Aktivierung von Zielgenen durch die
Bindung des Steroidhormon-Rezeptor-Komplexes an positive Glukokortikosteroid
Response Elements (GRE) erfolgt, dafl3 (II) eine transkriptionelle Repression Uber
negative GREs erfolgt und dal3 (lll) der Steroidhormon-Rezeptor-Komplex mit
anderen nuklearen Transkriptionsfaktoren wie z.B. NF-xB, AP-1 oder CREB
interferieren kann (Karin, 1998). Aufgrund (I) der Hemmung der NF-xB Aktivierung
durch Glukokortikosteroide durch eine Induktion der IkBa Transkription in lymphoiden
Zellen sowie der beschriebenen IkBa-unabhdngigen Hemmung der NF-xB
Aktivierung (Auphan et al., 1995; Scheinman et al., 1995; Heck et al., 1997), (II) der
enormen Wirksamkeit von Glukokortikosteroiden bei T-Zell mediierten Dermatosen
(Sterry, 1992; Hunziker, 1997; Trozak, 1999) sowie (lll) der oben nachgewiesenen
Bedeutung von NF-kB flr die Rekrutierung von T-Zellen in die Haut, fragten wir uns,
inwiefern Glukokortikosteroide ihre Wirkung auch Uber eine Hemmung der T-Zell
Migration in die Haut entfalten.

Aul3erdem interessierten wir uns fiur die Wirkung zweier weiterer dermatologisch

relevanter Immunsuppressiva auf die CLA-Expression und —Funktion, namlich der



ERGEBNISSE UND DISKUSSION 107

Calcineurin-Inhibitoren CsA und FK506 (Liu et al., 1991). Eine T-Zell Aktivierung tber
den T-Zell Rezeptor resultiert in einem Anstieg an intrazellularem Ca**. Dieses bindet
an Calmodulin und aktiviert die Phosphatase Calcineurin. Diese dephosphoryliert
Mitglieder der NF-AT Familie im Zytoplasma (NF-ATc), die dann in den Zellkern
translozieren und mit Mitgliedern der NF-ATn Familie (z.B. AP1) einen Komplex
bilden, der an die Promotorregion zahlreicher immunologisch bedeutsamer Gene
bindet und die Transkription dieser Gene induziert. Zu diesen Genen gehort u.a. I1L-2,
TNF-a oder das kostimulatorische Molekil CD40. Sowohl CsA als auch FK506
(Tacrolimus) binden nach ihrer Penetration in die Zellen an ihre zytoplasmatischen
Bindungsproteine (Cyclophilin (CyP) bzw. FK506 Bindungsprotein (FKBP)). Der
Komplex aus CyP/CsA bzw. FKBP/FK506 hemmt die Phosphatase-Aktivitdt von
Calcineurin und somit die Translokation von NF-ATc in den Zellkern, was die
transkriptionelle Aktivierung o0.g. Gene verhindert (Hamilton und Steiner, 1998;
Crabtree, 1999; Ruzicka et al., 1999; Zollner, im Druck).

Cyclosporin A und FK506 hemmen die PHA/IL-2/TGF£ induzierte FucT-VII mRNA
Induktion.

Als erstes untersuchten wir, inwiefern die genannten Substanzen die Expression der
FucT-VII mRNA inhibieren. Hochgereinigte T-Zellen wurden mit PHA/IL-2/TGFp in
Ab- oder Anwesenheit der folgenden Immunsuppressiva fur 48h stimuliert: CsA (1
uM), FK506 (100 nM) und Dexamethason (1 uM — 1 mM). Dexamethason wurde
entweder 1h oder 12h vor Stimulationsbeginn den Kulturen zugegeben, da eine
Induktion von IkBa durch Dexamethason nach 12 h beschrieben ist (Scheinman et
al., 1995). Als Kontrolle wurde NAC (25 mM) verwendet. FK506 und CsA hemmten
die aktivierungsinduzierte FucT-VII mRNA Expression bis zur Nachweisgrenze,
wohingegen Dexamethason sowohl bei 1 stundiger als auch bei 12 stiindiger
Vorinkubation in keiner der untersuchten Konzentrationen eine deutliche Hemmung

der aktivierungsinduzierten FucT-VII mRNA Expression bewirkte (Abb. 35).
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Abb. 35 Cyclosporin A und FK506 hemmen die PHA/IL-2/TGFB induzierte FucT-VIl mRNA
Induktion.
T-Zellen wurden mit PHA/IL-2/TGF fir 48h in Ab- oder Anwesenheit von NAC (25 mM),
Cyclosporin A (CsA; 1 uM), FK506 (100 nM) oder Dexamethason (Dex; 1 mM) stimuliert
und anschlieBend die RNA extrahiert. RT-PCR Experimente fiir FucT-VII (obere Spuren)
bzw. fir das schwach exprimierte, nicht regulierte Gen ARF3 (untere Spuren) wurden wie
in Material und Methodik genannt durchgefuhrt. RT-PCR Produkte wurden auf
Agarosegelen aufgetrennt und mit Ethidiumbromid gefarbt. Desweiteren wurden
Experimente in Abwesenheit von Reverser Transkriptase (-RT) durchgefuhrt, um eine
Verunreinigung durch genomische DNA auszuschlieBen. Die hier dargestellten
Ergebnisse sind reprasentativ fur 3 unabhangige Experimente. Aus: Ludwig et al.,

eingereicht.

Cyclosporin A und FK506 hemmen die PHA/IL-2/TGF g induzierte CLA-Induktion und
-Funktion.

Hochgereinigte T-Zellen wurden Uber 5 Tage mit PHA/IL-2/TGFp in Ab- oder
Anwesenheit von CsA (1 nM — 1 uM), FK506 (10 pM - 100 nM) oder Dexamethason
(100 nM — 1 uM) stimuliert. Anschliel3end wurde die Expression und in vitro Funktion
des FucT-VIlI regulierten Glykoproteins CLA durchfluRzytometrisch gemessen.
Experimente in Anwesenheit von NAC (25 mM) wurden als Kontrolle aufgrund der in
3.4.1 erzielten Ergebnisse mitgefuhrt. Wir fanden eine signifikante, dosisabhangige
Hemmung der CLA-Expression in Anwesenheit von CsA (p<0,05 fur CsA 1 uM - 0,01
UM jeweils versus IL-2/PHA/TGFB-Stimulation) und FK506 (p< 0,05 fur FK506 100
nM — 100 pM jeweils versus IL-2/PHA/TGFB-Stimulation; Abb. 36). Fur

Dexamethason fanden sich lediglich signifikante Effekte bei Konzentrationen > 1 uM,
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was pharmakologisch bei systemischer Anwendung keine Bedeutung besitzt. Die
Expression des Proteinanteils von CLA, PSGL-1, blieb durch die genannten

Immunsuppressiva unverandert (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 36 Cyclosporin A und FK-506 hemmen die PHA/IL-2/TGFB induzierte CLA-
Induktion.
T-Zellen wurden Uber 5 Tage mit PHA/IL-2/TGFp in An- oder Abwesenheit von CsA (1
nM — 1 pM), FK506 (10 pM — 100 nM) bzw. Dexamethason (Dex; 100 nM — 1 mM)
stimuliert. Die Expression von CLA wurde mittels DurchflulRzytometrie gemessen.
Geeignete Isotyp-Kontrollantikdrper dienten dem Ausschlul3 unspezifischer Bindungen.
Die Daten stellen die Mittelwertet+Standardabweichung von 5 Experimenten dar. Aus:

Ludwig et al., eingereicht.

Die Reduktion der CLA-Expression war auch funktionell von Relevanz. So inhibierten
CsA und FK506 hochsignifikant die Bindung der T-Zellen an ein rekombinantes E-
Selektin 1IgG Fusionsprotein. Auch Dexamethason hemmte die aktivierungsinduzierte
Bindung der T-Zellen an E-Selektin, jedoch in geringerem Ausmald und lediglich bei
deutlich hoheren Konzentrationen. Die aktivierungsinduzierte Zunahme der P-
Selektin Bindung wurde lediglich durch FK506 (100 nM) signifikant reduziert
(p<0,05). Das Ausmal’ der FK506-mediierten Hemmung der P-Selektin Bindung war
jedoch deutlich geringer als die Hemmung der E-Selektin Bindung (Abb. 37).
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Cyclosporin A und FK-506 hemmen praferentiell die PHA/IL-2/TGF

induzierte E-Selectin Bindung.

T-Zellen wurden tber 5 Tage mit PHA/IL-2/TGFp in An- oder Abwesenheit von NAC (25
mM), Cyclosporin A (CsA; 0,1 — 1 uM), FK506 (10 — 100 nM) oder Dexamethason (Dex;
0,1 — 1 mM) stimuliert. AnschlieRend wurde die E- bzw. P-Selektin Bindung mit Hilfe der
DurchfluBzytometrie wie in Material und Methoden beschrieben gemessen.
Entsprechende Kontrollen schlossen unspezifische Markierung mit den Fusionsproteinen
aus. p<0,001 fur E-Selektin Bindung von stimulierten versus ruhenden bzw. stimulierten
und CsA- bzw. FK506 behandelten Zellen (jeweils fir beide Konzentrationen). p<0,05 fir
E-Selektin Bindung von stimulierten versus stimulierten und Dexamethason-behandelten
Zellen (jeweils fir beide Konzentrationen). p<0,05 fiir P-Selektin Bindung von stimulierten
versus ruhenden bzw. stimulierten und NAC- bzw. FK506 (100 nM) behandelten Zellen.
Die Ubrigen Ergebnisse waren n.s. Die Daten zeigen MittelwertexSD von 5

Experimenten. Aus: Ludwig et al., eingereicht.

FK-506 hemmt das Rollverhalten von PHA/IL-2/TGFg stimulierten T-Zellen an den

postkapillaren Venolen des Mausohres.

Aufgrund unserer in vitro Ergebnisse ist zu erwarten, daf? stimulierte und FK506-

behandelte T-Zellen im Vergleich zu stimulierten Zellen weniger am Endothel rollen.
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Wie in 3.4.1 bereits beschrieben, wurden fluoreszenzmarkierte T-Zellen wurden bei
drei Mausen injeziert und die Interaktion der injezierten Zellen mit dem Endothel mit
Hilfe der Intravitalmikroskopie beobachtet. Insgesamt wurden die Interaktionen der T-
Zellen mit dem Endothel bei 14 Gefal3en untersucht. Die Zahl der am Endothel
rollenden T-Zellen war nach PHA/IL-2/TGFB-Stimulation im Vergleich zu ruhenden
Zellen knapp verdreifacht (Abb. 38). Die Kultivierung der stimulierten T-Zellen in
Anwesenheit von FK506 fiihrte zu einer signifikanten Reduktion der Zahl der am
Endothel rollenden T-Zellen (p<0,05), sie lag etwas Uber derjenigen der ruhenden T-
Zellen (Abb. 38).

Rolling Fraction [%]

o

0

PHA/IL-2/TGFB _ +
FK506 +

+

Abb. 38 FK-506 hemmt das Rollverhalten von PHA/IL-2/TGFB stimulierten T-Zellen

an den postkapillaren Venolen des Mausohres.

Nach in vitro-Kultivierung der T-Zellen (siehe Material und Methoden), wurden sie mit
BCECF markiert und retrograd in die rechte A. carotis communis injeziert. Die Zellen
wurden mittels Fluoreszenzmikroskopie sichtbar gemacht und die Rollfraktion als
Prozentsatz aller markierter, humaner T-Zellen bestimmt. Die Stimulation der T-Zellen mit
PHAV/IL-2/TGFB erhthte die Rollfraktion in C57B/6 Mausen und der Anstieg der
Rollfraktion wurde durch FK506 (100 nM) signifikant und annéhernd vollstandig blockiert.
Die Daten zeigen MittelwertexSD von 14 Gefal3en in 3 C57B/6 Mausen. p<0,05 fur die
Rollfraktion stimulierter versus stimulierter und FK506 behandelter T-Zellen. Aus: Ludwig

et al., eingereicht.
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3.5 Modifikation der CLA  Expression und Funktion durch
Oligosaccharide auf posttranskriptioneller Ebene

Die Interaktion von Selektinen mit ihren Liganden ist der erste Schritt in der Kaskade,
die fur die Extravasation von immunkompetenten Zellen aus dem Blut in periphere
Organe erforderlich ist. Ohne diese erste Interaktion, die flr das Rollen von T-Zellen
am Endothel verantwortlich ist, konnen die erforderlichen weiteren Interaktionen nicht
ablaufen. Deswegen ist die Intervention in diesen ersten Schritt von grofiem
therapeutischem Interesse.

Zahlreiche Strategien wurden unternommen, um diese initiale Interaktion von
Leukozyten mit Endothelien zu inhibieren. Zu diesen zahlen die Verabreichung der
Selektin-Liganden sLe* oder Konjugate von sLe* mit rekombinanten Proteinen
(Mulligan et al, 1993 und 1999; Kretzschmar et al., 1995; Sprengard et al., 1996).
Weiterhin waren in Tiermodellen monoklonale anti-Selektin Antikdrper in der
Hemmung der Endothelzell — Leukozyten Interaktion erfolgreich (Winn et al., 1993).
Die Hemmung von Glykosyltransferasen, die die Kohlenhydratliganden fur die
Interaktion  mit  Selektinen  bilden, stellt einen  weiteren, potentiell
erfolgversprechenden Schritt dar, der die Hemmung dieser initialen Interaktion
bewirkt. Wie oben dargestellt konnten wir nachweisen, dal3 eine derartige funktionelle
Hemmung mit NF-xB Inhibitoren oder Immunsuppressiva mdglich ist (Zollner et al.,
Manuskript eingereicht).

Glykosidische Primer reprasentieren eine weitere Klasse von potentiellen Inhibitoren
der Selektin — Selektin-Ligand Interaktion. Sie sind falsche Substrate von
Glykosyltransferasen und fuhren zu falschen Endprodukten, wobei die
Glykosyltransferasen die falschen Substrate anstelle der eigentlichen glykosidischen
Primer glykosilieren. So inhibiert GalNAca-O-benzyl® die  O-verkniipfte
Glykoproteinsynthese (Kojima et al., 1992). Die Hemmung der Glykoproteinsynthese
mit einer derartigen Substanz hemmt bei HL-60 Zellen die sLe* Synthese (Kojima et
al., 1992). Problematisch bei den bisher verwendeten Substanzen war u.a. die
geringe Permeabilitat der Substanzen und die geringe Spezifitat fur bestimmte
Glykosyltransferasen, da diese Disaccharide oder langere Oligosaccharide als

Substrate bevorzugen. Zur Optimierung der Spezifitdt verwendeten Sarkar et al.

® Alle Glykoside sind als ,Sugar-linked-aglycone* aufgefiihrt.
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somit Disaccharide. Diese wurden an 2-Naphtol gekoppelt und ihre freien
Hydroxylgruppen acetyliert, wodurch die Autoren eine deutlich verbesserte
Permeabilitdt erreichten (Sarkar et al., 1995 und 1997). Wir fragten uns, inwiefern
derart modifizierte Disaccharide die Expression und Funktion von CLA bei humanen

T-Zellen inhibieren kénnen.

GIcNAcp1-3Gal-NM hemmt dosisabhéngig die Expression der Glykoproteine sLe*
und CLA auf CD3+ T-Zellen.

Dazu stimulierten wir humane PBMC mit TSST-1 (100 ng/ml) Uber 5 Tage in An-
oder Abwesenheit von GIcNAcp1-3Gal-Naphthalenmethanol (1 — 100 pM) oder mit
dem Kontrolloligosaccharid Galp1-3GalNAc-Naphthalenmethanol (NM). Wéhrend
sich das erstgenannte Oligosaccharid vom naturlichen Liganden lediglich durch die
unterschiedliche Stellung (B1-3 statt p1-4) vom natirlichen Substrat N-
Acetyllactosamin unterscheidet  (Abb. 39), unterscheidet  sich  das
Kontrolloligosaccharid vom natirlichen Substrat zusatzlich noch durch die
Komposition des Disaccharids (Gal-Gal statt Glc-Gal). Die Peracetylierung sowie die
Bindung an Naphthalenmethanol diente der Verbesserung der Zellpermeabilitat und

war bei dem untersuchten Oligosaccharid und dem Kontrolloligosaccharid identisch.

H20H
o HOH. o
HO= 0
HO OH OH

NHAc

GIcNAcB1,4Gal (N-Acetyllactosamin)

OAc Ac OAC / ‘
AR SN
AcO o o)

NHAC OAc

Peracetyliertes GIcNAcB1,3Galp-O-NM

Abb. 39 Formeln des natirlichen Substrates (N-Acetyllactosamin) und des CLA-

inhibitorischen Disaccharids.
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Wir fanden, daR GIcNAcB1-3Gal-NM die Expression der Glykoproteine sLe* und CLA
auf CD3+ T-Zellen dosisabhangig hemmt. Der maximale Effekt wurde bei einer
Konzentration des Disaccharids von 100 uM beobachtet, wohingegen das getestete
Kontrolldisaccharid (Peracetyliertes GIcNAcp1,3GalpB-O-NM) keine derartigen Effekte
zeigte. Wie wir anhand des Trypanexklusionstests bzw. der Propidiumjodidaufnahme
nachweisen konnten, waren die untersuchten Substanzen in den verwendeten
Konzentrationen nicht toxisch. Die minimale, signifikant wirksame Konzentration des
Disaccharids lag bei 1 uM (Abb. 40).
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Abb. 40 Die TSST-1 induzierte Aufregulation von CLA wird durch GIcNAcB1-3Galp-
O-NM dosisabhangig inhibiert.
PBMC wurden mit TSST-1 Uber 5 Tage in Anwesenheit von GIcNAcp1-3Galp-O-NM (0 —
100 pM) oder dem Kontroll-Disaccharid (Galpl-3GalNAc; 0 — 100 pM) stimuliert,
anschlieRend wurde die Expression des E-Selektin Liganden CLA durchfluBzytometrisch
bestimmt. n=7, dargestellt sind Mittelwerte+Standardabweichung. p<0,005 fir 100, 50
und 10 pM des Disaccharids sowie p<0,05 fur 5 und 1 pM des Disaccharids. Das
Kontrolldisaccharid Galp1-3GalNAc beeinflu3te in keiner der genannten Konzentrationen

die Expression von CLA (Daten nicht gezeigt). Aus: Podda et al., eingereicht.

GIcNAcA1-3Gals-0O-NM hemmt dosisabhangig die Expression der Glykoproteine sLe*
und CLA auf CD3+ T-Zellen.
Wahrend die Expression der E-Selektin Liganden CLA und sLe* durch das

untersuchte Disaccharid dosisabhéngig inhibiert werden, bleibt die Expression des
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Proteinanteils dieser Liganden auf T-Zellen in Anwesenheit des untersuchten und
des Kontrolldisaccharids unverandert (Abb. 40 und 41).

GIcNACcB1,3Gal

Abb. 41
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Die TSST-1 induzierte CLA-
GIcNACcB1,3Gal inhibiert.

PBMC wurden Uber 5 Tage mit TSST-1 (100 ng/ml) in Ab- oder Anwesenheit von
GIcNAcB1-3Galp-O-NM (100 pM) oder dem Kontroll-Disaccharid (Galp1-3GalNAc; 100
puM) stimuliert. AnschlieBend wurde die Expression von CLA, CD15s und PSGL-1

durchfluBzytometrisch bestimmt. Die Abbildung zeigt ein reprasentatives von sieben

und CD15s Expression wird durch

Experimenten. Aus: Podda et al., eingereicht.

GIcNAc/1,3Gal-NM hemmt die Bindung von TSST-1 aktivierten PBMC an E-Selektin.

PBMC wurden wie oben ausgefihrt in Anwesenheit der beiden Disaccharide fir 5

Tage stimuliert, anschlie3end wurde ihre Bindung an E-Selektin in einem statischen

E-Selektin Bindungsassay wie in Material und Methodik beschrieben untersucht.

Dabei

hemmte GIcNAcB1,3Gal-NM die Bindung von PBMC an E-Selektin

dosisabhangig um bis zu 80%, wohingegen das Kontrolldisaccharid keine derartigen

Effekte zeigte (Abb. 42 bzw. Daten nicht gezeigt). Die Bindung an P-Selektin wurde

ebenfalls signifikant, jedoch zu einem deutlich geringeren Anteil (maximal bis 40%)

inhibiert (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 42 Die Bindung von TSST-1 stimulierten PBMC an rekombinante E-Selektin
IgG Fusionsproteine wird durch GIcNAcB1,3Gal-NM inhibiert.
PBMC wurden wie oben ausgefiihrt mit TSST-1 Uber 5 Tage in Anwesenheit von
GIcNAcBl,3Gal-NM  bzw. des Kontrolldisaccharids Galpl,3GalNAc-NM stimuliert.
Anschliel3end wurde die Bindung der PBMC an die Festphase in einem statischen E-
Selektin  Bindungsassay fluorimetrisch  untersucht. n=5, dargestellt sind
Mittelwerte+Standardabweichung. p<0,05 fir 100, 50, 10 und 5 pM des untersuchten
Disaccharids. Das Kontrolldisaccharid GalpB1l-3GalNAc beeinfluBte in keiner der
genannten Konzentrationen die Bindung an E-Selektin (Daten nicht gezeigt). Aus: Podda

et al., eingereicht.

Die Hemmung der T-zellularen CLA- bzw. CD15s Expression durch GlcNAc/1,3Gal-
NM ist wahrscheinlich auf eine Synthesehemmung von komplexeren
Oligosaccharidseitenketten zurickzufihren.

Die Synthesehemmung komplexer Oligosaccharidseitenketten bewirkt eine
Anschoppung von Vorstufen dieser Oligosaccharidseitenketten, die — je nach
verwendetem Inhibitor — durchflul3zytometrisch mit Hilfe des GalNAc-spezifischen
Lektins Helix pomatiae gemessen werden kann (Kojima et al., 1992). Wir
untersuchten daher, ob wir in unserem Modell eine Hemmung der Extension von O-
verknupften Oligosaccharidseitenketten durch das verwendete falsche Substrat
nachweisen konnen. Dazu wurden PBMC mit TSST-1 in Anwesenheit von
GIcNAcpB1,3Gal-NM bzw. dem Kontrolloligosaccharid stimuliert, anschlie3end wurde

die Akkumulierung von O-verknipftem GalNAc mit Hilfe des FITC-konjugierten
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Lektins Helix pomatiae gemessen. Diese korreliert mit der Hemmung der Extension

der Glykosierung von Oligosaccharidseitenketten (Kojima et al., 1992). Tatséchlich

fanden wir eine deutliche Zunahme der Reaktivitdt mit dem Helix pomatiae Lektin auf
T-Zellen bei GIcNAcB1,3Gal-NM behandelten Zellen, nicht jedoch bei Zellen, die mit

dem Kontrolloligosaccharid behandelt wurden (Abb. 42).
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Abb.42 Zunahme der Helix pomatiae Reaktivitdt bei GIcNAcB1,3Gal-NM

behandelten PBMC als Zeichen der Hemmung der
Oligosaccharidseitenkettenextension.

PBMC wurden mit TSST-1 in Anwesenheit von GIcNAcBl,3Gal-NM oder des
Kontrolloligosaccharids GalB1,3GalNAc-NM fiir 5 Tage stimuliert, anschlieRend wurde die
Reaktivitdt  gegeniber dem  GalNAc-spezifischen  Lektin  Helix  pomatiae
durchfluBzytometrisch gemessen. Die Abbildung zeigt ein reprasentatives von insgesamt

funf durchgefiihrten Experimenten. Aus: Podda et al., eingereicht.
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4, Zusammenfassung

T-Zellen spielen bei der Immunitberwachung der peripheren Organe wie der Haut
eine zentrale Rolle. Sie wandern als naive T-Zellen kontinuierlich in grof3er Zahl in
den Paracortex der peripheren Lymphknoten ein. Die Lymphknoten dienen der
Konzentration von antigenem Material, das in der Periphere von professionellen
Antigen-prasentierenden Zellen aufgenommen und in die Lymphknoten transportiert
wird. Dort treten die Antigen-présentierenden Zellen in engen, physischen Kontakt
mit naiven, Antigen-spezifischen T-Zellen und aktivieren diese. Neben der
Aktivierung in diesem definierten anatomischen Kontext kommt es auch zur
Aufregulation eines Codes spezifischer Adhasionsmolekiile, die die Invasion in
dasjenige Organ zur Folge hat, aus dem das Antigen drainiert wurde. Dieses
organspezifische Rezirkulationsverhalten wird ,Homing® genannt und hat eine
optimierte Antigenabwehr zur Folge, da unterschiedliche Antigene typischer Weise
mit unterschiedlicher Frequenz in verschiedenen Organen anzutreffen sind.

Beim Kontakt von Antigenen mit der Hautoberflache produzieren Keratinozyten rasch
ein grol3es Arsenal von Zytokinen, was neben der Emigration und Maturation der
Langerhans Zellen eine Aufregulation von endothelialen Adhasionsmolekilen
bewirkt. Fur die Initiierung der Einwanderung von T-Zellen in die Haut sind hierbei P-
und E-Selektin von wesentlicher Bedeutung, wobei insbesondere E-Selektin nicht nur
konstitutiv vom Endothel der Haut exprimiert wird, sondern dartber hinaus auch bei
chronischen Entziindungen, wie sie bei atopischer Dermatitis und Psoriasis vulgaris
anzutreffen sind, préaferentiell von der Haut im Vergleich zu anderen Organen
aufreguliert ist. Ligand dieser endothelialen Selektine ist zum einen das konstitutiv
von nahezu allen T-Zellen exprimierte Molekul P-Selektin Ligand-1 (PSGL-1), das an
P-Selektin bindet. Fir die Einwanderung in die Haut ist die Bindung nicht nur an P-
Selektin, sondern gleichzeitig auch an E-Selektin essentiell. Ligand von E-Selektin ist
das sog. kutane Lymphozyten-assoziierte Antigen (CLA) sowie das nahe verwandte
Epitop CD15s (sialyl Lewis®), welche beide durch die Aktivitat bestimmter
Glykosyltransferasen exprimiert werden. Hierbei handelt es sich insbesondere um die
o(1,3)-Fucosyltransferase VII (FucT-VIIl). Die Regulation der FucT-VII und von
CLA/CD15s ist somit wichtig fur die Fahigkeit von T-Zellen, in die Haut

einzuwandern.
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Somit sind T-Zellen fur eine adaquate Immuniberwachung der Haut von Bedeutung.
Es gibt zunehmend auch Hinweise daflr, dal’ fehlgesteuerte Migrationsprozesse von
T-Zellen entzundliche Erkrankungen negativ beeinflussen. Da T-Zellen bei der
atopischen Dermatitis und der Psoriasis vulgaris, den beiden haufigsten chronisch-
entzindlichen Dermatosen, von zentraler, pathogenetischer Relevanz sind, fragten
wir uns, ob typische Induktoren dieser Erkrankungen eine Modifikation des T-Zell
Rezirkulationsverhaltens bewirken und inwiefern dieses Rezirkulationsverhalten

reguliert wird.

Ziel des ersten Teils der Arbeit war es somit, Ausléser der genannten entzindlichen
Dermatosen molekular zu charakterisieren. Ausgehend von der klinischen
Beobachtung, dal3 bakterielle Infektionen bzw. Besiedelung mit Gram-positiven
Erregern diesen Erkrankungen vorangehen, wollten wir die Bedeutung von
bakteriellen Superantigenen naher untersuchen, da diese Substanzen aufgrund ihrer
starken, T-Zell stimulierenden Eigenschaften als Kandidatenmolekile fir die
Induktion von T-Zell mediierten Dermatosen in Frage kamen. Dazu etablierten wir fir
die Psoriasis vulgaris ein xenogenes Transplantationsmodell. Bei diesem wurde
humane Haut von gesunden Kontrollen oder perilasionale Haut von Patienten mit
Psoriasis vulgaris auf immundefiziente SCID-Méause transplantiert. Die repetitive
Injektion eines bakteriellen Superantigens induzierte ausschliel3lich bei Psoriatikern,
nicht jedoch bei gesunden Kontrollen, einen psoriatischen Phanotyp. Diese
Ergebnisse lassen zwei Schlisse zu: (I) Ein bakterielles Superantigen ist unter
bestimmten Voraussetzungen ausreichend, um eine Psoriasis zu induzieren. (1) Ein
bestimmtes, evt. genetisch determiniertes Mikromilieu der Haut ist Voraussetzung fur
die Induktion der Psoriasis durch das Superantigen.

Um die Bedeutung von Superantigenen bei der atopischen Dermatitis zu
untersuchen, analysierten wir die Schwere der atopischen Dermatitis sowie mehrere
immunologische Parameter bei Patienten, deren Haut mit Superantigen-
produzierenden Staphylokokken besiedelt war, und verglichen diese mit Patienten,
deren Haut mit Staphylokokken besiedelt war, die keine Superantigene produzierten.
Wir fanden, dall der SCORAD-Index als Mald fir die Schwere der atopischen
Dermatitis bei der erstgenannten Gruppe signifikant hoher war als bei der
letztgenannten. Die Ubrigen klinischen Parameter wie Alter, Geschlecht,

Bestandsdauer der Erkrankung waren bei beiden Gruppen nicht signifikant
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verschieden. Da bei ca. 80% der Patienten mit atopischer Dermatitis die Gesamt-IgE
Konzentration erhéht ist und mit der Schwere der Erkrankung (schwach) korreliert,
untersuchten wir diesen Parameter, um auszuschlieB3en, daf3 eine Patientenselektion
fur die signifikanten Unterschiede im SCORAD-Index verantwortlich ist. Dabei zeigte
sich, dall bei der Patientengruppe, die mit Superantigen-produzierenden
Staphylokokken besiedelt war, die Gesamt-IgE Konzentration wider Erwarten
signifikant niedriger als bei der Vergleichsgruppe war. Damit konnte ausgeschlossen
werden, dal3 eine ausgepragtere atopische Diathese Ursache fir die signifikanten
Unterschiede im SCORAD-Index sind. Die Ergebnisse dieser Studie legen somit
nahe, dafl} nicht nur bei der Psoriasis vulgaris, sondern auch bei der atopischen

Dermatitis bakterielle Superantigene in die Pathogenese involviert sind.

Im zweiten Teil der Arbeit gingen wir der Frage nach, inwiefern Veranderungen des
Hautimmunsystems nachweisbar sind, die auf bakterielle Superantigene
zurtckzufihren sind. In unseren Untersuchungen setzten wir dabei zwei
Schwerpunkte: (I) Das T-Zell Rezeptor (TCR) VB Repertoire, da Superantigene o/p+
T-Zellen in TCR Vp spezifischer Weise aktivieren und (lI) Adhasionsmolekile unter
besonderer Berlcksichtigung des Haut-spezifischen Adhasionsmolekiils CLA, da T-
Zell Adhasionsmolekile aktivierungsabhangig reguliert werden und eine veranderte
T-Zell Migration in pathophysiologische Vorgénge involviert ist. Die Untersuchungen
des TCR Vp Repertoires der Haut erfolgten an der Psoriasis vulgaris als Modell einer
T-Zell vermittelten Immundermatose, die — wie oben gezeigt — u.a. durch bakterielle
Superantigene induziert werden kann. Im Gegensatz zu Untersuchungen zur
.-akuten* Form der Psoriasis, der Psoriasis guttata, bei der Superantigen-mediierte
Verdnderungen des TCR V[ Repertoires der Haut im Vergleich zum Blut
nachgewiesen werden konnten, fanden wir und auch andere Arbeitsgruppen bei der
chronisch-stationdren Form der Psoriasis keine Veranderungen des TCR Vj
Repertoires der Haut, das fur einen Superantigen-mediierten Effekt spricht. Aus
diesen und anderen Befunden entwickelten wir ein pathophysiologisches Konzept
der Psoriasis, bei dem Superantigene zwar in die Induktion, nicht jedoch in die
Aufrechterhaltung des Erkrankungsprozesses involviert sind.

Aufgrund der geschilderten Bedeutung der T-Zell Rezirkulation fur die Pathogenese
T-Zell mediierter Erkrankungen sowie der oben nachgewiesenen Bedeutung von

bakteriellen Superantigenen fur entziindliche Dermatosen untersuchten wir, ob die
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Induktion von T-Zell mediierten Erkrankungen der Haut evt. auf eine Aufregulation
des Haut-spezifischen Adhasionsmolekills CLA zurtickzufihren sein kdnnte. In der
Tat induzierten verschiedene bakterielle Superantigene die Expression von CLA auf
T-Zellen in vitro. Diese war von funktioneller Relevanz und ist wahrscheinlich auf eine
vermehrte Expression der FucT-VII mRNA zurickzufuhren. Die Induktion von CLA
war spezifisch fir Superantigene, da das Mitogen PHA zu keiner wesentlichen
Induktion von CLA fihrte. Da durch TCR VB2 spezifische Superantigene (ET und
TSST-1) CLA nicht nur auf TCR VB2+ Zellen aufreguliert wurde, vermuteten wir
indirekte, evt. Zytokin-mediierte Mechanismen, die fur die beobachteten Effekte
verantwortlich waren. In der Tat wurde von anderen nachgewiesen, daf} IL-12 bei
Stimulation von PBMC mit Superantigenen von grof3er Bedeutung fur die CLA-
Aufregulation ist. Neben peripheren Antigen-prasentierenden Zellen des Blutes
waren auch IFNy-stimulierte, HLA Klasse I+ Keratinozyten in der Lage,
Superantigene an T-Zellen zu préasentieren und zu einer CLA-Aufregulation der T-
Zellen zu fuhren. Diese war nahezu vollstandig MHC Klasse Il abhangig und wurde
z.T. durch IL-6 mediiert. Auch bei ex vivo Untersuchungen von Patienten mit
atopischer Dermatitis fanden wir eine signifikant hohere CLA-Expression auf T-Zellen
bei denjenigen Patienten, deren Haut mit Superantigen-produzierenden
Staphylokokken besiedelt war. Somit konnten wir nicht nur eine zentrale Bedeutung
von bakteriellen Superantigenen fur T-Zell mediierte Immundermatosen aufzeigen.
Wir konnten dartber hinaus auch einen molekularen Mechanismus charakterisieren,
der sehr wahrscheinlich in die Induktion bzw. Exazerbation dieser Gruppe von

Erkrankungen involviert ist.

Aufgrund der geschilderten Bedeutung von pathologischen Migrationsprozessen fur
T-Zell mediierte Erkrankungen der Haut suchten wir im dritten Teil dieser Arbeit nach
Strategien zur Inhibition der T-Zell CLA Expression. Da die bekannten Induktoren von
CLA wie Superantigene, anti CD28 oder anti CD3 Stimulation in Anwesenheit von IL-
2, Zytokincocktails wie 1L-2 und IL-6 bzw. IL-2 und TGFB in Anwesenheit von PHA
die Aktivierung des nuklearen Transkriptionsfaktors NF-kB gemeinsam haben und
auBerdem NF-kxB Bindungsstellen im Promotor von FucT-VIlI beschrieben sind,
untersuchten wir den Einflu3 verschiedener Inhibitoren von NF-xB auf die FucT-VII
MRNA Expression sowie auf die Expression und Funktion von CLA. Als NF-xB

Inhibitoren wahlten wir das Antioxidans N-Acetyl-L-Cystein, das die kB Kinase
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inhibiert, die 1kB Phosphorylierungshemmer Bay11-7082 und Bay11-7085 sowie die
Proteasomeninhibitoren Lactacystin und MG132. Alle genannten Substanzen
supprimierten in annéhernd dem gleichen Umfang die stimulationsinduzierte NF-xB
Aktivierung, FucT-VII mRNA Aufregulation sowie CLA-Expression. Dies war
auBerdem von funktioneller Bedeutung in vitro und in vivo, wie wir durch eine
Hemmung des Rollens von T-Zellen am Endothel des Mausohres mit der
Intravitalmikroskopie nachweisen konnten. Somit vermuten wir, dafl} die Expression
und Funktion von CLA auf transkriptioneller Ebene tber die Aktivierung von NF-xB
reguliert wird.

Aufgrund der potenten immunsuppressiven Eigenschaften von
Glukokortikosteroiden, Cyclosporin A und FK506 untersuchten wir, ob diese
Substanzen ebenfalls die Expression von CLA auf T-Zellen inhibieren. Tats&chlich
inhibierten Cyclosporin A und FK506 dosisabhangig und nahezu komplett in
pharmakologisch relevanten Konzentrationen die aktivierungsinduzierte
Aufregulation von FucT-VII sowie der CLA-Expression und —Funktion. Exemplarisch
untersuchten wir bei FK506 behandelten T-Zellen auch die CLA-Funktion in vivo:
FK506 inhibierte nahezu komplett die aktivierungsinduzierte Zunahme des Rollens
von T-Zellen am Endothel des Mausohres. Interessanter Weise hemmte
Dexamethason ausschlie3lich in suprapharmakologsichen Konzentrationen und
lediglich in geringem Ausmalf die FucT-VIl mMRNA Expression sowie CLA-Expression
und in vitro Funktion. Die molekularen Ursachen fur diese differentiellen Effekte der
untersuchten Immunsuppressiva sind uns allerdings nicht bekannt.

Da die Elongation von komplexen Oligosaccharidseitenketten an Proteinen wie
PSGL-1 von Mono- und Disacchariden ihren Ausgang nimmt, fragten wir uns
schlieB3lich, inwiefern Disaccharide, die mit den physiologischen Glykosid-Primern
nahezu identisch sind, als ,falsche Substrate" die Glykosilierung von Proteinen und
damit die T-Zell Bindung an Selektine beeinflussen. Das dem physiologischen
Glykosid-Primer N-Acetyllactosamin (GIcNAcp1,4Gal) nahe verwandte Disaccharid
Galaktosidoglucosamin (GIcNAcB1,3Gal-NM) hemmte dosisabhéangig die T-Zell CLA
Expression sowie die Bindung von T-Zellen an E-Selektin 1gG Fusionsproteine.
Aufgrund des Nachweises einer Anschoppung von kurzkettigen
Oligosaccharidseitenketten auf den Zellen vermuten wir, dal® fir diesen Effekt die
Hemmung der Seitenkettenelongation durch die ,falschen Substrate* verantwortlich

ist. Somit fanden wir eine Hemmung der Expression und Funktion sowohl auf
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transkriptioneller als auch auf posttranskriptioneller Ebene. Aufgrund der Bedeutung
von fehlgeleiteten Migrationsprozessen stellt die Modulation der T-Zell Migration in
die Haut eine untersuchenswerte Strategie zur kinftigen Therapie T-Zell mediierter
Dermatosen dar.
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6. Abklrzungsverzeichnis

ARF3 ADP Ribosylierungsfaktor 3

C Komplement

CCR Chemokinrezeptor

CHO Chinese hamster ovary

CLA Kutanes Lymphozyten-assoziiertes Antigen
CD Differenzierungskluster

Dz Dendritische Zelle

ET Exfoliatives Toxin

Fc Konstantes Fragment

FCS Fotales Kéalberserum

FITC Fluoreszeinisothiozyanat

FucT Fucosyltransferase

GM-CSF Granulozyten/Monozyten-Kolonie-stimulierender Faktor
HLA Humanes Leukozyten Antigen

HUVEC Human Umbilical Vein Endothelial Cell
ICAM Interzellulares Adhasionsmolekdl

IFN Interferon

Ig Immunglobulin

IL Interleukin

IP-10 IFN-induziertes Protein-10

KG Korpergewicht

LFA Leukozytenfunktionsantigen

MAdCAM Mukosales Adressin-Zellulares Adhasionsmolekl
MDC Makrophagen-deriviertes Chemokin)

MIP Makrophagen inflammatorisches Protein
MHC Major histocompatibility complex fir Haupthistokompatibilitditskomplex
MSH Melanozyten-stimulierendes Hormon

NAC N-Acetyl-L-Cystein

NF-kB Nuklearer Transkriptionsfaktor kB

PBMC peripheral blood mononuclear cells

PBS Phosphate-buffered saline

PDGF Plattchen-derivierter Wachstumsfaktor

PE Phycoerythrin

PHA Phythamagglutinin

PNAd Peripheral Node Addressin fir Adressin der peripheren Lymphknoten
POMC Proopiomelanokortin

PSGL-1 P-Selectin Glycoprotein Ligand-1

RAST Radioallergosorbent Test

SAg Superantigen

SALT Skin-associated lymphoid tissue flr Haut-assoziiertes lymphatisches Gewebe
SCID severe combined imunodeficiency
SCORAD Scoring of atopic dermatitis

SD standard deviation fur Standardabweichung
SIS skin immune system fir Hautimmunsystem
SEA Staphylokokkenenterotoxin A

sLeX sialysiertes Lewis X-Antigen

TARC (Chemokin)

TCR T-Zell Rezeptor

TCRV Variables Segment des TCR

TGF Transformierender Wachstumsfaktor

Tc Zytotoxische T-Zelle (CD8+)

Th T Helfer Zelle (CD4+)

TSST-1 Toxic shock syndrome toxin-1

TNF Tumornekrosefaktor

VCAM Vaskulares Adhasionsmolekil

VLA Very late Antigen fur spat exprimiertes Antigen (Adhasionsmolekiil)
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