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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Allergische Kontaktdermatitis

Die allergische Kontaktdermatitis ist eine weit verbreitete inflammatorische
Hauterkrankung, die durch den Kontakt mit niedermolekularen Xenobiotika
ausgelost wird. Epidemiologische Untersuchungen haben ergeben, dass ca.
15-20% der Bevolkerung in den westlichen Industrielaindern unter einer
allergischen Kontaktdermatitis leiden (Nielsen et al., 2001; Ring et al., 2010)
und in der Arbeitsmedizin die Pravalenz mit ca. 20% besonders hoch ist
(Diepgen und Conrads, 1999; Diepgen, 2003). Die allergische Kontakt-
dermatitis ist eine durch T-Zellen vermittelte Immunreaktion des Typs IV
(Gell and Coombs, 1963). Sie wird von kleinen, reaktiven Molekiilen (< 500
Dalton) ausgeldst (Bos and Meinardi, 2000; Merk et al., 2007), die sowohl
das angeborene Immunsystem aktivieren als auch nach Bindung an Proteine
(Haptenisierung) die adaptive Immunantwort mit antigenspezifischen T-
Zellen induzieren (Kaplan et al, 2012; Martin, 2012; Rustemeyer et al,,
2011).

Die Manifestation einer allergischen Kontaktdermatitis erfolgt in zwei Pha-
sen, der Sensibilisierungsphase und der Auslosephase (Abb. 1). In der
Sensibilisierungsphase werden nach dem Erstkontakt mit dem Allergen die
Langerhans-Zellen (LC) und die Keratinozyten in der Epidermis sowie
Dendritische Zellen (DC) in der Dermis aktiviert. Diese antigen-
prasentierenden Zellen wandern von der Haut zu den lokalen Lymphknoten
und prasentieren dort den naiven T-Zellen das haptenisierte Peptid (Kaplan
et al., 2012). Die antigenspezifisch aktivierten T-Zellen kénnen unter
anderem zu T-Helfer-1 (Tul), Tu2, Tul7, regulatorischen und zytotoxischen

T-Zellen differenzieren (Cavani et al., 2012; Vocanson et al., 2009), wandern
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dann entlang eines Chemokingradienten in die Haut ein und persistieren

dort (Kaplan et al., 2012; Kupper und Fuhlbrigge, 2004).

Sensibilisierung Auslésung
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Abb. 1: Entstehung einer allergischen Kontaktdermatitis. Wahrend der Sensibilisierung (links),
l16st der Kontakt eines Allergens mit der Haut die Migration der Langerhans-Zellen (LC) aus. Diese
wandern iiber die afferenten Lymphgefifie zu den lokalen Lymphknoten. Hier prasentieren sie
naiven T-Zellen haptenisierte Proteine tiber den MHC Komplex. Daraufhin proliferieren allergen-
spezifische T-Zellen und differenzieren zu Effektor- und Gedachtniszellen, welche wiederum iiber
die efferenten Lymphgefifie in den Blutkreislauf gelangen. Aufgrund ihrer neu erworbenen
Rezeptorausstattung wandern diese Zelle wiederum in die Haut ein und persistieren dort. Ein
erneuter Allergenkontakt 16st daraufhin die Effektorphase aus (rechts). Die haptenspezifischen T-
Zellen konnen durch eine Vielzahl von Zellen, einschlieRlich Langerhans-Zellen und Keratinozyten
(KC) aktiviert werden und produzieren dann proinflammatorische Zytokine und Chemokine. Dies
fihrt zur Infiltration weiterer Immunzellen und damit zur Entwicklung eines Kontaktekzems
(Rustemeyer, Contact Dermatitis, 2011, modifiziert).

Bei einem erneuten Kontakt mit dem Allergen (Auslésephase) werden die in
der Haut persistierenden T-Gedachtniszellen aktiviert und l6sen dort das,
fur die Kontaktdermatitis typische, Ekzem aus. An dieser Auslésephase sind
verschiedene T-Zell Subpopulationen beteiligt. Beiden, sowohl den CD4
positiven T-Helferzellen, wie Tul, Tu2, Tul7 und Tu22 Zellen, als auch den
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CD8 positiven zytotoxischen T-Zellen wird eine grundlegende Funktion bei

der allergischen Kontaktdermatitis zugeschrieben (Cavani et al., 2012) .

1.2 In vitro Testsysteme zur Detektion von sensibilisierenden
Substanzen

Um potentiell human sensibilisierende Substanzen zu identifizieren, werden

bis zum heutigen Zeitpunkt vor allem Tierversuche durchgefiihrt. Um diese

zu reduzieren bzw. zu vermeiden, werden aktuell neue wissenschaftliche

Strategien entwickelt. Dabei kristallisieren sich folgende drei Ansatze

heraus:

1. Durch die Verwendung von in silico Modellen soll das
sensibilisierende Potential einer Substanz mittels ,Quantitativer
Struktur- Wirkungsbeziehungen“ (QSAR) vorhergesagt werden.
Aufgrund ihrer chemischen Struktur und Reaktivitat soll auf das
allergene Potential einer Substanz geschlossen und eine Klassifi-
zierung vorgenommen werden (Roberts and Patlewicz, 2007).
Vorhersagen aufgrund dieser Grundlagen konnen fiir Substanzen,
welche die gleichen Reaktionsmechanismen teilen, sehr genau sein.
Sie sind jedoch schwierig bei Substanzen einzusetzen die auf mehrere
Arten mit ihrem Reaktionspartner interagieren kénnen (Patlewicz et
al., 2004).

2. In chemico Ansatze nutzen die Korrelation zwischen der Protein-
reaktivitdt einer Substanz und dem sensibilisierenden Potential einer
Substanz. Sie spiegeln die Haptenisierung wahrend der Sensi-
bilisierungsphase  wider, das heifst die Bindung dieser
niedermolekularen Substanz an ein Protein (Haptenisierung). Die
Reaktivitit des Agens wird dabei zum Beispiel iiber die Bindungs-

fahigkeit an Glutathion oder an drei verschiedene synthetische
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Peptide, welche Lysin, Histidin oder Cystein enthalten, bestimmt
(Gerberick et al., 2004). Die Schwierigkeit bei diesen Ansatzen liegt
dabei in der korrekten Klassifizierung von Prohaptenen, wofiir
allerdings schon Weiterentwicklungen in Arbeit sind, die einen
vorherigen Aktivierungsschritt mittels Peroxidasen integrieren
(Gerberick et al, 2009). Prohaptene werden definiert als
niedermolekulare Substanzen, welche erst durch eine metabolische
Reaktion in der Zelle aktiviert werden und nur dadurch eine
allergene, beziehungsweise haptenisierende Eigenschaft entwickeln
(Bergstrom et al., 2006; Pichler et al.,, 2011).

. Sehr komplex und herausfordernd ist die Entwicklung von
zellbasierten in vitro Testverfahren. Bei zellbasierten Verfahren
miissen die vielfaltigen pathophysiologischen Interaktionen zwischen
den Testsubstanzen und den verschiedenen Immunzellen in vitro
nachvollzogen werden (Basketter et al, 2012; Kimber et al.,, 2013;
Mehling et al, 2012). Einer der ersten Schritte, der fiir eine
Sensibilisierung notwendig ist, ist die Aktivierung von antigen-
prasentierenden Zellen, die in die lokalen Lymphknoten wandern und
dort liber das MHC-Molekiil den Hapten-Peptidkomplex T-Zellen
prasentieren. Diese leiten daraufhin eine spezifische Immunantwort
ein (Banchereau und Steinman, 1998; Freudenberg et al, 2009;
Kapsenberg et al., 1998).

Die Aktivierung von DC oder myeloiden Zelllinien wird in mehreren
Ansatzen zur Detektion eines sensibilisierenden Potentials genutzt.
So wird im MUSST (myeloid U937 skin sensitization test) die erhohte
Expression von CD86 in U937 Zellen zur Bestimmung eines
sensibilisierenden Potentials genutzt (Ade et al., 2006; Python et al,,
2007). Der MUSST wies in Studien mit 54 Substanzen eine Sensitivitat

von 75% und eine Spezifitit von 100% im Vergleich mit humanen
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Daten auf (Bauch et al,, 2012). Ein anderes Testsystem, welches auf
der Aktivierung von DC beruht, ist der h-CLAT (human cell line
activation test). Dieser verwendet die THP-1 Zelllinie und als
Aktivierungsmarker die Oberflaichenmolekiile CD86 und CD54
(Ashikaga et al., 2002; Yoshida, 2003). Die Sensitivitat im Vergleich zu
Humandaten wird in einer Studie mit 38 Substanzen mit 83%
angegeben, die Spezifitit mit 63% (Nukada et al., 2011). Der MUSST
befindet sich zur Zeit in der Pravalidierung beim Europaischen
Zentrum zur Validierung von Alternativmethoden (ECVAM), fiir den
h-CLAT ist diese Phase schon fast abgeschlossen (Basketter et al.,
2012; Mehling et al., 2012). Andere Testsysteme, die auf dem Prinzip
einer Aktivierung von DC basieren, sind der GARD (genomic allergen
rapid detection) Test, welcher auf einem transkriptionellen Profiling
von MUTZ-3 Zellen beruht und Testsysteme, die die Migrations-
fahigkeit von DC oder DC &hnlichen Zelllinien als funktionellen
Marker der DC Aktivierung verwenden (Ouwehand et al., 2010).

Keratinozyten sind die dominierenden Zellen in der Epidermis und
spielen eine Schliisselrolle bei der Aktivierung von DC (Enk and Katz,
1992; Uchi et al,, 2000). Der KeratinoSens Test verwendet die aus
Keratinozyten gewonnene HaCaT Zellinie, die mit einem Luciferase
Reportergen unter Kontrolle des antioxidant response elements
(ARE) stabil transfiziert ist, und eine Aktivierung des Nrf2-Keapl-
ARE Signalweges iiber Luciferaseaktivitit nachweisen kann (Natsch
und Emter, 2008; Natsch et al, 2011). Die Schliisselrolle bei dem
Prozess der Sensibilisierung kommt jedoch der klonalen Expansion
von antigenspezifischen T-Zellen zu (Vocanson et al,, 2009). Es liegt
daher nahe, dass der Nachweis von antigenspezifischen T-Zellen ein
vielversprechender Ansatz zum Nachweis des allergenen Potentials

einer Substanz wire. Trotz erster erfolgversprechender Arbeiten, die
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eine spezifische T-Zell Antwort auf Kontaktallergene in vitro
nachweisen konnten (Dietz et al, 2010; Guironnet et al, 2000;
Rustemeyer et al., 1999), ist die Zuverlassigkeit und Praktikabilitat
dieser Testsysteme noch sehr gering. Auf diesem Gebiet besteht daher
noch weitreichender Bedarf an der Erforschung grundlegender

Mechanismen der T-Zellaktivierung bei der humanen Kontaktallergie.

1.3 Induktion und Regulation der T-Zell-Antwort

Fir eine funktionelle T-Zell-Antwort sind drei verschiedene Signale not-
wendig, die von aktivierten DC ausgehen konnen. Signal eins wird liber den
T-Zell-Rezeptor vermittelt, sobald dieser einen passenden Peptid-MHC
Komplex auf der DC erkennt. Signal eins alleine fiihrt zu keiner funktionellen
T-Zell-Antwort, vielmehr fiihrt es gar zu einer T-Zell-Inaktivierung, einer
Anergie oder induziert regulatorische T-Zellen und antigenspezifische
Toleranz. Signal zwei wird als sogenanntes kostimulatorisches Signal
bezeichnet. Dieses zusatzliche Signal fiihrt zu einer Aktivierung und
klonalen Expansion der T-Zellen (Kearney et al., 1994). Als Signal zwei wird
klassischerweise die Aktivierung der T-Zelle tliber CD28 durch die
kostimulatorischen Molekiile CD80 und CD86 bezeichnet (Lafferty und
Cunningham, 1975; Linsley et al.,, 1990). Mit der spateren Entdeckung von
CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte antigen 4), einem koinhibitorischen
Rezeptor der auch an CD80 und CD86 bindet, wurde jedoch klar, dass sich
fir die T-Zellaktivierung ein komplexes regulatorisches Modell ergibt
(Azuma et al,, 1993; Hathcock et al,, 1993; Linsley et al.,, 1991). Das Signal
drei ist ein losliches Signal, etwa ein Zytokin oder Wachstumsfaktor, und
sorgt fiir die Differenzierung der T-Zelle in die jeweilige Effektorzelle, wie
zum Beispiel in T-Helferzellen (Tul, Tu2 und Tul7 Zellen) oder in
zytotoxische T-Lymphozyten (Curtsinger et al., 2003; Hilkens et al., 1999;
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Veldhoen et al., 2006). Von TH-17 Zellen produziertes IL-17 aktiviert Epi-
thelzellen, Endothelzellen und Makrophagen und stimuliert die Expression
von proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen (Kolls und Linde,
2004). Die Nickelallergie zahlt zu den haufigsten Kontaktallergien, und T-
Gedachtniszellen aus dem Blut von Nickelallergikern enthalten sowohl TH-
17 als auch TH-1 Zellen, die nach Kontakt mit Nickel stimulierten DC
proliferieren. In Hautbiopsien von Nickelallergikern wurden T-Zellen
nachgewiesen, welche IL-17, IL-22 und CCR6 exprimieren (Larsen et al,,
2009). Frithere Studien konnten zeigen, dass IL-17 von humanen
nickelspezifischen CD4 positiven T-Zell Klonen produziert wird und die
Zytokinexpression von Keratinozyten mafdgeblich beeinflusst (Albanesi et
al,, 1999).

Im Zuge der T-Zell Aktivierung wird durch die Kostimulation von CD3 und
CD28 eine Kaskade von Ereignissen ausgelost, die sowohl den Zell-
metabolismus als auch die Zellteilung betreffen. So wird durch Aktivierung
von CD28 auf der T-Zelle der Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K)
Signalweg ausgeldst, wodurch wiederum die Proteinkinase B (PKB) aktiviert
wird und dadurch sowohl die Zytokinsekretion als auch die Proliferation der
T-Zellen induziert wird (Barthel et al., 1999).

Programmed Death-Ligand 1 (PD-L1) ist ein koinhibitorisches Molekiil, das
unter anderem auf antigenprasentierenden Zellen exprimiert wird und
einen Ausgleich zwischen T-Zell Aktivierung und Toleranz vermittelt (Abb.
2) (Sharpe et al,, 2007). Es bindet an seinen Bindungspartner PD-1 auf der
T-Zelle und fiihrt zu einer Inhibierung der PKB Phosphorylierung indem es
in die CD28 vermittelte PI3K Aktivierung eingreift. Dadurch wird sowohl die
Zytokinexpression als auch die T-Zell Proliferation vermindert (Francisco et

al, 2010).
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CTLA-4 ist ein inhibitorisch wirkendes Molekiil auf der T-Zelle welches nach
Bindung an CD80 oder CD86 die Aktivierung der PKB reduziert und dadurch
einen inhibitorischen Effekt auf die Zytokinsynthese und Proliferation der T-

Zellen ausubt.

CD80/86

—_ — Inhibition
MHC-2 T-Zell
Rezeptor
Antigen
CD80/86 Aktivierung

APC T-Zelle

Abb. 2: Regulation der T-Zell-Aktivierung. PD-L1 Inhibiert die T-Zell-Aktivierung durch
Bindungen an seinen Liganden PD-1 auf der T-Zelle. CD80 und CD86 wirken bei Bindung an CD28
aktivierend, bei Bindung an CTLA-4 jedoch inhibierend.

Sowohl PD-1 als auch CTLA-4 wirken inhibitorisch auf die Aktivierung von
PKB, inhibieren die T-Zell-Aktivierung jedoch auf verschiedenen Wegen. Die
Aktivierung von PD-1 wirkt direkt auf PI3K und hat somit einen breiteren
inhibitorischen Effekt auf die T-Zell-Funktion als CTLA-4. CTLA-4 wirkt
hingegen der PKB Phosphorylierung entgegen indem es die Protein-
phosphatase 2 (PP2A) aktiviert (Gianchecchi et al,, 2013; Parry et al,, 2005,
1997).

PD-L1 iibt im funktionierenden Immunsystem nicht nur eine hemmende
Wirkung auf potenziell pathogene, autoreaktive T-Zellen aus, sondern spielt
auch eine entscheidende Rolle bei der Induktion von regulatorischen T-
Zellen (Francisco et al., 2009). Des weiteren kommt PD-L1 eine wichtige

Rolle bei der Immunevasion von Tumoren und Viren zu (Iwai et al., 20033,
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2002). Sowohl bei der Behandlung von Tumorerkrankungen als auch bei der
Behandlung chronischer Viruserkrankungen gibt es mehrere therapeutische
Ansatze, die auf den PD-L1-PD-1 Signalweg gerichtet sind (Sakthivel et al,,
2012; Topalian et al., 2012).

Bemerkenswerterweise fiihrte die Blockierung der Wechselwirkung zwisch-
en PD-L1 und PD-1 mit neutralisierenden Antikérpern zu einer verstarkten
Kontakthypersensitivitdtsreaktion (Tsushima et al,, 2003) im Mausmodell.
Dagegen ist die Beteiligung des PD-L1-PD-1 Signalweges in der humanen
allergischen Kontaktdermatitis bis zum heutigen Zeitpunkt nicht vollstandig

geklart. An dieser Stelle setzt der zweite Teil der vorliegenden Arbeit an.
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2 Fragestellung und Zielsetzung

Aufgrund der hohen Pravalenz von Kontaktallergien in der allgemeinen
Bevolkerung ist Identifizierung und Klassifizierung von potentiell sensi-
bilisierenden Substanzen, die zum Beispiel in Kosmetika und anderen
verbrauchernahen Produkten eingesetzt werden, dringend notwendig.

Bis zum heutigen Zeitpunkt basiert die Testung von potentiell
sensibilisierenden Substanzen vorwiegend auf Tierversuchen wie dem
Buehler guinea pig sensitization test und dem guinea pig maximization test
(GPMT) in Meerschweinchen (Buehler, 1965; Magnusson and Kligman,
1968) sowie dem local lymph node assay (LLNA) in Mausen (Kimber and
Weisenberger, 1989; Kimber, 2003, OECD TG 429). Da die EU ein Verbot von
Tierversuchen fiir die Testung von Inhaltsstoffen von Kosmetika erlassen
hat, welches im Marz 2013 im vollen Umfang in Kraft getreten ist (Directive
2003/15/EQC), ist die Entwicklung von neuen pradiktiven und robusten in
vitro Tests dringend notwendig.

Um die Entwicklung neuer in vitro Testsysteme voranzutreiben ist es
wichtig, funktionelle Zellkultursysteme zu entwickeln, die die zellularen
und molekularen Ereignisse bei der Entstehung einer Kontaktallergie
widerspiegeln. Sowohl Dendritische Zellen (DC) als auch T-Zellen deter-

minieren die Inmunantwort bei der allergischen Kontaktdermatitis.

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit sollte daher differentiell untersucht
werden wie unterschiedliche primare antigenprasentierende Zellen und DC-

dhnlich Zelllinien auf sensibilisierende Substanzen reagieren:

- Es sollten neue potentielle Biomarker sowohl auf der Ebene von Ober-

flichenmolekiilen als auch auf Zytokinebene identifiziert werden.

10
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- Zusatzlich sollten diese mit den bereits gut charakterisierten Markern
CD86 und Interleukin (IL) -8 verglichen werden
- Es sollte das am besten geeignete Zellkultursystem fiir Detektion eines

sensibilisierenden Potentials identifiziert werden

Im zweiten Teil der Arbeit sollte die zentrale Rolle der allergenspezifischen
T-Zellantwort untersucht werden. Mit dem Ziel ein neuartiges, pradiktives
und robustes in vitro Testsystem zu entwickeln, sollte erstmalig die
Wirkung eines zentralen inhibitorischen Signals, hier PD-L1, im Kontext der
humanen allergischen Kontaktdermatitis untersucht werden. Aufgrund der
Tatsache, dass dem PD-L1 Molekiil eine signifikante immunregulatorische
Funktion in verschiedenen anderen humanen Krankheitsbildern, wie
Virusinfektionen und Krebserkrankungen zugeschrieben wird, (Cao et al,,

2011; Sharpe et al.,, 2007) sollte folgendes untersucht werden:

- Zunichst sollte analysiert werden, ob PD-L1 auf Langerhans-Zellen
und auf Organebene in gesunder, humaner Haut nachweisbar ist.

- Da Nickel eines der haufigsten humanen Kontaktallergene darstellt,
sollte mit Nickel als Modellsubstanz der Einfluss von einem
potentiellen Kontaktallergen in Bezug auf die Expression von PD-L1
in Langerhans-Zellen und in der Haut untersucht werden.

- Dariiber hinaus sollte die Funktion von der PD-L1 Expression
bezlglich der nachfolgenden T-Zellantwort und T-Zellpolarisierung

analysiert werden.

11
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3 Ergebnisse

3.1 Evaluation of new biomarkers for the detection of chemical
sensitization in human skin: A comparative study applying THP-1,

MUTZ-3 and primary dendritic cells in culture

Manuel Hitzler, Antje Bergert, Andreas Luch and Matthias Peiser

Evaluation of new biomarkers for the detection of chemical sensitization in
human skin: A comparative study applying THP-1, MUTZ-3 and primary

dendritic cells in culture

Toxicology in Vitro, 2013 Apr 26;27(6):1659-1669.d0i:10.1016/
j.tiv.2013.04.009

In dieser Publikation wurden neue Biomarker identifiziert und zusammen
mit bekannten Biomarkern auf ihre Eignung, ein potentiell allergenes
Potential von Substanzen vorherzusagen, getestet. Ein Teil der Arbeit
konzentrierte sich dabei auf die Oberflaichenmarker CD86, DCIR und PD-L1,
der andere Teil auf die l6slichen Faktoren und Biomarker IL-8, Mip-1a, Nap-
2 und IL-16. Des Weiteren wurde die Eignung dieser Biomarker sowohl auf
zwei primaren Zelltypen, monozytir gewonnenen Dendritischen Zellen
(MoDC) und Langerhans-Zellen (MoLC), als auch auf zwei Zelllinien, THP-1
und MUTZ-3 getestet. Im Gegensatz zu primaren DC, die schon im nicht
aktivierten Zustand eine Grundexpression von CD86 und PD-L1 sowie eine
hohe Expression von DCIR aufwiesen, zeigten sowohl MUTZ-3 Zellen als
auch THP-1 Zellen eine deutlich geringere Expression von CD86 und PD-L1
und keine messbare Expression von DCIR. Nach Inkubation mit den

Kontaktallergenen Nickel, Zimtaldehyd und Eugenol, konnte auf den

12
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primdren Zellen eine stark erhohte Expression von CD86 und PD-L1
festgestellt werden. Im Gegensatz dazu zeigte sich eine dosisabhangige
Abnahme der Oberflaichenexpression von DCIR. Auch auf den Zelllinien war
eine Zunahme der Expression von CD86 und PD-L1 zu beobachten,
wenngleich auch in deutlich geringerem Ausmaf3. Aufgrund der fehlenden
Expression von DCIR auf den Zelllinien ist die Nutzung dieses Biomarkers
allerdings auf primédre Zellen beschrankt. Um neue l6sliche Biomarker zu
finden, wurden Zellkulturiiberstande von aktivierten MoDC mittels eines
sogenannten proteome profilers untersucht. Dabei stellten sich vier Proteine
heraus, die als potentielle Biomarker fir die Testung auf ein
sensibilisierendes Potential in Frage kamen. Diese 16slichen Biomarker, IL-8,
MIP-1a, NAP-2 und IL-16 wurden wiederum mit allen vier Zelltypen
getestet. Auch hier zeigte sich eine Zytokinantwort nach Zugabe von
Kontaktallergenen in primdren Zellen mit einem breiten dynamischen

Bereich und damit das Testsystem als sehr robust.

Anteil des Autors an der Publikation: Projektplanung (80%),
Projektdurchfithrung (80%), Datenanalyse (100%), Schreiben des
Manuskriptes (50%).
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In dieser Publikation wurde die Expression von PD-L1 auf LC und in
Hautbiopsien von Nickel-Allergikern vor und nach Aktivierung mit Nickel
untersucht. Nach Aktivierung von MoLC mit Nickel konnte eine deutlich
hohere Expression von PD-L1 als im unstimulierten Zustand festgestellt
werden. Auch in Hautbiopsien von Nickelpatienten, die 72 h mit Nickel
behandelt wurden, war eine deutlich hohere PD-L1 Expression zu be-
obachten als in den unbehandelten. Die Konsequenzen der erhéhten PD-L1
Expression auf LC nach Stimulation mit bakteriellen Liganden und Nickel
wurden mit Blockierungsexperimenten in Kokulturen von T-Helferzellen
mit DC untersucht. Dazu wurde die Interaktion von PD-L1 mit seinen
Bindungspartnern auf der T-Zelle mittels blockierenden Antikérpern gegen
PD-L1 verhindert. Wurden die MoLC mit LPS oder PGN stimuliert so zeigte
sich nach Blockierung von PD-L1 eine stark erhohte Sekretion von IL-17, IL-
22, TNF-a und IFN-y in T-Helferzellen. Mit Nickel als Stimulus fiihrte die
Blockierung von PD-L1 zu grofden Mengen von sekretiertem TNF-a und IL-
22, nicht jedoch von IL-17 und IFN-y. Untersuchungen einer weiteren

speziellen T-Zell Subpopulation zeigten dass es CCR6*/CCR4+ T Gedachtnis-
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zellen waren, die nach Nickel-Stimulation IL-17 und IFN-y sezernierten. Bei
Kontrollversuchen in Gegenwart von anti-PD-L1 Antikérpern wurde durch
PGN, aus der Zellwand von Bakterien, die Sekretion von IL-17 und IFN-y in
CCR6* Zellen induziert, wahrend dieser Effekt mit Nickel nur in der

CCR6*/CCR4+ T-Zell Population auftrat.

Anteil des Autors an der Publikation: Projektplanung (80%),
Projektdurchfiilhrung (80%), Datenanalyse (100%), Schreiben des
ManusKkriptes (50%)
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Abstract

Langerhans cells (LCs) are suspected to initiate inflammatory immune responses to contact allergens and pathogenic
bacteria. In chronic infectious diseases, programmed death ligand (PD-L) 1 exhibits both inhibitory and costimulatory
functions on T cell-mediated activation and tolerance. Here, we investigated the effects of contact allergens and bacterial
stimuli on PD-L1 expression in LCs and the effects of altered PD-L1 expression on cytokine release of subsequently
cocultured T cells. Monocyte-derived LCs (MoLCs), LCs, and skin sections of patients suffering from allergic contact
dermatitis were challenged with nickel and then analyzed for PD-L1 expression by confocal laser scanning microscopy and
flow cytometry. In blocking experiments, we found that the release of Th cell specific cytokines was dependent on both
stimulation of LCs and inhibition of PD-L1-PD-1 interactions. Stimulation with peptidoglycan (PGN) or lipopolysaccharide
(LPS) and blockage of PD-L1 with a specific antibody triggered the release of high levels of IL-17, IL-22, TNF-o, and IFN-y in
CDA'T cells. If nickel was used as a stimulus, blockage of PD-L1 led to high amounts of TNF-o. and IL-22. A closer look
revealed PD-L1-dependent upregulation of IL-17 secretion in FACS-sorted CCR6"/CCR4" T memory cells. In the presence of
anti-PD-L1, PGN induced secretion of IFN-y and IL-17 in total CCR6" cells, while nickel triggered secretion of IFN-y and IL-17
exclusively in CCR6/CCR4" cells. Our findings suggest that PD-L1 on LCs plays a crucial role in type IV allergic reactions and
in response to bacterial stimuli by controlling the nature of inflammatory Th cell responses.
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Introduction Among environmental contact allergens, nickel is the most
important. A new aspect in the mechanism of allergic diseases
has been disclosed by the finding that nickel and even the
respiratory allergen Der p 2 provide proinflammatory stimuli
through facilitating TLR4 signaling [12,13]. Recently, polariza-
tion of Thl7 in response to LPS-containing allergens has been
observed in a murine model [l14]. In addition to other
. ) costimulatory molecules such as CD86, programmed death
[1-3], in th(.e‘human.system Thl.7 and Th22 were report.ed. to ligand (PD-L)l (B7-HI, CD274) and PD-L2 bind to their
express specific cytokine/chemokine receptors and transcription cognate receptor PD-1 on activated T and B cells, thereby
factors [4,5]. IL-22 and IL-17 have been shown to mediate . . . :
. . . . it . modulating and fine tuning the balance of immune responses
protection and defense against bacteria such as Citrobacter rodentium ; . .
S . . . toward pathogens and autoimmune tissue damage [15,16]. PD-
and Klebsiella pnewmoniae, and Mycobacterium tuberculosis and Bordetella . . o
. . . L1 controls the T cell stimulatory potential by limiting IL-2 and
pertussis, respectively [6-9]. In experimental models even parts of X . . - L L
. . ] IFN-y release [17,18]. There is strong evidence for further
the bacterial cell wall, such as LPS, were shown to induce I1.-22 . . . ©
- . direct effects of PD signaling on T cell responses such as
secretion in T cells [4]. Little is known on the exact role of these . Lo .
proliferation, cytolytic activity and exhaustion [19].

Th cell lations in infl kin diseases. . Lo .
Itcilassugf:é)iauofiielg ltl}lla?mArg%org[aZ lgedljg;sss ished from In this study we explored PD-L1 expression in human skin
e SUEE : i g biopsies from allergic individuals after challenging with nickel. Our

othe.r skin  disorders like poTiasis and atopic eczema by t(h(c data on LC-Th cell interactions suggest that PD-L1 expressed on
specific profile of Th cell subsets involved and Th17 and Th22 o° . I
the surface of LCs plays a regulatory role in skins immune

were detected in skin lesions of allergic individuals [10,11].

Inflammatory responses to bacterial pathogens and allergic
contact dermatitis (ACD) have in common that distinct subsets of
Th cells are crucially involved. Whereas the involvement of
cytotoxic T cells becomes clearly evident in light of the skin lesions
induced, nearly all functional subsets of CD4™Th cells could also
be involved in allergic reactions. In addition to Th1l and Th2 cells
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response to bacteria and in ACD by limiting the release of
proinflammatory cytokines from Th cells.

Materials and Methods

Ethical Approval

For skin biopsies, obtained from patients with a history of nickel
mediated ACD, and for skin samples received from plastic surgery
we obtained approval by the ethics committee of the Charité -
Universititsmedizin - Berlin (ethics-approval no. S1.246). All
participants provided their written informed consent to donate
their skin for research purposes. Anonymized blood samples were
obtained from the German Red Cross blood donation service
Berlin with informed written consent from all participants. All
studies have been approved by the Institutional Review Board
(SFP-Committee of BfR) and were in accordance to the Helsinki
guidelines. No part of these studies was conducted outside of
Germany.

Cell Isolation and Culture

Mononuclear cells were prepared from buffy coats of samples
from healthy adult donors by Ficoll gradient (PAA Laboratories,
Pasching, Austria). Monocytes were isolated by plastic adherence
and differentiated in RPMI 1640 supplemented with 2 mM L-
glutamine, 100 U/ml penicillin, 100 mg/ml streptomycin, and
10% v/v heat-inactivated FBS (PAN Biotech, Aidenbach,
Germany). Cells were kept in a 6-day culture in the presence of
human recombinant GM-CSF (100 ng/ml), IL-4 (10 ng/ml,
ImmunoTools, Friesoythe, Germany), and TGF-f1 (10 ng/ml,
R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt, Germany) according to
a previous protocol [20]. CD4'T cells were isolated from density
gradient enriched PBMCs by negative selection using CD4"T cell
isolation Kit II. For analyses of T memory cells CD4"CD45"T
cells were isolated from PBMCs by negative selection using
memory CD4"T cell isolation Kit (all Miltenyi, Bergisch-
Gladbach, Germany). Cells were stained for 30 minutes with
PE-Cy7-labeled anti-CCR4 (1G1) and PE-labeled ant-CCR6
(11A9; all BD Biosciences, Heidelberg, Germany). T memory
subpopulations were isolated by an Aria III cell sorter (BD
Biosciences, Heidelberg, Germany). Normal human skin was
obtained from surgical breast reductions and single cell suspen-
sions were prepared [21]. Briefly, epidermal sheets were peeled off
the dermis after dispase treatment (2 U/ml, Roche, Mannheim,
Germany). Epidermal disintegration was conducted by trypsin
(0.25%j; Biochrom, Berlin, Germany) in the presence of DNase I
(20 U/ml, Boehringer, Germany). LCs were isolated from total
epidermal cells by MACS using anti-CD1c (AD5-8E7, IgG2a) and
anti-biotin coated microbeads (Bio3-18E7, IgG1, Miltenyi).

Blockade Experiments in T Cell Assays

10* MoLCs were treated with 20 pg/ml PGN (InVivogen, San
Diego, CAL), 1 pg/ml LPS (Fluka, St. Louis, MO) or 200 uM
nickel(Ilsulfate (NiSOy) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO) for 24
hours. Then 10° allogeneic CD4™T cells were added and cells
were cocultured in 200 pl Xvivol5 (Lonza, Verviers, Belgium) in
U-bottom plates for additional 6 days. For PD-L1 and CD86
blockage ecither of the following antibodies or fusion proteins was
added to MoLCs 30 minutes before being pooled with CD4"T
cells: 10 pg/ml of anti-PD-L1 (clone 5-272; generated in the
laboratory of O.M.), anti-CD86 (clone I'T2.2), IgG1 isotype (BD
Biosciences, Heidelberg, Germany), 10 ug/ml of B7-H1/PD-L1
Fc chimera, or IgG1 Fc (R&D Systems). On day-7 supernatants
were collected and analyzed for IL-17, IL-22, IFN-y and TNF-o by
ELISA (DuoSet, R&D Systems).
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Activation of MoLCs

10° cells were incubated with NiSO,, 2,4-dinitrochloroben-
zene (DNCB; Sigma) or sodium dodecyl sulphate (SDS; ROTH,
Karlsruhe, Germany; individual concentrations as indicated),
1 ug/ml LPS or 20 pg/ml PGN in RPMI 1640. Expression of
PD-L1, HLA-DR and CD86 was analyzed by FACS 48 hours
later. Preparations of NiSO, and DNCB contained endotoxin
below 0.1 EU/ug compound, as determined by using the
Limulus amebocyte lysate assay (BioWhittaker, Walkersville,
MD, USA).

Flow Cytometry

Surface markers were stained with PE-labeled anti-langerin
(DCGM4, Immunotech, Marseille, France), APC-labeled anti-
CDla (HI149), FITC-labeled anti-CD86 (FUN-1), PE-labeled
anti-PD-L1 (MIH1), and APC-H7-labeled anti-HLA-DR (1.243,
all BD Biosciences, Heidelberg, Germany) or with isotype
controls. Cells were analyzed in the FACS Canto II (BD
Biosciences, Heidelberg, Germany) flow cytometer using FACS-
Diva software.

Fluorescence Microscopy, Immunohistochemistry, Laser
Scanning Microscopy

Cells were fixed and permeabilized in 3.7% paraformalde-
hyde and 0.2% Triton-X for 30 minutes on poly-L-lysine
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) coated coverslips. After
blocking with 1% BSA in PBS cells were incubated with
primary antibody for 1 hour followed by goat anti-mouse Alexa
Fluor 488 antibody. Nuclei were counterstained with 7-AAD (all
Invitrogen, Darmstadt, Germany). Skin samples were obtained
from patients with a history of nickel-mediated ACD. All
participants gave informed consent, and the study was approved
by the local medical ethics committee. Nickel challenge was
performed with 5% NiSO, in vaseline according to interna-
tional guidelines in 4 mm finn chambers (Almirall, Reinbek,
Germany). Biopsies were taken before or 1 to 3 days after nickel
exposure and immediately snap frozen. The samples were
blocked with 1% BSA in PBS. After incubation with mouse
anti-human PD-L1 samples were stained with EnVision+
System-HRP AEC (Dako, Hamburg, Germany) according to
manufacturer’s protocol. In brief, tissue sections were incubated
with labeled polymer-HRP anti-mouse for 30 minutes followed
by 30 minutes of incubation with AEC+ chromogen. Sections
were counterstained with Mayer’s Hematoxylin Lillie’s Modifi-
cation (Dako) and analyzed by light microscopy. For confocal
laser scanning microscopy sections were incubated for 1 hour
with mouse anti-human PD-LI, rat anti-human langerin
(Dendritics, Lyon, France) and rat anti-human HLA-DR
(Abcam, Cambridge, UK), and stained with goat anti-mouse
Alexa Fluor 488 and goat anti-rat Alexa Fluor 546 conjugated
antibodies (Invitrogen) for 1 hour. The thickness of all skin
sections was 6 wm.

Statistical Methods

Mean value, standard deviation (SD) and statistical significance
were calculated using SigmaPlot (Systat, Erkrath, Germany). For
analysis of differences between experimental groups, two tailed
Student’s t test for paired data was used. Values of p=0.05 were
considered statistically significant.
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Figure 1. PD-L1 is expressed on isolated LCs and in LCs /n situ of ACD patients. A. Left side: Immunofluorescence microscopy analysis of the
expression of langerin and PD-L1 on the surface of human MoLCs and LCs derived from blood monocytes and epidermal tissue of healthy donors,
respectively. Right side: Expression of langerin and CD1a in MoLCs (upper chart) and LCs (lower chart) detected by flow cytometry. Bar=10 um. B.
Expression of HLA-DR and PD-L1 in skin sections of ACD donors before and 72 hours after challenge with 5% NiSO,, as detected by confocal laser
scanning microscopy. Representative images of two stack series in the epidermal layer are shown. Bar=10 pum.

doi:10.1371/journal.pone.0046776.9001

Results

PD-L1 is Expressed in ACD Biopsies and Colocalizes with
Langerin and HLA-DR

Initial 2 vitro screening for protein markers revealed increased
expression levels of PD-L1 in MoLCs upon treatment with TLR
agonists and also after exposure to nickel. To evaluate the role
of PD-L1 in chemically induced ACD, PD-L1 and langerin
expression was analyzed in skin tssue. Since the viability of

PLOS ONE | www.plosone.org

epidermal LCs rapidly decreases upon tissue digestion and
transfer into cell culture, we also generated LC-like cells from
PBMC:s as reported [20]. In LCs and MoLLCs PD-L1 was found
to colocalize with langerin, with bright signals for PD-L1
especially in epidermal LCs isolated from healthy individuals
(Figure 1A). Furthermore, in skin biopsy sections derived from
local lesions of ACD patients constitutive PD-L1 expression was
demonstrated in  HLA-DR  positive cells located in the
suprabasal and upper epidermal layers (Figure 1B). In these

October 2012 | Volume 7 | Issue 10 | e46776
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Figure 2. Intraepidermal PD-L1 increases in ACD patients after
challenge with nickel. A. PD-L1 and nuclei are visualized by Alexa
Fluor 488 (green) and 7-AAD (red) immunofluorescence in sections from
lesions of ACD patients after being exposed to 5% NiSQO,, for 0 hours
and 72 hours. Bar=50 um. B. Biopsies taken from inflamed skin tissue
areas of ACD donors. The sections were incubated with anti-PD-L1,
stained with EnVision+ System-HRP AEC, and counterstained with
hematoxylin. Representative light microscopy images covering the
profile from the upper stratum corneum down to dermal rete pags are
depicted. Bar=50 pum.

doi:10.1371/journal.pone.0046776.9002

sections the particular keratinocyte interstices highlighted by
anti-HLA-DR turned out to be filopodia of LCs embedded
between neighboring keratinocytes. Compared to unchallenged
skin from ACD patients treatment with nickel for 72 hours led
to a further increase in sizes of cell bodies and dendritic
protrusions of HLA-DR positive LCis.

Epidermal PD-L1 Increases after Challenge with Nickel

PD-L1 tissue expression was analyzed by immunohistochemis-
try in tissue biopsies taken from ACD patients after nickel
exposure (Figure 2). By fluorescence microscopy PD-L1 expression
was found greatly enhanced upon challenge with nickel. At the 72
hours time point the majority of cells constituting epidermal layers
exhibited strong expression of PD-L1. By contrast, comparably
low PD-L1 levels were observed in biopsies of unchallenged ACD
patients (time point: 0 h).

Nickel and DNCB Elevate PD-L1

We next questioned whether PD-L1 has a regulatory function in
fine tuning ACD effector cell responses. Langerin"MoLCs were
exposed to graded doses of 2,4-dinitrochlorobenzene (DNCB),
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Figure 3. PD-L1 and HLA-DR are upregulated in MoLCs after
stimulation with allergens. MoLCs were exposed to graded doses of
DNCB, nickel or SDS for 24 hours and stained by anti-PD-L1 and anti-
HLA-DR, respectively. FACS analyses were gated on viable cells. A.
Protein expression is shown as dark gray graphs in overlay histograms.
Cells stimulated under the same conditions were stained with isotype-
controls and are represented by light gray. B. Bars indicate fold increase
of mean fluorescence intensities (MFI) compared to untreated control.
Results shown are representative for four independent experiments
with different donors.

doi:10.1371/journal.pone.0046776.g003

nickel or to the irritant sodium dodecyl sulphate (SDS) as control
(Figure 3). Both DNCB and NiSO, dose-dependently led to
increases in PD-L1 levels, with highest expression at 400 uM
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30



Wo
LPs
PGN
CD86 PD-L1
[pg/mi] IL-17 IL-22
500 500 4000 4000
13 3500 aso0
0 [ l 3000 / 3000
Wao 300 300 2500 2500
2000 <. 2000 N
200 | 200 1500 \‘: 1500 Yy
100 | o0 . 1000 Ll 1000 l\\
- 500 500 N
L] o :ﬁq o 0
1200 | 200 9000 9000
1200 | ;f' 8000 8000
/ 7000 7000
Lps 1000 | ‘ 200 \ 5000 000
800 | / «\ i T, s A\
800 | \\\ 4000 v 4000 N\
oo 100 3000 * 000 N\
n \‘ 2000 2000 \\
a5 . 1000 1000 .
] ol -—u (] o
4000 4000 4500 4500
—_— . 3500 4000 4000
- o = )
PGN 2500 | 1
2800 2000 25001 / 2500 ¢
2000 -~ |
‘ 1500 * 2000 2000
1500 . 1500 R 1500
1000 b ™, 1000 —t 1000
s00 | P 509, \ 500 T 500
o+~ ° ———. 0 -
1gG1 anti- IgG1 anti- IgG1 anti- 1gG1 anti-
PD-L1 cD86 PD-L1 CcD86

LCs Control Th Cell-Derived Cytokines via PD-L1

TNF-a IFN-y
1000 1000 12000 12000
/ —a
800 | /}’) 800 10000, o« 10000
/ . 8000 8000 ®
800 4 800 LY \
/ AY i | \
/ 6000 / €000
00 / 00 A / -

—
§
§
A
o

7 IR N e N\

7
™~
.
/
e

E
o
/
¥
o
-
¥

5388 k¢
53
R
§§%

"

600 N\ h
,/‘ k‘\‘ 6000 6000 .\
t/// 00 . \'\ 4000 4000 \”
200 & 200 k\\' 2000 2000 \.
o 0 \\. ° . T
1800 1e00 14000 14000
[ | oA
1200 z/ ::: li e g
A\ 12000
om0 / - N 12000 y
s00 £ s00 .‘\.‘\} 8000 e 8000 |
N - 8000
s00 a0 N 5000 Y \
00 400 4000 | 000 \.
200 200 2000 | 2000 |
0! o ) ol o
IgG1 anti- IgG1 anti- IgG1 anti- lgG1 anti-
PD-L1 cD86 PD-L1 CD86

Figure 4. Blockage of PD-L1 enhances cytokine release from stimulated Th cells. A. FACS analyses of CD86 or PD-L1 on MoLCs, dark gray,
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the following symbols: A, H, @, 4. Wo, without stimulus.
doi:10.1371/journal.pone.0046776.9004

NiSO, and at unaffected viability. HLA-DR was also found dose-
dependently upregulated (Figure 3). In comparison to HLA-DR,
upregulation of PD-LI in response to chemical allergens was
slightly more pronounced. The irritant (SDS) control confirmed
the specificity of this response.

Blockade of PD-L1 on Bacterial Stimulated MoLCs
Induces Th Cell Cytokines

The influence on subsequent effector T cell responses was
addressed by PD-LI1 neutralization studies. In addition to TCR
signals and cytokines, costimulatory molecules could induce
a specific pattern of Th cells that contribute to ACD or defense
against pathogens. Blocking studies in mice showed that these
surface markers essentially contribute to hapten-induced contact
sensitivity reactions [22-24]. Recently it could be shown that TLR

PLOS ONE | www.plosone.org

agonists or TLR-associated proteins may be mimicked by allergens
[13,25]. Thus we examined the effect of TLR2 and TLR4 agonists
PGN and LPS on Th cell polarization. Strong upregulation of
CD86 and PD-L1 on MoLCs could be demonstrated for PGN and
LPS (Figure 4A). To evaluate the impact of PD-L1 on responses of
Th cells while being in coculture with MoLCs, PD-L1 and CD86
were blocked by specific antibodies. MoLCs stimulated by LPS
failed to induce significant amounts of IL-17 during coculture with
allogeneic CD4™T cells (Figure 4B). By contrast, the amounts of
IL-17 reached high levels when LPS- or PGN-activated MoLCs
were first treated with anti-PD-L1. In contrast, blockage of CD86
on the surface of LPS- or PGN-stimulated MoLCs led to
a significant decrease of the amounts of IL-17 in MoLC-Th cell
cocultures when compared to non-blocked CD86-expressing
MoLCs (Figure 4B). These data led us to hypothesize that PD-
L1 would be in general an important regulator in the control of
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proinflammatory cytokines secreted by specific Th cell subpopula-
tions. Hence we analyzed the secretion of IL-22, TNF-a and IFN-
v, each of which is known to contribute to certain forms of skin
pathogenesis. In contrast to IL-17, basal secretion levels of these
cytokines were already high, but could still be increased if MoLCs
were pretreated with LPS or PGN prior to pooling with T cells
(Figure 4C-E). Remarkably, antibody-mediated blockage of PD-
L1 led to strong increases of these cytokines in the supernatants of
MoLC-Th cell cocultures. Further experiments using PD-L1 Fc
protein that targets the PD-1 receptor on the surface of T cells
confirmed the data obtained in experiments using anti-PD-L1I.
PD-L1 Fc chimera led to strong and significant increases of the
levels of IL-22, TNF-o, and IFN-y in the supernatants of
subsequent MoLC-Th cell cocultures (Figure SI).

PD-L1 Controls IL-22 and TNF-a in Nickel-activated CD4'T

Cells

If TLR agonists trigger the expression of PD-L1 on the surface
of LCs, and PD-L1 becomes crucial in controlling (i.e. restricting)
Th cell polarization, then the strong contact allergen nickel, as
potent inducer of PD-L1 expression, could be expected to exert
similar effects. Consequently, the influence of nickel on the release
of Th cell-derived cytokines in MoLC-T cell cocultures was
addressed. MoLCs were pre-activated by nickel and, after
incubation with anti-PD-L1, cocultured with GD4*T cells. Only
for basal secretion levels of TNF-o, single administration of nickel
induced an increase in protein levels (Figure 5B). For IL-22
(Figure 5A) and IL-17 and IFN-y (not shown), basal secretion
levels were low and stayed low even after stimulation of MoL.Cs by
nickel (Figure 5A). However, antibody-mediated blockage of PD-
L1 prior to coculture significantly increased the levels of TNF-
o and IL-22 when compared to non-blocked or non-stimulated
conditions. This effect was also evident for I11.-17 and IFN-y, but
unreached the statistical significance threshold of p=0.05.
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PD-L1 Restricts IL-17 and IFN-y in Activated CCR6'T Cell
Subsets

To examine whether IL-17 and IFN-y were regulated by PD-L1
in specific Th subpopulations, we further separated total CD4*T
cells based on their expression of chemokine receptors specific for
skin homing T memory cells. Human T cells that have been
differentiated n vitro toward a distinct memory phenotype were
shown to release IL-17 and IFN-y after unphysiological stimula-
tion [4,26]. We highly enriched this small T cell subset from pre-
sorted CD4'T cells by applying combined gating on CCR6 and
CCR4 during FACS (Figure 6A). Upon stimulation of MoLCs
with anti-PD-L1 and nickel, cocultured CCR6  or CCR6*/
CCR4  cells did not release considerable amounts of either 1L-17
or IFN-y (Figure 6B). By contrast, a significant release of these
cytokines was detectable after co-administration of anti-PD-L1
and PGN in CCR6"/CCR4™ cells. In particular, extremely high
amounts of IL-17 were induced by nickel and anti-PD-L1 in the
subset of CCR6/CCR4" cells. In this particular population,
however, no elevated secretion of IL-10 and IL.-21 was detectable
under similar conditions (not shown). Together these data are in
favour of the suggested regulatory role of PD-L1 on the
polarization and subsequent cytokine release of Th cells after
engaging into physical contacts with bacterial- or nickel-activated
LCs that express high levels of this surface molecule.

Discussion

In this study we uncovered a regulatory role of the LC surface
marker PD-L1 in ACD and bacterial defense. Recently, PD-L1
was detected on mRNA level in dermal DCs and migratory LCs
[27]. We demonstrate protein expression of PD-LI in human
ACD skin biopsies, epidermal LCs and MoLCs in response to
contact allergens and its specific inhibitory effects on the secretion
of IL-22 and TNF-a by Th cells. These findings further support
observations on anti-PD-L1 treated DCs that could elevate IFN-y
in allogenic CD4* T cells [28]. However, this earlier study was not

6 October 2012 | Volume 7 | Issue 10 | e46776

32



& B
3 3500 3500 1
' 3000 § 3000 4
s 1500 1500
8
1000 1000 4
*
500 1 I S00
0+ 0 4

- : Wo NiSO, PGN
<o 1800
e 1500
(6]
3 1600 1600
s
Q
o 1400 4 1400
E 6007 60T
] i o R e e *
ws O W 10 10 w0 400 4 400 4
CCRBFEA
20 4 I 200 4
0= 0 4

Wo NiSO, PGN

CCR6”

LCs Control Th Cell-Derived Cytokines via PD-L1

P6 P7

3500 + . [ wo
3000 | i M c-PD-L1
1500 §
*
1000 1 IL-17
* *

S00 -

0.

Wo NisO, PGN Wo NiSO, PGN

1800

*
1600
1400 4 -

E00 4

IFN-y

200 4

Wo NiSO, PGN Wo NisO, PGN

CCR6*CCR4" CCR6* CCR4*

Figure 6. PGN and nickel induce IFN-y and IL-17 in CCR6" and CCR6"/CCR4" cells. T memory cells were incubated with MoLCs pretreated
with anti-PD-L1 (+) or not (—). A. Expression of CCR6 and CCR4 in CD4'T cells enriched from the blood of healthy donors by depletion of non-CD4 and
naive (CD45RA™)T cells. T memory subpopulations were gated as CCR6™ (P5), CCR6/CCR4™ (P6), or CCR6"/CCR4™ (P7) cells. B. Release of IFN-y and IL-
17 by sorted subpopulations. MoLCs were stimulated by nickel or PGN for 24 hours and incubated or not with anti-PD-L1. Secretion levels (in pg/ml)
are shown for IFN-y and IL-17 7 days after starting the coculture. Data reported as mean +/— SD of triplicates are representative for 3 different donors.

Wo, without stimulus.
doi:10.1371/journal.pone.0046776.9006

performed in connection with allergen or bacterial stimulation. /n
viwo, contact allergens such as DNCB, 2,4,5-trinitrochlorobenzene
(INCB), oxazolone, and cinnamic aldehyde were reported to
modulate the phenotype and function of murine LCs [29]. Apart
from direct effects on LCs, the influence on cocultured T cells
appeared as enhanced proliferation. Considering this pathbreak-
ing observation made by Aiba and Katz back in 1990, we
questioned whether PD-L1 may exhibit a costimulatory function
in T cell-mediated bacterial defense and delayed-type hypersen-
sitivity reactions. In skin biopsies of ACD patients we detected
high expression of PD-L1 after nickel challenge. Upregulation of
PD-L1 in emigrating LLCs has been recently reported [27]. We
could demonstrate that PD-L1 colocalizes with langerin, thus
identifying LCs as PD-L1-expressing cells. DNCB and nickel, but
not the irritant SDS, increased the expression levels of PD-L1 and
HLA-DR in MoLCs (Figure 3). Since DNCB and nickel were
previously proven to augment HLA-DR expression in CDla*-
MoDCs stronger than any other chemical allergen [30], we
assumed these and bacterial compounds being capable of inducing
costimulatory signals on LCs that might be transferable to T cells.
Applying cocultures we observed significant secretion of IFN-v,
I1-17, IL-22 and TNF-o. by CD4"T cells if PD-L1 was blocked on
LPS or PGN stimulated MoLCs. Previous studies could demon-

strate proliferation and I1.-22 secretion, but no detection of 1L-17
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in CD4"T cells while being in coculture with LPS matured DCs or
CpG matured plasmacytoid DCs [4]. In our experiments, for
secretion of IL-17 in response to LPS and PGN blocking of PD-L1
was mandatory. While exposure to complete bacterial cells was
shown to suffice for induction of Thl7 [8,9], in experimental
models using cell wall compounds of bacteria additional signals
besides LPS or PGN were required for Th17 differentiation [31].
Previous studies demonstrated that inhibition of PD-L1, but not
PD-L2, enhanced hapten-induced ear swelling. In the presence of
anti-PD-L1 (clone MIHS5), both 2,4-dinitrofluorobenzene (DNFB)-
pulsed antigen-presenting cells and the PD-LI1-transfected LC cell
line XS106 promoted proliferation of lymph node cells or T cells
from naive mice [32,33]. In addition, PD-L1"XS106 cells
suppressed the release of IFN-y and IL-2 in CD4* and CD8* T
cells. These observations support the notion that PD-L1 expression
not only becomes enhanced during maturation of LCs at
inflammatory conditions, but also controls cytokine production
in subsequent adaptive immune responses. It becomes tempting to
speculate that the detection of IFN-y/TNF-o, IL-17 and IL-22
indicates the presence of Thl, Th17 and Th22 cells. Recently it
was shown that Th17 and Th22 cells participate in common skin
diseases such as ACD, psoriasis and atopic dermatitis [10,34].
Based on our findings of increased expression levels in epidermal
cells of patients suffering from ACD and the restriction of the
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secretion of TNF-o and IL-22, an important role of PD-L1 in
confining an excessive release of cytokines during skin pathogen-
esis seems obvious and biologically consistent. In addition, PD-L1-
mediated regulation on IL-17 is supposed to represent later events
in memory T cell development. Furthermore, cytokine regulation
may be ensured through a PD-L1-PD-1 signaling feedback loop or
a mechanism induced with time delay to endure positive B7
costimulatory signals. Since 2005 several studies have challenged
the notion that skin residential LCs play a crucial role in the
initiation of adaptive immune responses subsequent to antigen
uptake and migration into draining lymph nodes [35]. In mice
lacking LCs, surprisingly intensified or diminished but no
abrogated contact hypersensitivity reactions were reported
[36,37]. Therefore, LCs might be dispensable for induction of
contact hypersensitivity reactions. In contrast to dermal DCs,
allergen-challenged LCs reach auricular lymph nodes with delay
and then populate in T cell areas rather than in the outer
paracortex of B cell follicles [38]. It seems possible that specific
localization of LCs in T cell-rich zones of lymph nodes may reflect
more likely a function in specific control of cytotoxic T cells and
Th cells rather than in initiation of plasma cell differentiation.
Congruently, skin reactions upon exposure to contact allergens
such as DNFB, TNCB or oxazalone are reported to include
cytotoxic T cell and Th cell responses [39]. Along with our results
on the effects of PD-L1 in Th cell differentiation and cytokine
secretion i wvitro, the current knowledge indicates that LCs may
execute a controlling function in contact allergy, most likely
through expression of immunoregulatory members of the B7
protein family including PD-L1. Experiments where LCs were
eliminated from murine skin by corticosteroids or tape stripping
point to similar conclusions [40]. Instead of LCs, other skin
residential DCs may act as relevant antigen-presenting cells in the
sensitization phase of contact hypersensitivity reactions. In
contrast, LCs more likely induce confining and down-regulatory
signaling thereby restricting immune responses to a certain level
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until a disease-specific threshold of integrated proinflammatory
signals has been passed.

Collectively, in this study we present data that suggest a crucial
role of PD-L1 in skin’s immune response to bacterial stimuli and in
ACD. LPS, PGN, and the ubiquitous contact allergen nickel were
shown to be capable of inducing PD-L1 expression on the surface
of LCs which in turn limits the release of proinflammatory I1.-22
and TNF-o from Th cells. Thus our data may set the course
toward a promising approach aimed at inducing PD-L1 during
elicitation of ACD by topical administration of specific stimuli like
certain TLR agonists. In addition, synthetic analogues could be
used to fine-tune PD-L1 expression for improved treatment of
inflammatory skin disorders and infectious diseases.
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Diskussion

4 Diskussion

4.1 Vergleich neuer und etablierter Biomarker fiir die Detektion von
Kontaktallergenen auf THP-1, MUTZ-3 und primdren Dendri-
tischen Zellen

In der vorliegenden Studie wurden durch die Erhebung experimenteller

Daten Antworten auf zwei Fragestellungen gefunden. Erstens sollten neue

Biomarker, die in der Lage sind eine Sensibilisierung anzuzeigen, sowohl auf

der Ebene von Oberflaichenmolekiilen als auch auf Zytokinebene identifiziert

und mit bereits charakterisierten Biomarkern verglichen werden. Zweitens
sollte das am besten geeignete Zellkultursystem fiir die Detektion von
sensibilisierenden Substanzen identifiziert werden. Somit wurden fiinf neue

Biomarker, DCIR, PD-L1, MIP-1a, NAP-2 und IL-16 fiir die Testung von

sensibilisierenden Substanzen vorgeschlagen und die Leistungsfihigkeit

dieser neuen Biomarker mit den zwei gut etablierten und haufig verwen-
deten Markern CD86 und IL-8 verglichen. Da bei der Entwicklung einer

Kontaktdermatitis DC eine entscheidende Rolle spielen (Silberberg et al,,

1976), werden fiir in vitro Testsysteme vor allem aus Monozyten generierte

DC und aus Grinden der unkomplizierteren Handhabung Zelllinien ver-

wendet, die bestimmte Charakteristika von DC aufweisen. Oft eingesetzte

Zelllinien sind hierbei die THP-1 und die MUTZ-3 Zelllinien, welche ihren

Ursprung aus einer monozytischen und einer akuten myeloiden Leukdmie

haben (Hu et al., 1996; Tsuchiya et al., 1980). Bis jetzt gibt es keine Studien,

bei denen die Eignung von primdren DC und Zelllinien fiir die in vitro

Testung von sensibilisierenden Substanzen im direkten Vergleich unter-

sucht wurde. In dieser Arbeit wurden MoDC und MoLC, stellvertretend fiir

die primaren Zellen, und THP-1 und MUTZ-3 Zellen, stellvertretend fiir die

Zelllinien, in Bezug auf die Expression von drei Oberflachenmarkern und

vier Zytokinen untersucht.
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Diskussion

4.1.1 Vorhersage eines sensibilisierenden Potentials anhand von
Oberflichenmarkern

Als etablierten Referenzmarker fiir die Aktivierung von DC wurde CD86
gewahlt. CD86 wird nach Aktivierung der Zelle stark hochreguliert
(McLellan et al., 1995; Sakuta et al., 1994) und ist wichtiger Bestandteil in
mehreren vorgeschlagenen in vitro Tests fiir die Identifikation von
sensibilisierenden Substanzen (Ade et al., 2006; Azam et al., 2006a; Yoshida,
2003). Die Basalexpression von CD86 war sowohl auf den priméaren Zellen
als auch auf den Zelllinien sehr &hnlich. Nach Stimulation mit Kon-
taktallergenen konnte eine stark dosisabhdngige Hochregulation von CD86
auf den primdren Zellen beobachtete werden. Dies reichte von einer
zweifach erhohten Expression bei Zimtaldehyd bis zu einer achtfach
erhohten Expression bei Nickel. Die MUTZ-3 Zelllinie zeigte nur eine sehr
schwach erhohte Expression von CD86 nach Behandlung mit Kontakt-
allergenen, wogegen die THP-1 Zellen, zumindest bei Eugenol und Zimt-
aldehyd, sowohl eine Erh6hung bis auf das Dreifache als auch eine Dosis-
abhangigkeit beziiglich CD86 zeigten.

Deutliche Unterschiede zeigten sich jedoch bei den Expressionsmustern von
PD-L1. PD-L1 wird als koinhibitorisches Molekiil beschrieben (Freeman et
al.,, 2000) und konnte von uns sehr dhnlich exprimiert, sowohl auf MoDC als
auch auf MoL(C, gefunden werden. MUTZ-3 Zellen zeigten hingegen eine
deutlich geringere Expression und auf THP-1 Zellen konnte praktisch keine
Expression nachgewiesen werden. Im Gegensatz zu einer fritheren Publi-
kation, in der eine verstarkte Expression von PD-L1 auf MUTZ-3 Zellen nach
Zugabe von Kontaktallergenen beobachtet wurde (Azam et al, 2006b),
konnten wir sowohl auf MUTZ-3 Zellen als auch auf THP-1 Zellen nur eine
geringe Zunahme der PD-L1 Expression messen. Ubereinstimmend mit
Daten aus der Literatur (Williams et al., 2010) konnten wir hingegen eine

bedeutende Zunahme der PD-L1 Expression auf MoL.C und MoDC feststellen.

37



Diskussion

DCIR, ein Oberflichenmolekiil der C-Typ Lektine, wird von allen DC
Subpopulationen exprimiert und hat wahrscheinlich eine inhibitorische
Rolle bei inflammatorischen Prozessen (Kanazawa et al, 2002). Im
Gegensatz zu CD86 und PD-L1 wird DCIR nach Aktivierung der Zelle
herunterreguliert (Bates et al., 1999). Auf diesen Berichten basiert die
Annahme, dass DCIR auch bei Sensibilisierungsprozessen eine Rolle spielen
konnte und untersucht werden sollte. Auf MoDC und MoLC konnte
dementsprechend auch im nicht aktivierten Zustand eine sehr hohe
Expression von DCIR nachgewiesen werden. Die Zelllinien zeigten hingegen
kaum Expression von DCIR. Die in der Publikation gezeigten Daten demon-
strieren tatsachlich eine signifikante Abnahme von DCIR auf der Zell-
oberflache von MoDC und MoLC nach Zugabe der Kontaktallergene. Es liegt
daher nahe, dass DCIR eine wertvolle Erganzung zu anderen Allergie-
markern wie zum Beispiel CD86 und CD54, die nach Aktivierung
hochreguliert werden, sein konnte. Insbesondere ware DCIR als einer der
wenigen Biomarker, die bei Aktivierung herunterreguliert werden, in der
Kombination mit hochregulierten Markern wie CD86 fiir Testsysteme
qualifiziert. Die Nutzung von DCIR als Biomarker in Testsystemen be-
schrankt sich jedoch auf primare Zellen, da auf den Zelllinien keine Ex-

pression von DCIR festzustellen war.

4.1.2 Vorhersage eines sensibilisierenden Potentials anhand von
loslichen Biomarkern

Da die Messung von Oberflaichenmarkern technisch aufwandig ist, und viele

Labore nicht iiber die apparativen Voraussetzungen dafiir verfiigen, ist die

Erhebung von loslichen Biomarkern im Zellkulturiiberstand fiir die Anwend-

barkeit von in vitro Tests von Vorteil. Um neue, 10sliche Biomarker zu finden,

wurde deswegen ein sogenannter ,proteome profiler” eingesetzt mit dem

bis zu 31 verschiedene Zytokine detektiert werden konnen. Nach Behand-
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lung von MoDC mit Kontaktallergenen konnten stark erhohte Konzen-
trationen von MIP-1a, NAP-2, [L-16 und IL-8 festgestellt werden. Diese vier
Zytokine wurden in den vier verschiedenen Zelllinien untersucht. Im
Gegensatz zu MIP-1a, NAP-2 und IL-16 wurde IL-8 schon vorher in Sensi-
bilisierungs-Tests verwendet. Wie frithere Studien in MUTZ-3 LC
(Ouwehand et al,, 2010) konnten wir in MUTZ-3 Zellen stark erhohte IL-8
Spiegel nach Zugabe von Kontaktallergenen messen und sowohl in MoDC als
auch in MoLC waren noch héhere Zytokinspiegel messbar. Auch die THP-1
Zelllinie erlaubte noch eine Unterscheidung zwischen sensibilisierenden
Substanzen und irritierenden Substanzen, die Zytokinkonzentrationen lagen
hierbei aber am Detektionslimit der Messmethode. Uber die Beteiligung von
MIP-1a bei der Entstehung oder Auslosung einer Kontaktallergie ist bis
heute nichts bekannt, es wird jedoch im inflammatorischen Milieu von DC
freigesetzt und hat sich als wichtig fiir die Chemotaxis von T-Zellen zum
Entziindungsherd herausgestellt (Maurer und Von Stebut, 2004). In
unserem Versuchssystem konnten wir sehr hohe Messwerte von MIP-1«a in
MoDC und MoLC nach Inkubation mit Nickel feststellen. Die anderen
getesteten Substanzen hatten dagegen keinen signifikanten Einfluss auf die
MIP-1a Konzentration im Uberstand. Erstaunlicherweise war es mit beiden
Zelllinien moglich, iiber die Menge der MIP-1a Freisetzung, eine
Entscheidung zwischen Allergen und irritierender Substanz zu treffen. Die
gemessen Werte lagen jedoch auch hier nur knapp tUber dem
Detektionslimit. Ein weiteres in der Studie detektiertes Zytokin, IL-16, wird
von verschiedensten Immunzellen produziert, unter anderem auch von DC.
Eine Aufgabe von IL-16 ist die Rekrutierung von anderen Immunzellen
(Cruikshank et al, 1987). Interessanterweise wird das Auftreten eines
Promotorpolymorphismus im I[L-16 Gen verdachtigt, mit dem Auftreten
einer Kontaktdermatitis zu korrelieren (Reich et al, 2003). Tatsachlich

zeigten die mit Kontaktallergenen behandelten DC, im Gegensatz zu
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unbehandelten und mit SDS behandelten Zellen, eine deutlich erhohte IL-16
Freisetzung. Dieser Effekt konnte verlasslich fiir alle drei getesteten Kon-
taktallergene jedoch nur bei den MoDC festgestellt werden. Erst kirzlich
konnte nachgewiesen werden, dass NAP-2 in Monozyten exprimiert wird
(Pillai et al., 2006). In MoDC war es mittels NAP-2 Expression moglich,
Zimtaldehyd und Eugenol als Kontaktallergene zu identifizieren. Bei Nickel
war dies jedoch nicht der Fall. Aufgrund einer sehr hohen Basalexpression
von NAP-2 in MoLC war eine Identifizierung der Kontaktallergene bei diesen
Zellen nicht moglich und auch mit den Zelllinien liefs sich keine Aussage
liber das allergene Potential der Substanzen treffen.

Zusammenfassend zeigten die primaren DC hohere Expressionswerte der
Biomarker und einen grofieren dynamischen Messbereich. Die primaren
Zellen erscheinen den Zelllinien bei der Identifizierung und Klassifizierung

von Kontaktallergenen daher tiberlegen.
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4.2 Die Regulation der T-Zell-Antwort bei der Nickel induzierten
Kontaktallergie durch PD-L1 auf Langerhans-Zellen

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass in Hautlasionen von

Nickelallergikern eine erhohte PD-L1 Expression auftritt und dass auf LC

exprimiertes PD-L1 regulierend in die T-Zell-Aktivierung sowohl bei der

Nickel-induzierten Kontaktdermatitis, als auch bei bakteriellen Erkrank-

ungen eingreift.

4.2.1 Expression von PD-L1 auf LC und in Hautbiopsien von
Nickelallergikern
Erst kiurzlich wurde PD-L1 auf mRNA Ebene in dermalen DC und
migrierenden LC nachgewiesen (Pena-Cruz et al., 2010). Wir konnten PD-L1
sowohl auf aus Hautbiopsien isolierten LC als auch auf in vitro generierten
MoLC mittels Immunfluoreszenz nachweisen. In Hautbiopsien von Nickel-
allergikern konnte 72 Stunden nach Behandlung mit einer Nickell6sung eine
stark erhohte PD-L1 Expression festgestellt werden. Diese Beobachtung
konnte in vitro mit aus Monozyten gewonnenen LC bestatigt werden. Bei
diesen konnte eine dosisabhangige Erhohung der PD-L1 Expression auf der
Zelloberflache nach Exposition mit den Kontaktallergenen Nickel und auch
DNCB nachgewiesen werden. SDS hingegen, als Modell fiir eine irritierende
Substanz, fiihrte nicht zu einer Erhohung der PD-L1 Expression. Aufgrund
der beschriebenen immunregulatorischen Funktion von PD-L1 bei anderen
Krankheitsbildern, wie Tumorerkrankungen und viralen Erkrankungen
(Iwai et al., 2003b, 2002), sollte die Rolle der erhéhten PD-L1 Expression auf

LC bei der Kontaktdermatitis untersucht werden.

4.2.2 Konsequenzen der erhohten PD-L1 Expression auf die T-Zell
Antwort
Kontaktallergene sind in der Lage LC zu aktivieren und dadurch zur Reifung

zu bringen. Die Wege, liber die eine Aktivierung der Zellen erfolgt, sind fiir
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die meisten Allergene noch nicht bekannt. Im Falle von Nickel konnte jedoch
erst kirzlich gezeigt werden, dass Nickelmolekiile an den ,Toll-like”
Rezeptor (TLR)4 binden (Schmidt et al., 2010). Eine Aktivierung tiber die
TLR fiihrt zu einer Reifung von DC und dadurch zu einem spezifischen
Muster von aktivierenden und regulatorisch wirkenden Oberflachen-
proteinen, welches die darauffolgende T-Zell Reaktion beeinflusst. So
werden nach Aktivierung von DC sowohl kostimulatorische Molekiile wie
CD80 und CD86 als auch koinhibitorische Molekiile wie PD-L1 auf der
Zelloberflache exprimiert. CD80 und CD86 konnen auf der T-Zelle an das
konstitutiv exprimierte CD28 binden und fithren somit zu einer Aktivierung
der T-Zelle (Freeman et al., 1993; Koulova et al,, 1991). Sie konnen jedoch
auch an das erst auf aktivierten Zellen exprimierte CTLA4 binden, was zu
einer Unterdriickung der T-Zell Reaktion fihrt (Linsley et al.,, 1992). PD-L1
bindet an PD-1 und PD-2 auf der T-Zelle und generiert ebenfalls ein
inhibitorisches Signal fiir die T-Zelle (Sharpe et al.,, 2007). In Mausstudien
konnte durch Blockierungsexperimente gezeigt werden, dass die von diesen
Oberflachenmolekiilen ausgehenden Signale, wie zum Beispiel PD-L1, eine
mafdgebliche Rolle bei der Kontakthypersensibilitiatsreaktion spielen
(Tsushima et al., 2003).

Um den Einfluss von PD-L1 auf der Oberflache von LC auf die nachfolgende
T-Zell-Differenzierung zu untersuchen, wurden Neutralisierungsstudien mit
einem, spezifisch PD-L1 blockierenden, Antikérper durchgefiihrt. Da fiir
einige Allergene kiirzlich gezeigt werden konnte, dass die Aktivierung von
Immunzellen iber TLR stattfinden kann (Schmidt et al., 2010; Trompette et
al., 2008) wurden der TLR2 Agonist Peptidoglykan (PGN) sowie der TLR4
Agonist Lipopolysaccharid (LPS) gewahlt, um die Effekte auf die T-Zell-
Polarisierung zu untersuchen. Mit PGN oder LPS aktivierte LC zeigten eine
deutlich erhohte Oberflachenexpression von PD-L1 und CD86. Der Einfluss

der erhohten PD-L1 Expression wurde in Kokulturexperimenten mit CD4
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positiven T-Zellen untersucht. Dabei konnten nach Kokultur von T-Zellen
mit LPS stimulierten MoLC keine erh6ohten Zytokinspiegel im Vergleich zur
Kokultur mit nicht stimulierten MoLC gefunden werden. Wurde jedoch die
Interaktion von PD-L1 mit seinem Liganden PD-1 auf der T-Zelle durch
blockierende Antikérper verhindert, konnten stark erhohte IL-17 Spiegel
gemessen werden. Diese Ergebnisse weisen auf eine regulierende Funktion
von PD-L1 auf die T-Zell-Antwort unter inflammatorischen Bedingungen
hin. Daraufhin wurden weitere Zytokine untersucht, die bei inflam-
matorischen Erkrankungen der Haut eine entscheidende Rolle spielen.
Interessanterweise konnte sowohl bei IL-22 als auch bei TNF-a und IFN-y
nach Zugabe von Antikoérpern gegen PD-L1 und Stimulation, eine im
Vergleich zu ebenfalls mit anti-PD-L1 behandelten, aber unstimulierten
Kontrollen, stark erhéhte Zytokinkonzentration im Uberstand gemessen
werden. Da Nickel ahnlich wie bakterielle Liganden die Zytokinstimulation
tiber Toll-like Rezeptoren stimuliert (Schmidt et al., 2010) schien es moglich,
dass auch hier dieselben regulatorischen Mechanismen wie bei den
bakteriellen Liganden beteiligt sind. Dariiber hinaus wurde der Einfluss von
Nickel stimulierten MoDC auf die Zytokinsekretion von T-Helferzellen
untersucht. T-Zellen, die mit Nickel stimulierten LC inkubiert wurden,
zeigten eine erhohte Sekretion von TNF-a. Die Zytokinspiegel von IL-22, IL-
17 und IFN-y wurden dagegen nicht beeinflusst. Wurde die Interaktion von
PD-L1 mit seinem Liganden durch spezifische Antikérper inhibiert, konnte
jedoch eine stark erhohte Sekretion sowohl von IL-22 als auch von TNF-a
gemessen werden. Bei [L-17 und IFN-y konnte zwar eine dhnliche Tendenz
festgestellt werden, die Unterschiede waren jedoch zu gering, um eine
verlassliche Aussage zu treffen. Die bei einem Kontaktekzem beteiligten T-
Zellen gehoren vornehmlich zu den sogenannten ,skin homing“ T-
Gedachtnis Zellen. Diese zeichnen sich durch eine charakteristische

Ausstattung von Chemokinrezeptoren wie unter anderem CCR4 und CCR6
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aus (Baekkevold et al., 2005; Paradis et al., 2008). Da humane T-Zellen, die
mittels spezifischer Zytokine in vitro zu T-Gedachtnis-Zellen differenziert
werden, nach Stimulation IL-17 und IFN-y produzieren (Annunziato et al,,
2007; Duhen et al, 2009) wurde diese spezielle T-Zell-Subpopulation
genauer untersucht. Dafiir wurde die kleine Subpopulation von
CCR4+/CCR6* T-Gedachtniszellen aus vorsortierten CD4+ T-Zellen mittels
FACS stark angereichert. Nach Kokultur mit Nickel stimulierten MoLC, die
mit PD-L1 Antikérpern vorinkubiert waren, konnte weder in der CCR6-noch
in der CCR6*/CCR4- Population eine erhohte Sekretion von IL-17 oder IFN-y
beobachtet werden. Dagegen konnte in der CCR6+*/CCR4+ Subpopulation
eine deutliche Erh6hung sowohl der Sekretion von IL-17 als auch von IFN-y
beobachtet werden. In der Studie konnte gezeigt werden, dass PD-L1 auf LC
eine entscheidende regulatorische Rolle bei der Immunreaktion gegen
Nickel in der Haut spielt. Durch Nickel wird eine erhohte Expression des
regulatorischen Molekiils PD-L1 auf LC induziert, welche wiederum die
Sekretion von inflammatorischen Zytokinen aus T-Helferzellen, wie IL-17,
IFN-y IL-22 und TNF- «, stark vermindert. Seit mehreren Jahren werden LC
aufgrund von verschiedenen Untersuchungen eine wesentliche Rolle bei der
Aufnahme und Verarbeitung von Antigenen und der darauf folgenden
Initiation von adaptiven Immunantworten zugeschrieben (Kaplan et al,
2008). Uberraschenderweise zeigten jedoch LC-defiziente Miuse immer
noch, beziehungsweise sogar  verstirkte Symptome einer Kontakt-
hypersensibilitit (Bennett et al., 2005; Kaplan et al.,, 2005). Setzt man die in
der vorliegenden Arbeit gewonnenen Ergebnisse zur Funktion von PD-L1
auf die T-Zell Differenzierung und Zytokinfreisetzung von T-Helferzellen in
vitro in Kontext mit den Ergebnissen aus den LC Ablationsmodellen, deutet
dies auf eine regulatorische Rolle der LC bei der allergischen Kontaktder-

matitis hin.
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5 Zusammenfassung

Mit dem Ziel, die Entwicklung neuer immunologischer in vitro Testsysteme
fiir die Evaluierung potentiell human sensibilisierender Substanzen voran-
zutreiben, wurden neuartige funktionelle Zellkultursysteme entwickelt,
welche sowohl zelluldre und als auch molekulare Ereignisse bei der Ent-
stehung einer humanen Kontaktallergie widerspiegeln. Da beide, sowohl
antigenprasentierende Dendritische Zellen (DC) als auch T-Zellen die hu-
mane Immunantwort der allergische Kontaktdermatitis maf3geblich deter-
minieren, wurden beide Zelltypen in die Untersuchungen einbezogen.

Im ersten Teil der vorliegenden Dissertation wurden molekulare Reaktionen
von primdren antigenprasentierenden mit Zellen (APC) und DC-dhnlichen
Zelllinien auf sensibilisierende Substanzen hin untersucht. Dabei konnte
erstmalig in primdren humanen DC eine signifikante allergenabhangige
Regulation von programmed death-ligand 1 (PD-L1), DC immunoreceptor
(DCIR), Interleukin-16 (IL-16) und neutrophil-activating protein-2 (NAP-2)
detektiert werden. Als neue potentielle Biomarker wurden diese mit den
bereits flr allergenspezifische in vitro Reaktionen gut charakterisierten
Markern CD86 und IL-8 verglichen. Um die Eignung von DC-ahnlichen
Zelllinien fiir in vitro Testsysteme zur Detektion von Kontaktallergenen zu
tiberpriifen, wurde die Expression dieser Marker zwischen den primaren
MoLC (aus Monozyten generierte Langerhans Zellen) und MoDC (aus
Monozyten generierte DC) sowie den Zelllinien MUTZ-3 und THP-1
verglichen. Abhangig vom Zelltyp konnte gezeigt werden, dass die reziprok
regulierten Oberflichenproteine PD-L1 (+) und DCIR (-) sowie die Zytokine
MIP-1a, NAP-2 und IL-16 als neue Marker fiir ein sensibilisierendes
Potential genutzt werden konnen. Phanotyp und Funktion unterschieden
sich erwartungsgemafd deutlich zwischen primaren DC und den unter-

suchten DC-dhnlichen Zelllinien. Aufgrund der hoheren absoluten Expres-
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sionswerte, als auch der grofderen dynamische Bandbreite der ermittelten
Markerexpression, erwiesen sich die humanen MoDC als am besten geeignet
fiir die in vitro Testung und Identifizierung humaner Kontaktallergene.

Da die T-Zellantwort in der allergischen Kontaktdermatitis, Typ IV Allergie,
eine zentrale Rolle einnimmt, sollte sich der zweite Teil der Arbeit auf die
durch Kontaktallergene induzierte zellulaire und molekulare T-Zellantwort
fokussieren.

So sollte hier die Wirkung des instruierenden inhibitorischen Signals von
programmed death-ligand 1 (PD-L1) in der akuten Phase der Kontakt-
allergie untersucht werden. In der vorliegenden Arbeit konnte erstmalig
gezeigt werden, dass PD-L1 sowohl auf in vitro generierten Langerhans-
Zellen als auch in der Haut von Nickelallergikern nach Exposition mit Nickel,
einem der klinisch bedeutsamsten Kontaktallergene, stark erhoht ist. Mittels
blockierender Antikorper, welche die Interaktion zwischen PD-L1 und den
entsprechenden Rezeptoren auf der T-Zelle verhindern, konnte gezeigt
werden, dass die Freisetzung von T-Helfer-Zell-spezifischen Zytokinen
sowohl von der Aktivierung der Langerhans-Zellen als auch von der PD-L1-
PD-1 Interaktion abhangig ist. Die Blockierung von PD-L1 auf Nickel stimu-
lierten MoLC fiihrte zu einer stark erh6hten Freisetzung von TNF-a und IL-
22 aus kokultivierten, allogenen T-Helfer Zellen. Untersuchungen einer
weiteren speziellen T-Zell Subpopulation, der CCR6+/CCR4+ T Gedachtnis-
zellen, ergaben, dass diese nach Kokultur mit Nickel stimulierten MoLC und
zusatzlicher Inhibition von PD-L1, die Zytokine IL-17 und IFN-y sezer-
nierten. Diese Ergebnisse deuten auf eine entscheidende Rolle von PD-L1 bei
der Kontrolle der inflammatorischen Immunantwort im Verlauf der aller-
gischen Kontaktdermatitis hin. Aus diesem Teil der Dissertationsarbeit
konnten sich neuartige therapeutische Ansitze fiir die Behandlung der
humanen Kontaktallergie ergeben, wie z.B. durch den Einsatz PD-L1 indu-

zierender Stimuli oder synthetischer PD-L1 Analoga.
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6 Summary

In order to develop new immunological in vitro test systems suitable for the
detection of allergenic chemicals, there is a need for appropriate cell culture
systems that depict cellular and immunological events involved in allergic
contact dermatitis. Since Dendritic cells (DC) as well as T-cells determine the
course of the immune reaction in allergic contact dermatitis, both cell types
were investigated in this work.

In the first part of this study we determined the influence of sensitizing
chemicals on primary antigen presenting cells and DC-like cell lines. We
identified the potential biomarkers programmed death-ligand 1 (PD-L1), DC
immunoreceptor (DCIR), Interleukin (IL) -16, and neutrophil-activating-
protein-2 (NAP-2), all of which were detectable in primary human DC upon
exposure to chemical contact allergens. These molecules were compared to
the performance of the well-established markers CD86 and IL-8. To test the
applicability of DC-like cell lines for the testing of compounds in in vitro test
systems, we compared the performance of the potential new biomarkers on
MoLC (monocyte derived Langerhans cells) and MoDC (monocyte derived
Dendritic cells) as well as on the MUTZ-3 and THP-1 cell line. It was shown
that depending on the cell type the reciprocally regulated surface proteins
PD-L1 (+) and DCIR (-) as well as the cytokines MIP-1a, NAP-2 and IL-16 can
serve as new markers for the detection of a chemical’s sensitizing potential.
As expected, primary cells were clearly different in phenotype and function
compared to the DC-like cell lines. Therefore, due to higher absolute values
and a broader dynamic range in biomarker expression, primary cells seem
to be the method of choice for in vitro identification of contact allergens.

As the allergen specific T-cell reaction plays a central role in allergic contact
dermatitis, Type IV allergies, the second part of the work focused on the

cellular and molecular events in the T-cell response induced by contact
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allergens. With the aim of establishing a novel, predictive and robust in vitro
test system, the effect of the dominant inhibitory signaling molecule, namely
PD-L1, was to be addressed. In this thesis, for the first time upregulation of
PD-L1 after exposure to nickel, one of the most prominent contact allergens,
could be demonstrated on in vitro generated Langerhans Cells as well as in
skin biopsies of patients allergic to nickel. By using antibodies able to inhibit
the interaction of PD-L1 and the corresponding receptors on the T-cells it
could be shown that the release of T-helper cell specific cytokines is
dependent on both stimulation of LCs and inhibition of PD-L1-PD-1 inter-
actions. Blockage of PD-L1 on nickel stimulated MoLCs resulted in increased
release of TNF-a and IL-22 from co-cultured, allogenic T-helper cells.
Further examination of the CCR6*/CCR4+ T-memory cell subpopulation,
revealed that these cells showed enhanced secretion of IL-17 and IFN-y
after co-cultivation with nickel stimulated MoLC and blockage of PD-L1.
These findings suggest a crucial role of PD-L1 in the control of the
inflammatory immune reaction in contact dermatitis. This knowledge may
set the course for the development of new therapies in the treatment of
contact dermatitis by using PD-L1 inducing stimuli or synthetic PD-L1

analogs.
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