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1.  ABKURZUNGSVERZEICHNIS
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2. EINLEITUNG

2.1 Dendritische Zellen

Schon 1868 beschrieb der Berliner Medizinstudent Paul Langerhans eine von ihm neu
entdeckte epidermale Zellart, die spater nach ihm benannten Langerhans-Zellen. Paul
Langerhans hatte allerdings falschlicherweise vermutet, es wirde sich um Nerven der
Haut handeln!. Ralph Steinman erkannte 1973 die Fahigkeit dieser Zellen zur
Antigenprasentation und pragte den Terminus der Dendritischen Zelle?.

Die Dendritische Zelle (DC) stellt als effektivste Antigen-prasentierende Zelle (APC)
des Immunsystems eine Schnittstelle zwischen angeborenem und erworbenem
Immunsystem dar. Als Teil des angeborenen Immunsystems aktiviert sie T-Zellen des
erworbenen Immunsystems. DCs kdnnen eine spezifische Immunantwort pragen, sind
aber auch wesentlich fur die Entwicklung und Aufrechterhaltung zentraler und
peripherer Toleranz. Gemeinsam mit Monozyten und Makrophagen gehdren DCs zum
mononukledren Phagozytensystem. Die Gruppe der DCs beinhaltet konventionelle
DCs (cDCs), plasmazytoide DCs (pDCs) und DCs, welche sich aus Monozyten
entwickelt haben (monocyte-derived DCs oder moDCs)3. pDCs sind in der gesunden

Haut nicht nachweisbar und stehen somit nicht im Fokus dieser Arbeit.

2.2 Dendritische Zellen der Haut

Die Haut kann in zwei anatomische Einheiten unterteilt werden: Epidermis und Dermis.
Die Epidermis ist ein enggepacktes Epithel bestehend aus Keratinozyten, welche das
Wasser undurchlassige Stratum corneum bilden. Eine Basalmembran teilt die
Epidermis von der darunter liegenden Dermis, welche eine zellarme Schicht ist,
bestehend aus Fibroblasten und Kollagen- und Elastinfasern. Langerhans Zellen
werden in der Epidermis und dem Haarfollikelepithel gefunden und wurden friher als
bedeutendste APCs betrachtet. Neuere Studien zeigen jedoch, dass auch die Dermis
ein dichtes Netzwerk von APCs besitzt, welches sowohl DCs als auch Makrophagen
umfasst*® (Abbildung 1).

cDCs in der Dermis werden aufgrund unterschiedlicher Ontogenese, Abh&ngigkeiten

von Transkriptionsfaktoren, Genexpressionsprofilen und physiologischer Funktionen
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in verschiedene Subpopulationen eingeteilt. Um die verschiedenen Subpopulationen
zu unterscheiden, hat sich der technisch praktikable Nachweis unterschiedlicher
Oberflachenmarker mittels Durchflusszytometrie etabliert. Murine cDCs in der Dermis
werden in erster Linie aufgrund ihrer Expression von CD11b kategorisiert. Dermale
CD11b* cDCs sind die haufigsten DCs in der gesunden Dermis. Bis vor kurzem war
es nicht moglich, diese CD11b* c¢cDCs von CD11b* moDCs und Makrophagen zu
unterscheiden®. In den letzten Jahren konnte nun herausgefunden werden, dass CD64
oder Fc-gamma receptor 1 (FcyRI) ausschlieRlich auf CD11b* moDCs und
Makrophagen exprimiert wird und somit eine Unterscheidung von den CD64 CD11b*
cDCs ermdglicht®8,

Dermale CD11b" cDCs exprimieren das C-type lectin Langerin (auch bekannt als
CD207 und CLEC4K) und beinhalten CD103* und CD103- Zellen. Durch ihre
Entwicklung sind diese Zellen mit den CD8a* cDCs in sekundéren Lymphgeweben
verwandt. Dermale CD103* CD11b" cDCs stechen besonders durch ihre Fahigkeit der
Kreuzprasentation hervor®. Bei der Kreuzprasentation werden Antigene aus dem
extrazellularen Raum in die Zellen eingegliedert, die daraus herriihrenden antigenen
Peptide jedoch auf MHC-I Komplexen CD8"-zytotoxischen T-Zellen gezeigt.
Insbesondere in der Bekdmpfung von Virus-infizierten oder maligne entarteten Zellen
ist dieser Mechanismus zur Aktivierung zytotoxischer T-Lymphozyten von
herausragender Bedeutung. Bis vor kurzem wurde sehr intensiv nach einem
spezifischen Oberflachenmarker zur Identifizierung kreuzprasentierender DCs
gesucht. Zur Definition dieses DC-Subtyps wurden Clec9a und CD205 verwandt,
welche allerdings nicht exklusiv auf kreuzprasentierenden Zellen exprimiert werden.
Nun scheint mit dem XC-chemokine receptor 1 (XCR1) ein Marker gefunden zu sein,
welcher speziesweit exklusiv von kreuzprasentierenden DCs aller Organe exprimiert
wird®1°, DCs und Makrophagen der murinen Haut und die entsprechenden
menschlichen Subpopulationen sind mit ihren Hauptoberflachenmarkern in Tabelle 1

aufgelistet.


https://de.wikipedia.org/wiki/T-Zellen

Maus Mensch Erganzende Marker

Epidermis

Langerhans Zelle Langerhans Zelle CDla*CD207*

Dermis

XCR1* cDC CD141*cDC XCR1*
CD11bCD207*cDC
CD11bCD103*cDC

CD11b*cDC CD1c*cDC -

Monocyte-derived DC | Monocyte-derived DC | CD64*CD14*AF°wSSClow
Doppel-negative DC Nicht definiert -
Makrophage Makrophage CD64*CD14*AFN9hSSChighEX|llat

Tabelle 1: Dendritische Zellen und Makrophagen der murinen Haut und ihre menschlichen

Gegenstiicke, adaptiert nach Malissen et al.?

AF: Autofluoreszenz, CD1c: auch bekannt als BDCA1; CD64: auch bekannt als Fc)RI; CD141:
auch bekannt als Thrombomodulin und BDCA3; CD207: auch bekannt als Langerin und
CLECA4K; FXIIIA: Koagulationsfaktor XIIlI subunit a, auch bekannt als T13Al; SSC: side size

scatter in der Durchflusszytometrie; XCR1: XC-chemokine receptor 1

2.2.1 Funktion der dendritischen Zellen der Haut

Die gemeinsame Funktion aller Subtypen der cDCs ist die Antigenerkennung und
Antigenprasentation vorher als fremdartig erkannter aufgenommener Strukturen, wie
z.B. Mikroorganismen und deren Bestandteile. cDCs kdénnen zum Lymphknoten
migrieren und dort T-Zellen induzieren. Sie sind somit in der Lage, eine primére
Immunantwort zu indizieren, indem sie naive T-Lymphozyten aktivieren.

cDCs in gesundem, nicht-lymphoiden Gewebe wie der Haut ruhen dort nicht, sondern
erfullen auch eine wichtige Funktion. So migriert ein kleiner Teil der cDCs standig von
der gesunden Haut zu den Lymphknoten, um die Homoostase aufrechtzuhalten. Nach
Reifung regulieren diese cDCs MHC-Klasse II (MHC II) Molekile hoch und
transportieren kutane Selbstantigene zu den T-Zellzonen der drainierenden
Lymphknoten®!. Wenn sie auf T-Zellen treffen, welche der zentralen Toleranzkontrolle
entkommen sind, triggern diese cDCs ein abortives Programm in autoreaktiven T-

Zellen213, Weiterhin interagieren unter homoostatischen Bedingungen gereifte cDCs



mit nicht-autoreaktiven naiven T-Zellen und tragen so dazu bei, dass diese T-Zellen
weiterhin aufmerksam sind und die Antigensensitivitat verstarkt wird4.

Werden cDCs in der Haut allerdings durch Pilze, Viren, Bakterien oder Protozoen
aktiviert, durchlaufen sie ein anderes terminales Differenzierungsprogramm als das bei
der homoostatischen Reifung. Zuséatzlich werden hier kostimulatorische Molekiile
hochreguliert. Diese Reifung fuhrt zur Migration der cDCs zu den drainierenden
Lymphknoten, dort férdern sie die klonale Expansion der naiven antigen-spezifischen
T-Zellen und den Erwerb von T-Zell Effektorfunktionen.

Wie die verschiedenen DC Subtypen, welche in gesunder Haut identifiziert wurden,
sich in verschiedenen Krankheitsstadien entwickeln und funktionieren, ist ein wichtiger

Fokus der aktuellen Forschung.
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Abbildung 1: Antigenprasentierende Zellpopulationen der gesunden murinen Haut.



2.3 Targeting kutaner dendritischer Zellen

Vakzinierungen  stellen  eine  gut etabliete und gut  untersuchte
Interventionsmaoglichkeit in der Medizin dar. Louis Pasteur entdeckte, dass bestimmte
Mikroben Krankheiten verursachen und attenuierte Mikroben einen lebenslangen
Schutz gegen eine folgende Infektion durch pathogene, also nicht-attenuierte Formen
der Mikrobe bewirken kdnnen. Erst das 20. Jahrhundert brachte aber dann ein klareres
Verstandnis der zellularen und auch der molekularen Mechanismen der
Vakzinimmunitat und so auch der entscheidenden Rolle der DCs'>16, Diese groRRen
Fortschritte initiierten eine neue Ara der Vakzinierungsforschung, basierend auf
unserem Verstandnis wichtiger immunologischer Grundlagen.

Ein Vakzin kann definiert werden als ,formulation that induces specific, non-toxic, and
long-lasting immune responses to prevent or treat disease“!®. Typischerweise waren
und sind das Infektionskrankheiten, allerdings wird das Spektrum der Zielantigene
erweitert auf Antigene spezifisch fiir Krebs, Autoimmunitat oder Allergien'’. Demnach
werden zukinftige Vakzine nicht nur die Immunitat im klassischen Sinne verstarken,
sondern auch die Immunitat regulieren oder dampfen oder sogar eine immunologische
Toleranz induzieren kdonnen. DCs sind die Hauptinduktoren und Regulatoren von
Immunitat und Toleranz. Sie sind entscheidend in der Entwicklung moderner Vakzine
und stehen so immer mehr im Mittelpunkt'8-20,

Die meisten Vakzine werden aktuell in das subkutane Fettgewebe oder in den Muskel
unterhalb der Haut appliziert. Allerdings verfigen das subkutane Fettgewebe und das
Muskelgewebe nur Gber wenige, kaum charakterisierte DCs®. Relativ wenige Vakzine
wirken kutan?!, obwohl gerade die Dermis und Epidermis der Haut tber ein dichtes,
gut untersuchtes Netzwerk an DCs verfigen. Die frihesten erfolgreichen
Vakzinierungen gegen Pocken wurden 1796 auch Uber die Haut verabreicht. In der
neuen Ara der modernen, rationalen Vakzinierungsstrategien werden aktuell
verschiedene neue Losungsanséatze konzipiert, mit denen das Potenzial dieser

kutanen DCs genutzt werden soll.

2.3.1 Uberwindung der Hautbarriere

Kutane Vakzinierung kann verstarkte Immunantworten hervorrufen und eine

einfachere Medikamentenapplikation ermdglichen, allerdings werden aktuell



zuverlassige Methoden zur intradermalen Applikation noch evaluiert. Diese
verschiedenen Methoden zur Uberwindung des Stratum corneums, der
wasserabweisenden Barriereschicht, konnen in nadelbasierte und nadelfreie
Methoden unterschieden werden. Eine andere Einteilung der Mdglichkeiten der
kutanen Applikation beruht in passiven Methoden, welche keine physische Stoérung
setzen, oder in aktiven Methoden, welche das Stratum corneum verletzen?224, Eine
Auswahl an Methoden zur kutanen Medikamentenapplikation ist graphisch in
Abbildung 2 dargestellt.

2.3.2 Injektionen in die Haut

Mantoux-Methode

Die meisten Impfungen werden intramuskulér oder subkutan mit einer Injektionsnadel
verabreicht. Um eine intradermale Impfung zu erreichen, kdnnen konventionelle
Injektionsnadeln mit der Mantoux Methode benutzt werden. Hierbei werden die Nadeln
in einem 5-15 Grad Winkel ca. 1 mm tief in die Dermis eingefihrt. Diese Methode
wurde von Charles Mantoux Anfang des 20. Jahrhunderts entwickelt und wird zur
Tuberkulosediagnostik mittels intradermaler Injektion von Tuberkulin benutzt?®.
Allerdings bendtigt die intradermale Injektion durch die Mantoux Technik ein spezielles
Training und erzielt dennoch haufig unzuverlassige, inkonsistente Ergebnisse?®.
Durchstechen der Haut

Seit mehr als 200 Jahren werden verschiedene scharfe Instrumente fur die Impfung
eingesetzt. Die Haut wird mit kleinen Lochern durchstochen, durch die dann Impfstoff
in den Korper eindringen kann?*. Scharfe Werkzeuge wie gegabelte Nadeln wurden
historisch fir die Pocken?’ und Tuberkulose?® Impfung verwendet und bleiben bis
heute in Gebrauch.

Mikronadeln

Die Mikronadeltechnologie ermoglicht eine nahezu schmerzlose und effiziente
Verabreichung von Molektlen durch das Stratum corneum sowohl fir die lokale als
auch die systemische Absorption. Die Lange der Mikronadeln betréagt in der Regel 200
- 800 pm, so dass sie lang genug sind, um das Stratum corneum (Dicke 15 - 20 um)
zu durchdringen, aber immer noch kurz genug, um keine Nervenenden zu erreichen,

wodurch die Schmerzempfindung durch herkdbmmliche Nadeln verursacht wird.



Unterschiedliche Mikronadelsysteme werden schon vielféltig eingesetzt und erprobt.
Haufig wird Influenza Impfstoff als Testmolekul zur Mikronadel-assistierten Impfung
eingesetzt. Mittels dieses Systems kann einfach tberpruft werden, ob die kutane
Vakzinierung zur gewtinschten Immunitat gefiihrt hat.

Hohle Mikronadeln

Als Weiterentwicklung der Mantoux Methode werden hier die Mikronadeln vertikal auf
die Haut aufgesetzt. Hohle Mikronadeln erlauben Injektionen von nur wenigen pl
flissiger Formulierungen in die Haut. Verschiedene Studien konnten zeigen, dass eine
intradermale Vakzinierung mit einem niedrig dosierten Influenzavakzin mittels hohler
Mikronadeln ebenso immunogen war wie der Goldstandard der intramuskularen
Impfung?®.

Solide Mikronadeln

Auch solide Mikronadeln kdnnen verwendet werden, um die Haut zu durchstechen und
damit den Impfstoff epidermal oder dermal zu deponieren?+2°, Impfstoffformulierungen
kénnen auf die Haut aufgetragen werden, nachdem diese zuvor mit Mikronadeln
penetriert wurde. Alternativ kénnen Mikronadeln mit einer Impfstoffformulierung
beschichtet werden und die Impfstoffe werden dann nach der Insertion in die Haut
freigesetzt. Feste Mikronadeln werden auch als Patches hergestellt, die leicht auf die
Haut aufgetragen werden konnen. Im Mausmodell riefen mit einer niedrigeren
Antigendosis beschichtete Mikronadeln eine mit der intramuskularen Standarddosis
vergleichbare Immunitat hervor3?,

Auflésende Mikronadeln

Mikronadeln kdnnen aus verschiedenen Polymeren hergestellt werden, die sich nach
ihrer Anwendung rasch in der Haut auflésen. Gleichzeitig geben sie ihre Ladung in die
Epidermis frei. Ein weiterer Vorteil auflésender Mikronadeln ist die Abwesenheit von
scharfen Abfallen, wenn sie fir die Impfung verwendet werden. Auflésende
Mikronadeln aus einem biokompatiblen Polymer wurden verwendet, um
eingekapselten Influenza-Virus-Impfstoff in die Dermis einzufihren. Dieser Ansatz hat

robuste Antikorper-vermittelte und zellulare Immunantworten hervorgerufen3?.
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2.3.3 Nadelfreie Methoden

Spritzdisentechnik

Nadelfreie Alternativen der intradermalen Impfstoff- und Arzneimittelabgabe sind die
Jet-Injektion und Partikel-Injektionsrouten. Mit der Jet-Injektion gibt es bereits
jahrzehntelange Kklinische Erfahrung, neuere Studien werden mit weiteren
Innovationen in dieser Technologie durchgefiihrt. Flissige Injektoren punktieren die
Haut mittels eines Hochgeschwindigkeitsstrahls, welcher das Stratum corneum
durchdringen kann. AnschlieRend kdnnen die Arzneimittel in der Haut abgelagert
werden. Ahnlich bringen Pulver-Injektoren pulverférmige Medikamente in die Haut
mittels komprimierten Gases oder einer elektrischen Energiequelle??33,

Chemische Enhancer/ Patch

Chemische Stoffe kdnnen die Permeabilitat von Wirkstoffen durch die Haut
beeinflussen. Wasser ist der wichtigste sogenannte chemische enhancer. Unter
Okklusion sammelt sich der Schweiss, und im gequollenen Stratum corneum bilden
sich Wasserkanéle, in denen auch wasserlosliche Wirkstoffe die Hautbarriere
Uberwinden konnen. Andere Verbindungen wie Alkohole, organische Losungsmittel
oder Detergenzien konnen die Lipidmembran des Stratum corneum stéren und somit
die Permeabilitat erhéhen. Im Weiteren kann die Permeabilitat durch die Bindung des
Wirkstoffs an ein Vehikel, z.B. Nanopartikel oder Liposomen, erh6ht werden. Durch
Aufkleben von Patches auf der Haut entsteht durch die okklusive Kondensation eine
Kammer, in der Allergen durch Haut-Schweil3 I6slich gemacht wird. Dieses System
wurde bereits vielfach im Mausmodell in der spezifischen Immuntherapie von
Nahrungsmittelallergien  untersucht und zeigte dort eine erfolgreiche
Toleranzentwicklung®. Neuere Daten im Mausmodell zeigen, dass durch die
Applikation von entgiftetem Pertussistoxin mittels Patch auch eine robuste,
proinflammatorische Immunantwort induziert werden kann3>.

Abrasion

Eine Reihe von Studien hat gezeigt, dass die Hautbarriere des Stratum corneums
mittels verschiedener Abriebverfahren reduziert werden kann, wodurch die Penetration
von Proteinen ermoglicht wird. Mdgliche Techniken sind das Abreiben mittels rauer

Oberflachen wie Sandpapier3®, tape-stripping®’ oder Mikrodermabrasion3,

Ultraschall, Elektroporation / lontopherese
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Ultraschall und Elektroporation / lontopherese stellen weitere physikalische Methoden
dar, die Permeabilitat des Stratum corneums zu verbessern.

Der niederfrequente Ultraschall (20—-120 kHz) wirkt durch zwei Mechanismen: erstens
wird die Haut durch die entstehende Warme permeabler, zweitens bildet sich eine
Blase im Stratum corneum, dessen Struktur dann durch den nachfolgenden Kollaps
der Blase aufgebrochen wird.

Bei der Elektroporation und lontopherese werden Molekule tber elektrischen Strom in
die Haut eingebracht. Bei der Elektroporation entstehen durch elektrische Impulse (75-
100 V) auf der Haut Mikroporen, welche permeabel flr nachtraglich applizierte
Wirkstoffe sind. Die maximale Stromstarke bei der Applikation mittels lontopherese
liegt bei 0,5 mA/cm. Um nichtgeladene Antigene zu transportieren, kdnnen diese an
ionisierte Molekile gebunden werden?*.

Thermische Ablation

Mikroporen werden in die Haut eingefugt, um Impfstoffe in die Haut zu liefern. Dies ist
ein zweistufiger Prozess, bei dem zunéachst die Mikroporen generiert werden und dann
als nachstes eine Wirkstofflosung aufgetragen wird. Bei dieser Methode wird ein Array
von Mikroporen in der Haut erzeugt, verschiedene Hautschichten werden durch die
Anwendung von fokussierter Warmeenergie ablatiert. Diese fokussierte
Warmeenergie entsteht durch Hochfrequenz- oder laserbasierte Ansatze?“.

2.4  Immunologischer Ausblick

Die Madglichkeit, solche neuartigen Abgabesysteme mit Impfstoffantigenen zu
kombinieren, erdffnet der immunologischen Forschung ganzlich neue Perspektiven.
Werden die Impfstoffantigene an  Antikdrper  gekoppelt, welche fur
Oberflachenmolekile eines bestimmten Typs kutaner APC spezifisch sind, kann so
die funktionelle Spezialisierung dieser APCs erforscht werden.

Beispielsweise aktiviert die Ausrichtung von Impfstoffantigenen auf XCR1*-cDCs bei
Mausen ihre robuste Kreuz-Prasentationskapazitat und die Fahigkeit, Effektor-CD8* -
T-Zellen zu induzieren®34°, Ebenso konnte das Targeting von Retinolsaure-
produzierenden dermalen CD11b*-DCs zur Induktion von antigenspezifischen TReg-
Zellen benutzt werden, um pathologische Zustdnde wie allergische Kontaktdermatitis

zu beeinflussen4!.
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3 ZUSAMMENFASSUNG EIGENER ARBEITEN IM
WISSENSCHAFTLICHEN KONTEXT

3.1 Murine dendritische Zellsubpopulationen in gesunder Haut und
im Kontaktekzemmodell

Bis vor kurzem hatten wir keine Oberflachenmarker zur Verfiigung, mit denen eine
eindeutige Differenzierung von Makrophagen, cDCs und moDCs in der Haut mdglich
gewesen ware*. Somit konnte die Rolle der einzelnen myeloiden Subpopulationen in
der Hautintegritdt und Hautimmunitat nicht verstanden werden. Durch die
Kombinationsfarbung der CD64 wund CCR2 Oberflachenmarker in der
DurchfluBzytometrie ist es uns nun gelungen, die verschiedenen myeloiden
Zellsubpopulationen zu identifizieren und zu differenzieren. Von den verschiedenen
Subpopulationen haben wir ihre Ontogenese, transkriptomischen Signaturen, ihr
Migrationsverhalten sowie ihre T-Zell-stimulierenden Kapazitaten analysiert.

Dermale Makrophagen waren gemischten Ursprungs. Ein Teil scheint bereits pranatal
in der Haut angelegt zu sein, wahrend andere Makrophagen kontinuierlich von aus
dem Blut einwandernden Monozyten ersetzt werden. Dermale Makrophagen
migrierten nicht zu den drainierenden Lymphknoten und konnten keine T-Zellen
aktivieren. cDCs haben herausragende Migrationsfahigkeiten und sind die
Zellpopulation mit den starksten T-Zell-Aktivierungsmoglichkeiten. Ly-6C* Monozyten
wandern kontinuierlich Uber die Blutgefal3e in die gesunde Dermis ein und generieren
dort moDCs. Diese moDCs haben eine weniger ausgepragte T-Zell-
Stimulationsfahigkeit verglichen mit cDCs, allerdings scheinen sie besonders geeignet
zu sein, hautstandige T-Zellen zu aktivieren. Makrophagen, cDCs und Monozyten
bestanden in unveranderter Zahl in Mausen, welche unter keimfreien Bedingungen
gehalten wurden. Die Zahl an moDCs war jedoch verringert in keimfreien Mausen, so
dass fur die Entwicklung der moDCs das Mikrobiom eine entscheidende Rolle zu
spielen scheint. Uns ist es also mit einer kleinen Auswahl an Oberflachenmarkern
gelungen, Monozyten, Makrophagen, moDCs und cDC in der Haut voneinander zu
differenzieren und ein hohes Mald an funktionaler Spezialisierung dieser
mononukledren Phagozyten der Haut festzustellen (P14?).

Das allergische Kontaktekzem wird durch eine verzogerte Immunreaktion als

spezifische Antwort auf ein von aul3en einwirkendes Kontaktallergen ausgelost, die
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Lebenszeitpravalenz betrdgt ca. 15%. Durch Applikation von chemischen
Kontaktallergenen wie 1-Fluoro-2,4-dinitrobenzol (DNFB) kann das allergische
Kontaktekzem im Mausmodell nachempfunden werden. Durch Transkriptomanalysen
konnten wir zeigen, dass die von uns entwickelte durchflusszytometrische Analyse mit
Oberflachenmarkern auch in der entziindeten Haut eine erfolgreiche Differenzierung
der einzelnen myeloiden Subpopulationen erméglicht. Allerdings ist das mononukleare
Phagozytennetzwerk erheblich veradndert im DNFB-Entzindungsmodell. Leicht
erhohte Zahlen an LCs, XCR1* und CD11b* dermale cDCs migrieren zu den
hautdrainierenden Lymphknoten und induzieren dort DNFB-spezifische CD4* und
CD8* T-Zellen. Zur gleichen Zeit infiltrieren eine grol3e Anzahl von Ly-6C*-Monozyten
aus dem Blut in die entztindete Dermis und generieren moDCs. Einige dieser moDCs
kbnnen in dem inflammatorischen Milieu CCR7-abhéngige, cDC-ahnliche
Migrationseigenschaften erwerben und erreichen die drainierenden Lymphknoten
(P142).

P1: Tamoutounour S*, Guilliams M*, Montanana Sanchis F, Liu H, Terhorst D,
Malosse C, Pollet E, Ardouin L, Luche H, Sanchez C, Dalod M, Malissen B*, Henri S*.
Origins and functional specialization of macrophages and of conventional and

monocyte-derived dendritic cells in mouse skin. Immunity. 2013; 39:925-38.

https://doi.org/10.1016/j.immuni.2013.10.004
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3.2 Murine dendritische Zellsubpopulationen im Psoriasismodell

Psoriasis ist eine chronisch-entzindliche Hauterkrankung unbekannter Ursache. Die
kurzfristige, 5-7 Tage andauernde Applikation des TLR7 Agonisten Imiquimod (IMQ),
auf den Mausriicken kann eine Psoriasis-ahnliche Entziindung auslésen*3. Wir
modifizierten die Anwendung von IMQ fur 14 aufeinander folgende Tage, wahlten eine
niedrigere Dosis von IMQ und die Mausohren als Auftragungsort. Die Mausohren sind
aufgrund der geringeren Anzahl an Haarfollikeln der menschlichen Haut ahnlicher als
die restliche Maushaut. Mit dieser modifizierten Applikation konnten wir viele klinische
und zellulare Charakteristika der initialen Phase als auch der stabilen Plaque-Phase
der Psoriasis im Mausmodell rekapitulieren. Welche Zellart die Initialzindung der
Psoriasiskaskade betatigt, ist nicht vollstandig geklart, es werden sowohl
Makrophagen als auch DCs diskutiert. Da diese beiden Zelltypen aufgrund ihrer
ahnlichen &aufR3erlichen Merkmale bisher nur schlecht auseinandergehalten werden
konnten, war eine genaue Differenzierung der initialen Rolle nicht mdoglich.*4.
Basierend auf der von uns entwickelten Methode, die einzelnen mononukledren
Phagozyten in ihren Subpopulationen zu differenzieren, haben wir ihre Dynamik in den
beiden Phasen unseres Modells der psoriasiformen Dermatitis untersucht. Wahrend
der frihen Phase infiltrierten Neutrophile die Epidermis, Monozyten und moDCs waren
in der Dermis vorherrschend. Wahrend der spaten Phase, dominierten LCs in der
Epidermis und Makrophagen in der Dermis. Die starke Zunahme der Anzahl von LCs
in der Epidermis erfolgte vor allem aus lokaler Proliferation der LCs. Neben den
durchgefiihrten Proliferationsassays unterstiitzen auch die Daten unserer globalen
Transkriptionsanalyse unser Fazit. Depletion der LCs zeigte, dass die Abwesenheit
der LCs in der spateren Entzindungsphase mit einer vermehrten
Neutrophileninfiltration assoziiert war. In der stabilen Plaquephase einer
psoriasiformen Dermatitis scheinen LCs unseren Daten nach also eine

entztindungshemmende Rolle einzunehmen (P245).

P2: Terhorst D, Chelbi R*, Wohn C*, Malosse C, Tamoutounour S, Jorquera A,
Bajenoff M, Dalod M, Malissen B*, Henri S*. Dynamics and Transcriptomics of Skin
Dendritic Cells and Macrophages in an Imiquimod-Induced, Biphasic Mouse Model of
Psoriasis. J Immunol. 2015; 195:4953-61.
https://doi.org/10.4049/jimmunol.1500551
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3.3 Mikropartikel als mogliche Trager und Adjuvanzien in der
Allergen-spezifischen Immuntherapie

Die Allergen-spezifische Immuntherapie (ASIT) stellt die bisher einzige kausale
Behandlungsmethode fiir Typ-I-Allergien dar*¢47. Der Wirkmechanismus ist noch nicht
vollstandig geklart, mindestens zwei Mechanismen scheinen essentiell zu sein*®. Zum
einen werden allergen-spezifische 1gG4 und IgGa Antikoérper gebildet, wohingegen die
allergen-spezifischen IgE Antikdrper im Laufe einer ASIT abnehmen. Weiterhin fuhrt
die ASIT zur Induktion von allergen-spezifischen regulatorischen T-Zellen. Treg-Zellen
scheinen Th2-Zellen direkt zu supprimieren und auch wiederum einen relevanten
Einfluss auf die Produktion von IgG Antikorper-lsotypen anstelle von IgE zu haben. Die
DCs mit ihren Funktionen der Antigenerkennung, Antigenprasentation und folgenden
Immuninduktion nehmen natirlich eine wichtige Schliisselrolle fur das Gelingen einer
ASIT ein“®.

Obwohl die ASIT die einzige langanhaltende und krankheitsmodifizierende Therapie
darstellt und die symptomatische Therapie haufig insuffizient ist, unterziehen sich nur
5% der Patienten mit Rhinoconjunctivitis allergica einer ASIT. Nebenwirkungen, eine
lange Therapiedauer und haufige Medikamentenapplikationen sind weiterhin Grinde
fur eine niedrige Compliance wahrend der Therapie. Lediglich ca. 20% der Patienten
beenden die Mindestdauer der Therapie von 3 Jahren®051, Weiterhin zeigen aktuelle
Metaanalysen lediglich einen moderaten Behandlungserfolg einer ASIT®2.
Patientenfreundlichere, schnellere und wirksamere ASIT Regime sollten also
entwickelt werden, um die Compliance zu férdern und mehr Patienten den bendétigten
Therapien zufihren zu kénnen.

Ein moglicher Losungsansatz ist die Zugabe von Adjuvanzien wie Mikro- oder
Nanopartikeln zu den Allergenlésungen, um die Immunantwort zu steigern. Bereits als
Adjuvanzien eingesetzt in ASIT Protokollen bei Atopikern werden Toll-like Rezeptor
(TLR) Agonisten. In einer friheren Arbeit konnten wir zeigen, dass TLR-Liganden bei
hochatopischen Probanden zu einer Reifung der DCs und anschlieRender Induktion
der gewtinschten Th1-Antwort fihren. Bereits etablierte Adjuvanzien sind die TLR 4-
und 9- Agonisten MPLA und CPG. Aber auch die weiteren TLR-Agonisten p-Poly IC,
PGN und Flagellin kommen als mogliche Thl-Induktoren im Rahmen von ASIT-

Protokollen in Frage®3.
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Strontium-doped hydroxyapatite porous spheres (SHAS) sind neuartige und preiswert
hergestellte Mikropartikel. Besondere Syntheseverfahren fuhren zu einer hochgradig
homogenen Population von SHAS-Sphéren. lhre mogliche Verwendung als Adjuvans
und Trager in der ASIT haben wir untersucht. Proteine wie Ovalbumin (OVA) oder das
Hauptkatzenallergen Fel d 1 wurden an SHAS gebunden und auch wieder ausgelst.
Die von SHAS wieder freigesetzten Proteine wurden von humanen moDCs und
murinen DCs aufgenommen. Auf verschiedene Zellen in vitro hatte SHAS-OVA keine
nekrotischen oder apoptotischen Effekte, auch in hohen Konzentrationen.

Wir wahlten ein murines ASIT-Modell fur allergische, asthmatische Entziindungen, um
die immunogenen Eigenschaften von SHAS naher zu untersuchen. SHAS-OVA wurde
subkutan injiziert und OVA wurde daraus gelost. OVA wurde aus SHAS-OVA
kontinuierlich und tber mehrere Tage freigegeben. OVA aus subkutan injiziertem
SHAS-OVA filhrte zu einer mindestens eine Woche nach Injektion anhaltenden
Stimulation sowohl der CD4*- als auch der CD8*-T-Zellen. Dieser Depoteffekt bestand
nicht bei der Injektion von loslichem OVA. ASIT mit SHAS-OVA als auch mit 16slichem
OVA fluhrte allerdings zu vergleichbaren Antikérperproduktionen. Die Auswertung von
Symptom-Scores nach durchgefihrter ASIT mit SHAS-OVA im Vergleich zu l6slichem
OVA schien allerdings auf eine verstarkte Wirksamkeit der ASIT mit SHAS-OVA
hinzudeuten.

Die besonderen Protein-Bindungseigenschaften von SHAS fihren zu dem
gewilnschten Depoteffekt und machen es somit attraktiv als méglichen Trager und
Adjuvans fir eine ASIT (P3%4).

P3: Garbani M, Xia W, Rhyner C, Prati M, Scheynius A, Malissen B, Engqgvist H,

Maurer M, Crameri R, Terhorst D. Allergen-loaded strontium-doped hydroxyapatite

spheres improve allergen-specific immunotherapy in mice. Allergy. 2016 Sep 3.

https://doi.org/10.1111/all.13041
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3.4 XCR1 auf kreuzprasentierenden DCs als Zielmolekil zur Induktion
einer schitzenden CD8* T-Zell Antwort gegen Influenza Virus

Die wirksame Abgabe von Antigenen an APCs und insbesondere an DCs, ihre
anschlieRende Aktivierung, sowie die Induktion einer potenten CD4*- und CD8*-T-Zell-
Antwort stellen eine erhebliche Herausforderung bei der Entwicklung guter Impfstoffe
dar. Insbesondere bei der Bekdmpfung von neoplastischen Zellen oder auch
virusinfizierten Zellen sind CD8* zytotoxische Zellen essentiell. Fur deren Aktivierung
ist der Mechanismus der Kreuzprasentation durch DCs von zentraler Bedeutung. Bei
der Kreuzprasentation nehmen DCs Antigene aus dem extrazellularen Raum auf,
prasentieren die daraus hervorgehenden antigenen Peptide jedoch auf MHC-I
Komplexen an  CD8*-zytotoxische T-Zellen. Antigene direkt gezielt an
kreuzprasentierende DCs abzugeben ist ein vielversprechendes Verfahren zur
Verbesserung von CD8*-T-Zellreaktionen. Jingere Studien haben gezeigt, dass der
Chemokin-Rezeptor XCR1 selektiv auf kreuzprasentierenden CD8a* Typ-DCs der
Maus exprimiert wird®1°, Der Chemokin-Rezeptor XCR1 bindet XCL1, auch bekannt
als Lymphotactinl. Die XCR1-Expression wurde im Laufe der Evolution auf homologen
DC-Untergruppen konserviert und so exprimieren auch die kreuzprasentierenden DCs
des Menschen (CD141* DCs), der Schafe (CD26" DCs) und Makaken (CADM1* DCs)
XCR11°,

Unsere Hypothese war nun, dass mit XCL1 verschmolzenes Antigen eine verstarkte
Immunantwort hervorrufen kénnte. Daflr produzierten wir in Kollaboration mit der
Arbeitsgruppe um Bjarne Bogen in Oslo, Norwegen, sogenannte ,Vaccibodies®, bei
denen bivalentes XCL1 mit Modelantigenen verbunden ist (Abbildung 3). Bivalentes
XCL1, gebunden an Modelantigene, wurde spezifisch von kreuzprasentierenden DCs
aufgenommen und fuhrte zur verstarkten Proliferation von Antigen-spezifischen T-
Zellen. DNA Vakzine fur dimere XCL1-Hamagglutinin Fusionsproteine haben eine
potente humorale und adaptive Immunantwort hervorgerufen. Mit dieser Vakzine
geimpfte Mause waren komplett geschuitzt gegen eine tddliche Dosis mit Influenza A
Virus. Wir konnten also zeigen, dass das direkte Targeting von Impfstoff-Molektlen
auf kreuzprasentierende DCs mittels XCL1 eine neuartige und vielversprechende
Methode zur Induktion von protektiven CD8* T-Zell-Antworten darstellt (P4°%).
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Abbildung 3: Schematische Struktur der ,Vaccibodies*: homodimere Proteine
bestehend aus einer Targeting-Einheit (Xcl1), einer Dimerisierungs-Einheit (humanes
Immunglobulin Scharnier und Cn3) sowie einer Antigen-Einheit (Abbildung entspricht
Fig.1A aus P4%),

Targeting-Einheit
- Scharnier} Dimerisierungs-

P4: Fossum E, Grgdeland G*, Terhorst D*, Tveita AA, Vikse E, Mjaaland S, Henri S,
Malissen B, Bogen B. Vaccine molecules targeting Xcrl on cross-presenting DCs
induce protective CD8+ T-cell responses against influenza virus. Eur J Immunol. 2015
Feb;45(2):624-35.

https://doi.org/10.1002/eji.20144508
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3.5 Spezielles Targeting XCR1*, kreuzprasentierender, kutaner,
dendritischer Zellen

Die Haut als leicht zugangliches Organ bietet sich generell an als Zielorgan fir
Immunisierungen. Durch eine Vermeidung des first-pass Effektes und die hohe
Immunogenitat in der Haut koénnen niedrige Antigenkonzentrationen zu einer
ausreichenden Immunantwort fuhren. In einer ersten Studie haben wir aufldsende
Mikronadeln zur kutanen Applikation untersucht. Diese auflésenden Mikronadeln
haben wir mit nanoverkapseltem Antigen beladen und dieses so dermal appliziert. In
Méausen konnte mittels dieser Applikation eine robuste Immunantwort gegen das
Antigen induziert werden. Mause, welche mithilfe von mit nanoverkapseltem Antigen
beladenen, auflésenden Mikronadeln, geimpft wurden, entwickelten einen kompletten
Schutz sowohl gegen die Entwicklung von Antigen-exprimierenden B16 Melanomen

und in einem murinen Model von Para-Influenza>®.

Als néchsten Schritt wollten wir diese neuartigen, kutanen Abgabesysteme mit der
Moglichkeit, Impfstoffe gezielt an XCR1* DCs zu richten, kombinieren. Aufgrund der
theoretisch denkbaren Nachteile einer DNA-Vakzinierung wie verstarkte Tumorbildung
und Induktion von Autoimmunerkrankungen durch zufallige Insertion der DNA in das
Genom, haben wir uns fr eine Vakzinierung mit Proteinimpfstoff entschieden. Bei der
Laser-assistierten Medikamentenapplikation hat man die Moglichkeit, Mikroporen
einer bestimmten Tiefe bis zu einer gewahlten Hautschicht je nach Energieeinstellung
zu ablatieren und anschlie3end eine Proteinlésung aufzutragen. Wir haben Mikroporen
bis zur oberen Dermis generiert, um dann die XCR1-gerichteten Vakzine aufzutragen.
So konnten wir die XCR1* DCs erreichen, die sich im dichten, kutanen Netzwerk an
APCs in der Dermis befinden. Die effiziente Immunisierung erforderte die kontrollierte,
CCR7-abhéangige Migration der dermalen DCs zu drainierenden Lymphknoten, es gab
also keinen freien Fluss des Antigens durch die Mikroporen in die Lymphgeféafie. Die
effiziente Immunisierung trat unabhangig von TLR-mediierten Signalwegen auf. Eine
einzige intradermale Immunisierung ohne exogenes Adjuvanz schitzte Mause gegen
Wachstum eines eingesetzten Melanoms sowohl in prophylaktischen, als auch in

therapeutischen Einstellungen.

Die Existenz funktionell &quivalenter XCR1* dermaler DCs beim Menschen sollte die

Translation der laser-assistierten intradermalen Applikation von Tumor-spezifischen
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Vakzinen ermdglichen. Die Mikroporation der Haut bewirkte ein mildes, entztindliches
Milieu in der Dermis, welches wohl die Entwicklung der robusten T-Zell-Reaktionen in
Abwesenheit von exogenen Adjuvanzien begunstigt hat. Da die Anwendung von
exogenen Adjuvanzien in Impfstoffen haufig mit Sicherheitsproblemen verbunden ist,
stellt die adjuvanzfreie laser-assistierte Vakzinapplikation eine interessante Alternative

in der Entwicklung sicherer Impfstoffe dar (P5°%7).

P5: Terhorst D*, Fossum E*, Baranska A, Tamoutounour S, Malosse C, Garbani
M, Braun R, Lechat E, Crameri R, Bogen B, Henri S*, Malissen B*. Laser-assisted
intradermal delivery of adjuvant-free vaccines targeting XCR1* dendritic cells induces
potent antitumoral responses. J Immunol. 2015 194:5895-902.

https://doi.org/10.4049/jimmunol.1500564
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4 DISKUSSION

DCs gelten als die am effektivsten arbeitenden Antigen-prasentierenden Zellen des
Immunsystems und kénnen zu zentraler und peripherer Toleranz oder zur Induktion
einer spezifischen Immunantwort beitragen®®>°. Die Haut ist als Grenzflache des
Organismus mit einem dichten Netzwerk an verschiedenen Subtypen von DCs
ausgestattet. Diese DCs spielen nicht nur eine fundamentale Rolle in der Pathogenese
kutaner Erkrankungen, auch ihre mdgliche therapeutische Manipulation wird immer
mehr beforscht. Dabei scheinen die einzelnen DC-Subpopulationen wichtige,
eigenstandige Funktionen zu Ubernehmen. Deshalb gilt es, diese DC-Subpopulationen
vollstandig zu entschlisseln und zu charakterisieren, um sie dann in Zukunft gezielt
therapeutisch ansprechen zu kdnnen.

In unseren Arbeiten konnten wir zur Entschlisselung des mononuklearen
Phagozytensystems der Haut beitragen. So konnen nun die verschiedenen DC-
Subpopulationen und auch Makrophagen und Monozyten der Haut mittels
DurchfluBzytometrie eindeutig von einander abgegrenzt werden. Diese neuen
Maglichkeiten haben wir dann genutzt, um die Rolle der DCs in entzindlichen
Erkrankungen wie dem Kontaktekzem wund der Psoriasis zu untersuchen.
Dementsprechend konnten wir Informationen tber die verschiedenen Funktionen der
DC-Subpopulationen gewinnen. Anschliel3end folgte die therapeutische Manipulation
verschiedener DC- Subtypen. Fur die Krebsimmuntherapie besonders interessant sind
die kreuzprasentierenden XCR1* DCs, welche exogen aufgenommene Antigene auf
MHC-I prasentieren kénnen und somit eine starkere zytolytische CD8*-T-Zellaktivitat
provozieren konnen. Diese XCR1* DCs haben wir mittels eines Laser-basierten
Verfahrens direkt in situ in der Dermis manipuliert.

DC-Vakzinierungsstrategien wurden bereits in Uber 200 klinischen Studien gegen
verschiedene Krebsentitaten angewandt®. Die meisten eingeschlossenen Patienten
(>1000 Patienten) litten an einem malignen Melanom, gefolgt vom Prostatakarzinom
(>750 Patienten), Glioblastom (>500 Patienten) und Nierenzellkarzinom (>250
Patienten). Objektive Ansprechraten zu DC-Vakzinierungen in Krebspatienten waren
selten hoher als 15%62.

DC-Vakzinierungen der ersten Generation bestanden entweder aus direkt vom

Patienten isolierten DCs oder aber aus unreifen moDCs. Das Grundprinzip hinter der
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moDC Vakzinierung beinhaltet die Isolierung autologer DCs eines Patienten. Autologe
CD14* Monozyten werden via Leukapherese aus dem peripheren Blut von
Krebspatienten gewonnen und mittels GM-CSF und IL-4 zu unreifen moDCs kultiviert.
Diese unreifen moDCs werden dann in vitro mit Antigenen beladen und anschlie3end
in den Patienten zuriickinjiziert®?,

Im Gegensatz zu diesen unreifen moDCs wurden in DC-Vakzinierungen der zweiten
Generation reife moDCs benutzt, welche zuvor in vitro mittels eines Reifungscocktails
behandelt wurden.

Die verbesserten klinischen Ergebnisse der Zweite-Generation DC-Vakzinierung
fuhrten zu einem verstarkten Interesse an der Weiterentwicklung und Optimierung
dieser immuntherapeutischen Methode. Viele Komponenten spielen fir eine
erfolgreiche Therapie eine Rolle: Tumorlast und Tumormikroumgebung,
immunologische Fitness der Patienten und Art des gewéhlten Tumorantigens, wie z.B.
synthetische Antigenpeptide, Antigen-verschlisselnde RNA/DNA, Lysate des
Gesamttumors. Besonders wichtig scheinen die DC-abhangigen Variablen wie Art der
gewahlten DCs und mdglicher Adjuvantien, Route der DC-Vakzin Verabreichung,
Dosierung und zeitliche Terminierung der DC Impfungen.

Ein Hauptansatzpunkt fokussiert sich auf die Art und Quelle der verwendeten DCs. So
werden nun spezifische Subpopulationen von natirlicherweise vorkommenden DCs
bevorzugt, da sie deutliche Vorteile gegeniiber moDCs haben. An Vorteilen zu nennen
sind u.a. eine bessere Funktionalitdt und Reduktion von Kosten durch Wegfall der
Kultivierungszeit. Insbesondere kreuzprasentierende XCR1* cDCs scheinen den
moDCs in der Induktion einer zytolytischen CD8-T-Zell-immunantwort deutlich
Uberlegen zu sein.

Unsere Ergebnisse im Mausmodell zeigen, dass das Laser-assistierte, direkte
Targeting dieser naturlich vorkommenden DCs im Gewebe eine verstarkte
immunogene Wirkung hat. Das Targeting dieser ,nativen®, in situ naturlich
vorkommenden DCs mittels Laser Mikroporation scheint eine vielversprechende
Alternative zu den zuvor isolierten und kultivierten DCs zu sein. Die bei den zuvor
isolierten DCs notwendige Manipulation in vitro sowie die Auswahl der weniger
potenten DC-Subpopulation kénnten fur den Funktionsverlust verantwortlich sein.

Die verschiedenen Vorteile der dermalen Impfung gegeniber den subkutanen oder
intramuskularen Impfungen wurden in vielen Studien belegt?13%63, So werden bei

intradermalen Impfungen in der Regel geringere Dosierungen bei gleicher oder sogar
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gestiegener Effektivitdt im Vergleich zu anderen Applikationswegen benotigt.
Weiterhin werden bei der intradermalen Applikation vermehrt T-Zellen mit sog. Skin-
homing Rezeptoren angesprochen und weniger T-Zellen, die in andere Organe
wandern.

Kurzlich wurde herausgefunden, dass der Chemokinrezeptor XCR1 ausschlie3lich auf
einer Untergruppe von dendritischen Zellen (DC) exprimiert wird, von denen bekannt
ist, dass sie an der Antigen-Kreuzprasentation beteiligt sind®. Aber XCR1 wird nicht
nur exklusiv in murinen kreuzprasentierenden DCs exprimiert, sondern wurde auch
Uber verschiedene Species konserviert, wie es unter anderem in humanen BDCA3*-
und Schaf-CD26* DCs gezeigt wurde®!®. Diese Selektivitat fur die
kreuzprasentierenden DCs macht XCR1 zu einem interessanten Kandidaten fur
Impfstoffe, die eine selektive zytotoxische Immunitat im Menschen induzieren sollen.
Arbeiten im Mausmodell von anderen Arbeitsgruppen und uns bilden dabei die
Grundlage fur die Manipulation der den murinen DCs entsprechenden menschlichen
Gegenstucke zur Behandlung von humanen Erkrankungen.

Die Verwendung von Mausmodellen zur Untersuchung der Rolle von DCs und ihren
Subpopulationen hat einige entscheidende Vorteile. So hat die Entwicklung von
speziellen Mausmodellen unter anderem im Labor von Bernard Malissen entscheidend
zu neuen Erkenntnissen Uber den Beitrag einzelner DC-Subpopulationen zur
schitzenden Immunitat in vivo beigetragen. Durch die Entwicklung eines neuartigen
Systems ist die selektive Depletion von einzelnen Zellen aus der Maus zu einem oder
mehreren definierten Zeitpunkten moglich. Bei diesem LangerinDTR genannten
Mausmodell wurde der menschliche Diphterie Toxin-Rezeptor unter der Kontrolle des
Langerin-Promotors in das Genom eingefihrt. Da die sonstigen Mauszellen
unempfindlich gegeniber Diphtherietoxin sind, fuhrt die Gabe von Diphtherietoxin zur
alleinigen Elimination aller Langerin-tragenden Zellen®-%¢, Durch die Generierung von
Knochenmarks-Chiméaren aus Langerin-DTR Tieren mit Wildtyp-M&ausen lassen sich
Mause herstellen, in denen sich entweder nur die strahlensensiblen Langerin®*
dermalen DCs depletieren lassen, oder aber ausschliel3lich die strahlenresistenten
Langerhans-Zellen. So konnte unter anderem die tolerogene Rolle der Langerhans-
Zellen im Gegensatz zur schitzenden Rolle der dermalen Langerin® DCs im
Leishmaniasis-Modell gezeigt werden®”. Allerdings lassen sich die verschiedenen
murinen Subpopulationen nicht komplett im menschlichen Organismus abbilden.

Weitere Untersuchungen in den nachsten Jahren werden daher die Ubertragbarkeit
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der bisherigen Erkenntnisse aus den Mausmodellen auf den Menschen im Detalil
nachweisen mussen.

Durch die hier beschriebenen Forschungsergebnisse ergeben sich nicht nur wichtige
Erkenntnisse Uber physiologische und pathophysiologische Prozess, sondern auch
neuartige Ansatze fur innovative Therapien. Ein Ziel der zukinftigen Forschung wird
es sein, auch fur die anderen DC-Subpopulationen entsprechende selektive und
idealerweise auch konservierte Oberflachenmarker zu identifizieren, wie es fur die
kreuzprasentierenden DCs mit XCR1 gelungen ist. Interessant ist das insbesondere
fur die murine CD11b+ DC-Subpopulation, welche in unseren Studien tolerogene
Funktionen zeigte*!:>*. Dann wird auch diese Zellart noch besser verstanden werden
und langfristig werden auch Impfstoffe entwickelt werden kdnnen, die eine selektive
tolerogene Immunitat im Menschen induzieren sollen.

Die Entwirrung des komplexen Netzwerkes der verschiedenen DC-Subpopulationen
hat also eine spannende Entwicklung zu einer sehr differenzierten Betrachtung der
einzelnen Funktionen und Unterschiede der Subpopulationen ermdglicht. In den
nachsten Jahren werden ohne Zweifel zahlreiche weitere neue Erkenntnisse Uber
diese faszinierenden Zellen erforscht werden, welche hoffentlich auch zu innovativen

und effektiven Therapien verschiedener Erkrankungen fuhren.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Dendritische Zellen (DCs) sind die wichtigsten antigen-prasentierenden Zellen des
Immunsystems. Sie stellen die Verbindung zwischen angeborenem und erworbenem
Immunsystem dar und entscheiden Uber die Art der Immunantwort, Gber Toleranz oder
Immunitat. Inzwischen ist bekannt, dass es zahlreiche unterschiedliche DC Subtypen
gibt. Bis vor kurzem war eine eindeutige Differenzierung von Makrophagen, cDCs und
moDCs in der Haut unmoglich. Somit blieb der Beitrag der einzelnen myeloiden
Subpopulationen in der Hautintegritat und Hautimmunitat ungeklart.

Mit unseren hier beschriebenen Arbeiten konnten wir dazu beitragen, die
verschiedenen myeloiden Zellsubpopulationen der Haut zu identifizieren und zu
differenzieren. Durch eine Kombination verschiedener Oberflachenmarker in der
DurchfluRzytometrie ist es uns nun gelungen, bislang unbekannte Funktionen der
verschiedenen myeloiden Subpopulationen in der Maushaut zu charakterisieren. Im
Kontaktekzemmodell infiltrieren eine grof3e Anzahl von Ly-6C*-Monozyten aus dem
Blut in die entzindete Dermis und generieren moDCs. Wé&hrend der fruhen Phase
eines Psoriasismodells infiltrierten Neutrophile die Epidermis, Monozyten und moDCs
waren in der Dermis vorherrschend. Wahrend der spaten Phase dominierten lokal
proliferierende Langerhans Zellen in der Epidermis und Makrophagen in der Dermis.
Weiterhin untersuchten wir die Rolle der einzelnen DC-Subpopulationen im
therapeutischen Kontext im Mausmodell. In der Allergen-spezifischen Immuntherapie
(ASIT) haben Mikropartikel-Adjuvanzien, namlich Strontium-doped hydroxyapatite
porous spheres (SHAS), nicht nur Adjuvanseigenschaften, sondern sie sind auch
vielversprechende Vakzinierungstrager infolge ihrer einmaligen
Proteinbindungseigenschaften.

Im Mausmodell konnten wir weiterhin zeigen, dass das direkte Targeting von Impfstoff-
Molekilen auf kreuzprasentierende DCs mittels XCR1 eine neuartige und
vielversprechende Methode zur Induktion von protektiven CD8* T-Zell-Antworten
darstellt. Mittels Laser-generierten Mikroporen konnten wir die XCR1* DCs in der
oberen Dermis direkt erreichen und so ohne den Zusatz von exogenen Adjuvanzien
ein starke protektive Immunantwort im Tumormodell hervorrufen.

Die Existenz funktionell &quivalenter XCR1* dermaler DCs beim Menschen sollte die
Translation der laser-assistierten intradermalen Applikation von Tumor-spezifischen

Vakzinen ermdglichen. In den nachsten Jahren werden sicherlich zahlreiche weitere
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neue Erkenntnisse Uber diese faszinierenden Zellen erforscht werden. Dies wird
hoffentlich auch zu innovativen und effektiven Therapien verschiedener Erkrankungen

fuhren.
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