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Zusammenfassung
Abstract

Die atopische Dermatitis (AD) ist eine chronisch entziindliche, mit ausgepragtem Juckreiz
einhergehende Hautkrankheit. Sie resultiert aus dem Zusammenspiel genetischer,
immunologischer und umweltbedingter Faktoren. Unsere Arbeitsgruppe konnte in
vorangegangenen Untersuchungen =zeigen, dass spezifische Liganden des nuklearen
Peroxisome Proliferator Activated Receptor Gamma (PPARYy) die systemisch veranderte,
allergische Immunantwort auf humoraler und zelluldrer Ebene regulieren. Meine
weiterfhrenden Untersuchungen zeigen, dass Patienten mit AD verstarkt PPARy in peripheren
Zellen des Blutes als auch in perivaskularen Zellen Iasionaler Haut exprimieren. Die verstarkte
Expression des Rezeptors durch CD4 positive T Zellen und Monozyten wird vorwiegend durch
die Zytokine IL-4 und IL-13 induziert. Es ist nicht bekannt, ob spezifische Agonisten Uber die
Systemwirkung hinaus positive Effekte auf die lokale allergische Immunantwort austiben und
damit ein Potential fur den Einsatz in der dermatologischen Therapie besitzen. Bezuglich dieser
Fragestellung wurde ein murines Untersuchungsmodell entwickelt, welches eine AD typische
Immunantwort, mit Ausbildung lokaler Hautveranderungen aufweist. Dieses Dermatitis Modell
bietet, neben histologischen und serologischen Analysen, erstmals die Moglichkeit
allergeninduzierte Ekzeme auch klinisch valide zu bewerten. In diesem Modell untersuchte ich
den Einfluss von praventiv und therapeutisch applizierten PPARy-Liganden auf
allergeninduzierte Hautlasionen. Meine Daten zeigen, dass in erster Linie nach praventiver,
systemischer Applikation des PPARy-Liganden, die Induktion ekzematdser Hautlasionen
signifikant reduziert ist. Histologische und immunhistochemische Analysen bestatigen, dass
durch diese Form der Behandlung die ekzemtypische Verdickung der Haut und die
einhergehende Infiltration perivaskuldrer Zellen stark reduziert werden. Darlber habe ich
verminderte allergenspezifische IgE und IgG1 Antworten und eine eingeschrankte Produktion

der Zytokine IL-4 und IFNy nachgewiesen.

Meine Untersuchungen an humanen immunkompetenten Zellen zeigen, dass PPARy verstarkt
bei Patienten mit atopischer Dermatitis exprimiert wird. Dementsprechend kann Uber eine
spezifische Aktivierung des Rezeptors die allergische Immunantwort sowohl systemisch als
auch lokal reguliert werden. Im Mausmodell zeigt die systemische Applikation von spezifischen
PPARy-Liganden eine signifikante Verbesserung allergeninduzierter Hautlésionen. Diese Daten
bilden die Grundlage fur die Entwicklung PPARYy spezifischer Substanzen zur systemischen

Behandlung allergischer Erkrankungen, wie der AD.



Einleitung

Der Peroxisome Proliferator Activated Receptor Gamma (PPARy) gehdért zur Familie der
nuklearen Rezeptoren des Typ Il. Dieser Rezeptortypus transloziert nach Dimerisierung mit
dem Retinoid X Rezeptor (RXR) in den Zellkern und wirkt dort als ligandenabhangiger
Transkriptionsfaktor pleiotrop in inflammatorischen Prozessen [1, 2]. Neben endogen
vorkommenden Liganden, mit geringer Spezifitdt hinsichtlich ihrer Bindung an einzelne
Isoformen, wurden synthetische Liganden entwickelt, welche auf Grund ihrer Spezifitat gezielt
pharmakologisch eingesetzt und untersucht werden kénnen. Bekannt ist, dass verschiedene
Immunmediatoren die Expression nukledrer Rezeptoren gewebsspezifisch regulieren kdnnen
[3, 4]. Diese Beobachtungen weisen auf eine, vom Aktivierungszustand des Immunstatus
abhangige, zellspezifische Expression des Rezeptors hin.

Die atopische Dermatitis (AD) ist eine chronisch entzundliche Hautkrankheit mit steigender
Pravalenz [5]. Bislang erfolgt die Therapie der AD vor allem mittels lokal antiinflammatorischer
Substanzen, welche potenziell verschiedene Nebenwirkungen entfalten kénnen [6]. Deshalb ist
die Anwendung neuer, antientzindlich wirksamer Molekile eine wichtige Strategie, um
individuelle Behandlungsoptionen fir die Patienten zu entwickeln. Eigene vorangegangene
Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass Liganden nuklearer Rezeptoren
wie des RXRs [7], des Vitamin D Rezeptors [8] als auch der PPARs [9] sowohl in vitro als auch
in vivo regulierend auf die basale IgE Produktion und auf die Synthese inflammatorisch
wirksamer Zytokine bei Allergikern wirken kdnnen. Es ist nicht bekannt, ob PPARy- Liganden
Uber ihre Systemwirkung hinaus positive Effekte auf die lokal veranderte Immunantwort

ausUben und damit ein Potenzial fir den Einsatz in der dermatologischen Therapie besitzen.

Ziel

Ziel dieser Arbeit ist es, die immunregulatorische Wirkung des nuklearen Rezeptors PPARYy auf
IgE vermittelte, allergische Erkrankungen am Beispiel der AD zu untersuchen. Mittels
molekularbiologischer in vitro und ex vivo Analysen werden die funktionellen Eigenschaften des
Rezeptors in relevanten humanen Zielzellen analysiert. Aufbauend auf eigenen
Voruntersuchungen stehen die Analyse mononuklearer Zellen des peripheren Blutes und der
perivaskularen Ekzeminfiltrate in der Haut im Vordergrund der hier vorgelegten Arbeit. Im
tierexperimentellen Modell werden praventive und therapeutische Eigenschaften spezifischer
Rezeptor- Liganden evaluiert und sollen wegweisend fur die Entwicklung neuer Moleklle zur

Behandlung allergischer Erkrankungen sein.



Methoden

Folgende Methoden wurden im Rahmen dieser Arbeit angewandt:

Isolation, Aufreinigung und Kultur humaner peripherer Blutzellen und muriner Milzzellen
Proliferations- und Vitalitatsassays
Expressionsanalyse: Primergenerierung, Sequenzierung und Real time PCR
- human PPARy, PPARy1, PPARy2
- murin IL-4, IL-10, IFNy
Western Blot und 2D Gelelektrophorese des PPARy Proteins von humaner, isolierter,
peripherer Blutzellen
Immunhistochemie und Immunfluoreszenz humaner und muriner Hautbiopsate (H&E,
CD3, CD4, CD8, CD68, CD11c, Mastzellen, PPARYy)
Duokit- ELISA murin (total IgE IgG1; OVA -IgE, 1gG1, 1gG2a, IL-4, IFNy)
Multiplex- ELISA und FACS murin (IL-2, IFNy, TNFa, GM-CSF, IL-4, IL-10)
Tierversuche (Planung, Antragsstellung, stellvertretende Leitung und Durchfihrung)
1.) ,Entwicklung  eines  geeigneten = Maus-Modells  zur  Evaluierung  von
Behandlungsmdglichkeiten bei atopischer Dermatitis®

2.) ,Einfluss von nukledren Rezeptor- Liganden auf die allergische Immunantwort”.
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Abb. 1: Sensibilisierungsprotokoll und Applikationsschema des PPARy- Liganden im lokalen Dermatitis-

Modell. A) praventive intraperitoneale (i.p.) Applikation des PPARy- Liganden (Tag —3-35), B) therapeutische i.p.
Applikation des PPARy- Liganden (Tag 35-67) und C) therapeutische epikutane (e.c.) Applikation des PPARy-

Liganden (Tag 21-27, 41-47, 61-67); OVA- Sensibilisierung i.p. (schwarzer Pfeil), OVA- Sensibilisierung e.c. (grauer
Pfeil). Zeitachse (Tag 1 bis 68).



Ergebnisse
PPARYy Expression bei AD

Initial habe ich untersucht, ob PPARYy in Iasionaler Haut von Patienten mit AD exprimiert wird.
Die immunhistologischen Untersuchungen zeigen, dass in ekzematdsen Hautlasionen mit
zunehmender Infiltration perivaskularer Zellen verstarkt das PPARYy Protein exprimiert wird (Abb.
2A-F). Die detaillierte Expressionsanalyse der PPARy Isoformen in mononukledren Blutzellen
zeigt, dass CD4+ T Zellen als auch Monozyten von Patienten mit AD, im Vergleich zu nicht
allergischen Probanden verstarkt PPARy1 aber nicht PPARy2 exprimieren (Abb. 3A-B). Die in
vitro Analysen weisen darauf hin, dass regulative Zytokine der biphasischen Immunantwort
einer AD, wie IL-4, IL-13 und IFNy, die Expression von PPARy1 direkt regulieren. Ob Uber eine
spezifische Aktivierung des Rezeptors in diesem Zusammenhang die pathogene Immunantwort

reguliert wird, ist Fragestellung der weiterfihrenden in vivo Studien.
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Abb. 2 (links): PPARy Expression in der Haut von Patienten mit atopischer Dermatitis (A-D). (A) PPARYy (rot) ist
selten detektierbar in nicht lasionaler Haut. Die Expression verstarkt sich mit zunehmender Infiltration perivaskularer
Zellpopulationen (B-C). Diese bestehen Uberwiegend aus CD3+ (E) und CD68+ (F) Zellen. Negativkontrolle (D) mit
PPARy- Blocking Peptid.

Abb. 3 (rechts): Expression der PPARy Isoformen kodiert durch drei Promotorabschnitte. Die mRNA1 und
mRNAS3 kodieren das Protein PPARy1, die mRNA2 das Protein PPARy2. PPARy1 wird (A) in CD14+ Monozyten und
(B) in CD4+ T Lymphozyten von AD Patienten (weil), im Vergleich zu Nicht-Atopikern (schwarz) exprimiert.

Dargestellt ist die x— fache Expression der mRNA bei AD Patienten vs. der Expressionsrate 1 bei Nicht—Atopikern.



Etablierung eines murinen Dermatitis Modells

Eine allergeninduzierte Dermatitis mit histologischen und immunhistologischen Veranderungen
im murinen Modell wurde erstmals von Wang et al. [11] und folgend von Spergel et al. [10]
beschrieben. Aufbauend auf diesem epikutanen Sensibilisierungsprotokoll konnten wir ein
Proteindermatitis- Model etablieren das, neben den beschrieben histologischen Veranderungen,
erstmals lokale Ekzeme mit klinischen, sichtbaren Merkmalen wie Erythem, Odem, Papeln,
Trockenheit und Krusten aufweist (Abb. 4A). Diese klinischen Symptome werden mittels eines
standardisierten Haut Scores (0 = ohne, 1= mild, 2 = maRig, 3 = schwer) bewertet und bilden in
der Summe ein Maf fur die Intensitat des induzierten Ekzems. Meine Untersuchungen zeigen,
dass diese lokalen Lasionen, im Vergleich zum Protokoll des bisher beschriebenen Modells,
signifikante histologische Veranderungen bezuglich der Hautdicke, Infiltration perivaskularer T
Zellen sowie der Mastzellen aufweisen (Abb. 4B—F). Eine allergenspezifische Induktion der

humoralen Immunantwort im Serum (IgE, 19G) ist ebenfalls eindeutig detektierbar.

Abb. 4: Allergeninduzierte Dermatitis im Mausmodell: Nicht Idsionale Haut (links) vs. lasionaler Haut (rechts). A)
Das klinische Outcome ist gekennzeichnet durch Erytheme, Papeln/Odeme, Trockenheit und Krusten. B) Die
Histologie zeigt Spongiose, Parakeratose und verstarkte Infiltration lymphozytérer Zellen sowie C) degranulierender
Mastzellen (blau). Immunhistologie: D) anti-CD4, E) anti-CD8 F) und anti-CD11c.

Dieses murine Dermatitis Modell stellt auf Grund der AD typischen klinischen Veranderungen
ein optimiertes Modell zur Untersuchung neuer praventiver als auch therapeutischer

Behandlungsmethoden bei allergischen Erkrankungen wie der AD dar.



Immunpathologische Relevanz der PPARy Aktivierung bei AD

Anhand des etablierten Dermatitis Models wurde der Einfluss von systemischer und lokaler
PPARy Aktivierung auf die lokale allergische Immunantwort untersucht (Abb. 1). Die
Bewertungen des klinischen Phanotyps der lokalen Hautldsionen nach praventiver und
therapeutischer Applikation von Ciglitazon weisen auf die praventive Wirksamkeit von
systemisch applizierten PPARy- Liganden. Die signifikant verminderte klinische Auspragung der
lokalen Ekzeme korelliert mit den histologischen Daten, welche neben reduzierten
Verdickungen der epidermalen und dermalen Hautabschnitte auch geringere Infiltrate
lymphozytarer T Zellen (CD4, CD8) und Mastzellen aufzeigen (Abb. 5). Die systemische
Applikation des PPARYy- Liganden wahrend der allergischen Sensibilisierung hat dartiber hinaus
eine verminderte Induktion der antigenspezifischen IgE und IgG1 Immunantwort zur Folge,
wahrend eine Behandlung nach der Etablierung der allergischen Immunantwort keinen Einfluss

auf die humorale Immunantwort zeigt (Abb. 6).
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Abb. 5: Der Einfluss von praventiver und therapeutischer Behandlung mit systemisch und lokal appliziertem
PPARy- Liganden auf allergeninduzierte ekzematése Hautldsionen im murinen Modell.

(A) Nur die systemisch praventive Behandlung mit dem PPARy— Liganden hat eine signifikante Verbesserung der
lokalen Hautlasionen [clinical skin score] zur Folge. (B-C) Histologischer Vergleich systemisch praventiv und
therapeutisch behandelter Hautlasionen: (B) epidermale und dermale Hautdicke in pm und (C) Infiltrate von CD4+,
CD8+ T Zellen und Mastzellen, dargestellt als Anzahl der Zellen pro high- power field [HPF] (VergréRerung 1:200).
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Abb. 6: Verlauf der allergenspezifischen IgE und IgG1 Immunantwort nach systemisch praventiver
Behandlung mit dem PPARy —Liganden (Tag -3-35). Die allergenspezifische Antikdrpersynthese wurde in Seren
mittels ELISA bestimmt. [*] Signifikanz p < 0.05, [**] Signifikanz p < 0.01.

Die vorgelegten Daten verdeutlichen, dass die Aktivierung von PPARy durch spezifische
Liganden die Entwicklung des allergischen Phanotyps systemisch als auch lokal reguliert und

zu einer Verbesserung von allergeninduzierten Hautlasionen fihrt.

Das etablierte Protokoll der allergeninduzierten Proteindermatitis wurde dariber hinaus in
folgenden Projekten als murines Untersuchungsmodell angewendet:
* A gastrointestinal nematode infection ameliorates allergic airway inflammation but not

atopic dermatitis in mice. C. Schnéller, A. Dahten, A. Avagyan, S. Pillai, S. Rausch, R.

Lucius, E. Hamelmann, M. Worm und S. Hartmann.
* Parasitic cysteinproteinase inhibitor Av17 prevents induction of eczema in a murine
model of atopic dermatitis C. Schnoller, A. Dahten, S. Pillai, D. Ernst, S. Rausch, R.

Lucius, M. Worm und S. Hartmann.

Einfluss von Vitamin A auf die postnatale Entwicklung der allergischen Immunantwort

In einem murinen Allergiemodel wurde der postnatale Einfluss einer Vitamin A Supplementation
als auch Eliminierung auf die allergische Immunantwort untersucht. Diese Daten zeigen, dass
die Supplementation von Vitamin A die Anzahl splenozytarer B (B220+) und T Zellpopulationen
(CD3+, CD4+, CD8+) signifikant erhéht (Abb. 7). Eine verstarkte humorale Immunantwort
bezlglich der allergenspezifischen IgE/IgG1 Synthese, bei zellular erhéhter IL-4 und
verminderter IFNy Produktion (Abb. 8), weisen in diesem Zusammenhang auf eine Induktion der
Th2 Immunantwort hin. Diese Daten verdeutlichen, dass eine veranderte Aufnahme von Vitamin
A die postnatale Entwicklung der allergischen Immunantwort bereits nach einmaliger

Sensibilisierung signifikant beeinflussen kann.
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Abb. 7: Einfluss einer Vitamin A Diat (Eliminierung, Supplementierung) auf die Verteilung der
Lymphozytenpopulation in der Milz. Die prozentuale Anzahl CD3+, CD4+, CD8+ und B220+ Lymphozyten wurde
mittels FACS bestimmt.
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Abb. 8 Die Supplementation von Vitamin A [VA-S] fiihrt zu einer Induktion der Th2 Immunantwort.
A) Die allergenspezifische humorale Immunantwort (IgG1, IgE) und B) zellulare Immunantwort (IL-4, IFNy, IFNy/IL-4
ratio). Die allergenspezifische Antikdrpersynthese im Serum und die PMA stimulierte Zytokinproduktion in

Milzzelliberstanden wurden mittels ELISA bestimmt. [a] Signifikanz p < 0.05, [b] Signifikanz p < 0.01.



Diskussion

Die Entstehung und Manifestation allergischer Erkrankungen hat in den letzten Jahren drastisch
zugenommen. In diesem Formenkreis ist die atopische Dermatitis (AD) oft der initiierende
Schritt in den so genannten ,atopic march®, mit folgender allergischer Rhinitis und bronchialem
Asthma [12]. Die Verfugbarkeit nutzbarer Untersuchungsmodelle mit AD typischen Merkmalen,
zur Untersuchung pathogener Mechanismen und zur Entwicklung neuer Behandlungsformen ist
daher von entscheidender Bedeutung. Auf der Grundlage bekannter Protokolle wurde ein AD
ahnliches Dermatitis Modell etabliert, welches erstmals reproduzierbar, Kklinisch und
histopathologisch charakteristische Merkmale eines allergeninduzierten Ekzems aufweist. Im
Vergleich zum vormals beschriebenen Modell, sind AD typische histologische Merkmale wie
epidermale und dermale Verdickungen der Haut und die vermehrte Infiltration perivaskularer
Zellen (CD4+, CD8+, Mastzellen) detektierbar. Interessant ist in diesem Zusammenhang die
verstarkte Rekrutierung von CD8+ Zellen in die Epidermis, welche auch im humanen Ekzem
bereits beschrieben sind [13]. Die Funktion dieser Zellpopulation ist bislang nicht eindeutig
geklart, jedoch weisen aktuell einzelne Arbeiten auf die moégliche immunregulative Rolle von
CD8+ T Zellen in der Pathogenese der AD hin [14-16].

Meine Untersuchungen zeigen, dass periphere CD4+ T Zellen und Monozyten humaner
atopischer Individuen mit moderater bis starker AD, erhéhtem Gesamt IgE (> 2000 kU/I) und
polyvalenter Typ | Sensibilisierung, PPARy1 verstarkt exprimieren [17]. In den ekzematbsen
Hautlasionen der AD Patienten konnte mit zunehmender perivaskularer Infiltrationsrate von T
Zellen und Monozyten ebenfalls eine verstarkte Expression des PPARYy Proteins nachgewiesen
werden. Eine Induktion der PPARy Expression wurde ebenfalls im allergischen Asthma-Model
mit allergeninduzierten Entzindungen und verstarkter IgE Synthese beschrieben [18].
Verschiedene Untersuchungen belegen, dass die Expression des Rezeptors in Abhangigkeit
vom lokalen Zytokinmilieu reguliert werden kann [19, 20]. Auch meine Untersuchungen haben
bestatigt, dass die Expression von PPARy1 bei AD Patienten vorwiegend durch Zytokine der
biphasischen Immunantwort dieser Erkrankung (IL-4, IL-13, IFNy) induziert wird. Die verstarkte
Expression von PPARy bedingt durch die lokal veranderte Immunantwort bei AD, weist auf die
Moglichkeit der PPARy Aktivierung im Zuge einer Behandlung durch externe Liganden hin.
Meine vorangegangenen Untersuchungen haben gezeigt, dass die Aktivierung von PPARYy in
Lymphozyten und Monozyten des peripheren Blutes regulierend auf die systemisch allergische
Immunantwort wirken [9]. Meine aktuellen Daten zeigen, dass die gezielte PPARy Aktivierung
mit spezifischen Liganden nicht nur die systemische Immunantwort, sondern auch die lokale
Immunantwort reguliert (Dahten et al., 2008). Klinische und histologische Analysen am murinen

Dermatitis-Model belegen, dass die systemische PPARy Applikation, wahrend der Ausbildung



der allergischen Immunantwort ebenfalls verstarkt die Auspragung allergenbedingter
Entzindungsreaktionen inhibiert. MaRgeblich fir diese Aussage waren zum einen die
signifikant reduzierten klinischen Merkmale der ekzematdsen Hautldsionen als auch die
verminderte Verdickung der Epidermis und Dermis mit reduzierten perivaskularen T
Zellinfiltraten (CD4+, CD8+). Dieser Effekt kdnnte unter anderem auf die verminderte Synthese
des Zytokins IFNy zurlckzuflhren sein, welches nachweislich eine wichtige Rolle bei der
Induktion einer allergenvermittelten dermalen Verdickung der Haut spielt [21]. Auf Grund meiner
Beobachtung, dass sowohl CD4+ als auch CD8+ T Zellen PPARy exprimieren, kénnen diese
immunregulatorischen  Zellpopulationen direkte Zielzellen einer spezifischen PPARy
Behandlung sein [17]. Die Reduktion der allergenausgeldsten Hautlasionen korrelierte dartber
hinaus mit einer verminderten humoralen (IgE/IgG1) als auch =zelluldren (IL-4) Th2
Immunantwort. Dass die Intensitat der Auspragung einer AD mit IL-4 getriggertem IgE korreliert,
wird flir den extrinsischen Typus dieser Erkrankung haufig beschrieben [22, 23]. Meine
Beobachtung, dass die therapeutische Behandlung mit dem Liganden in diesem
Untersuchungsmodell einen weitaus geringeren Einfluss auf die Auspragung der
allergeninduzierten Hautlasionen zeigt, weist auf die untergeordnete funktionale Rolle von
PPARy nach der Etablierung des allergischen Phanotyps hin. Dies bestatigen auch
Untersuchungen im allergischen Asthmamodell, welche zeigen, dass die Hemmung des IL-4
Signalweges wahrend einer Sensibilisierung, sowohl die IgE Synthese als auch den
Auspragungsgrad der allergischen Entzindung unterdrickt, wahrend eine Hemmung von IL-4

nach der Sensibilisierungsphase keinen messbaren Einfluss zeigt [24].

Der aktive Vitamin A Metabolit 9-cis-Retinsaure ist ein spezifischer Ligand des nukledren
Rezeptors RXR und Dimerisierungspartner anderer nuklearer Rezeptoren (Vitamin D, PPARs,
LXR). Vorangegangene Studien haben gezeigt, dass RXR transkriptionsabhdngig relevante
Gene der Immunantwort moduliert [25, 26]. Die aktuellen Daten zeigen, dass bereits die
postnatal veranderte Aufnahme von Vitamin A einen mafigeblichen Einfluss auf die Entwicklung

der Immunantwort austben kann.

Mit den hier vorgelegten Daten wurde ein optimiertes Grundlagenmodell zur Untersuchung

neuer Behandlungsmethoden bei der atopischen Dermatitis vorgestellt.
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