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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Haare

1.1.1 Die Struktur des Haarfollikels und der Haare

Haare sind Appendizes der Haut, des groiten menschlichen Organs, und sind ein Charakteris-
tikum von S&ugetieren. Sie dienen unter anderem als Tastsinn und der Thermoregulation so-
wie -isolation. Haare bestehen aus einem sich zyklisch erneuernden Haarfollikel und dem
permanenten Anteil des Haarschaftes (Schneider et al. 2009).

Der Haarfollikel ist in der Dermis eingebettet. Der Haarschaft ist in einen Haartrichter einge-
lassen, der durch Wurzelscheiden des Haarfollikels gebildet wird. Hierbei ist die duliere Wur-
zelscheide als Verlangerung des Stratum basale epithelii zu sehen. Die innere Wurzelscheide
wird von Matrixzellen gebildet und verankert den Haarschaft im Haarfollikel. Die innere
Wourzelscheide umgibt ebenfalls die Haarwurzel und kann in drei Schichten unterteilt werden.
Die duRere Henle-Schicht, die mittlere Huxley-Schicht und die dem Haarschaft zugewandte,
innerste Kutikula. Die Schichten unterscheiden sich durch ihre Keratinzusammensetzung. Der
Haarschaft selbst kann ebenfalls in drei Schichten unterteilt werden. Die &ul3erste Schuppen-
schicht oder Kutikula genannt, besteht aus flachen, Gbereinandergreifenden, verhornten, abge-
storbenen Zellen, die eine glatte, durchscheinende Oberflache bilden. Der Cortex, die Rinde,
besteht aus Keratinfaserbiindeln, die in den Cortexzellen liegen, und macht ca. 80 % des
Haaranteils aus (Fuchs 2007). Die Struktur, die Reil3festigkeit und die Elastizitat des Haares
werden durch den Cortexaufbau bestimmt. Zum Beispiel fallen die Haare glatter, je runder der
Cortex im Querschnitt ist, und sind umso lockiger, je elliptischer dieser ist. Zentral befindet
sich der Markkanal, die Medulla. Diese wird durch einen sehr lockeren Faserverband gebildet,
der zum Teil Hohlrdume aufweist. Die Breite der Medulla bestimmt die Dicke des Haares.
Die Haarpapille, die den Haarfollikel mit Blutgefaen und Nervenenden verbindet, ragt nicht
in den Haarschaft hinein, sondern nur in die Haarbalbregion (Fuchs 2007).

Die Pigmentierung des Haares erfolgt durch die in der Balbregion befindlichen Melanozyten
(Sulaimon und Kitchell 2003). Das Verhéltnis von Melanozyten zu Keratinozyten betragt
circa 1:5 (Slominski et al. 2005). Melanosomen, Zellkompartimente der Melanozyten, produ-
zieren dunkelbraunes Eumelanin und gelb-rétliches Pheomelanin, deren Konzentrationsver-
héltnis die Haarfarbe bestimmt (Ito und Wakamatsu 2011). AnschlieBend erfolgt der Trans-
port der Melanosomen in ,,Pigmentkdrperchen” (pigment globules) in die Keratinozyten.
Pigmentkorperchen sind Membranvesikel, die in den Filopodien der Melanozyten gebildet

und sekretiert werden (Ando et al. 2011). Die Aufnahme durch die Keratinozyten erfolgt in
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Abhangigkeit von  Protease-activated-receptor-2  (PAR-2). Die Membran  der
Pigmentkorperchen wird degradiert und die einzelnen Melanosomen lagern sich um den Nuk-
leus im Zytosol der Keratinozyten an (Ando et al. 2012)).
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Abbildung 1: Aufbau das Haares und des Haarfollikels (verédndert nach Wong und Chang, 2009;
(Schneider et al. 2009)

1.1.2 Keratine

Keratine gehoren zu den Intermediérfilamenten und bilden eine sehr groRe, heterogene Fami-
lie. Im Menschen sind 54 funktionelle Keratingene bekannt, wovon circa die Halfte spezifisch
im Haarfollikel exprimiert wird (Moll et al. 2008). Die Gene sind nummeriert und werden mit
Krt x abgekirzt, die dazugehorigen Proteine mit K und der entsprechenden Nummer K X
(Schweizer et al. 2006). Keratine werden auf Grund ihres Laufverhaltens im 2D-Gel in Typ
I/saure Keratine und Typ ll/basische bis neutrale Keratine unterschieden (Moll et al. 1982).
Die Gene fir die Typ | Keratine auler Keratinl18 (Krt18) werden auf Chromosom 17 codiert
(Rogers et al. 2004), die fur die Typ Il Keratine und Krt18 auf Chromosom 12 (Rogers et al.
2005).
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Keratine besitzen eine Kopf- und Schwanzdoméne sowie ecine a-helikale Stabdomane. Das
Molekulagewicht betragt zwischen 44kD und 66kD (Moll et al. 2008). Sie bilden distinkte
Heterodimere aus je einem Typ | und einem Typ Il Keratin, die durch weitere Zusammenlage-
rung Keratinfilamente bilden. Diese Keratinfilamente binden an Desmosomen und
Hemidesmosomen (Waschke 2008). Sie erflllen dadurch stabilisierende Funktion in der Zelle
sowie im Zellverband. Weitere funktionelle Aufgaben, etwa Apoptoseschutz von K8 oder
K17 (Caulin et al. 2000; Tong und Coulombe 2006), wurden beschrieben. Neben den ,,wel-
chen®, epithelialen Zytokeratinen existieren ,,harte trychozytische Keratine, auch Haarkerati-
ne genannt, aus denen Haare und Né&gel gebildet werden. Sie unterscheiden sich durch ihren
hohen Schwefelanteil (Cystin) in ihrer Kopf- bzw. Schwanzdoméne. Keratinfilamente werden
mittels Keratin-assozierten Proteinen zu Bundeln kreuzvernetzt (Rogers et al. 2006).

1.1.2.1 Haarfollikel spezifische Epithelkeratine

In dieser Gruppe sind vier Typ | (Krt25, Krt26, Krt27, Krt28) und vier Typ Il (Krt71, Krt72,
Krt73, Krt74) Keratingene identifiziert, die spezifisch in der inneren Haarwurzelscheide
exprimiert werden (Langbein et al. 2002; Langbein et al. 2004; Langbein et al. 2006), und
Krt75 (Typ Il), das nur in der Glashaut, der Haarmedulla und im Nagelbett exprimiert wird
(Wang et al. 2003).

K25, K27, K28 und K71 sind in allen Schichten der inneren Haarwurzelscheide nachweisbar,
K74 wird nur in der Huxleyschicht und K28, K72 und K73 nur in der Kutikula exprimiert.
Haar-spezifische Krankheiten konnten mit Mutationen des Keratins K71 in Mdausen identifi-
ziert werden. So wurde in RCO3-Méusen eine heterozygote Deletion von 10bp im Exonl
festgestellt, die zu missgebildeten, leicht herausziehbaren Haaren fiihrt. Bei der homozygoten
Deletion kommt es zum Haarausfall. Die CaR"-Mutation fihrt zu einer 3bp-Deletion im
Exonl wodurch die Struktur der inneren Wurzelscheide gestort ist, so dass nur fettiges und
sprodes Haar wachst (Schweizer et al. 2007).

Mutationen in Krt75 fuhren zur Pseudofolliculitis barbae, die zu entziindlichem Einwachsen
der Barthaare fuhrt (Winter et al. 2004).

1.1.2.2 Keratine des Haarschafts

17 Keratine, davon elf Typ | (K31, K32, K33a, K33b, K34, K35, K36, K37, K38, K39, K40)
und sieben Typ 1l (K81, K82, K83, K84, K85, K86) Keratine, bilden den harten Anteil des
Haarschafts und zeigen ein komplexes Expressionsmuster (Perrin et al. 2004; Moll et al.
2008). Wahrend K35 und K85 bereits in der Cortexmatrix und der Kutikula exprimiert wer-

den, werden die anderen Keratine sequentiell im Verlauf der weiteren Differenzierung und
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Keratinisierung exprimiert (Langbein et al. 2004). Mutationen des Keratins K85 verursacht
ektodermale Dysplasie des Haares und der Né&gel, die durch kompletten Haar- und Nagelaus-

fall gekennzeichnet ist (Naeem et al. 2006).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Keratinexpression und Immunfluoreszenzbilder der
Expression von K85, K71 und K75
Rot: Keratinexpression, blau: Kernfarbung (DAPI-Farbung)
Abk: cl: Glashaut (companion layer); co: Cortex; cu: Kutikulla; dp: Haarpapille; IRS:
innere Wurzelscheide; med: Medulla; ORS: duRere Wurzelscheide (veréndert nach

(Moll et al. 2008)

1.1.3 Die Entwicklung des Haarfollikels
Der Haarfollikel entsteht wahrend der  fotalen Hautentwicklung aus ektodermalen,

pluripotenten Progenitorzellen, die sich zu allen epithelialen Zelltypen des Haarfollikels und
ebenso zu den Talgdrisen differenzieren. Mesodermale Progenitorzellen bilden die Haarpa-
pille und die Bindegewebsscheide (Taylor et al. 2000; Schmidt-Ullrich und Paus 2005).

In der Epidermis herrscht ein Gradient aus Aktivatoren und Inhibitoren. Haarkeime werden an
Stellen, an denen die Schwellenkonzentration der Aktivatoren uberschritten wird, gebildet.
Hierbei wirkt Wnt/p-Catenin aktivierend (Huelsken et al. 2001), wahrend Proteinen der BMP-
Familie (bone morphogenic protein) inhibieren, so dass haarlose Stellen in der Haut entste-
hen(Andl et al. 2002; Atit et al. 2006). In den folgenden Stadien verdicken sich die Haarkeim-
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zellen und wachsen senkrecht in die Haut (Chiang et al. 1999). In der Organogenese werden
die duRere sowie die innere Wurzelscheide und der Haarschaft durch weitere Proliferation und
Differenzierung der Haarkeimzellen gebildet. Wé&hrenddessen entwickelt sich die Papille aus
dermalen Fibroblasten, die sich direkt unterhalb des Haarkeims befinden. In der anschlieRen-
den Zytodifferenzierung entstehen die einzelnen Schichten der inneren Wurzelscheide und
das Schaftes (Schneider et al. 2009).

1.1.4 Der Zyklus des Haarfollikels

Die zyklische Reifung des Haarfollikels wird durch Wnt/B-Catenin und BMP-Proteine beein-
flusst und besteht aus drei Phasen (Stenn und Paus 2001).

In der Anagenphase, der aktiven Wachstumsphase, proliferieren und differenzieren Matrixzel-
len, die aus Haarfollikelstammzellen reifen, in samtliche haarspezifische Zelltypen (Plikus et
al. 2011). Durch die immer neuen Zellteilungen, werden &ltere Zellen in Richtung der Haut-
oberflache gedréngt. Die Zellen der &ul3eren und inneren Wurzelscheide sowie die Zellen des
Haarschaftes verhornen/keratinisieren zunehmend. Nach vollstdndiger Keratinisierung ster-
ben diese Zellen ab und bilden als Trichozyten zusammen mit einer dichten Matrix aus
Keratinfilamenten das sichtbare Haar (Oshima et al. 2001).

Nach der Anagenphase kommt es wahrend der Katagenphase zur Apoptose der Matrixzellen
sowie der Keratinozyten der dufReren und inneren Wurzelscheide. Infolgedessen wird der
Haarschaft von der Papille getrennt. Der untere Teil des Haarfollikels bildet sich zurlick, wo-
durch die Haarpapille in die unmittelbare Nahe zur Waulstregion, in der sich die Haarfollikel-
stammzellen befinden, kommt. Der alte Haarschaft verbleibt im Haarkanal bis das neue Haar
ihn herausschiebt oder er durch mechanischen Stress herausgezogen wird (Rendl et al. 2005).
AnschlieBend durchlauft der Haarfollikel eine Ruhephase, die Telogenphase genannt wird.
Diese kann wiederum in zwei Phasen unterteilt werden, die sich in ihren BMP-Aktivitaten
unterscheiden. In der ersten Phase, direkt nach der Katagenphase, verhindert die hohe BMP-
Aktivitat eine Stimulation der Haarfollikelstammzellen in der Wulstregion. AnschlieRend
sinkt die BMP-Aktivitdit und die Wnt/B-Catenin-Aktivitdt nimmt zu, sodass auch die
Stimulierbarkeit der Stammzellen zunimmt (Plikus et al. 2008). Hierflir ist die direkte Interak-
tion der Papille mit den Stammzellen nétig, da diese die Wnt/p-Catenin-Signale verstérkt und
weitere anagenphase-induzierenden Signale (BMP-Antagonist Noggin, Sonic hedgehog) ver-
mittelt (Botchkarev et al. 1999; Botchkarev et al. 2002). Sobald die Konzentration der Aktiva-

toren Uber der Aktivierungsschwelle liegt, wird eine neue Anagenphase ausgeldst. Durch die
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raumliche Trennung der Wulstregion zur Haarpapille, erhoht sich die relative BMP-Aktivitat
in der Waulstregion und die Haarfollikelstammzellen werden wieder in einen Ruhezustand

versetzt, wéahrend die aktiverten Tochterzellen sich in Matrixzellen differenzieren (Hsu et al.
2011).
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Abbildung 3: Darstellung des Zyklus des Haarfollikels (veréandert nach Schneider et a. 2009)

1.2 Alopecia Areata

1.2.1 Krankheitsbild und -verlauf

Alopecia Areata (AA) fihrt zu Haarausfall in Form kreisrunder Stellen unterschiedlicher
Grolle im Haupthaar, daher weithin als Kreisrunder Haarausfall bekannt. AA kann sich in
extremen Fallen zu Alopecia totalis, d.h. Ausfall des gesamten Haupthaares, und Alopecia

universalis, bei der die gesamte Korperbehaarung fehlt, weiterentwickeln (Lu et al. 2006). Die
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Krankheit tritt alters- und geschlechtsunabhéngig mit 1,7% Wahrscheinlichkeit in der Ge-
samtbevolkerung auf (Safavi et al. 1995). Der Verlauf der AA ist durch akute Phasen von
Haarausfall charakterisiert, die sich mit Phasen spontanen Haarwachstums abwechseln. Die
Kahlheit kann jedoch bis zu mehrere Jahre anhalten. Bei schweren Formen der AA kdnnen
auch Verédnderungen an den N&geln, wie Kleinere Dellen, Rillen und/oder rotgepunktete
Lumulae, auftreten. Histologische Untersuchungen von Hautbiopsien betroffener Regionen,
die zur Diagnose herangezogen werden, zeigen fir AA typische peri- und intrafollikulare An-
sammlungen von Lymphozyten um die Balbregion der Haare, die sich in der Anagenphase
befinden (Perret et al. 1984; Sundberg et al. 1994). Weiterhin ist eine Verkleinerung des Haar-
follikels zu beobachten, jedoch nicht dessen Zerstérung. Narbenbildung des Gewebes tritt
nicht auf. Weiter Organe sind von dieser Krankheit nicht betroffen.

Abbildung 4: Krankheitsbild der AA mit typischen Kahlstellen auf dem Kopf

1.2.2 Alopecia Areata ist eine Autoimmunerkrankung

Die In AA gefundene Leukozyteninfiltration um betroffene Haarfollikel sowie Untersuchun-
gen in Tiermodellen zeigen, dass AA eine T-Zell-vermittelte Autoimmunerkrankung ist
(Kalish und Gilhar 2003). Autoimmunerkrankungen werden Uber die starke Reaktivitat von

Lymphozyten gegenlber korpereigenem Gewebe bzw. kdrpereigenen Proteinen definiert.

1.2.2.1 Die T-Zell-vermittelte Immunreaktion
Da AA eine T-Zell-vermittelte Autoimmunerkrankung ist, soll im Folgenden die T-Zell-

vermittelte Immunreaktion naher erlautert werden. Die T-Zell-vermittelte Immunreaktion
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gehort zur adaptiven Immunantwort, die durch eine hohe Diversitat und durch die Entwick-
lung eines immunologischen Gedachtnisses charakterisiert ist. Die hohe Diversitat der Anti-
gen-Rezeptorketten durch Rekombinationsereignisse ermdoglicht die Erkennung einer Vielzahl
von Antigenen. Die wichtigsten Zelltypen der adaptiven Immunantwort sind B- und T-Zellen
(Salam et al. 2013).

T-Vorlauferzellen aus dem Knochenmark wandern in den Thymus, wo die Rekombination
des T-Zellrezeptors und die Reifung zu naiven CD4" T-Helfer-Zellen (Ty-Zellen) und CD8”
Zytotoxischen T-Zellen (CTL) erfolgt (Sambandam et al. 2005).

Diese wandern anschlieBend in die sekundédren lymphatischen Organe, z.B. Lymphknoten.
Fur eine optimale Immunreaktion ist die Aktivierung der naiven, Antigen-spezifischen T-
Zellen und deren klonale Expansion erforderlich. Die Aktivierung erfolgt Gber die Interaktion
der T-Zellen mit Antigen prasentierenden Zellen (APC), die flr eine optimale Aktivierung
mindestens zwei Signale Obermitteln. Das erste Signal erfolgt Uber die Bindung des
Haupthistokompatibilitatskomplexes (MHC) auf APC mit dem T-Zell-Rezeptor (TCR). MHC
bilden einen Komplex mit prozessierten Peptiden und préasentieren diese als Antigene
(Fooksman et al. 2010). Der humane MHC wird auch Human Leukocyte Antigen (HLA) ge-
nannt. Das zweite Signal ist die Kostimulation. Das Fehlen der Kostimulation fihrt zur
Apoptose oder Anergie (Ruhigstellung) der T-Zellen (Acuto und Michel 2003).

Dendritische Zellen (DC) sind die professionellsten APC. Diese differenzieren aus
hédmatopoetischen Stammzellen des Knochenmarks und zirkulieren zwischen den verschiede-
nen peripheren Organen und den sekundaren lymphatischen Organen (Belz und Nutt 2012).
Die Zirkulation und das Einwandern werden durch P- und E-Selektine auf Endothelzellen
vermittelt (Dorrie et al. 2008). Unreife DC exprimieren MHC sowie kostimulatorische Mole-
kile schwach und besitzen eine hohe phagozytotische bzw. pinozytotische Aktivitédt in den
peripheren Organen (Lutz und Schuler 2002). Die aufgenommenen Proteine werden im
lysosomalen Kompartiment zu Peptiden verdaut und prozessiert, 16sen jedoch keine T-Zell-
Aktivierung aus, da mit der Prasentation keine Kostimulation erfolgt. Erst durch die Stimula-
tion der DC durch sogenannte Gefahrensignale reifen DC vollstdndig und exprimieren ver-
starkt beladene MHC-Molekile und kostimulatorische Molekile (Lutz und Schuler 2002).
Exogene Gefahrensignale sind Liganden von Bakterien, Viren oder Helminthen, die tber
Toll-like-Rezeptoren (TLR) erkannt werden. So wird bakterielles Lipopolysaccharid von
TLR4 gebunden (Li und Wang 2014). Endogene Gefahrensignale sind Substanzen, die von
beschadigten Korperzellen freigesetzt werden. Hierzu zahlt u.a. ATP oder F-Aktin, das nor-

malerweise nur intrazellular vorkommt, aber von nekrotischen Zellen in die extrazellulare

19



Einleitung

Matrix abgegeben wird (Ahrens et al. 2012). Exogene Gefahrensignale sind nach entzindli-
chen Prozessen oder Verletzungen sezernierte Zytokine, so sezernieren Keratinozyten in Fol-
ge einer Entziindung IL1B, das aktivierend auf DC wirkt (Xu et al. 2014). Reife DC
exprimieren den Chemokinrezeptor CCR7, der die Liganden CCL19 (macrophage
inflammatory protein 34, MIP3B) und CCL21 (6Ckine) bindet und die Migration in die T-
Zell-Zone in sekundéren lymphatischen Organen fordert (Manzo et al. 2007). In der T-Zell-
Zone der Lymphknoten erfolgt die als ,,priming* bezeichnete Aktivierung der naiven CD4"
oder CD8" T-Zellen durch reife DC (Fooksman et al. 2010). CD4" Ty-Zellen erkennen Pepti-
de von exogenen, phagozytierten Proteinen, die auf Klasse Il MHC-Molekile (MHC 1) pra-
sentiert werden, und CD8" CTL erkennen sowohl endogene als auch exogene Peptide, die auf
Klasse | MHC-Molekile (MHC 1) prasentiert werden (Salam et al. 2013). MHC | werden von
allen Korperzellen exprimiert, wahrend MHC 1l nur von APC exprimiert werden. Die
Prozessierung der Proteine und die Beladung der MHC ist schematisch in Abbildung 5 darge-

stellt. Im Falle einer Autoimmunerkrankung wird ein wirtseigenes Antigen erkannt.
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Abbildung 5: schematische Darstellung der Prozessierung und Prasentation von Peptiden an T-
Zellen durch APC (veréndert nach (Burgdorf et al. 2007)

Das zweite Signal der Aktivierungskaskade, das kostimulatorische Signal, wird Gber Ligan-
den der B7-Famile, die auf reifen DC exprimiert werden, vermittelt. B7.1 (CD80) und B7.2
(CD86) sind Glycoproteine der Immunglobulin-Superfamilie und bilden Homodimere. CD28,
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der Rezeptor fur beide Liganden, wird konstitutiv auf T-Zellen exprimiert und gehort eben-
falls zur Immunglobulin-Superfamilie (Acuto und Michel 2003).

Die Signaltransduktion erfolgt Uber die (-Kette des TCR-CD3-Komplexes und den
Korezeptor CD4 bzw. CD8. CD3 besteht aus drei verschiedenen Immunglobulin-&hnlichen
Dimeren, ndmlich €6, €y und {{ bzw. {n. Nach der Antigen-MHC-Erkennung wird lymphocyte
protein-tyrosine kinase (Lck) tber CD4 oder CD8 aktiviert. Aktivierte Lck phosphoryliert
Immunoreceptor-tyrosine based activation motifs (ITAM) in der {-Kette, die nun eine Bin-
dungsstelle fiir das {-chain associated protein ZAP-70 bildet. ZAP-70 wird ebenfalls durch
Lck aktiviert und 16st Gber weitere Aktivierungsereignisse u.a. den MAP-Kinase/Erk-
Signalweg und Ca**-Influx aus, die zur Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NFxB und
AP-1 sowie des T-zellspezifischen Transkriptionsfaktors NFAT und zur Transkription der
Interleukin (IL) 2-Gene flhren. Diese Signale regulieren die Effektorfunktionen, die
Zytokinexpression, die Zellproliferation und Apoptose (Smith-Garvin et al. 2009). Die
Kostimulation uber CD28 verstarkt die Effektorfunktionen der T-Zellen Uber PI3K-
Aktivierung (Acuto und Michel 2003).
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Abbildung 6: Signaltransduktion in aktivierten T-Zellen (nach Cell Signaling technologies)
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In Abhangigkeit des Zytokinmikromilieus erfolgt- neben der Aktivierung- die Polarisierung
der naiven CD4" Ty-Zellen in Ty1-Zellen oder in Ty2-Zellen. Das Zytokinmikromillieu wird
durch DC, Zellen der angeborenen Immunatwort, etwa Makrophagen, und bereits polarisierte
Ty-Zellen gebildet. 1L12 fordert die Tyl-Differenzierung. Tyl-Zellen sezernieren vor allem
Interferon y (IFNy), Tumornekrosefaktor a (TNFa) und IL2. Diese Zytokine verstarken die
CTL-Antwort und erhthen die Aktivitat von Makrophagen sowie Natlrlichen Killerzellen.
Die sezernierten Tyl-Zytokine hemmen zudem die Differenzierung von naiven Ty-Zellen zu
Tn2-Zellen. Ty2-Zellen sezernieren tberwiegend IL4, IL5 sowie IL10 und verstarken die hu-
morale Immunantwort der B-Zellen, fordern die Antikorper-Sekretion sowie den Ig-
Klassenwechsel. Ty2-Zellen erhéhen die Aktivitdt der eosinophilen Granulozyten und Mast-
zellen (Liao et al. 2011).

Die aktivierten Effektor-T-Zellen verlassen die lymphatischen Organe uber die efferenten
Lymphe und wandern gezielt zur Entziindungsstelle im Gewebe. Dieser Prozess wird Homing
gennant (Freyschmidt-Paul et al. 2000). CTL lysieren von Pathogenen befallene oder entarte-
te Korperzellen durch die Sekretion von Perforin und GranzymB nach erneuter Antigenerken-
nung (Smith-Garvin et al. 2009). Bei der T-Zell-vermittelten Autoimmunerkrankung AA zer-
storen CTL Zellen des Haarfollikels.

Die Immunantwort und das Verhindern einer tberschieenden Immunreaktion werden uber
mehrere Mehanismen reguliert. Zum einen wird der Rezeptor CTLA4 (Cytotoxic T-
Lymphocyte Antigen 4, CD152), ein Mitglied der Immunglobulin-Superfamilie, nach T-Zell-
Aktivierung exprimiert. CTLA4 bindet CD80 und CD86 mit einer hoheren Affinitét als CD28
und inhibiert die T-Zellaktivitat (Dilek et al. 2013). Zum anderen sezernieren regulatorische
T-Zellen (Trg), eine weitere Ty-Subpopulation, die konstitutiv CD4, CD25 und den Trans-
kriptionsfaktor FoxP3 exprimiert, die Zytokine IL10 und Transforming Growth Factor
(TGEp). Die Zytokine wirken suppressiv auf die Immunreaktion und begunstigen die Polari-
sation von aktivieten Ty-Effektorzellen zu induzierten Treg. In vielen Autoimmunerkrankun-
gen sind Ty herunterreguliert (Sakaguchi et al. 2008).

Einige Effektor-T-Zellen entwickeln sich zu Gedachtniszellen, die bei einem erneuten Kon-
takt mit ihrem spezifischen Antigen schneller und starker reagieren (Lanzavecchia und
Sallusto 2005). Diese Restimulierbarkeit wird als immunologisches Gedéchtnis bezeichnet

und ist ein Charakteristikum der adaptiven Immunantwort.
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1.2.2.2 Nachweis AA als Autoimmunerkrankung

Der Nachweis, das AA eine T-Zell-vermittelte Autoimmunerkrankung ist, wurde zum einen
durch die Leukozyteninfiltration um betroffene Haarfollikel untermauert (Perret et al. 1984),
zum anderen durch Untersuchungen in Tiermodellen bestatigt.

Der gesunde anagene Haarfollikel besitzt einen sogenannten immunpriviligierten Status
(Christoph et al. 2000). Dies ist ein aktiver Prozess zur Suppression einer moglichen Immun-
antwort. Zum einem befinden sich im Haarfollikel und in der Haut in diesem Status kaum
Immunzellen. Die MHC | Expression auf Keratinozyten und Melanozyten ist supprimiert,
hingegen sezernieren diese die suppressiv wirkenden Substanzen o-Melanocyte-Stimulating
Hormone (aMSH), TGFp und Macrophage migratory Inhibiting Factor (MIF) (Paus et al.
2003; Ito et al. 2008). Die vorhandenen APC in der Haut bzw. Haarfollikel sind funktionell
eingeschrankt, da diese kein MHC 1l exprimieren (Christoph et al. 2000). Ein Zusammen-
bruch des Immunprivilegs ist entscheidend fir die Entstehung der AA wie im Tierversuch
gezeigt wurde. Durch die intravendse Gabe von IFNy, einem massiven Stimulus fiir eine Im-
munreaktion, konnte AA in C3H/HeJ-Méausen induziert werden (Gilhar et al. 2005). Der
Mausstamm C3H/HeJ, der AA spontan entwickelt bzw. in dem AA durch Hauttransplantation
von betroffenen Spendermausen in naiven Empfangern induziert werden kann, wird als Mo-
dell genutzt (Sundberg et al. 1994; McElwee et al. 1998).

Neben der massiven Infiltration von Lymphozyten in peri- und intrafollikulares Gewebe wah-
rend einer florirenden AA, ist auch die Anzahl von APC erhoht. Zudem herrscht ein
inflammatorisches Mikromilieu, das durch die verstarkte Expression von IL1, IL2, IL4 und
IFNy initiiert wird (Teraki et al. 1996). Weiterhin wird durch entzindliche Prozesse die Ex-
pression von MHC | sowie MHC Il auf Epithelgewebe des Haarfollikels stark erhoht (Zhang
und Oliver 1994). Ebenso werden die Adhasionsmolekile Interzelluldres Adhasionsmolekil
(ICAM) sowie Endothel-Leukozyten-Adhésionsmolekil (ELAM) auf Endothelzellen benach-
barter BlutgeféRe verstarkt exprimiert (Zhang und Oliver 1994). Dies fiihrt zur verstarkten
Migration von Lymphozyten in das Gewebe und deren Aktivierung.

In AA betroffenen Tieren, bei denen selektiv entweder CD4" T-Zellen oder CD8" T-Zellen
depletiert wurden, war anschlie3end ein erneutes Haarwachstum zu beobachten (McElwee et
al. 1996, 1999). Weiterhin konnte in T-Zell-Transferstudien eindeutig nachgewiesen werden,
dass AA eine T-Zell-vermittelte Autoimmunerkrankung ist. Hierbei konnte AA in naiven
Empfangertieren induziert werden, wenn CD4" oder CD8" T-Zellen betroffener Tiere injiziert
wurden. Durch die Gabe von CD8" zytotoxischen T-Zellen konnte nur ein lokal begrenzter

Haarausfall induziert werden. Eine systemische AA, die durch multiple Stellen mit Haaraus-
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fall charakterisiert ist, konnte mittels Injektion von CD4" CD25  T-Helfer-Zellen induziert
werden. Dies ging mit der Aktivierung von Lymphozyten und APC des Empfangers einher.
Hingegen konnte mittels suppressiv wirkenden Tq (CD4" CD25" FoxP3") von AA betroffe-
nen Tieren Haarausfall in den Empfangern verhindert werden, wenn Tyeq Zusammen mit CD4"
CD25 oder CD8" T-Zellen injiziert wurden (McElwee et al. 2005).

Diese Analysen zeigen, dass AA eine T-Zell-vermittelte Autoimmunerkrankung ist, deren
Prognose und Therapie durch verschiedene Faktoren bestimmt wird, wie Patientenalter zu
Beginn der Krankheit, Dauer der Akutphase und Auftreten sowie Art der Nagelveranderun-
gen. Je friher AA auftritt und je persistierender die einzelnen Schiibe der AA verlaufen, desto
schwerer ist der weitere Verlauf mit haufiger Etablierung einer Alopecia totalis oder Alopecia
universalis (Kos und Conlon 2009).

1.2.3 Genetische Pradisposition

AA wird nicht nach Mendeleschen Gesetzen vererbt, aber haufig tritt AA bei Patienten auf,
die bereits eine familidre VVorgeschichte haben, so dass von einer genetischen Préadisposition
ausgegangen wird (Kos und Conlon 2009). Genetische Untersuchungen zeigen einen mdgli-
chen Zusammenhang zwischen AA und Chromosomen, die fir das Immunsystem wichtige
Gene kodieren. So sind verschiedene Gene der Haupthistokompatibilitdtsantigene HLA | und
HLA Il auf Chromosom 6 mit der Anfalligkeit und der Schwere von AA assoziiert. Allel
HLA DRB1*1104 ist vermehrt in Patienten mit AA exprimiert und DRB1*0401 sowie
DQB1*0301 sind mit schweren Formen der Alopecia totalis und universalis assoziiert
(Barahmani et al. 2008; Gilhar et al. 2007). Weiterhin wurden assoziierende Genloci, die flr
immunmodulatorisch wirkende Zytokine kodieren, identifiziert. Hierzu zéhlen die Gene fur
IL1B (Chromosom 2) sowie TNFa (Chromosom 6), deren verstirkte Expressionen eine fort-
schreitende Aktivierung des Immunsystems bewirken (Tarlow et al. 1994; Galbraith und
Pandey 1995; Galbraith et al. 1999). AuBerdem sind die Genloci fiir leichte und schwere Ket-
te der Immunglobuline (Chromosom 14) mit der Schwere der AA assoziiert, so dass stark
erhohte Titer von Autoantikdrpern, die gegen Strukturen des Haarfollikels gerichtet sind, im
Serum von Patienten mit persistierender AA nachweisbar sind (Galbraith et al. 1984; Galb-
raith und Pandey 1989). Ein genetischer Zusammenhang wird zu Chromosom 21 vermutet, da
AA in Patienten mit Trisomie 21 verstarkt auftritt (Du Vivier und Munro 1975) und die
Krankheit Autoimmunes-Polyendokrinopathie-Candidiasis-Ektodermales-Dystrophie-
Syndrom Typ 1, die durch Autoimmune regulator (AIRE)-Mutationen auf Chromosom 21
ausgeldst wird, mit AA assoziiert ist (Wengraf et al. 2008).
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1.2.4 Die derzeitigen Therapiemdglichkeiten der Alopecia areata

Die medikament6se Therapie der AA sollte an die unterschiedlichen Formen angepasst und
auch als Langzeittherapie eingesetzt werden kdnnen. Immunsuppressive Therapien eignen
sich zur Behandlung von AA nur bedingt, da sie in der Regel mit starken Nebenwirkungen
verbunden sind. Hierzu zahlt die Verabreichung von Corticosteroiden, wobei nur die
intralasionale Injektion effektiv Haarwachstum fordert, jedoch zum Teil sehr schmerzhaft fur
die Patienten ist und aus praktikablen Grunden nur fur kleine Stellen zur Kurzzeittherapie
geeignet ist (Frentz 1977; Alkhalifah 2011). Die topikale Applikation hingegen zeigt, auf
Grund geringer Penetranz in die Haut, kaum Wirkung (Montes 1977; Alkhalifah 2011). Sys-
temisch, oral verabreichte Corticosteroide missten in zu starken Dosen eingesetzt werden, so
dass die Nebenwirkungen, wie Leber- und Nierenschdden, Diabetes und Osteoporose, den
Einsatz bei einer nicht lebensbedrohlichen, aber psychisch belastenden Autoimmunerkran-
kung nicht rechtfertigen (Dillaha und Rothman 1952; Seiter et al. 2001). Zu den immunsupp-
ressiven Therapien gehort die topikale oder orale Gabe von Psoralen, das in Kombination mit
Bestrahlung mit ultraviolettem Licht A (PUVA) genutzt wird. Der erzielte Erfolg der Thera-
pie wird durch die hohe Rickfallquote vermindert (etwa 30%-50% erfolgreich behandelter
Patienten) (Taylor und Hawk 1995). AulRerdem ist die Bestrahlung mit UVA durch das erhth-
te Risiko fur die Entwicklung eines malignen Melanoms ebenfalls nicht fiir die Langzeitthe-
rapie geeignet. Die derzeit effektivste Therapie ist die immunmodulatorisch wirkende Erzeu-
gung eines leichten Ekzems mittels eines Kontaktallergens, bei dem Juckreiz und Rétung,
jedoch noch keine Pusteln oder Nassen auftritt (Singh und Lavanya 2010). Als Allergen wer-
den Diphenylcyclopropen (DPCP) oder Quadratsduredibutylester (SADBE) eingesetzt. Die
Therapieeffizienz liegt bei etwa 50% und erneutes Haarwachstum tritt meist 8-12 Wochen
nach Therapiebeginn auf (Rokhsar et al. 1998; Ajith et al. 2006). Es treten zum Teil akute,
aber reversible Nebenwirkungen auf, wie Blaschenbildung, allergene Kontaktdermatitis, Pig-
mentstorungen. Chronische, irreversible Nebenwirkungen sind nicht beschrieben. Die Wir-
kungsweise beruht zum Teil auf einem geédnderten Verhaltnis von CD4" zu CD8" T-Zellen
um den Haarfollikel und einer gestérten Migration sowie Rezirkulation von APC zwischen
Haut und drénierenden Lymphknoten, wodurch keine optimale Aktivierung der T-Zellen
mehr gegeben ist (Gupta et al. 2006). Zudem ist die Expression der fur die Aktivierung beno-
tigten MHC-Molekiile auf Epithelzellen reduziert. Zum anderen wird in Folge der Behand-
lung die Anzahl myeloider Suppressorzellen (MDSC) im Gewebe drastisch erhdht. Diese

konnen T-Zellen supprimieren (Marhaba et al. 2007; Singh et al. 2011).
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Als MDSC wird eine heterogene Gruppe von Zelltypen bezeichnet, die sich aus unreifen
myeloiden Progenitorzellen sowie Vorl&uferzellen von Makrophagen, Granulozyten und DC
zusammensetzt (Gabrilovich et al. 2007). Unreife myeloide Zellen entstehen wéhrend der
Hématopoese, die im Knochenmark stattfindet, und differenzieren zu Makrophagen,
Granulozyten und DC weiter. In peripheren Organen werden diese migrierten, unreifen
myeloiden Zellen als MDSC bezeichnet und wirken stark suppressiv auf T-Zellen und andere
Lymphozyten (Marigo et al. 2008). MDSC exprimieren sowohl Grl (Ly6G und Ly6C) als
auch CD11b und konnen in zwei Subpopulationen unterschieden werden und spiegeln die
verschiedenen Stadien der myeloiden Zellreifung wider. ,,Granulozyten“-MDSC sind CD11b"
Ly6G" Ly6C"*"9. | Monozyten“-MDSC sind CD11b* Ly6G" Ly6C"" Der suppressive Me-
chanismus unterscheidet sich bei den MDSC-Subpopulationen (Condamine und Gabrilovich
2011). Beide haben eine hohe Arginasel Expression, aber G-MDSC supprimieren T-Zellen
hauptséchlich Uber reaktive Sauerstoffspezies (ROS) mit engem Zell-Zell-Kontakt, wéhrend
M-MDSC hauptséchlich tber Nitric oxid synthetase (iINOS) und die Produktion von NO inhi-
bieren (Youn et al. 2008). Chronische Entziindungen und Autoimmunerkrankungen férdern
die Entstehung von MDSC durch TLR-Aktivierung und die Zytokine IL1a, IL10 sowie IL12
(Condamine und Gabrilovich 2011). In Experimental Autoimmune Encephalomyelitis (EAE),
dem Mausmodell der humanen Multiplen Sklerose (MS) akkumulieren MDSC in der Milz
(Zhu et al. 2007), in Kontaktallergen behandelten Mdusen akkumulieren MDSC in Haut und
Milz, diese sind in der Lage T-Zellen in vitro zu inhibieren (Singh et al. 2011).

Weiterhin ist im Mikromilieu vermehrt suppressiv wirkendes 1L10 und weniger aktivierendes
IFNy nachweisbar (Singh et al. 2011).

Im Allgemeinen ist die Behandlung mit Kontaktallergen die effektivste Therapiemdglichkeit
der AA, aber zum Teil eine sehr zeitintensive und in etwa 50% der Falle ineffektive Therapie,

so dass neue und spezifischere Wege gefunden werden missen.

1.3 Aspekte fur neue Therapieansatze

AA ist eine T-Zell-vermittelte Autoimmunerkrankung, die zudem mit einer stark psychischen
Belastung fir die Betroffenen einhergeht. Neue Therapieansatze missen daher langfristig
wirken, keine starken Nebenwirkungen haben und eine schnelle psychische Entlastung brin-
gen. Die effektivste Therapie bei Autoimmunerkrankungen ist die Toleranzinduktion gegen
das initiierende Antigen, allerdings war dies im Falle der AA bisher unbekannt. Diese Form

der Hyposensibilisierung wird ebenso bei Allergien eingesetzt (Sabatos-Peyton et al. 2010).
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Aullerdem konnen immunmodulatorische Therapieansatze weiterentwickelt werden. Hierzu
zahlt die Manipulation der kostimulatorischen Signale uber akzessorische Molekiile, die zu
einer persistierenden T-Zell-Aktivitat fihren (Marhaba et al. 2006).

1.3.1 Induktion von Toleranz

1.3.1.1 Toleranzmechanismen und MDSC

Toleranz ist ein Charakteristikum des adaptiven Immunsystems. Die Toleranz kann in zentra-
le und periphere Toleranz unterteilt werden. Zentrale Toleranzinduktion findet im Thymus
wéhrend der T-Zell-Reifung statt und wird durch den Prozess der Negativ-Selektion vermit-
telt. Hierbei fuhrt die Erkennung eines Antigens mit hoher Aviditat zu Apoptose der T-Zelle.
Ebenso erfolgt die Differenzierung zu natiirlichen Tyeg im Thymus.

Zunachst durchlaufen die Thymozyten die Positiv-Selektion, bei der sie mit ihrem TCR den
wirtseigenen MHC-Komplex erkennen missen, der auf Cortex-Thymusepithelzellen (cTEC)
exprimiert wird. Die nachfolgende Negativ-Selektion findet in der Medulla des Thymus statt.
Eigene, gewebespezifische Proteinen/Peptide werden verstarkt in MHC-Komplexen auf
Medulla-Thymusepithelzellen (MTEC) prasentiert (Espinosa et al. 2013). mTEC exprimieren
AIRE, einen Transkriptionsfaktor mit E3-Ubigitinligaseaktivitét, der die Expression der pré-
sentierten Proteine und deren proteasomalen Abbau fordert (Danso-Abeam et al. 2013). Be-
stimmte Mutationen von AIRE sind mit AA assoziiert (Wengraf et al. 2008).

In den Hassalschen Korperchen kommt es zur Differenzierung der natlrlichen T
Hassalsche Korperchen exprimieren thymic stromal lymphopoetin, das Dendritische Zellen
der Medulla (mDC) aktiviert, die wiederum die konstitutive Expression von CD25 und des
Transkriptionsfaktors FoxP3 in CD4" Thymozyten ausldsen (Watanabe et al. 2005).

Als periphere Toleranz wirde die Induktion von CD4" CD25" FoxP3" Ty in CD4" Ty-Zellen
in den peripheren Organen durch TGFf sowie IL10 bezeichnet.

Zur Therapie der AA werden immunmodulatorische, jedoch nicht selektive Mechanismen zur
Forderung der Suppression eingesetzt. z.B. durch die Behandlung mit Kontaktallergen, die
sowohl die DC-AKktivitat reduziert als auch Trq- und MDSC-Aktivitét propagiert (Singh et al.
2011).

1.3.1.2 Autoantigen-spezifische Toleranzinduktion
Zur Inuktion von Toleranz wird das initiierende Antigen in tolerogenen Form, d.h. ohne

kostimulatorische Adjuvantien in wassriger Losung, in entweder sehr hoher oder sehr niedri-
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ger Dosis verabreicht. Haufig ist das induzierende Autoantigen wie im Falle der AA unbe-
kannt und/oder mehrere Autoantigene kénnen beteiligt sein.

In klinischen Studien als auch Mausmodellen zu Diabetes Typl sowie zur MS zeigen Vakzi-
nierungen mit hohen Peptid-Dosen in der Regel starkere Effekte durch Induktion von IL10
sezernierenden Treg, aber die Gefahr moglicher Nebenwirkungen, die besonders am Anfang
der Therapie auftreten, ist ebenfalls groRer (Sabatos-Peyton et al. 2010). Im EAE (experimental
autoimmune encephalomyelitis), dem Mausmodell der MS, wurden 1gG1- und IgE-Antikorper
gegen das Peptid gebildet, die zu einem anaphylaktischen Schock fuhrten (Smith et al. 2005).
Geringen Peptid-Dosen zeigen schwachere therapeutische Effekte, aber kaum Nebenwirkun-
gen. Wiederholt erfolgt nur Anergieinduktion in autoantigenspezifischen Effektor-T-Zellen,
jedoch keine Differenzierung von CD4" Ty -Zellen zu Ty, die fiir einen langfristigen Erfolg
notig sind (Saraiva et al. 2009). Deshalb wird héaufig eine schrittweise Erhéhung der Dosis
vorgeschlagen um sowohl Anergiemechanismen als auch Teq zu induzieren.

Das Stadium der Erkrankung ist fir den Erfolg der Therapie entscheidend, z.B. konnte Diabe-
tes Typl im Mausmodell durch eine autoantigenspezifische Immuntherapie in frihen Phasen
mit dem initiierenden Peptid verhindert werden, wahrend im spéten Stadium ein Mix mehre-
rer Peptide verabreicht werden mussten (Vanderlugt und Miller 2002). Dies zeigt die haufig
auftretende VergréRerung des Pools an Autoantigenen im Verlauf einer Autoimmunerkran-
kung.

Die Anzahl sowie die Zeit zwischen den einzelnen Antigenapplikationen und die gesamte
Therapiedauer sind in den einzelnen Studien sehr unterschiedlich und kénnen zwischen eini-
gen Wochen bis hin zu Monaten betragen (Koffeman et al. 2009; Muller et al. 2008; Thrower
et al. 2009; Warren et al. 2006).

1.3.2 Beeinflussung der Kostimulation tber die akzessorischen Molekiile CD44 und
Integrine

Die Adhéasionsmolekile der Leukozyten sind wichtige Regulatoren der Zell-Matrix- bzw. der
Zell-Zell-Adhésion. Sie steuern die Zellzirkulation, das Zellhoming und die Transmigration
durch das Endothelgewebe (Nandi et al. 2004). Sie sind zudem an Kostimulation, Zytotoxizi-
tat und Apoptose beteiligt. CD44 ist in diesem Zusammenhang ein wichtiges Adhédsionsmole-
kil in Autoimmunerkrankungen wie der AA (Estess et al. 1998; Marhaba et al. 2006).

CD44 ist ein ubiquitindr exprimiertes, transmembranspannendes Glykoprotein, das u.a.
Hyaluronsdure bindet (Z6ller 2011).
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Abbildung 7: schematischer Aufbau von CD44: (A) genomische Anordnung, (B) mRNA, (C)
Protein (nach (Zoller 2011)

Im humanen System wird das Gen auf Chromosom 11p13 codiert und besitzt 20 Exons
(Goodison et al. 1999). Exon 1 bis 4 kodieren fir den extrazellularen Loop, wobei die Exons
2 und 3 die HA-Bindungsstelle codieren. Die Exons 5, 16 und 17 bilden die Stammdoméne
des Standard-CD44s, auch hamatopoetisches CD44s genannt, das die kirzeste Isoform des
CDA44 darstellt. Weitere Isoformen werden als variante CD44-1soformen (CD44v) bezeichnet
und entstehen durch Einfiigung der translatierten Exons 6 bis 15, als variante Exons v1 bis
v10 beschrieben, z.B. wird in Keratinozyten die Kombination der Exons v3 bis v10 exprimiert
(CD44v3-v10). Die Transmembrandomane wird durch Exon 18 und die zytoplasmatische
Doméne durch Exon 20 kodiert. Die Transkription und Translation des Exon 19 fiihrt zu ei-
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nem verkirzten CD44-Protein ohne funktionelle, zytoplasmatische Domane. Das CD44-
Protein bindet an HA. Die 100aa lange HA-Bindungsstelle von CD44 weist eine hohe Homo-
logie zu anderen HA-bindenden Proteinen auf (Goodison et al. 1999). Weitere CD44-
Liganden der extrazelluldren Matrix sind Fibronectin, Vitronectin und Kollagene. CD44 bin-
det auch Chemokine, Zytokine sowie Wachstumsfaktoren (Z6ller 2011).

Die durch CD44-Aktivierung ausgeldste Erhdhung der Motilitat der Lymphozyten wird durch
Umordnung des Aktin-Zytoskelettes erreicht, aber CD44 selbst besitzt keine Aktin-
Bindungsstelle, sondern nutzt Adaptermolekile wie Ankyrin und Proteine der ERM-Familie
(Ezrin, Radixin, Moesin) (Tsukita et al. 1994).
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Abbildung 8: schematische Darstellung der Assoziation von CD44 mit Proteinen des
Zytoskelettes (verandert nach (Knudson und Knudson 1999)

Fur die erfolgreiche Signaltransduktion sind posttranslationelle Modifikationen von CD44
ausschlaggebend. Wahrend der Wachstumsphase der Zelle und Zellmigration ist CD44 kon-
stitutiv an Ser325 phosphoryliert, das als Bindungsstelle fir ERM-Proteine fungiert, diese
haben eine C-terminale F-Aktin-Bindungsstelle und kénnen zur Umordnung des Zytoskelettes
beitragen. Wahrend der Ruhephase hingegen ist Ser291 des CD44 phosphoryliert und Merlin
binden kann, ein ERM-Protein verwandtes Molekil ohne F-Aktin-Bindungsstelle, so dass
keine Signaltransduktion stattfindet (Peck und Isacke 199(Peck und Isacke 1996). Weiterhin
erhdhen die Palmitylierungen an Cys286 und/oder Cys295 die Affinitat zu dem Adaptermole-
kil Ankyrin, verringern aber die Assoziation zum CD3-Komplex in T-Zellen (Guo et al.
1994). Die Kostimulation von T-Zellen erfolgt ebenfalls durch assoziierte
Rezeptortyrosinkinasen und Phosphtyrosinkinasen. So kann die Assoziation mit aktiviertem

Lck bei suboptimaler Aktivierung des TCR-CD3-Komplexes zu einem kostimulatorischen
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Signal fuhren, das zur Aktivierung des ERK/MAPK-Signalweges und Expression von IL2-
Genen fihrt (Ilangumaran et al. 1998). Eine TCR-unabhédngige Aktivierung ist moglich, wenn
CD44 mit anderen aktivierten Tyrosinkinasen assoziiert bzw. durch die Assoziation mit
Integrinen Zugang zu diesen erhalt. Integrine setzen sich aus a- und B-Kette zu 24 distinkten
Heterodimeren im Menschen zusammen (Hynes 2002). Sie sind Zelloberflachenrezeptoren,
die Interaktionen mit der extrazellularen Matrix und mit anderen Zellen vermitteln. Beide
Ketten sind Glykoproteine, die einmal die Zellmembran durchspannen. Die extrazellularen
Domiénen der a- und B-Kette assoziieren miteinander und bestimmen die Ligandspezifitat,
z.B. bindet das Integrin a4p1 (VLA-4, CD49d) Fibronectin (FN) (Duarte et al. 2012). Durch
die Bindung an die extrazellulare Matrix formen sich Integrincluster in der Zellmembran, die
durch Assoziation mit Zytoskelettproteinen und Signaltransduktionsmolekdilen einen fokalen
Adhésionspunkt ausgebilden. An diesem Adhéasionspunkt werden spéter die Lamellopodien
ausgebildet, die die Bewegungsrichtung der Zelle vorgeben (Hynes 2002).
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Abbildung 9: Die Integrin-Superfamilie und die Paarung der a- und p-Ketten (Niu 2011)

Durch die Assoziation der Integrine mit der zytoplasmatischen Tyrosinkinase FAK (focal
adhesion kinase) wird die Migration, Adhdasion, Apoptose und Proliferation der Zellen ge-
steuert (Tomar und Schlaepfer 2009). FAK besteht aus der N-terminalen FERM-Doméne, die
Homologie zu Ezrin, Radixin und Moesin aufweist, einer zentralen Kinase-Doméne und C-
terminal eine Lokalisationsequenz an den fokalen Adhasionspunkt (Focal adhesion targeting
sequence, FAT) (Schaller et al. 1995). Nach Bindung an die extrazelluldre Matrix &ndert sich
die Konformation der Integrin-pB-Kette und ermdglicht die FAK-Assoziation. Die
Konformationsédnderung von FAK flhrt zur Autophosphorylierung an Y397. FAK assoziiert
im aktivierten Zustand mit PI3K, das den Akt-Signalweg und so die Inhibition der Apoptose
fordert (Chen et al. 1996). Aktiviertes FAK aktiviert auBerdem die Tyrosinkinase Src, die
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wiederum FAK an Y576, Y577 und Y925 phosphoryliert. Durch die Phosphorylierung an
Y925 entsteht eine Bindungsstelle fur Grb2, das den Ras-MAP-Kinase-Weg aktiviert
(Schlaepfer et al. 1994). Der FAK-Src-Komplex aktiviert zudem p130Cas und Endophilin A2.
Aktives Endophilin A2 reduziert die Endozytose von MT1-MMP (membrane-typel-Matrix-
Metalloprotease) und fiihrt zu einer erhohten Oberflachenexpression von MT1-MMP, die die
Degradation der extrazelluldren Matrix steigert und die Migration der Zellen fordert (Wu et
al. 2005). Weiterhin kann CD44 durch MT1-MMP geschnitten werden. Die gespaltene
zytoplasmatische Doméne von CD44 kann in den Nukleus translozieren und als Transkripti-
onsfaktor u.a. fir CD44 wirken (Isacke und Yarwood 2002).
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Abbildung 10: schematische Darstellung des Integrin-FAK-Signalweges (nach (Ruegg und
Mariotti 2003)

Die Assoziation von CD44 mit CD49d in Lymphozyten von AA betroffenen Mé&usen fiihrt zu
erhdhter Motilitat der Leukozyten, verstarkter Proliferation und Apoptoseresistenz, da CD44
Zugang zu FAK und CD49d zu Ick und Ezrin erhélt (Marhaba et al. 2006). Dies unterstitzt
eine persistierende T-Zell-Aktivitat in AA.

Es konnte gezeigt werden, dass eine Blockade von CD44 mit anti-panCD44- oder mit einem
anti-CD44v10-Antikdrper eine AA-Induktion verhindert. Die Antikoérperblockade fiihrt zu
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einer gestorten Migration der stimulierten T-Zellen in die Lymphknoten und die Haut bei anti-
panCD44 bzw. nur in die Haut bei anti-CD44v10 (Freyschmidt-Paul et al. 2000).
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1.4 Ziel der Arbeit

Alopecia Areata (AA) ist eine organspezifische T-Zell-vermittelt Autoimmunerkrankung des
Haarfolikels und fir viele Patienten mit psychischen Belastungen verbunden. Die Ergebnisse
dieser Arbeit sollten neue therapeutische Ansétze fur die AA ermdglichen, da noch keine op-
timalen, kurativen Behandlungen etabliert sind. Die effektivste derzeitig eingesetzte Therapie
ist die Induktion eines milden Kontaktekzems, die zur Expansion von myeloiden
Suppressorzellen (MDSC) fihrt. In Vorarbeiten dieses Labors wurde im Tiermodell gezeigt,
dass eine Blockade der akzessorischen Molekiile CD44s und der varianten Isoform CD44v10
der Beginn der AA durch Inhibition des Lymphozyten-homing in die Haut verzdgert werden
konnte. Weiterhin wurde die Assoziation und Kooperation von CD44 mit CD49d in aktivier-
ten AA-Effektorzellen beschrieben, die die Proliferation, Migration und Apoptoseresistenz
der Lymphozyten erhohten. Die zu Grunde liegenden Mechanismen sind jedoch noch nicht
geklart. Eine effektivere Behandlung der AA ware eine Autoantigen-spezifische Therapie,
woflr zundchst das initiierende Autoantigen identifiziert werden musste. Da AA keine le-
bensbedrohliche Erkrankung ist, ist sie ein gutes Modell fur organspezifische Autoimmuner-
krankungen, um die Mechanismen immunmodulatorischer Interventionen zu untersuchen oh-
ne iatrogene Veranderungen oder einen krankheitsbedingten Kollaps des Immunsystems be-
ricksichtigen zu massen.

Ziel dieser Arbeit war daher die Beantwortung folgender Fragen:

1. Worin ist der Einfluss von CD44s und CD44v10 auf das T-Zell-Homing und deren
Aktivierung begriindet?
Dazu wurde die Thymomzelllinie EL4, die konstitutiv CD44s exprimiert, mit
CDA44v10 stabil transfiziert. Die CD44v10-spezifischen Interaktionen mit dem Milieu/
der Matrix, die das Migrations- und Extravasationsverhalten beeinflussen, wurden in
vitro und in vivo untersucht.

2.  Wie beeinflusst die CD44-CD49d-Assoziation die persistierende T-Zellaktivitat?
Um zu zeigen, dass die Assoziation von CD44 und CD49d essentiell fur die erhdhte
Proliferation, Migration und Apoptoseresistenz ist, wurde EL4 mit CD49d oder mit
mutiertem CD49d, das keine Signaltransduktion ermdglicht, transfiziert.

3. Ist eine Autoantigen-spezifische Therapie fur die AA moglich?
Auf Grund der strikten Begrenzung der AA auf Haarfollikel wurden Haarfollikel spe-
zifische Epithelkeratine sowie Haarkeratine auf ihr immunogenes Potenzial in vitro
und in vivo untersucht. Durch die Applikation in tolerogener Form wurde die thera-

peutische Wirkung der identifizierten Autoantigene getestet.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Fur die Herstellung von Lésungen und Puffer wurden ausschlielich Chemikalien der Rein-

heit p.a. oder hoher verwendet.

Aceton

3-amino-9-ethyl-carbazol (AEC)
Ammoniumpersulfat (APS)

Annexin V

Bradford Reagent

Bromphenolblau
Carboxyfluorescein-succinimidylester (CFSE)
Chloroform
cis-Diaminplatinum(Il)dichlorid (Cisplatin)
Concavalin A (ConA)

Dietholamin

Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat
Entwicklerlésung

Essigsaure

Ethanol

Ethylendiamintetraessigséure (EDTA)
Ficoll

Fischgelatine

Fixierldsung

Formaldehyd 37%

Fotales Kélberserum (FCS)

G418 Sulfat
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Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Becton Dickinson, Heidelberg
Bio-Rad, Minchen
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Agfa healthcare, Bonn
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Miinchen
PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
Carl Roth, Karlsruhe
Agfa healthcare, Bonn
Merck, Darmstadt
GIBCO, Darmstadt

PAA, Pasching, Osterreich



Glycerin

Glyzin

HEPES

IMEM Zellkulturmedium
lonomycin

Isopropanol

Kaisers Glyceringelatine
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Ketamin (Ketanset S)
Kristallviolett

L-Glutamin

Lubrol MX
Lipopolysaccharid (LPS)
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat

Mayers Hamatoxylin
Milchpulver

Mowiol

Natriumacetat

Natriumazid
Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumdodekylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid

Optifluor O

PagerulerTM Prestained Protein Ladder MBI

Penicillin-G

Phalloidin-Rhodamine

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
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Applichem, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Miinchen
GIBCO, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen
Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Pfizer GmbH Deutschland, Berlin

Carl Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Calbiochem, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
Carl Roth, Karlsruhe
Perkin Elmer, Rodgau
Fermentas, St. Leon-Rot
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Miunchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
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Phorbolmyristatacetat (PMA)
Phosphataseinhibitor PhosSTOP
p-Nitrophenylphosphat-Tabletten
Poly-L-Lysin

Ponceau-S-L6sung

PolyFect Transfection Reagent
Propidiumiodid

Protease-Inhibitor Cocktail Tabletten
Protein G Sepharose 4 Fast Flow
Rinderserumalbumin (BSA)
Rotiphorese Gel 30 (Acrylamid-Mix)
RPMI 1640 Zellkulturmedium
Quadratséuredibutylester (SADBE)
Salzséure

Streptomycinsulfat
Sulfobiotin-X-NHS

N,N,N’N’- Tetramethylethylendiamin (TEMED)
[6-3H]-Thymidine

Tris-HCI

Triton-X-100

Trypanblau

Trypsin

Tween-20

Wasserstoffperoxid (30%)

Xylazin (Rompun)

2.1.2 Antikorper

2.1.2.1 Priméarantikorper
Anti-Actin

Anti-Akt
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Sigma-Aldrich, Miinchen
Roche Diagnostik, Mannheim
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen

Carl Roth, Karlsruhe

Qiagen, Hilden

Calbiochem, Darmstadt

Roche Diagnostik, Mannheim
Amersham Pharmacia, Freiburg
PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
Carl Roth, Karlsruhe

GIBCO, Darmstadt
Klinikapotheke Marburg

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Miinchen
Calbiochem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen
Amersham/GE Healthcare, Freiburg
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Miinchen
Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Miinchen
AppliChem, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Bayer Vital GmbH, Leverkusen

Becton Dickinson, Heidelberg

Becton Dickinson, Heidelberg



Material und Methoden

Anti-phospho-Akt
Anti-Ankyrin
Anti-BAD
Anti-p-BAD
Anti-Bak

Anti-Bcl2
Anti-BclXL
Anti-Caspase 3 active
Anti-Caspase 8
Anti-Caspase 9
Anti-Caspase 9 cleaved
Anti-CCL20
Anti-CCL21
Anti-CCL22
Anti-CCL27
Anti-CCR4
Anti-CCR6
Anti-CCR7
Anti-CCR8
Anti-CCR9
Anti-CD3

Anti-CD4 (Klon: YTA)

Anti-CD8 (Klon: YTS169)

Anti-CD11a
Anti-CD11b (Klon: YBM)

Anti-CD11c
Anti-CD16/32
Anti-CD18
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Becton Dickinson, Heidelberg

Becton Dickinson, Heidelberg

Becton Dickinson, Heidelberg

Cell Signalling, Frankfurt

Becton Dickinson, Heidelberg

Becton Dickinson, Heidelberg

Becton Dickinson, Heidelberg

Becton Dickinson, Heidelberg

Becton Dickinson, Heidelberg

Becton Dickinson, Heidelberg

Cell Signalling, Frankfurt

R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt
R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt
R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt
R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt
R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt
R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt
R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt
R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt
R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt
Abcam Cambridge UK

European Animal Cell Culture collec-
tion, UK

European Animal Cell Culture collec-
tion, UK

Becton Dickinson, Heidelberg

European Animal Cell Culture collec-
tion, UK

Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg

Becton Dickinson, Heidelberg
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Anti-CD25

Anti-CD28

Anti-CD29

Anti-CD31

Anti-CD40

Anti-CD44 (Klon: IM7)
Anti-CD44v6
Anti-CD44v10 (Klon: K926)
Anti-CD49d (Klon: PS/2)
Anti-CD54 (Klon: YN1/1.7.4)
Anti-CD61

Anti-CD62L

Anti-CD69

Anti-CD80

Anti-CD86

Anti-CD90

Anti-CD95

Anti-CD95L
Anti-CD102
Anti-CD103
Anti-CD106
Anti-CD120a (TNFR 1)
Anti-CD120b (TNFR 11)
Anti-CD126 (IL6R)
Anti-CD152 (CTLA-4)
Anti-CD154 (CD40L)
Anti-CD210 (IL10R)
Anti-c-jun
Anti-phospho-c-jun
Anti-CXCL10 (IP10)
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Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
American type culture collection
Becton Dickinson, Heidelberg
American type culture collection
American type culture collection
American type culture collection
Becton Dickinson, Heidelberg
Immunotools, Friesoythe
Becton Dickinson, Heidelberg
Immunotools, Friesoythe
Immunotools, Friesoythe
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Biozol Diagnostica, Eching
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Biozol Diagnostica, Eching
Santa Cruz, Heidelberg

Santa Cruz, Heidelberg

R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt
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Anti-CXCL12 (SDF1a) R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt

Anti-CXCR3 R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt
Anti-CXCR4 R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt
Anti-ERK1/2 Santa cruz, Heidelberg

Anti-phospho-ERK1/2
Anti-Ezrin
Anti-phospho-Ezrin
Anti-FAK
Anti-phospho-FAK
Anti-FoxP3
Anti-Grl

Anti-IFN-y capture
Anti-IFN-y detection
Anti-IFN-y-Rezeptor
Anti-IL2

Anti-I1L6

Anti-IL7

Anti-1L10

Anti-1L12

Anti-JINK
Anti-phospho-JNK
Anti-lck
Anti-phospho-Ick
Anti-MEK1
Anti-phospho-MEK1
Anti-OPN

Anti-p38
Anti-phospho-p38
Anti-Paxillin

Anti-PI3K
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Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Cell Signaling, Frankfurt

Cell Signaling, Frankfurt
Biozol Diagnostica, Eching
Immunotools, Friesoythe
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Santa Cruz, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Santa Cruz, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Santa Cruz, Heidelberg

Santa Cruz, Heidelberg

Santa Cruz, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg

Santa Cruz, Heidelberg



Anti-phospho-PI3K
Anti-PKC
Anti-phospho-PKC
Anti-PLC
Anti-phospho-PLC
Anti-Src
Anti-phospho-Src
Anti-TCRaf
Anti-TCRyS
Anti-TGF-B
Anti-TNF-a
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Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Cell Signaling, Frankfurt
Santa Cruz, Heidelberg

Cell Signaling, Frankfurt

Cell Signaling, Frankfurt

Cell Signaling, Frankfurt
Immunotools, Friesoythe
Immunotools, Friesoythe
Santa Cruz, Heidelberg

Becton Dickinson, Heidelberg

2.1.2.2 Sekundare Antikorper und Streptavidin-Konjugate

anti-Hamster 19G APC

anti-Hamster 19G FITC

anti-Hamster 1gG PE
anti-Kaninchen APC
anti-Kaninchen Cy2
anti-Kaninchen Cy3
anti-Kaninchen FITC
anti-Kaninchen PE
anti-Maus IgG APC
anti-Maus IgG FITC
anti-Maus 1gG PE
anti-Ratte 1gG APC
anti-Ratte 1gG Biotin
anti-Ratte 1gG Cy2
anti-Ratte 1gG Cy3
anti-Ratte 1gG FITC
anti-Ratte 19G PE
Streptavidin AP
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Dianova, Hamburg
Dianova, Hamburg
Dianova, Hamburg
Dianova, Hamburg
Dianova, Hamburg
Dianova, Hamburg
Dianova, Hamburg
Dianova, Hamburg
Dianova, Hamburg
Dianova, Hamburg
Dianova, Hamburg
Dianova, Hamburg
Dianova, Hamburg
Dianova, Hamburg
Dianova, Hamburg
Dianova, Hamburg
Dianova, Hamburg

Dianova, Hamburg



Streptavidin APC
Streptavidin FITC
Streptavidin HRP
Streptavidin PE
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Dianova, Hamburg
Dianova, Hamburg
Dianova, Hamburg

Dianova, Hamburg

2.1.3 Rekombinante Zytokine, Chemokine und Matrixproteine

Collagen Typ |
Collagen Typ IV
Fibronectin
Hyaluronsdaure
Laminin 111
Maus-CXCL10 (IP10)
Maus-CXCL12 (SDFla)
Maus-1L-2

Maus-I1L-4
Maus-GM-CSF
Maus-SCF
Osteopontin

Vitronectin

2.1.4 Vektoren
rCD44s-pCEP4

CD44v10-pcDNA3.1 (+)
CD44v10-pCEP4
CD49d-pcDNA3.1 (+)

Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Biotrend, Kdln

Immunotools, Friesoythe
Immunotools, Friesoythe
Immunotools, Friesoythe
Immunotools, Friesoythe
Immunotools, Friesoythe
Biotrend, Koln

Immunotools, Friesoythe

Dr. P. Gupta, Invitrogen, Darmstadt
Dr. P. Gupta, Invitrogen, Darmstadt
Dr. P. Gupta, Invitrogen, Darmstadt

Dr. V. Singh, Invitrogen, Darmstadt

CD49d-S988A-pcDNA3.1 (+) Dr. V. Singh, Invitrogen, Darmstadt

2.1.5 Verwendete Komplettsysteme
ECL Western Blotting Detection Reagents Amersham, Freiburg
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VECTASTAIN ABC Kit

2.1.6 Zelllinien
EL4 murine Thymomzelllinie

EL4-v10

EL4-CD49d

EL4-mutCD49d

HEK 293T EBNA
HEK-CD44s
HEK-CD44v10

2.1.7 Mause
C3H/HelJ-Mause

C57BI/6-Mause

2.1.8 Peptide

Vektor Labs, Burlingame, CA, USA

American Type Culture Collection

EL4 mit CD44v10-pcDNA3.1 (+)
transfiziert

EL4 mit CD49d-pcDNA3.1  (+)
transfiziert (Dr. V. Singh)

EL4 mit CD49d-S988A-pcDNA3.1 (+)
transfiziert (Dr. V. Singh)

American Type Culture Collection
EL4 mit CD44s-pCEP4 transfiziert
EL4 mit CD44v10-pCEP4 transfiziert

Jackson Laboratory, Bar Harbour, USA

Charles River, Sulzfeld, Deutschland

2.1.8.1 MHC I bindende Peptide (Position/ Sequenz)

K31 (Hal)

147 TELGLRQLV
211 VEVDAAPTV
157 SDINGLRRI

251 TEELNKQVV
K32 (Ha2)

146 TELALRQLV
156 ADTNGLRRI
210 IEVDAAPPV
33 QEYKVLLDV
K35 (Has)

158 TEVSLRQLYV
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222 VEVDAAPPV
262 TEELNQQVV
168 ADINGLRRI
K71 (K6irsd)

205 SELRNVRDYV
178 LEPILEGHI
193 LETLSGDRYV
242 VDAAYANKYV
K75 (mK6hf)

465 GEGVSPVNI
230 QEVVEDFKYV
197 LEPFFDTYV
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224 AELRNMQEV
K82 (Hb2)

430 CEGIGPVNI
163 MEPLFEGY I
103 LELEIDPTV
279 RELDVDGIV

K85 (Hb5)

168 LEPLFGGY I
318 CEEMKATVI
435 CEGVGSVNV
242 LEANVEALYV

2.1.8.2 MHC Il bindende Peptide (Position/ Sequenz)

K 31 (Hal)

204 QLGDRLNVEVDAAPT
223 RVLNETRCQYEAMVE
249 TQTEELNKQVVSSSE
217 RTVNALEIELQAQHC
K32 (Ha2)

203 QLGDRLNIEVDAAPP
216 RTVNTLEIELQAQHS
86 KIQDVYQGQVLTMCP
350 CEIDTYRGLLESEDS
K35 (Ha5)

245 QLGDRLNVEVDAAPP
335 DALDSTLAETEGRYS
112 LEKVRQLEQENASLE
200 TQTEELNQQVVSSSE
K71 (K6irs)

296 LDLDSIIDEVRAQYE
118 VELDPEIQKVRAQER

2.1.9 Puffer und Losungen
AEC-Komplex Ldsung

382 QRGDSALKDARAKLD
289 SMDNNRNLDLDSIID
K75 (mK6hf)

315 LDLDSIIAEVKAQYE

380 SEIDAVKKQCSSLQT

239 RYEDEINKRAAAENE
179 ETKWNLLQEQGSRTV
K82 (Hb2)

281 LDVDGIVAEIKAQYD
181 VSGDHGRLEAELCSL
292 AQYDDIASRSKAEAE
409 LGLDIEIATYRRLLE

K85 (Hb5)

286 LNMDCVVAEIKAQYD
243 EANVEALVEESSFLK
340 NELNRMIQRLTAEIE

282 NSRDLNMDCVVAEIK

Losungl: 2,2ml Essigsaure (0,1M) mit 7,9ml Natriumacetat (0,1M) mischen
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Losung 2: 3,5mg AEC in 500ul Dimethylformamid 16sen
Losung 1 und Losung 2 mischen und 5ul H,0, (30%) zugeben

AEC-PBS, pH 7,2
137mM NacCl
1,35mM KClI
8mM Na;HPO4
1,5mM KH;PO4

Bicarbonatpuffer, pH9,6
15mM Na,CO3
35mM NaHCO;3

Diethanolaminpuffer, pH 9,8
97ml Dietholamin und 100mg MgCI2 in 11 H,O lésen

Elvanol, pH 8,0
20 % (w/v) Mowiol in 2 Teilen PBS und 1 Teil Glycerin losen

HEPES-Puffer, pH7,4
25mM HEPES
150mM NacCl
5mM MgCl,
0,05% NaNj3

Laemmli-Puffer (6x), pH8,3
350 mM Tris, pH 6,8
10 % (w/v) SDS
36 % (w/v) Glyzerin
0,01 % (w/v) Bromphenolblau

Lauf-Puffer
25 mM Tris
192 mM Glycin
0,1 % (w/v) SDS

Lyse-Puffer
25mM HEPES
1x Proteaseinhibitor-Cocktail
1x Phosphataseinhibitor
1mM PMSF
1% Detergenz (Triton-X-100 fur WB oder Lubrol fir IP)

PBG: in PBS gel6st
0,2% (v/v) Fischgelatine
0,5% (w/v) BSA

PBS, pH7,4
137mM NaCl
10mM Na,HPO,4
2,7mM KCI
1,8mM KH,PO4
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Transfer-Puffer
50 mM Tris
380 mM Glycin
0,02 % (w/v) SDS
20 % (v/v) Methanol

2.1.10 Instrumente und Geréate
Beta-Radioaktivitatszéhler Betaplate 1205

CO2-Brutschrank
Durchflusszytometer FACSCalibur
Elektroporator EasyJect Optima
ELISA-Reader Multiscan FC
Entwickler Agfa Curix 60
Feinwaage RC210D
Fluoreszenzmikroskop Leica DMRBE
Heizblock Thermomixer comfort
Kryotom 2800 Frigocut
Magnetrihrer MR 3000
Migrationskammer AP48
Mikroskop Leica DMIL

pH-Meter PB-11

Photometer Genesys 10uv
Photokassette

Pipttierhilfen Accu-Jet® pro
Schuttelgerat Vortex Genie 2
SDS-PAGE System Mini-PROTEAN
Sterilarbeitshank HERAsafe
Ultraschallstab UW 2070

Ultra Turrax

Ultrazentrifuge Optima Le-80K
Waage PT 3100
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LKB Wallace, Piscataway, NJ, USA
Labotect, Goéttingen

BD Biosience, Heidelberg

Peglab, Erlangen

Thermo Fisher Scientific, Dreieich
Siemens, Erlangen

Sartorius, Gottingen

Leica, Wetzlar

Eppendorf, Hamburg
Reichert-Jung/Leica, Wetzlar
Heidolph, Schwabach

Neuro Probe Inc., Gaithersburg, USA
Leica, Wetzlar

Sartorius, Gottingen

Spectronic, Garforth, UK

Amersham, Freiburg

Brand, Wertheim

Bender & Hobein AG, Zurich, Schweiz
Bio-Rad, Munchen

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
Bandelin, Berlin

IKA Werke, Staufen

Beckman Coulter, Krefeld

Sartorius, Gottingen
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Wasserbad Eco Temp TW8

Western Blot System Mini Trans-Blot
Zahlkammer Neubauer improved
Zellerntegerat Harvester 96
Zentrifuge Biofuge 15

Zentrifuge Megafuge 1.0 R
Zentrifuge Megafuge 3.0 R
Zentrifuge Sorvall RC5B Plus

2.1.11 Verbrauchsmaterialien
96-well Mikrotiterplatten, Flachboden

96-well Mikrotiterplatten, Rundboden
Beta-Radioaktivitatszahler Filtermatten
Dako Stift

Deckglaser

Gewebekulturflaschen (25cm?, 75cm?, 175cm?)

Hyperfilm ECL
Kanilen (20G, 23G, 27G)
Kryo-Gefalie (2ml)

Multiwell-Zellkulturplatten (6-well, 24-well)

Nitrozellulosemembran Hybond ECL
Objekttréger

Parafilm M

Petrischalen (& 100mm)

Pipettenspitzen (20pul, 100ul, 1000ul)
Reaktionsgefall mit Deckel (15ml, 50ml)
Reaktionsgefall mit Deckel (1,5ml, 2,0ml)
Spritzen (1ml, 5ml, 10ml, 20ml)
Spritzenfilter (0,2um, 0,45um)

Whatman 3MM paper
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Julabo, Seelbach

Bio-Rad, Miinchen

Brand, Wertheim

Tomtec Inc., Hamden, CT, USA
Heraeus Instruments GmbH, Hanau
Heraeus Instruments GmbH, Hanau
Heraeus Instruments GmbH, Hanau

Kendro, Langenselbold

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
LKB Wallace, Piscataway, NJ, USA
DakoCytomat, Glostrup, Denmark

R. Langenbrinck, Emmendingen
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Amersham, Freiburg

BD, Heidelberg

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Amersham, Freiburg

R. Langenbrinck, Emmendingen
American Nat. Can., Greenwich, GB
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Eppendorf, Hamburg

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Eppendorf, Hamburg

BD, Heidelberg

Carl Roth, Karlsruhe

Whatman GmbH, Dassel
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellbiologische Methoden

2.2.1.1 Zelllinien und -kultur

Die Zelllinie EL4 und die transfizierten EL4-Zelllinien EL4-v10, EL4-CD49d sowie EL4-
mutCD49d wachsen in Suspension. Die parentale Zelllinie wurde in RPMI-1640-Medium,
versetzt mit 10% FCS, 245,5ug/ml L-Glutamin, 100U/ml Penicillin-G und 100ug/ml Strep-
tomycin kultiviert. Das Kultur-Medium der transfizierten Zelllinien enthielt zusatzlich
250ug/ml G418. Die Zellen wurden regelmaRig durch 1:4 Verdiinnung in neue Zellkulturfla-
schen mit frischem Kulturmedium passagiert

HEK-293T-EBNA-Zellen wachsen adhédrent und wurden in IMEM-Medium versetzt mit 10%
FCS, 245,5ug/ml L-Glutamin, 100U/ml Penicillin-G und 100pg/ml Streptomycin kultiviert.
Das Kulturmedium der transfizierten HEK-293T-EBNA-Zellen (HEK-CD44s, HEK-
CD44v10) enthielt zusatzlich 500ug/ml Puromycin. Sobald eine 80-95%ige Konfluenz er-
reicht war, wurden die Zellen passagiert. Hierzu wurde das Medium abgesaugt, die Zellen mit
PBS/EDTA fur ca. 2- 5 min abgel6st und 1:5 verdiinnt in frischem Kulturmedium ausgesét.
Das abgenommene Kulturmedium der HEK-CD44s und H-CD44v10 enthielt rekombinantes
(r) CD44s bzw. rCD44v10 und wurde bis zur weiteren Aufreinigung des rekombinanten Pro-
teins bei -20°C gelagert. Alle Zellen wurden bei 37°C in einer Wasserdampf gesattigten At-
mosphare mit 5% CO, im Brutschrank kultiviert.

2.2.1.2 Bestimmung der Lebendzellzahl

Die Bestimmung der Lebendzellzahl erfolgte mittels Trypanblaufarbung zur Anfarbung von
toten Zellen. Die Zellsuspension wurde 1:2 mit Trypanblauldsung verdinnt und die lebenden
Zellen in einer Neubauer-Zahlkammer gezahlt. Die Gesamtlebendzellzahl in 1ml Zellsuspen-
sion ergibt sich dann aus folgender Gleichung:

Lebendzellzahl /ml = ausgezahlte Zellen x 2 x 10*

2.2.1.3 Kryokonservierung lebender Zellen

Fur die Krykonservierung wurden die abgeldsten Zellen durch Zentrifugation (1600rpm,
4min, 4°C) pelletiert, mit PBS gewaschen und in FCS/10% DMSO zu ca. 1x10’ Zellen/ml
resuspendiert. Die Zellen wurden in Kryordhrchen tGberfihrt und bei -80°C fur mindestens 24
Stunden eingefroren. Zur Langzeitaufbewahrung wurden die gefrorenen Zellen in flissigem

Stickstoff gelagert. Zum Auftauen wurden die kryokonservierten Zellen im warmen Wasser-
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bad (1min, 37°C) aufgetaut, sofort in 25ml vorgewérmtes Medium gegeben und ohne Ab-
bremsen pelletiert (1600rpm, 4min, 4°C). Die Zellen wurden in Zellkulturmedium resuspen-
diert, ausgesat und im Brutschrank kultiviert.

2.2.1.4 Transfektion von EL4-Zellen

Die Klonierung der CD49d-pcDNA3.1 und mutCD49d-pcDNA3.1 sowie die Transfektion der
EL4-Zellen mit beiden Plasmidvektoren wurde von Dr. V. Singh durchgefihrt. Die
Klonierung des CD44v10-pcDNA3.1 wurde von Dr. P. Gupta durchgefihrt. Die Transfektion
der EL4-Zellen mit CD44v10-pcDNA3.1 erfolgte durch Elektroporation von 1x10” Zellen,
die in 200ul serumfreiem RPMI-Medium resuspendiert und in eine Elektoporationskivette
uberfuhrt wurden. Nach Akklimatisierung bei RT fur 10min wurden 15ug Plasmid-DNA
hinzugegeben und die Zellen mit 250V, 960uF elektroporiert. Die Zellen wurden in der K-
vette fr weitere 10min bei RT gehalten und anschlieend in 6-well-Platten mit Zellkulturme-
dium ohne Antibiotika ausgesat. 24h nach der Elektroporation wurden die Zellen in Selekti-
onsmedium mit 250ug/ml G418 Uberflihrt und weitere 24h spéater durchflusszytometrisch auf
Transfektionseffizienz untersucht. Fur Einzelzellklone wurden transfizierte Zellen in 96-well-
Platten zu 1-3 Zellen pro well ausgesat und Zellkolonien auf stabile Transfektion regelmé&fig

durchflusszytometrisch getestet.

2.2.1.5 Transfektion von HEK-293T-EBNA-Zellen

Der verwendete pCEP4-Expressionsvektor enthielt ein BM40-Sekretionsignal, so dass
exprimierte Proteine in den Kulturliberstand abgegeben wurden. Die Klonierung der rCD44s-
pCEP4 und rCD44v10-pCEP4 wurde von Dr. R. Singh und von Dr. P. Gupta durchgefihrt.
6x10° HEK-293T-EBNA-Zellen wurden in komplettem Zellkulturmedium in 6-well-Platten
ausgesat, die bis zu einer Konfluenz von 70-80% wuchsen. Fur die Transfektion wurden 20pl
Polyfect-Reagenz in 100ul serumfreiem IMEM verdinnt und fiir 5min bei RT aquilibriert.
AnschlieBend wurden 2ug Plasmid-DNA zugefiigt, gut durchmischt und fir 20min bei RT
inkubiert um DNA-Lipid-Komplexe zu bilden. Zwischenzeitlich wurde das Zellkulturmedium
der Hek-293T-EBNA-Zellen durch 2ml Zellkulturmedium ohne Antibiotika ersetzt. Die
DNA-Lipid-Komplex-L6osung wurde tropfenweise zu den Zellen hinzugegeben. 24h nach der
Transfektion wurde das antibiotikafreie Medium gegen Selektionsmedium mit 500ug/ml
Puromycin ausgetauscht. Der Kulturiberstand wurde nach weiteren 48h auf rCD44s und

rCD44v10 mittels Western Blot auf Transfektionseffizienz untersucht.
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2.2.1.6 Generierung von dendritischen Zellen

Frisch isolierte Knochenmarkszellen (BMC) wurden in einer Konzentration von 2x10°
BMC/ml in 10ml RPMI-1640-Medium, versetzt mit 10% FCS, 245,5ug/ml L-Glutamin,
100U/ml Penicillin-G, 100ug/ml Streptomycin, 2ng/ml riL4 und 10ng/ml rGM-CSF
(DC-Medium) in einer Bakterienkultur-Petrischale ausgeséat und bei 37°C in einer Wasser-
dampf geséttigten Atmosphére mit 5% CO, im Brutschrank Kkultiviert. Weitere 10ml
DC-Medium wurden am Tag 3 zugegeben und die H&lfte wurde am Tag 6 durch frisches DC-

Medium ersetzt.

2.2.1.7 Beladung von dendritischen Zellen mit Peptiden und Hautlysat

Die Beladung der DC mit Hautlysat erfolgte am Tag 8 der DC-Kultur, der 100ug/ml
Hautlysat und 0,5pg/ml LPS fur die Reifung der DC zugesetzt wurde. Am Tag 9 wurden die
maturierten, Lysat-beladenen DC geerntet.

Fur die Beladung mit Peptiden wurden die DC am Tag 8 mit 0,5ug/ml LPS fiir 24h maturiert.
Am Tag 9 wurden 2,5x10° maturierte DC/ml in serumfreien RPMI-Medium resuspendiert,
10pg/ml Peptid zugegeben und fur 3h im Brutschrank inkubiert. Die Peptid-beladenen DC
wurden zweimal mit serumfreien Medium gewaschen (1600rpm, 4min, 20°C) und in serum-

freien RPMI-Medium resuspendiert.

2.2.1.8 Adhésionsassay

96-F-well-Platten wurden mit Matrixproteinen (2-50ug/ml) in Bicarbonatpuffer (pH 9,6) be-
schichtet (16h, 4°C) und anschlieBend dreimal mit PBS gewaschen. Freie Bindungsstellen
wurden mit PBS/ 2% BSA blockiert (1h, 37°C). 5x10* Zellen pro Probe wurden unbehandelt
oder mit Antikdrper (10pg/ml) vorinkubiert (30min, 4°C) ausgeséat und fir 6h bei 37°C
inkubiert. Nicht adharente Zellen wurden durch dreimaliges waschen mit PBS abgespult. Die
verbleibenden, adh&renten Zellen wurden mit Methanol fir 10min bei RT fixiert und mit
0,5% Kiristallviolettlosung (in 10%Ethanol) fiir 10min bei RT gefarbt. Uberschiissige
Kristallviolettloésung wurde mit Wasser ausgespult und die Platte wurde getrocknet. Der Farb-
stoff wurde mit 10%iger Essigsaure aus den Zellen gel6st und photometrisch bei 595nm ge-

messen.

2.2.1.9 Transwell-Migrationsassay (Boyden-Kammer)

Der untere Teil der Boyden-Kammer wurde mit Matrixproteinen (2-50ug/ml) in 50ul serum-
freiem Medium beschickt und 5x10* Zellen pro Probe wurden unbehandelt oder mit Antikor-
per (10pg/ml) vorinkubiert (30min, 4°C) in 30ul serumfreiem Medium in der oberen Kammer

ausgesat. Getrennt wurden beide Kammern durch eine Polycarbonat-Membran mit einer Po-
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rengrélRe von 5um fiir lymphatische Zellen (LNC) oder von 8um fur Tumorzellen. Die Boy-
den-Kammer wurde fir 4h (LNC) bzw. 12h (Tumorzellen) bei 37°C inkubiert. Die migrierten

Zellen wurden anschlieBend in einer Neubauer-Kammer ausgezahlt.

2.2.1.10 Videomikroskopie

24-well-Platten wurden mit Matrixproteinen (2-50ug/ml) in 150ul Bicarbonatpuffer (pH 9,6)
beschichtet (16h, 4°C) und anschlieBend dreimal mit PBS gewaschen. Freie Bindungsstellen
wurden mit PBS/ 2% BSA blockiert (1h, 37°C). 1x10* Zellen pro Probe wurden unbehandelt
oder mit Antikorper (10pg/ml) vorinkubiert (30min, 4°C) ausgesat und die Bewegung der
Zellen unter Kulturbedingungen (37°C, 5% CO,, 95% Luftfeuchte) an einem 1X81-
Inversmikroskop mit angeschlossener CCD-Kamera untersucht. Im Durchlicht-Modus wur-
den 2 Bilder pro Probe im Abstand von 20min (ber einen Zeitraum von 12h aufgenommen.
Die Zellbewegung wurde mit der Software ImageJ ausgewertet.

2.2.1.11 Proliferationsassay

LNC (2x10°-2x10%) wurden im Verhéltnis 1:10 mit beladenen DC in 96-U-well-Platten aus-
gesét und im Brutschrank fur 32h bzw. 56h restimuliert. AnschlieRend wurde radioaktivmar-
kiertes Thymidin (*H-Thymidin, 10uCi/ml), das wahrend der Zellteilung in die DNA einge-
baut wurde, dem Kulturmedium zugegeben und die Zellen fir weitere 16h im Brutschrank
inkubiert.

Tumorzellen (5x10* pro Probe) wurden in 96-F-well-Platten, die zum Teil zuvor mit Matrix-
proteinen (2-50ug/ml) in 50ul Bicarbonatpuffer (pH9,6) beschichtet worden waren (16h,
4°C), ausgesét und im Brutschrank inkubiert (32h bzw. 56h). Die Tumorzellen wurden teil-
weise  mit  Antikorper  (10pg/ml)  vorinkubiert  (30min, 4°C) oder cis-
Diaminplatinum(ll)dichloride (cis-Platin, 5-20pg/ml) wurde dem Kulturmedium zugegeben.
AnschlieRend wurde *H-Thymidin (10pCi/ml) dem Kulturmedium hinzugefiigt und fiir weite-
re 16h inkubiert.

Nach der Inkubation wurden die Zellen mit einem ,,Erntegerit® lysiert und die radioaktivmar-
kierte DNA in Filtermatten aufgefangen. Die Filtermatten wurden getrocknet und mit Szintil-
lationspuffer getrankt. Die enthaltene Radioktivitat wurde als counts per minute (cpm) mit

einem [-Z&hler gemessen.

2.2.1.12 Zellzyklus-Analyse
Tumorzellen (1x10° pro Probe) wurden in 96-F-well-Platten, die zum Teil zuvor mit Matrix-
proteinen (2-50pg/ml) in 50ul Bicarbonatpuffer (pH9,6) beschichtet worden waren (16h,

4°C), ausgesét und im Brutschrank inkubiert (24h bis 72h). Die Tumorzellen wurden teilweise
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mit Antikdrper (10pg/ml) vorinkubiert (30min, 4°C). Die Zellen wurden anschlieBend mit
PBS gewaschen (1600rpm, 4min, 4°C), mit 70%igem Ethanol fixiert (3h, 4°C) und erneut
gewaschen. Die Zellen wurden in 100pl Propidiumiodid-Losung (10pg/ml Propidiumiodid
[PI], 100pg/ml RNase A, 1% Triton-X-100 in PBS) resuspendiert und im Dunkeln inkubiert
(15min, RT). Die Zellzyklusverteilung wurde durchflusszytometrisch analysiert. Die Fluores-
zenzintensitat des an die DNA angelagerten P1 ist proportional zum DNA-Gehalt in einzelnen
Zellen. Die Zellzyklus-Phasen GO/G1 (einfaches DNA-Gehalt), S (intermediar) und G2 (dop-

peltes DNA-Gehalt) konnten entsprechend unterschieden werden.

2.2.1.13 Bestimmung der Apoptoserate

Die Zellen (1x10° pro Probe) wurden in 96-F-well-Platten, die zum Teil zuvor mit Matrixpro-
teinen (2-50ug/ml) in 50ul Bicarbonatpuffer (pH9,6) beschichtet worden waren (16h, 4°C),
ausgesat. Die Zellen wurden teilweise mit Antikdrper (10pg/ml) vorinkubiert (30min, 4°C)
oder zusammen mit cis-Platin (5-20ug/ml) im Brutschrank inkubiert (24h bis 72h). Anschlie-
Rend wurden die Zellen zweimal mit PBS (1600rpm, 4min, 4°C) gewaschen und in 50pul Bin-
dungspuffer resuspendiert, der 0,5ul FITC-markiertes AnnexinV pro Probe und 0,08ug/ml Pl
enthielt. Die Negativkontrolle wurde in Bindungspuffer resuspendiert. Die Zellen wurden im
Dunkeln inkubiert (10min, RT) und die Apoptoserate durchflusszytometrisch analysiert. Le-
bende Zellen waren sowohl negativ fiir AnnexinV als auch fir PI. Zellen in einem friihen Sta-
dium der Apoptose sind AnnexinV", aber P1" und Zellen in einem spaten Stadium bzw. nekro-

tische Zellen sind AnnexinVV" und PI™.

2.2.1.14 Carboxyfluorescein-diacetatsuccimidinester-Farbung (CFSE)

Die Tumorzellen wurden mit PBS gewaschen (1600rpm, 4min, 4°C), in serumfreien RPMI-
Medium zu 5x10° Zellen/ml resuspendiert und CFSE, ein intrazellularer kovalent an Proteine
bindender Fluoreszenzfarbstoff, wurde zu einer Endkonzentration von 45uM hinzugegeben.
Die Zellen wurden im Brutschrank fur 30min inkubiert. Ungebundener Farbstoff wurde mit 1
Volumen FCS geblockt (15min, 4°C). Die Zellen wurden dreimal mit PBS gewaschen und in
serumhaltigem RPMI-Medium inkubiert (1h, 37°C). Nach erneutem dreimaligen Waschen

mit PBS wurden die Zellen in PBS resuspendiert.
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2.2.2 Tierexperimentelle Arbeiten

2.2.2.1 Haltung

Die Mé&use wurden unter spezifisch pathogenfreien Bedingungen in der interfakultiren bio-
medizinischen Forschungseinrichtung (IBF) der Universitdt Heidelberg und der zentralen
Tierhaltungseinrichtung der Universitat Marburg gehalten. Die Méduse wurden mit sterilem
Futter und Wasser ad libitum gefuttert. Fur Experimente wurden Méuse in einem Alter von 8

bis 10 Wochen eingesetzt.

2.2.2.2 Induktion eines Kontaktekzems (delayed type hypersensitivity reaction, DTH)

Der Mausricken wurde rasiert und etwa 100pl 1% Quadratsduredibutyester in Aceton
(squaric acid dibutylester, SADBE) als Kontaktallergen topikal appliziert. Danach erfolgte
eine wochentliche topikale Applikation mit 100ul 0,5% SADBE bis nach etwa 3 bis 4 Wie-
derholungen ein Kontaktekzem sichtbar wurde (gerotete, rissige Haut; geschwollene Lymph-
knoten). Die M&use wurden 48h bis 72h nach der letzten Wiederholung durch zervikale Dis-
lokation getotet.

2.2.2.3 Injektion von Tumorzellen

Zur Analyse der in vivo Migration wurden 1x10” CFSE-markierte Tumorzellen pro C57BI/6-
Maus intravends (iv.) injiziert. Zum Teil war in den Mdusen ein Kontaktekzem induziert wor-
den, dann wurden die CFSE-markierten Tumorzellen zusammen mit der letzten SADBE-
Behandlung iv. injiziert. Nach 48h bzw. 72h wurden die CFSE-markierten Tumorzellen in

den Organen durchflusszytometrisch oder fluoreszenzmikroskopisch nachgewiesen.

2.2.2.4 Hauttransplantation

Eine von Alopecia totalis betroffene C3H/HeJ-Spendermaus wurden durch zervikale Disloka-
tion getotet und mit 70%igem Ethanol desinfiziert. Der Spendermaus wurden Hautstticke (&
lcm) entnommen, die bis zur Transplantation in eiskaltem PBS gelagert wurden. Die
C3H/HeJ-Empféangerméuse wurden fiir die Operation mit 120mg/kg Ketamin und 80mg/kg
Xylazin narkotisiert, im oberen Riickenbereich rasiert und mit 70%igem Ethanol desinfiziert.
Die Operationsstelle wurde mit lodid desinfiziert und ein Hautstiick (& < 1lcm) entfernt.
Spenderhaut wurde in der Wunde platziert und mit drei Einzelknopfheftungen angenéht. Die
Wunde wurde mit Gewebekleber verschlossen. Anschliefend wurden die Empfangerméuse
bandagiert und mit dem Antibiotikum Sulfadimidin (1g/l im Trinkwasser) vom Tag der OP
(Tag 0) bis Tag 4 und von Tag 7 bis 11 behandelt. AA entwickelt sich in der Regel 8 bis 12

Wochen nach der Hauttransplantation.
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2.2.2.5 Autoantigen-spezifische Therapie der Alopecia Areata

Fur den Therapieversuch wurde in C3H/HeJ-Mausen AA durch Hauttransplantation induziert.
Den Empféangertieren wurde wochentlich entweder ab dem Tag der Operation oder 9 Wochen
danach, als deutliche Zeichen der AA-Entwicklung sichtbar wurden, 100ug Peptide in PBS je

Maus iv. injiziert. Die Injektionen erfolgten bis 30 Wochen nach der Transplantation.

2.2.2.6 DC-Vakzinierung von C3H/HeJ-Mausen
Fiir die Vakzinierung wurde naiven C3H/HeJ-Mausen wochentlich 2x10° antigenbeladene DC

subkutan in den unteren Ruckenbereich injiziert.

2.2.2.7 Préaparation von Organen fur zellbiologische Untersuchungen

Die Mduse wurden durch zervikale Dislokation getttet und unter sterilen Bedingungen prapa-
riert. FUr die Gewinnung von Lymphozyten (LNC, lymph node cells) wurden den Mé&usen
Lymphknoten und Milz entnommen, die anschlieBend in PBS auf einer sterilen Gaze zerrie-
ben wurden. Die erhaltene Zellsuspension wurde gewaschen (1600rpm, 4min, 4°C) und in
Zellkulturmedium aufgenommen. Fir die Isolation von hautinfiltrierenden Lymphozyten
(SKIL, skin infiltrating lymphocytes) wurde die zuvor rasierte Haut enthommen. Das Unter-
hautfett sowie Blutgefalle wurden entfernt und die Haut in Trypsin/EDTA inkubiert (30min,
37°C). Die herausgelosten Zellen wurden abgenommen und die Haut in PBS auf einer sterilen
Gaze zerrieben. Die erhaltene Zellsuspension wurde gewaschen (2000rpm, 10min) und in
Zellkulturmedium aufgenommen. Die Trypsin/EDTA-Inkubation wurde zweimal wiederholt.
Die SKIL wurden zusammengenommen und in Zellkulturmedium inkubiert (2h, 37°C) um die
Expression von Oberflachenproteinen zu regenerieren. Fir die Gewinnung von
Knochenmarkszellen (BMC, bone marrow cells) wurden den Mdausen Femur und Tibia ent-
nommen. Das Knochenmark wurde mit PBS mittels einer 27G Kandle aus dem Knochen ge-

spilt, ebenfalls auf einer Gaze zerrieben, gewaschen und in Zellkulturmedium aufgenommen.

2.2.2.8 Préaparation von Organen flr die Immunhistologie

Die Mduse wurden durch zervikale Dislokation getttet und unter sterilen Bedingungen prapa-
riert. Die Organe wurden entnommen, auf Pappe aufgelegt und mit Einbettmedium Neg50
uberschichtet. Die so praparierten Organe wurden in flissigem Stickstoff schockgefroren und

zur weiteren Verarbeitung bei -80°C gelagert.

2.2.2.9 Herstellung von Hautlysat Alopecia totalis betroffener Mause
Die rasierte Haut wurde abgenommen und Unterhautfett sowie BlutgefaRe entfernt. Die Haut

wurde mit einem Skalpell in etwa 0,5cm x 0,5cm grol3e Stiicke zerteilt, in 5ml eiskaltem PBS
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aufgenommen und mit einem Ultra-Turrax homogenisiert. Das erhaltene Lysat wurde

abzentrifugiert (2000rpm, 20min) und bei -20°C gelagert

2.2.2.10 T-Zell-Transfer
LNC wurden von DC-vakzinierten M&usen, die eine Alopecia entwickelt hatten, isoliert. Je
1x10" LNC wurden subkutan im Nackenbereich naiver C3H/HeJ-Mause injiziert und bis zur

Entwicklung von Haarausfall gehalten.

2.2.3 Immunologische Methoden

2.2.3.1 Durchflusszytometrie

Fiir die Markierung von Oberflachenantigenen wurden 5x10° Zellen pro Probe in 96-U-well-
Platten ausgesat und mit PBS/ 1% BSA gewaschen (1600rpm, 4min, 4°C). Die Zellen wurden
mit unmarkiertem oder biotinyliertem Primarantikorper in 40ul PBS/ 1% BSA inkubiert
(30min, 4°C), zweimal mit PBS/ 1% BSA gewaschen und anschliefend mit fluoreszenzmar-
kiertem Zweitantikérper bzw. Streptavidin im Dunkeln inkubiert (30min, 4°C). Nach zweima-
ligem Waschen mit PBS/ 1%BSA wurden die Zellen in 150ul PBS/ 1% BSA resuspendiert, in
FACS-Probenréhrchen tberfihrt und am Durchflusszytometer ,,FACS Calibur® gemessen.
Als Kontrolle fur die spezifische Farbung dienten nur mit Zweitantikorper inkubierte Zellen.
Die Lasereinstellungen wurden so gewahlt, dass einzelne Zellpopulationen auf Grund ihrer
ZellgroRe (am Vorwartsstreulicht determinierbar) sowie —granularitat (am Seitwartsstreulicht
determinierbar) voneinander unterscheidbar waren und die Eigenfluoreszenz der Zellen eine
mittlere Fluoreszenzintensitat von 10-100rfu hatten. Die Auswertung erfolgte mit der Soft-
ware Cell Quest Pro.

Firr die intrazellulare Markierung wurden 5x10° Zellen pro Probe in 96-U-well-Platten ausge-
sét und mit PBS/ 1% BSA gewaschen (1600rpm, 4min, 4°C). AnschlieRend wurden die Zel-
len mit PBS/ 1% Formaldehyd fixiert (30min, 4°C), mit PBS/ 1% BSA gewaschen und mit
PBS/ 0,5% Tween-20 permeabilisiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS/ 1% BSA erfolg-
te die Antikorperinkubation wie fiir die Oberflachenmarkierung beschrieben.

Fiir die durchflusszytometrische Analyse CFSE-markierter Zellen wurden 1x10° Zellen in 96-
U-well-Platten ausgesét und zweimal mit PBS/ 1% BSA gewaschen, in 150ul PBS/ 1% BSA
resuspendiert, in FACS-Probenréhrchen tberfihrt und durchflusszytometrisch analysiert. Die

Auswertung erfolgte mit der Software Cell Quest Pro.
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2.2.3.2 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Fur den Nachweis von Zytokinen aus Kulturiiberstanden wurden ELISA-Platten (96-well-
Format) mit 50pl Fangantikorper (2-5pg/ml) in Bicarbonatpuffer (pH 9,6) beschichtet (16h,
4°C), dreimal mit PBS gewaschen und freie Bindungsstellen mit PBS/ 2% BSA blockiert (1h,
37°C). Die Platte wurde mit 100ul je Probe Kulturiiberstand beladen und inkubiert (16h,
4°C), erneut dreimal mit PBS/ 0,1% Tween-20 gewaschen und mit 50ul biotinyliertem Detek-
tionsantikorper (1-2,5ug/ml) in PBS/ 1% BSA inkubiert (2h, 37°C). Nach dreimaligem Wa-
schen mit PBS/ 0,1% Tween-20 wurde die Platte mit Alkalische-Phophatase-markiertem
Streptavidin (0,2ug/ml) in PBS/ 1% BSA inkubiert (1h, 37°C). Nach erneutem dreimaligen
Waschen mit PBS/ 0,1% Tween-20 erfolgte die Inkubation mit 50ul Substratlésung im Dun-
keln bei 37°C bis zum Farbumschlag nach gelb. Als Substrat dienten p-Nitrophenylphosphat-
Tabletten, die in 5ml Dietholaminpuffer (pH9,8) gel6st wurden. Der Substratumsatz wurde
photometrisch bei einer Absorptionswellenlange von 405nm gemessen.

Fur die Ermittlung von Bindungspartnern von CD44s und CD44v10 wurden ELISA-Platten
(96-well-Format) mit Zytokinen (100ng/ml) und Matrixproteinen (2-50pg/ml) in
Bicarbonatpuffer (pH 9,6) beschichtet (16h, 4°C), dreimal mit PBS gewaschen und unspezifi-
sche Bindungsstellen mit PBS/ 2% BSA blockiert (1h, 37°C). Die Platte wurde mit 100pul je
Probe rekombinanten rCD44s oder rCD44v10 (10-40ug/ml) beladen und inkubiert (16h,
4°C). Die Platte wurde dreimal mit PBS/ 0,1% Tween-20 gewaschen und mit 50ul anti-
panCD44 (IM7) (5ug/ml) in PBS/ 1% BSA inkubiert (2h, 37°C). Nach dreimaligem Waschen
mit PBS/ 0,1% Tween-20 wurde die Platte mit biotinyliertem anti-Ratten-Antikorper
(1,5ug/ml) in PBS inkubiert (2h, 37°C), dreimal mit PBS/ 0,1% Tween-20 gewaschen und mit
Alkalische Phophatase- Streptavidin (0,2ug/ml) in PBS inkubiert (1h, 37°C). Nach erneutem
dreimaligen Waschen mit PBS/ 0,1% Tween-20 erfolgte die Inkubation mit 50ul Substratlo-
sung im Dunkeln bei 37°C bis zum Farbumschlag nach gelb. Als Substrat dienten p-
Nitrophenylphosphat-Tabletten, die in 5ml Dietholaminpuffer (pH9,8) gel6st wurden. Der

Substratumsatz wurde photometrisch bei einer Absorptionswellenldnge von 405nm gemessen.

2.2.3.3 TRAP-Assay ( T cell recognition of antigen-presenting cells by protein capture)
Wahrend der Antigenerkennung von T-Zellen auf Antigen préasentierenden Zellen (APC) er-
folgt der Austausch von Membranfragmenten (Trogozytose). Durch die Messung der
Trogozytoserate konnen antigenspezifische T-Zellen quantitativ nachgewiesen werden.
Aktivierte DC wurden in PBS in einer Konzentration von 1x10/ml resuspendiert und mit
10pg/ml Biotin-n-Hydroxysuccinimidester (Biotin-X-NHS) inkubiert (30min, 37°C). Um

ungebundenes Biotin zu blocken, wurde 1 Volumen FCS zu den Zellen gegeben und auf Eis
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inkubiert (10min). Die biotinylierten DC wurden dreimal in PBS gewaschen (1600rpm, 4min,
4°C), mit Peptid (10pg/ml) beladen (3h, 37°C) und nochmals gewaschen (1600rpm, 4min,
20°C). In einer 96-U-well-Platte wurden pro Probe 1x10°> Lymphozyten mit 5x10° DC
kokultiviert (2h, 37°C). Um anschlieRend Zellaggregate aufzulésen, wurden die Zellen einmal
mit PBS / 2mM EDTA und zweimal mit PBS gewaschen (4min, 1600rpm, 4°C). Die Zellen
wurden mit fluoreszenzmarkiertem Streptavidin sowie anti-CD4- bzw. anti-CD8-Antikorper
und fluoreszenzmarkiertem anti-Ratte-Antikorper gegengefarbt (s. 2.2.3.1) und
durchflusszytometrisch analysiert. Antigenspezifische T-Zellen waren doppelpositiv fir Bio-

tin (urspringlich von DC-Zellmembran) und CD4 bzw. CD8.

2.2.3.4 Zytotoxizitatsassay

Um die zytotoxische Aktivitdt der CTL zu messen, wurde ein JAM-Test durchgefiihrt. LNC
wurden in vitro mit Peptid-beladenen DC im Verhdltnis 1:10 und 1L2 (10U/ml) im Brut-
schrank restimuliert (5 Tage, 37°C). Als Zielzellen dienten Lymphoblasten. Hierzu wurden
naive LNC mit ConA (Mitogen, 10ug/ml) stimuliert (2 Tage, 37°C) und anschlieBend mit
Peptid (10pg, 2h, 37°C) beladen. Die Peptid-beladenen Blasten wurden mit *H-Thymidin
(10pCi/ml, 16h, 37°C) markiert. Restimulierte CTL (2x10°— 5x10%) wurden in Zellkulturme-
dium in 96-U-well-Platten ausgesat. *H-Thymidin-markierte Zielzellen (1x10%) wurden zuge-
geben und die Zellen kokultiviert (6h, 37°C). Durch die zytotoxische Aktivitat der CTL wer-
den die Zielzellen abgetdtet und deren DNA fragmentiert. Die Zellen wurden mit einem ,,Ern-
tegerat” lysiert und die intakte DNA auf Filtermatten aufgefangen. Die Filtermatten wurden
getrocknet und mit Optifluor O (Szintillationspuffer) getrankt. Die Radioaktivitidt wurde mit
einem B-Zdhler gemessen und ist als counts per minute (cpm) angeben. Je hoher die zytotoxi-
sche Aktivitat der CTL ist, desto geringer ist die gemessene Radioaktivitdt. Die spezifische

Zytotoxizitat wird nach folgender Formel berechnet:

% spezifische Zytotoxizitat = 100% x cpm(Zielzellen) - cpm (Zielzellen+Effektorzellen)
cpm (Zielzellen)

2.2.3.5 Immunhistologie

Zur immunhistologischen Untersuchung wurden 5-7um dicke Schnitte von schockgefrorenen
Organen auf poly-L-Lysin beschichtete Objekttrdger gebracht, in Aceton-Chloroform (1:1)
fixiert (4min, RT) und Uber Nacht getrocknet. Fiir eine intrazellulare Farbung wurden die
Schnitte zuséatzlich AEC/ 0,1% Triton-X-100 permeabilisiert (4min, RT). Die Schnitte wurden
mit AEC/ 2% BSA geblockt (30min, 37°C) und die endogene alkalische Phosphatase-
Aktivitdt mit Levamisol-Lésung inhibiert. Die Schnitte wurden mit Priméarantikorper (5-
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25ug/ml) in AEC/ 1% BSA inkubiert (16h, 4°C), dreimal mit AEC/ 1% BSA gewaschen und
mit biotinyliertem Zweitantikorper (1,5ug/ml) inkubiert (2h, 37°C). Nach erneutem, dreimali-
gem Waschen mit AEC/ 1% BSA, erfolgte die Farbung mit dem VECTASTAIN ABC KIT.
Je ein Tropfen der VECTASTAIN-L6sung A (Avidin) und B (biotinylierte Peroxidase) wur-
den in 10ml AEC verdiinnt und auf Eis inkubiert (30min). Die Schnitte wurden mit dem so
entstandenen Avidin-Peroxidase-Komplex inkubiert (30min, 37°C) und erneut mit AEC/ 1%
BSA gewaschen. Als Substrat fur die Peroxidase diente 3-Amino-9-ethylcarbazol. 3,5mg 3-
Amino-9-ethylcarbazol wurden in 500ul Dimethylformamid gelost, 1:20 in Acetatpuffer ver-
dinnt, filtriert und mit 5ul Wasserstoffperoxid (30%) versetzt. Die Schnitte wurden mit der
Substratlosung inkubiert (5-20min, RT), mit AEC/ 1% BSA gewaschen und tber Nacht ge-
trocknet. Die Schnitte wurden mit Hamatoxylin gegengeférbt (1min, RT), mit Wasser gewa-
schen, erneut getrocknet und in Kaisers Glyceringelatine mit Deckgléschen eingedeckt. Die

Schnitte wurden mit einem Leica DMRBE Mikroskop und der Software Spot 4 analysiert.

2.2.3.6 Immunfluoreszenzmikroskopie

5x10* Zellen wurden auf poly-L-Lysin beschichtete Deckglaschen ausgesat. Nach deren Ad-
hésion wurden die Zellen mit PBS/ 4% Paraformaldehyd fixiert (30min, 4°C) und mit PBS/
0,1% Triton-X-100 permeabilisiert (4min, 4°C). Die Zellen wurden mit PBS/ 0,2% Fischgela-
tine/ 0,5% BSA geblockt (1h, RT) und mit Primarantikérper inkubiert (1h, 4°C). Nach drei-
maligem Waschen mit PBS/ 0,2% Gelatine/ 0,5% BSA wurden die Zellen mit fluoreszenz-
markiertem Sekundérantikorper inkubiert (1h, 4°C). Die Zellen wurden erneut dreimal mit
PBS/ 0,2% Gelatine/ 0,5% BSA gewaschen und getrocknet. Die Deckglaschen wurden auf
Objekttrager in Elvanol eingedeckt. Die Fluoreszenzbilder wurden mit einem Carl Zeiss

Konfokalmikroskop LSM710 und die Software Axioview Rel. 4.6 analysiert.

2.2.4 Proteinbiochemische Methoden

2.2.4.1 Zelllyse und Proteinbestimmung nach Bradford

1x10° (far Proteinnachweis) bzw. 1x10’ (far Immunpréazipitation,
Dichtegradientenzentrifugation) Zellen wurden mit 500-1000ul Lysepuffer lysiert (1h, 4°C)
und das Lysat abzentrifugiert (13.000rpm, 10min, 4°C). Die Proteinmenge wurde mittels
Bradford-Assay bestimmt. 1l des Lysats wurde mit 100ul 1xBradford-Reagenz verdiinnt und
die Absorption photometrisch bei 595nm gemessen. Die Berechnung der Proteinmenge er-

folgte an Hand einer BSA-Standardkurve definierter Konzentrationen (0-7,5mg/ml).
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2.2.4.2 Dichtegradientenzentrifugation

Zur Herstellung eines diskontinuierlichen Dichtegradientens wurde 80%, 30% und 5% (w/v)
Sucrose in Hepes-Puffer geldst. 800ul 80%ige Sucroselésung wurde 1:1 mit Zelllysat ge-
mischt, in 4ml-Ultrazentrifugationsréhrchen vorgelegt, mit 1,6ml einer 30%igen und mit
800ul einer 5%igen Sucroseldsung tberschichtet. Die 4ml-Ultrazentrifugationsrohrchen wur-
den in einem Schwingrotor SW41Ti gehéngt und zentrifugiert (100.000g, 16h, 4°C). An-
schlieBend wurden 12 Fraktionen zu je 320ul abgenommen, die z.T. vereinigt wurden. Die
Fraktionen wurden bis zur Verwendung in der SDS-PAGE/ Western Blot bei -20°C gelagert.

2.2.4.3 Immunprazipitation (IP)

Das Zelllysat wurde mit 2ug/ml Antikorper inkubiert (16h, 4°C) und anschlieBend mit 5%
(v/v) Protein-G-Sepharose erneut inkubiert (1h, 4°C). Die Sepharose wurde dreimal mit
Lysepuffer gewaschen (13000rpm, 2min, 4°C), in 100ul Laemmli-Puffer aufgenommen und
aufgekocht (10min, 95°C). Die IP wurde bis zur Verwendung in der SDS-PAGE/ Western
Blot bei -20°C gelagert.

2.2.4.4 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteine wurden durch die Wanderung im elektrischen Feld in Abhéngigkeit von ihrem Mo-
lekulargewicht aufgetrennt. Die Korrelation des Molekulargewichts zur Ladung und die Mas-
kierung der Eigenladung erfolgten durch negativ geladenes SDS, das sich an die Proteine an-
lagerte. Die Fokussierung der Proteine erfolgte in einem groBporigen Sammelgel und die an-

schlieende Auftrennung in einem 10%igen Trenngel.

Trenngel (10%ig, 10ml) Sammelgel (4%ig, 5ml)
dest. H,O 4,0 ml dest. H,O 2,98 ml
1,5M TRIS-HCI (pH8,8) 2,5 ml 0,5M TRIS-HCI (pH6,8) 1,25 ml
10% SDS 0,1 ml 10% SDS 0,05 ml
Bis-Acrylamid (30%) 3,35ml Bis-Acrylamid (30%) 0,665ml
10% Amoniumpersulfat ~ 0,05ml 10% Ammoniumpersulfat 0,05ml
TEMED 0,005ml TEMED 0,005ml
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Das Trenngel wurde in die Gelapparatur gegossen und mit dest. Wasser Uberschichtet, das
nach der Polymerisierung wieder abgesaugt wurde. Das Sammelgel wurde auf das Trenngel
gegossen und ein Probenkamm eingefuigt, der nach der Polymerisierung entfernt wurde. Die
Gelapparatur wurde in die Elektrophoresekammer gespannt und mit Laufpuffer gefullt. Fir
den Proteinnachweis wurden 30ug Protein  und von jeder Fraktion der
Dichtegradientenzentrifugation wurden 35l mit Laemmlipuffer versetzt. VVon der IP wurden
25ul verwendet. Die Proben wurden aufgekocht (95°C, 5min), zentrifugiert (2000rpm, 1min)
und auf das Gel aufgetragen. Ein ProteingroRenmarker wurde ebenfalls geladen. Die Fokus-
sierung der Proteine erfolgte bei einer Spannung von 60V. Die Spannung wurde fur die Auf-

trennung auf 120V erhoht.

2.2.4.5 Western-Blot

Die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden auf eine Nitrozellulosemembran trans-
feriert. Das Polyacrylamidgel, die Membran sowie Filterpapier wurden in Transferpuffer
aquilibriert (10min, RT) und der Blot aus mehreren Schichten Filterpapier, der Membran, dem
Gel und wieder Filterpapier aufgebaut. Der Blot wurde in die Tankblotkammer gespannt, so
dass die Nitrozellulosemembran auf die Anode gerichtet war, und mit Transferpuffer gefillt.
Der Transfer erfolgte bei einer Spannung von 30V (16h, 4°C). Die Membran wurde mit 5%
Magermilch in PBS/ 0,1% Tween-20 geblockt (1h, RT) und mit Priméarantikorper (1-5ug/ml)
in 5% Magermilch in PBS/ 0,1% Tween-20 oder fur den Nachweis phosphorylierter Proteine
in PBS/ 0,1% Tween-20 inkubiert (16h, 4°C). Die Membran wurde dreimal fir je 5min mit
PBS/ 0,1% Tween-20 gewaschen und mit Meerrettichperoxidase-gekoppeltem Sekundaranti-
korper inkubiert (2h, RT). Die Membran wurde dreimal mit PBS/ 0,1% Tween-20 fir je
10min gewaschen und mit Substrat inkubiert (Imin, RT). Als Substrat diente ECL-L6sung,
die zu gleichen Teilen aus Reagenz A und B bestand. Bei dem Substratumsatz wird Chemi-
lumineszenz freigesetzt, die einen Rontgenfilm belichtete.

2.2.4.6 Isolierung von rekombinantem Protein aus Zellkulturtiberstand

Rekombinantes CD44s (rCD44s) und CD44v10 (rCD44v10) wurden Uber Affinitatschroma-
tographie aufgereinigt. Der Zellkulturiberstand von transfizierten HEK-293T-EBNA-Zellen
wurde zentrifugiert (300rpm, 20min, 4°C) und durch einen 0,45um Filter gefiltert. Eine mit
anti-panCD44 gekoppelte Sepharose-Séaule wurde mit dem Uberstand beladen (16h, 4°C). Die
Séule wurde mit Phosphatpuffer (1,5ml/min) gewaschen und das rekombinante Protein mit
Glycinpuffer (pH2,7) eluiert (Iml/min). Das Eluat wurde mit TRIS-Puffer (1M, pH8) neutra-

lisiert, mit ,,Vivaspin 6 column® zehnfach aufkonzentriert (Molekulargewichtsgrenze des Fil-
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ters: 10 kDa) und gegen PBS umgepuffert. Die Proteinmenge wurde bestimmt und das re-

kombinante Protein bei -20°C gelagert.

2.2.4.7 Herstellung von Peptiden

Die Peptide wurden aus den Aminosauresequenzen der ausgewahlten Keratine K31, K32,
K35, K71, K75, K82 und K85 (ber das Software-Programm ,.SYFPEITHI“ ermittelt.
,SYFPEITHI“ berechnet Peptidsequenzen und bewertet diese unter Berticksichtigung des
Entstehens durch proteasomalen Abbau und der Bindungsaffinitat zu MHC Klasse | (H2-K*,
9aa lange Peptide) bzw. MHC Kilasse 11 (H2-A¥, 15aa lange Peptide). Der SYFPEITHI-Wert
gibt an, wie wahrscheinlich das Peptid einem in vivo prozessierten Antigen entspricht. Flr
jede MHC-Klasse wurden pro Keratin die vier Peptide mit den hochsten SYFPEITHI-Werten

in der DKFZ core facility ,,Genomics & Proteomics® synthetisiert.

2.2.5 Statistik

Signifikante Unterschiede in in vitro Assays wurden mit dem Student’s t-Test evaluiert. Die
Experimente wurden in Triplikaten durchgefthrt und 3-5x wiederholt.

Signifikante Unterschiede in in vivo Studien wurden mit dem Wilcoxon-Ranksummen-Test
oder mit Kruskal-Wallis Test evaluiert. Die in vivo Experimente wurden mit 5-10 Méausen je

Gruppe 2-3x wiederholt.
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3 Ergebnisse

3.1 CD44v10 Expression fordert das Homing von Lymphozyten in die
Haut durch Osteopontin-Bindung

CD44 ist der wichtigste Hyaluronsdurerezeptor in Saugetieren und die verschiedenen
Isoformen sind an Adhdsion, Migration, Extravasation, Proliferation und Apoptoseresistenz
von Lymphozyten beteiligt (Zoller 2011). CD44v10 ist hochreguliert in hautinfiltrierenden
Lymphozyten und auch in Tumormetastasen der Haut (Seiter et al. 1998; Yoshinari et al.
1999). Im Mausmodell kann der Krankheitsbeginn nach Transplantation betroffener AA-Haut
auf naive Empfanger durch die Gabe von sowohl anti-panCD44-Antikdrper als auch anti-
CD44v10-Antikorper signifikant verzdgert werden (Freyschmidt-Paul et al. 2000). Um den zu
Grunde liegenden Mechanismus und die CD44v10-spezifischen Funktionen beim Homing in
die Haut zu analysieren, wurde die Thymomzelllinie EL4, die konstitutiv CD44s exprimiert,
mit CD44v10-cDNA transfiziert (EL4-v10). Dieses System erlaubt den Vergleich von
CD44v10-spezifischen Funktionen im Vergleich zu CD44s-Effekten.

3.1.1 Oberflachenproteine und intrazellulare Molekiile

In den parentalen und transfizierten Zellen wurde das Expressionsniveau wichtiger Oberfla-
chenproteine durchflusszytometrisch bestimmt, um sekundare Effekte, die durch Expressions-
anderungen anderer Proteine verursacht wirden, auszuschlieBen. Durch die Transfektion mit
CD44v10 cDNA in EL4-Zellen konnte eine Expression von CD44v10 in etwa 60% der Zellen
erreicht werde. Beide Zelllinien exprimierten gleichermaen CD44s und CD90 (Thy-1,
Thymozytenmarker) in circa 90% der Zellen. EL4 und EL4-v10 zeigten ein mittleres Expres-
sionsniveau fur die T-Zell-Marker CD4, CD8 und CD25. Sie exprimierten weder den T-Zell-
Rezeptor (TCR) noch CD3. Die exprimierten Oberflaichenmolekile bestatigen den
thymomischen Ursprung der Zelllinien. In der Expression der Zytokine und
Zytokinrezeptoren wurden keine Unterschiede zwischen den beiden Zelllinien festgestellt.
Die Zytokine IL2, IL7, IL12 und TNFa wurden schwach exprimiert, hingegen zeigten IFNy
und der IFNy-Rezeptor und der TNF-Rezeptor 11 ein hohes Expressionniveau (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Expression von T-Zell-Markern und Zytokinen sowie Zytokinrezeptoren in EL4-
Zellen und EL4-v10-Zellen
Dargestellt ist der prozentuelle Anteil positiver EL4- und EL4-v10 Zellen, die fir die
durchflusszytometrische Bestimmung der Expression mit spezifischen Antikérpern ge-
gen (A) T-Zell-Marker, (B) Zytokinrezeptoren und Zytokine und Fluoreszenz-
markierten Sekundarantikorper angefarbt wurden. Signifikante Unterschiede zwischen
EL4- und EL4-v10-Zellen sind durch * gekennzeichnet. Mittelwerte und Standardab-
weichungen von Triplikaten sind gezeigt.

Fur Zellmigration entscheidend ist die Expression von Adhé&sionsmolekilen, Chemokinen und
Chemokinrezeptoren. EL4-v10 exprimierte nur in etwa 60% der Zellen CD11a (Integrin al),
wéhrend EL4 eine hoéhere Expression (80%) zeigte. Beiden Zelllinien exprimierten CD18
(Integrin B2), CD54 (Intercellular adhesion molecule I, ICAM-1), CD102 (ICAM-2) und
CD31 (Platelet endothelial cell adhesion molecule, PECAM) sowie die Chemokinrezeptoren
CCR4, CCR6, CCR9 und CXCR4 gleichstark. Die Chemokine CCL20 (Macrophage
Inflammatory Protein-3a, MIP3a), CCL22 (Macrophage Derived Chemokine, MDC),
CXCL10 (Interferon y inducible Protein-10, IP10), CXCL12 (Stroma Derived Factor /a,
SDF1a) und Osteopontin (OPN) wurden sowohl von EL4 als auch von EL4-v10 exprimiert,
wobei EL4-v10 CCL22 und OPN starker exprimierte als EL4 (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Expression von Adhasionsmolekilen und Chemokinen sowie
Chemokinrezeptoren in EL4-Zellen und EL4-v10-Zellen
Dargestellt ist der prozentuelle Anteil positiver EL4- und EL4-v10 Zellen, die fir die
durchflusszytometrische Bestimmung der Expression mit spezifischen Antikorpern ge-
gen (A) Adhasionsmolekiile, (B) Chemokinrezeptoren und Chemokine und Fluores-
zenz-markierten Sekundérantikorper angefarbt wurden. Signifikante Unterschiede zwi-
schen EL4- und EL4-v10-Zellen sind durch * gekennzeichnet. Mittelwerte und Stan-
dardabweichungen von Triplikaten sind gezeigt.

Mit der Transfektion der EL4-Zellen mit CD44v10-cDNA konnte eine hohe Expression von
CD44v10 in dieser Zelllinie erreicht werden, wodurch sich das Expressionsniveau von ande-
ren Proteinen nicht bzw. nicht wesentlich &nderte, so dass funktionelle Unterschiede zwischen
EL4 und EL4-v10 mit hoher Wahrscheinlichkeit auf CD44v10 zurtickzufiihren waren.

3.1.2 Einfluss von CD44v10 auf in vivo Homing

Hautinfiltrierenden Lymphozyten exprimieren CD44v10 und das Homing wird durch die
Gabe von anti-CD44v10-Antikorper effizient inhibiert. Um den Einfluss von CD44v10 auf
das Homing in die Haut von EL4- und EL4-v10-Zellen zu zeigen, wurden diese Zellen mit
CFSE-gelabelt, intraperitoneal injiziert und nach 48h bzw. 72h in der Haut, den drénierenden
Lymphknoten und der Milz durchflusszytometrisch nachgewiesen. Nach 72h migrierten 10%
mehr EL4-v10-Zellen in die Haut (Skin infiltrating lymphocyte, SkIL) und die drénierenden
Lymphknoten als EL4-Zellen. Ein induziertes Kontaktekzem, wodurch ein inflammatorisches
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Milieu in der Haut erzeugt wurde, verstarkte die Infiltration beider Zelllinien in die Haut und
die dranierenden Lymphknoten, aber EL4-v10 wurde stérker als EL4 beeinflusst. Die gleich-
zeitige Applikation von anti-panCD44 inhibierte die Extravasation in die Haut und die drénie-
renden Lymphknoten um circa 30% fur EL4 und circa 50% flr EL4-v10, anti-CD44v10 inhi-
bierte die Extravasation von EL4-v10-Zellen starker als anti-panCD44v10. Das Homing in die
Milz wurde weder durch CD44v10-Expression noch durch ein inflammatorisches Milieu be-
einflusst (Abbildung 13).
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Abbildung 13: in vivo Homing von EL4 und EL4-v10
10" CFSE-gelabelte EL4- und EL4-v10-Zellen wurden C57BI/6-Mausen i.p. injiziert.
(A) Die Méuse erhielten zuvor eine topikale SADBE-Behandlung. (B) Anti-panCD44
bzw. anti-CD44v10 (100pg/Maus, i.p.) wurde zusammen mit den Zellen injiziert. Die
Organe von 3 Mausen/Gruppe wurden nach 48h bzw. 72h isoliert und
durchflusszytometrisch analysiert. (A)Signifikante Unterschiede zwischen EL4 und
EL4-v10 sind mit s gekennzeichnet, zwischen unbehandelten und SADBE-behandelten
Maéusen mit +. (B) Signifikante Unterschiede zwischen unbehandelten und antikérper-
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behandelten Méusen sind mit * gekennzeichnet. Der Anteil fluoreszierender EL4-/EL4-
v10-Zellen in den Organen und Standardabweichungen sind gezeigt.

CD44v10 unterstitzte die Extravasation in die Haut und die Migration in drénierende
Lymphknoten, was durch ein inflammatorisches Milleu noch verstarkt werden konnte. Die
Migration der EL4-v10-Zellen konnte mittels anti-CD44v10 signifikant inhibiert werden. Der
gezeigte Effekt ahnelt den in vivo Ergebnissen von P. (Freyschmidt-Paul et al. 2000), daher

konnte das EL4-Modell fur weitere Untersuchungen genutzt werden.

3.1.3 Der Einfluss von CD44v10 auf in vitro Migration und Adhésion

Die Extravasation durch das Endothel an den Entziindungsort erfordert die Bindung der Lym-
phozyten an das Endothel bzw. dessen extrazellulare Matrix, die aus HA, Fibronectin (FN),
Vitronectin (VN), Kollagenen (Coll) und Laminin aufgebaut ist und Chemokine vorhalt. An-
schlieBend erfolgt die Transmigration an den Entzindungsort. Um die Beteiligung der
Isoform CD44v10 an der verstarkten Migration in die Haut aufzuklaren, wurde Adhé&sion und
Migration der EL4- und EL4-v10-Zellen in vitro analysiert.

Die Bindungsfahigkeit von CD44s und CD44v10 an Matrixproteine und Chemokine wurde
mittels rekombinanten Proteins untersucht. Beide rekombinanten Proteine rCD44s und
rCD44v10 banden jeweils gleichstark an FN, VN und die Chemokine CXCL10, CXCL12 und
SCF (stem cell factor). HA wurde von rCD44v10 um circa 30% schwacher gebunden als von
rCD44s, hingegen wurde OPN von rCD44v10 25% starker gebunden (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Bindung der rekombinanten Proteine rCD44s und rCD44v10 an Matrixproteine
und Chemokine
40pg/ml rCD44s oder rCD44v10 wurden auf 96-well-Platten, die zuvor mit BSA, HA,
FN, VN, OPN, CXCL10, CXCL12 bzw. SCF beschichtet wurden, 15h bei 4°C
inkubiert. Anschlieend wurden rCD44s bzw. rCD44v10 mit biotinyliertem anti-
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panCD44-Antikdrper und AP-markiertem Streptavidin angefarbt. Nach p-
Nitrophenylphosphat-Umsatz wurden die Platten bei OD,4o5 gemessen. Signifikante Un-
terschiede zwischen rCD44s und rCD44v10 sind durch * gekennzeichnet. Mittelwerte
und Standardabweichungen von Triplikaten sind gezeigt.

EL4-v10 zeigte eine deutlich stérkere Adhasion als EL4 an OPN, hierbei adhérierten circa
40% mehr EL4-v10-Zellen. Je 10% mehr EL4-v10-Zellen adhérierten an FN und Coll IV.
Beide Zelllinien adhdarierten gleichstark an HA, VN, Coll I und Lamininl. Die HA-Adhésion
konnte sowohl mit anti-panCD44 als auch mit anti-CD44v10 um 70% bzw. 60% inhibiert
werden, wahrend die OPN-Adhésion von EL4-v10-Zellen nur mittels anti-CD44v10 um die
Hélfte reduziert wurde (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Adhasion von EL4 und EL4-v10 in vitro
(A) Die Zellen wurden in 96-well-Platten, die zuvor mit BSA, HA, FN, Coll. I, Coll. 1V,
LN111, VN bzw. OPN beschichtet wurden, ausgesat. (B) Die Zellen wurden in 96-well-
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Platten, die zuvor mit BSA, HA bzw. OPN beschichtet wurden, mit je 10 pg/ml anti-
panCD44 (IM7) oder anti-CD44v10 (K926) ausgesat. Nach 6h bei 37°C wurden die
Platten gewaschen und die adhdrenten Zellen mit Kristallviolett angefarb, mit Essigsau-
re lysiert und bei ODsgs gemessen. (A) Signifikante Unterschiede zu EL4 sind durch *
gekennzeichnet. (B) Signifikante Unterschiede zwischen Kontrolle (ContrlgG) und An-
tikdrperbehandlung sind durch * gekennzeichnet. Mittelwerte und Standardabweichun-
gen von Triplikaten sind gezeigt.

Das Migrationsverhalten der Zellen wurde sowohl mit Transwell-Migration (Boyden-
Kammer) als auch mittels Videomikroskopie untersucht.

60% der EL4-v10-Zellen wanderten in Richtung OPN im Transwell-Migrationsassay, aber
nur 40% EL4-Zellen. Die Migration zu HA und FN wurde durch die CD44v10-Expression
nicht beeinflusst. Die Migration zu HA konnte mit anti-panCD44 in beiden Zelllinien um cir-
ca 30% inhibiert werden. Anti-CD44v10 inhibierte die Migration in Richtung HA leicht, aber
nicht signifikant. Die Migration zu OPN jedoch wurde von anti-CD44v10 starker als anti-
panCD44 in EL4-v10-Zellen geblockt (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Transwell-Migration von EL4 und EL4-v10 in vitro
(A) Die Zellen wurden im oberen Teil einer Boyden-Kammer ausgeséat. Im unteren Teil
befand sich Medium/1% BSA, HA, FN bzw. OPN. Nach 6h bei 37°C wurden die Zellen
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in der unteren Kammer gezéhlt. (B) Die Zellen wurden im oberen Teil einer Boyden-
Kammer mit je 10 pg/ml anti-panCD44 (IM7) oder anti-CD44v10 (K926) ausgesét. (A)
Signifikante Unterschiede zwischen EL4 und EL4-v10 sind durch * gekennzeichnet. (B)
Signifikante Unterschiede zwischen Kontrolle (ContrlgG) und Antikdrperbehandlung
sind durch * gekennzeichnet. Mittelwerte und Standardabweichungen von Triplikaten
sind gezeigt.

Die Bewegung der Zellen auf Matrixproteinen wurde mittels Videomikroskopie untersucht
und zeigte, dass EL4-v10-Zellen signifikant schneller auf OPN wanderten als EL4-Zellen.
Auf HA und FN konnte kein Unterschied in der Bewegung festgestellt werden. Die Vor-
waértsbewegung auf HA und OPN konnte durch anti-panCD44 in beiden Zelllinien um circa
70% reduziert werden. Anti-CD44v10 inhibierte die Bewegung der EL4-v10-Zellen &hnlich
stark wie anti-panCD44 (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Bewegung von EL4- und EL4-v10-Zellen auf Matrixproteinen
EL4- und EL4-v10-Zellen wurden in 24-well-Platten, die zuvor mit BSA, HA, FN bzw.
OPN beschichtet wurden, ausgesat. Die Bewegung wurde mittels Videomikroskopie un-
tersucht, indem Uber einen Zeitraum von 12h alle 20min Bilder aufgenommen wurden.
(A) Durchschnittliche Bewegung von je 20 Zellen und Standardabweichungen sind ge-
zeigt. (B) Die Zellen wurden zusétzlich mit je 10 pg/ml anti-panCD44 (IM7) oder anti-
CD44v10 (K926) ausgesét. (C) reprasentative Bewegung einer Zelle Uber einen Zeit-
raum von 12h. (A) Signifikante Unterschiede zwischen EL4 und EL4-v10 sind durch *
gekennzeichnet. (B) Signifikante Unterschiede zwischen Kontrolle (ContrlgG) und An-
tikérperbehandlung sind durch * gekennzeichnet.

Die Expression der CD44v10-Isoform bewirkte sowohl eine verstarkte Adhasion als auch
Migration zu OPN, verstarkte die Adhésion an FN, beeinflusste aber weder die Adhdsion

noch die Migration in Richtung HA.

3.1.4 Einfluss von CD44v10 auf Proliferation und Apoptoseresistenz

Da die Aktivierung von CD44 zu gesteigerter Proliferation und Apoptoseresistenz in Lym-
phozyten und Tumorzellen fuhren kann, sollte geklart werden, ob dies auch fur die Stimulati-
on der CD44v10-Isoform gilt.

Ohne Stimulation konnte kein Proliferationsvorteil zwischen EL4 und EL4-v10 beobachtet
werden, aber nach OPN-Stimulation proliferierten EL4-v10-Zellen deutlich stérker als die
parentale Zelllinie. Dies ging mit signifikant erhohter ERK1/2- und PKC- Phosphorylierung
einher (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Proliferation von EL4- und EL4-v10-Zellen
Die Zellen wurden (A) ohne Stimulation oder (B, C) in zuvor mit BSA, HA bzw. OPN
beschichtete 96-well-Platten ausgesat. (A,B) Die Zellen wurden 48h bei 37°C inkubiert
und *H-Thymidin (1uCi) 16h vor Ablauf der Inkubationszeit zugesetzt. Die Proliferati-
on wurde durch Bestimmung der *H-Thymidin-Inkorporation gemessen. (C) Die Zellen
wurden 48h bei 37°C inkubiert, anschlieRend mit spezifischen Antikdérpern gegen die
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angegebenen Proteine und Fluoreszenz-markierten Sekundarantikérper angefarbt. Dar-
gestellt ist der prozentuelle Anteil positiver EL4- und EL4-v10 Zellen. (A,B,C) Signifi-
kante Unterschiede zu unbehandelten Zellen sind durch * gekennzeichnet. Mittelwerte

und Standardabweichungen von Triplikaten sind gezeigt.

Ohne Stimulation zeigten EL4- und EL4-v10-Zellen keine unterschiedliche Apoptoseresistenz
nach Cisplatinbehandlung, aber nach OPN-Stimulation waren EL4-v10-Zellen weniger
Apoptose anféllig als EL4-Zellen. Eine Stimulation mit HA oder FN beeinflusste die
Apoptoserate beider Zelllinien nicht. Nach OPN-Stimulation war eine erhohte PI3K- und Akt-
Phosphorylierung in EL4-v10-Zellen feststellbar. Die Expression und Aktivierung
antiapoptotischer Molekiile blieb unverandert (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Apoptoseresistenz von EL4- und EL4-v10-Zellen
Die Zellen wurden (A) ohne Stimulation oder (B, C) in zuvor mit BSA, HA, FN bzw.
OPN beschichtete 96-well-Platten ausgeséat. (A) Die Zellen wurden mit titrierten Men-
gen an Cis-Platin fuir 24h, 48h und 72h bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die
Zellen mit Propidiumiodid und AnnexinV angefarbt und der Anteil apoptotischer Zellen
durchflusszytometrisch bestimmt. (B) Die Zellen wurden mit titrierten Mengen an Cis-
Platin fir 48h bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen mit Propidiumiodid
und AnnexinV angefarbt und der Anteil apoptotischer Zellen durchflusszytometrisch
bestimmt. (C) Die Zellen wurden 48h bei 37°C inkubiert, anschlieend mit spezifischen
Antikdrpern gegen die angegebenen Proteine und Fluoreszenz-markierten Sekundéran-
tikdrper angefarbt. Dargestellt ist der prozentuelle Anteil positiver EL4- und EL4-v10
Zellen. (A,B,C) Signifikante Unterschiede zu unbehandelten Zellen sind durch * ge-
kennzeichnet. Mittelwerte und Standardabweichungen von Triplikaten sind gezeigt.

Die Expression von CD44v10 in EL4-v10 steigerte die Adhasion und Migration an OPN in
vitro signifikant und das Homing in die Haut und die drénierenden Lymphknoten besonders
unter inflammatorischen Bedingungen in vivo. Die Ergebnisse sind mit der CD44v10-
abhangigen Extravasation von Lymphozyten in die Haut in Autoimmunerkrankungen ver-
gleichbar (Freyschmidt-Paul et al. 2000). Die CD44v10-Expression erhohte auflerdem die

Proliferation und Apoptoseresistenz nach OPN-Stimulation.

3.2 CD44-CD49d-Assoziation fordert Adhéasion und Migration von Lym-

phozyten durch Adaptermolekil-Komplexbildung in GEM
In Lymphozyten von AA betroffenen C3H/HeJ-Madusen konnte eine erhohte T-Zell-
Aktivierung, Migrationsaktivitét, Proliferation und Apoptoseresistenz im Vergleich zu naiven
Mausen festgestellt werden. Diese Hyperaktivitat konnte auf die verstarkte Kooperation zwi-
schen CD44 und CD49d in diesen Zellen zuriickgefuhrt werden (Marhaba et al. 2006). Um

die gezeigte erhéhte Kooperation zwischen beiden Molekilen néher zu untersuchen, wurden
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CD49d" EL4-Zellen mit Wildtyp CD49d-cDNA (EL4-CD49d) oder mit mutierter CD49d-
cDNA (EL4-mutCD49d) transfiziert (Singh 2011). Die Punktmutation in der Paxillin-
Bindungsstelle von CD49d fiihrt zum Austausch von Serin gegen Alanin in Position 988, so

dass Paxillin nicht mehr gebunden werden kann und keine Signaltransduktion erfolgt.

3.2.1 Expression und Assoziation von CD44 und CD49d in EL4-Zellen

Dr. V. Singh konnte zeigen, dass nach der Transfektion der EL4-Zellen mit entweder CD49d-
cDNA oder mutCD49d-cDNA, diese CD49d bzw. mutCD49d vergleichbar stark
exprimierten. Die Expression anderer T-Zell-Aktivierungsmarker oder Adh&sionsmolekiile
anderten sich durch die Transfektion nicht. Nur in EL4-CD49d-Zellen assoziierte CD49d mit
FAK und Paxillin. Anderungen im Adhésions-Migrations- und Proliferationsverhalten sowie
in der Apoptoseresistenz konnten daher mit hoher Wahrscheinlichkeit auf die Expression von
CD49d zuriickgeftihrt werden (Abbildung 20; entnommen aus Singh 2011).
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Abbildung 20: Expression von CD44 und CD49d und Assoziation von CD49d mit Paxillin sowie
FAK in EL4-, EL4-CD49d und EL4-mutCD49d-Zellen
(A) EL4-, EL4-CD49d und EL4-mutCD49d-Zellen wurden in 1% Triton-X-100 lysiert
und in einem 10%igen Gel aufgetrennt, auf eine Nitrocellulosemembran geblottet und
mit den spezifischen Antikorpern gegen CD44 und CD49d, sowie einem HRP-
markiertem Sekundarantikorper detektiert. Als Kontrolle diente Aktin. (B) EL4-
CD49d und EL4-mutCD49d-Zellen wurden in Lysispuffer mit 1 % Lubrol lysiert um
Immunkomplexe mit anti-CD49d zu prézipitieren. Die Immunkomplexe wurden in ei-
nem 10%igen Gel aufgetrennt, auf eine Nitrozellulosemembran geblottet und mit den
spezifischen Antikérpern gegen Paxillin, FAK sowie CD49d und HRP-markiertem
Sekundérantikorper detektiert. (entnommen aus Singh 2011)

3.2.2 CD44-CD49d-Interaktion fordert Proliferation und Apoptoseresistenz

Aktivierte Lymphozyten von AA betroffenen Tiere weisen durch die Kooperation von CD44
mit CD49d eine erhohte Proliferation und Apoptoseresistenz gegeniiber naiven Lymphozyten
auf (Marhaba et al. 2006), daher wurden EL4, EL4-CD49d und EL4-mutCD49d auf ihr Proli-
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ferationsverhalten und ihre Apoptiseresistenz untersucht. Ohne Stimulation proliferierten die
drei Zelllinien gleichstark, aber nach Stimulation mit HA bzw. FN proliferierten EL4-CD49d-
Zellen deutlich starker als EL4- oder EL4-mutCD49d-Zellen. Die Proliferation nach HA- oder
FN-Stimulation konnte in allen drei Zelllinien durch anti-panCD44 um circa 35% inhibiert
werden. Die Proliferation der EL4-CD49d-Zellen wurde ebenfalls mit anti-CD49d um 30%
inhibiert. Nach HA- und FN-Stimulation wurde in EL4-CD49d-Zellen zudem ein hoherer
Anteil an Zellen ermittelt, die sich in der S- und G2-Phase befanden (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Proliferation von EL4-, EL4-CD49d und EL4-mutCD49d-Zellen
Die Zellen wurden (A) ohne Stimulation oder (B, C) in zuvor mit HA bzw. FN be-
schichtete in 96-well-Platten ausgesat. (A,B) Die Zellen wurden 48h bei 37°C
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inkubiert und *H-Thymidin (1uCi) 16h vor Ablauf der Inkubationszeit zugesetzt. Die
Proliferation wurde durch Bestimmung der *H-Thymidin-Inkorporation gemessen. (C)
Die Zellen wurden 48h bei 37°C inkubiert, anschlieBend fixiert und die DNA mit
Propidiumiodid angeféarbt. Der DNA-Gehalt wurde durchflusszytometrisch bestimmt.
(A) Signifikante Unterschiede zu EL4 sind durch * gekennzeichnet. (B) Signifikante
Unterschiede zwischen Kontrolle (ContrlgG) und Antikérperbehandlung sind durch *
gekennzeichnet. (C) Signifikante Unterschiede zu EL4 sind durch * gekennzeichnet.
Mittelwerte und Standardabweichungen von Triplikaten sind gezeigt.

Die drei Zelllinien unterschieden sich nicht in ihrer Apoptoseresistenz gegentiber Cisplatin,
wenn keine Stimulation vorlag. Die Apoptoseresitenz der EL4-CD49d-Zellen war jedoch
nach HA- bzw. FN-Stimulation hoher als die der EL4- oder EL4-mutCD49d-Zellen. Weiter-
hin inhibierte anti-panCD44 in allen Zelllinien die Apoptoseresistenz, wéhrend anti-CD49d
die Apoptoseresistenz in EL4-CD49d-Zellen negativ beeinflusste (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Apoptoseresistenz von EL4-, EL4-CD49d und EL4-mutCD49d-Zellen

Die Zellen wurden in 96-well-Platten, die zuvor mit BSA, HA bzw. FN beschichtet
wurden, ausgesat. (A) Die Zellen wurden mit titrierten Mengen an Cis-Platin fiir 48h
bei 37°C inkubiert. Anschlieend wurden die Zellen mit Propidiumiodid und
AnnexinV angefarbt und der Anteil apoptotischer Zellen durchflusszytometrisch be-
stimmt. (B) Die Zellen wurden mit je 10 pg/ml anti-CD44 (IM7) oder anti-CD49d
(PS2) sowie mit 5ug/ml Cis-Platin fur 48h bei 37°C inkubiert. Anschliefend wurden
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die Zellen mit Propidiumiodid und AnnexinV angeférbt und der Anteil apoptotischer
Zellen durchflusszytometrisch bestimmt. (A) Signifikante Unterschiede zu EL4 sind
durch * gekennzeichnet. (B) Signifikante Unterschiede zwischen Kontrolle
(ContrlgG) und Antikérperbehandlung sind durch * gekennzeichnet. Mittelwerte und
Standardabweichungen von Triplikaten sind gezeigt.

EL4-CD49d-Zellen zeigten nach FN-Stimulation und Cisplatin-Behandlung geringere
Caspase3-Aktivitat und Caspase9-Spaltprodukte als EL4 oder EL4-mutCD49d, wéhrend die
Expression von Caspase8 in allen drei Zelllinien gleich hoch war. Die Expression der
antiapoptotischen Molekiile Bcl2 sowie BclXI und die Phosphorylierung von BAD war in
EL4-CD49d-Zellen signifikant erhdht. Das Expressionsniveau des proapoptotischen Molekils
BAK war nach FN-Stimulation und Cisplatin-Behandlung in EL4-, EL4-CD49d- und EL4-
mutCD49d-Zellen unveréndert (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Expression von Caspasen sowie anti- und proapoptotischen Molekiilen nach
Cisplatin-Behandlung
Die Zellen wurden in 96-well-Platten, die zuvor mit FN beschichtet wurden, ausgesét
und mit 5pg/ml Cisplatin fiir 48h bei 37°C inkubiert, anschliefend mit Antikdrpern
gegen (A) Caspasen und (B) gegen anti- sowie proapoptotische Molekiile und Fluo-
reszenz-markierten Sekundirantikérper angefarbt. Dargestellt ist die Uberlagerung der
Negativkontrolle (graue Flache) und der spezifischen Antikorperfarbung (schwarze
Linie). Signifikante Unterschiede zu EL4-Zellen sind durch * gekennzeichnet. Ein re-
prasentatives Beispiel ist gezeigt.
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3.2.3 CD44-CD49d-Interaktion fordert die Lymphozyten-Aktivierung

Die FN-Stimulation verstarkte die Komplexbildung zwischen Ick, p38 und MEK1 mit CD44
und CD49d in EL4-CD49d-Zellen und deren Phosphorylierung. In EL4-CD49d-Zellen wurde
Erk nach der Stimulation mit FN aktiviert (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Aktivierungszustand von EL4, EL4-CD49d und EL4-mutCD49d nach FN-
Stimulation
(A) EL4-, EL4-CD49d und EL4-mutCD49d-Zellen wurden entweder in 1% Triton-X-
100 (Lysat) oder mit 1 % Lubrol (IP) lysiert und in einem 10%igen Gel aufgetrennt,
auf eine Nitrocellulosemembran geblottet und mit den Antikérpern gegen CD44, Ick,
MEKZ1 und p38 sowie einem HRP-markiertem Sekundarantikorper detektiert. (B)
EL4, EL4-CD49d und EL4-mutCDA49d-Zellen wurden FN stimuliert und anschlieflend
mit Antikorpern gegen Ick, phospho-Ick, MEK1, phospho-MEKZ1, ERK und phospho-
ERK und Fluoreszenz-markierten Sekundérantikdrpern durchflusszytometrisch detek-
tiert. Signifikante Unterschiede zu EL4 sind durch * gekennzeichnet.
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3.2.4 CD44-CD49d-Interaktion fordert Adhasion und Migration

EL4-, EL4-CD49d- und EL4-mutCD49d-Zellen adharierten mit etwa 50% der Gesamtzellzahl
gleichstark an HA. An FN adhérierte EL4-CD49d mit circa 10% mehr Zellen als EL4 bzw.
EL4-mutCD49d. Die Adhasion an HA und FN wurde durch anti-panCD44 in EL4 und EL4-
mutCD49d um circa 30% inhibiert und in EL4-CD49d sogar um 40%. Anti-CD49d verringer-
te die Adhésion an HA in EL4-CD49d-Zellen gleichstark wie anti-panCD44. Die Blockade
von CD49d mittels anti-CD49d verringerte die Adhésion an FN von EL4-CD49d-Zellen um
40% und EL4-mutCD49d um 15% (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Adhéasion von EL4, EL4-CD49d und EL4-mutCD49d in vitro
Die Zellen wurden in 96-well-Platten, die zuvor mit BSA, HA bzw. FN beschichtet
wurden, (A) ohne und (B) mit je 10 pg/ml anti-CD44 (IM7) oder anti-CD49d (PS2)
ausgesat. Nach 6h bei 37°C wurden die Platten gewaschen und die adharenten Zellen
mit Kristallviolett angefarbt, mit Essigséure lysiert und bei ODsgs gemessen. (A) Sig-
nifikante Unterschiede zwischen EL4 und EL4-CD49d bzw. EL4-mutCD49d sind
durch * gekennzeichnet. (B) Signifikante Unterschiede zwischen Kontrolle
(ContrlgG) und Antikorperbehandlung sind durch * gekennzeichnet. Mittelwerte und
Standardabweichungen von Triplikaten sind gezeigt.

Entsprechende Ergebnisse wurden fir die Transwell-Migration beobachtet. VVon den drei Zell-

linien migrierten jeweils etwa 60% der Zellen in Richtung HA, wéhrend circa 15% mehr EL4-
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CD49d-Zellen in Richtung FN migrierten als EL4- oder EL4-mutCD49d-Zellen, bei denen
nur etwa 45% der Zellen in Richtung FN migrierten. Anti-panCD44 inhibiert sowohl die ge-
richtete Migration nach HA drastisch um 60% als auch nach FN um circa 30%, wahrend anti-
CD49d nur die HA- sowie die FN-Migration in EL4-CD49d-Zellen um jeweils 30% inhibierte
(Abbildung 26).
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Abbildung 26: Transwell-Migration von EL4, EL4-CD49d und EL4-mutCD49d in vitro
Die Zellen wurden in der oberen Teil einer Boyden-Kammer (A) ohne und (B) mit je
10 pg/ml anti-CD44 (IM7) oder anti-CD49d (PS2) ausgesét. Im unteren Teil befand
sich Medium/1% BSA, HA bzw. FN. Nach 6h bei 37°C wurden die Zellen in der unte-
ren Kammer gezéhlt. (A) Signifikante Unterschiede zu EL4sind durch * gekenn-
zeichnet. (B) Signifikante Unterschiede zwischen Kontrolle (ContrlgG) und Antikor-
perbehandlung sind durch * gekennzeichnet. Mittelwerte und Standardabweichungen
von Triplikaten sind gezeigt.

Obwohl die Expression von Wildtyp CD49d nicht zu einer erhéhten Adhésion oder Migration
an HA fuhrte, wurden beide mittels anti-CD49d in EL4-CD49d-Zellen inhibiert. Dies deutet
auf eine Kooperation von CD44 und CD49d in EL4-CD49d-Zellen hin und entspricht dem
gezeigten erhéhten Aktivierungszustand in AA-Effektorzellen (Marhaba et al. 2006). Die Ad-
hésion und Migration an FN wurde in EL4-Zellen durch CD44 und CD49d vermittelt und
wurde sowohl durch anti-panCD44 als auch durch antu-CD49d inhibiert. Fir die CD49d-
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vermittelte Adhasion und Migration ist eine intakte Paxillin-Bindungsstelle nétig, da in EL4-
mutCD49d-Zellen keine starkere Adh&sion bzw. Migration als in den parentalen EL4-Zellen

nachzuweisen war.

3.2.5 Assoziationen des Zytoskelett mit CD44 und CD49d

Die kooperativen Effekte bei Adhédsion und Migration zwischen CD44 und CD49d weisen auf
die gemeinsame Nutzung der Adaptermolekdile hin. Entsprechende Publikationen unterstitzen
diese Annahme (Marhaba et al. 2006; Nandi et al. 2004). Daher wurden die Assoziationen mit
dem Zytoskelett analysiert.

Auf HA-beschichteten Platten, kolokalisierten CD44 und CD49d in EL4-CD49d-Zellen an
Zell-Zellkontaktstellen, wéhrend die beiden Molekile in EL4-mutCD49d kaum
kolokalisierten. Ebenso wurde CD49d nur in EL4-CD49d-Zelllysat mit CD44 Kko-
immunprazipitiert, nicht jedoch in EL4-mutCD49d (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Assoziation von CD49d mit CD44 in EL4-CD49d und EL4-mutCD49d nach
HA-Stimulation
(A) EL4, EL4-CD49d und EL4-mutCD49d-Zellen wurden mit HA stimuliert und an-
schlieBend in Lysispuffer mit 1 % Lubrol lysiert um Immunkomplexe mit anti-CD44
zu prazipitieren. Die Immunkomplexe wurden in einem 10 %igen Gel aufgetrennt, auf
eine Nitrozellulosemembran geblottet und mit einem Antikorper gegen CD49d und
HRP-markiertem Sekundarantikorper detektiert. (B) Die Zellen wurden auf Glasplatt-
chen in 24-well-Platten, die zuvor mit HA beschichtet wurden, ausgesat. Anschliefend
wurden die Zellen fixiert und mit anti-CD44 und anti-CD49d und Cy2- oder Cy3-
markierten Sekundarantikdrpern geféarbt und am Konfokalmikroskop ausgewertet. Die
Uberlagerung der Einzelfarbungen ist dargestellt. Eine Kolokalisation wird durch eine
Gelbfarbung bei Uberlagerung der beiden Einzelfarbungen angezeigt.

CD44 kolokalisierte mit Ezrin und Ankyrin auf HA-beschichteten Platten. In EL4-CD49d-
Zellen, nicht aber in EL4-mutCD49d-Zellen, kolokalisierte CD49d mit FAK und Paxillin. Nur

in EL4-CD49d wurde die Kolokalisation zwischen CD44 und den Assoziationspartnern von
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CD49d FAK und Paxillin starker und ebenso die Kolokalisation von CD49d mit Ezrin,
Ankyrin und F-Actin (Abbildung 28).

EL4-CD49d EL4-mutCD49d

Anti-Ankyrin grin Anti-Ezrin griin Anti-Phalloidin griin

Anti-FAK griin

Anti-Paxillin griin

Anti-CD44 rot Anti-CD44 rot Anti-CD49d rot Anti-CD44 rot Anti-CD49d rot

Abbildung 28: Kolokalisation von CD44 bzw. CD49d mit Phalloidin, Ezrin, Ankyrin und
Paxillin in EL4, EL4-CD49d und EL4-mutCD49d nach HA-Stimulation
Die Zellen wurden auf Glasplattchen, die zuvor mit HA beschichtet wurden, in 24-
well-Platten ausgesat. AnschlieRend wurden die Zellen fixiert und mit anti-CD44 oder
anti-CD49d und Cy3-Sekundarantikorper sowie mit Phalloidin-Cy2, anti-Ezrin, anti-
FAK oder anti-Paxillin und Cy2-Sekundarantikérper gefarbt und am
Konfokalmikroskop ausgewertet. Die Uberlagerung der Einzelfarbungen ist darge-
stellt. Eine Kolokalisation wird durch eine Gelbfarbung bei Uberlagerung der beiden
Einzelfarbungen angezeigt.

Nach FN-Stimulation wurde CD44 mit FAK und Paxillin in EL4-CD49d-Zelllysat immun-
prazipitiert. In EL4-mutCD49d-Zelllysat assoziierte FAK deutlich schwdacher mit CD44 und

eine Paxillinassoziation konnte nicht nachgewiesen werden (Abbildung 29).
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Abbildung 29: Koimmunoprazipitation von CD44 mit Ezrin, Paxillin, FAK und CD49d nach
FN-Stimulation
EL4, EL4-CD49d und EL4-mutCD49d-Zellen wurden mit FN stimuliert und anschlie-
Rend in Lysispuffer mit 1 % Lubrol lysiert um Immunkomplexe mit anti-CD44 zu
prazipitieren. Die Immunkomplexe wurden in einem 12 %igen Gel aufgetrennt, auf
eine Nitrozellulosemembran geblottet und mit den spezifischen Antikorpern gegen
Ezrin, Paxillin, FAK und CD49d und HRP-markiertem Sekundarantikorper detektiert.

Durchflusszytometrisch wurde nachgewiesen, dass durch die HA-Stimulation in allen drei
Zelllinien Ezrin, Src und FAK phosphoryliert wurde, wéhrend durch FN-Stimulation Src in
allen drei, FAK aber nur in EL4-CD49d phosphoryliert wurde (Abbildung 30).

80 * T *
*
g - * D *
$ 60 I i
© = A
N ) iar T
d40 M g R
o *
2 * BSA
*
20 * HA
-
0
~ e =] =] ~ = = = - = =] =
- | D (2 =l -l [+2] D | = [+7] 2]
w 18] ) ) 11 (1n] - ) w Ll = =
o )] a )] (a] a
o Q o Q o @
= = - = =t =
— £ — = o= E
- - -
w w I
ezrin p-ezrin sIc p-src FAK p-FAK

Abbildung 30: Aktivierung von Signalkaskaden nach HA- und FN-Stimulation
EL4, EL4-CD49d und EL4-mutCD49d-Zellen wurden mit BSA (Negativkontrolle),
HA bzw. FN stimuliert und anschlieBend mit spezifischen Antikdrpern gegen Ezrin,
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phospho-Ezrin, Src, phospho-Src, FAK und phospho-FAK und Fluoreszenz-
markierten Sekundarantikdrpern durchflusszytometrisch detektiert. Signifikante Un-
terschiede zur Negativkontrolle sind durch * gekennzeichnet.

3.2.6 Lokalisation des CD44-CD49d-Komplexes in glykolipidreichen Mikrodoménen
Nur die Transfektion mit Wildtyp CD49d-cDNA in EL4-Zellen fuhrte unabhéngig von einer

Stimulation zur Rekrutierung von CD44 und CD49d in die leichten Succrosegradient-

Fraktionen (1-4), die den glykolipidreichen Mikrodomanen (Glycolipid enriched Mikrodo-

main, GEM) der Zellmembran entspricht. Die FN-Stimulation verstéarkte die Rekrutierung in
die leichten Fraktionen. In unstimulierten EL4-mutCD49d-Zellen war CD44 und CD49d aus-
schlieBlich in den schweren Fraktionen (9-12) und nach der FN-Stimulation noch in den Frak-
tionen 5-8 nachweisbar (Abbildung 31).
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Abbildung 31: Verteilung von CD44 und CD49d in der Zellmembran nach FN-Stimulation
EL4, EL4-CD49d und EL4-mutCD49d-Zellen wurden mit FN stimuliert und anschlie-
Rend in Lysispuffer mit 1 % Lubrol lysiert. Das Lysat wurde durch eine diskontinuier-
liche Dichtegradientenzentrifugation (40%, 30%, 5% Succrose) aufgeteilt (15h,
100.000g). AnschlieBend wurden zwolf Fraktionen gesammelt, von denen die schwe-
ren Fraktionen 9-12 und die mittelschweren Fraktionen 5-11 vereinigt wurden. Die
Fraktionen wurden in einem 12 %igen Gel aufgetrennt, auf eine
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Nitrozellulosemembran geblottet und mit den spezifischen Antikérpern gegen CD44
und CD49d und HRP-markiertem Sekundarantikdrper detektiert.

Durch die Transfektion mit Wildtyp CD49d-cDNA in EL4-Zellen wurde Proliferation,
Apoptoseresistenz und Aktivierungszustand der Zellen nach Stimulation mit FN signifikant
erhoht. Die Adhésion und Migration an FN wurde ebenfalls gesteigert. EL4-CD49d-Zellen
profitierten von der Komplexbildung von CD44 mit CD49d und (ber die Rekrutierung in die
GEM von der Assoziation mit den jeweiligen Adaptermolekilen. In den AA-Effektorzellen

wurde die verstarkte Assoziation ebenfalls gezeigt (Marhaba et al. 2006).

3.3 Die Keratine K31 und K71 sind Autoantigene der Alopecia Areata

3.3.1 Keratine als Autoantigene der AA

Im Rahmen dieser Arbeit sollten initiierende Autoantigene im C3H/HeJ-Mausmodell identifi-
ziert werden um die Mdglichkeit einer therapeutischen Toleranzinduktion zu tberprifen. Als
potentielle Autoantigene wurden Mauskeratine K31, K32, K35, K82, K85, K71 und
K75ausgewahlt, die spezifisch im Haarfollikel wahrend der Anagenphase exprimiert werden.
Das Vorhersage-Programms ,,SYFPEITHI* berechnet Peptide aus der Aminosaresequenz der
Proteine unter Beriicksichtigung moglicher Proteinfragmentierung und der Bindungsaffinitat
an entweder Haupthistokompatibilitatskomplex | (MHC I; Kx-1) oder an MHC 11 (Kx-I1). Je
Keratin und MHC-KIlasse wurde vier Peptide ausgewahlt.

Eine gesteigerte Reaktivitat von Lymphozyten auf Peptid beladenen DC ist durch erhohte
Proliferation, IFNy-Expression und Trogozytose d.h. den Membranaustausch von DC an T-
Zellen, nachweisbar. An Hand der Trogozytose kann die Zahl der antigenspezifischen Interak-
tionen abgeschétzt werden.

Sowohl mit MHC I als auch mit MHC |1 bindenden K31- bzw. K71-Peptiden beladene DC
konnten naive T-Zellen stimulieren. Die Trogozytoserate von K31-1, K31-Il, K71-1 und K71-
I beladenen DC mit naiven T-Zellen war zwei- bis dreimal héher als von unbeladenen DC,
besonders reagierten CD8" T-Zellen auf K31-1 und K71-1 beladene DC und CD4" T-Zellen
auf K71-1l. Naive T-Zellen zeigten eine signifikant gesteigerte Proliferation, wenn sie mit
K31-1, K31-1l, K71-1 und K71-11 beladenen DC inkubiert wurden. Ebenso wurde ein erhohter
Anteil IFNy" T-Zellen festgestellt, wenn die T-Zellen mit K31-1, K31-11 und K71-11 belade-
nen DC kokultiviert wurden, jedoch nicht mit K71-1 (Abbildung 32).
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Abbildung 32: Trogozytose, Proliferation und IFNy-Expression von naiven T-Zellen nach Sti-
mulation mit Peptid-beladenen DC
Aus jungen, naiven C3H/HeJ-Mdausen wurden LNC isoliert und mit DC kokultiviert,
die mit MHC | oder MHC Il Peptiden der Keratine K31, K32, K35, K82, K85, K71
und K75 beladenen waren. (A) Die DC wurden zuvor biotinyliert und mit den LNC
fiir 2h bei 37°C kokultiviert. AnschlieBend wurden die LNC mit Streptavidin-APC
sowie anti-CD4 bzw. anti-CD8 und Fluoreszenz-markierten Zweitantikorper ange-
farbt. Dargestellt ist der prozentuale Anteil biotinylierter CD4" oder CD8" T-Zellen.
(B) LNC und beladene DC wurden fiir 48h bei 37°C kokultiviert. *H-Thymidin (1puCi)
wurde 16h vor Ablauf der Inkubationszeit zugesetzt. Die Proliferation wurde durch
Bestimmung der *H-Thymidin-Inkorporation gemessen. (C) LNC und beladene DC
wurden fur 48h bei 37°C kokultiviert. Anschliefend wurden LNC fixiert,
permeabilisiert und mit anti-IFNy-Antikorper sowie Fluoreszenz-markierten Sekun-
darantikorper angeféarbt und durchflusszytometrisch detektiert. (A,B,C) Signifikante
Unterschiede zu unbeladenen DC sind durch * gekennzeichnet. Mittelwerte und Stan-
dardabweichungen von Triplikaten sind gezeigt.

Um das potentielle Autoantigen noch genauer zu definieren, wurden naive T-Zellen mit DC
stimuliert, die mit K31-I-, K31-11-, K71-1- oder K71-l1-Peptiden beladenen waren, und an-
schlieBend mit DC restimuliert, die mit individuellen Peptiden beladenen waren (Kx-1/1-4
bzw. Kx-11/1-4). Die Restimulation mit allen individuellen Peptiden zeigte eine zwei- bis drei-

fach héhere Trogozytoserate der Lymphozyten nach Restimulation. (Abbildung 33).
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Abbildung 33: Trogozytose von in vitro restimulierten T-Zellen aus naiven Mausen mit Peptid
beladenen DC
Aus jungen C3H/HeJ-Mausen wurden LNC isoliert mit Peptid-Mix beladenen DC
stimuliert (7d, 37°C), mit Einzelpeptid beladenen DC restimuliert (7d, 37°C) und mit
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biotinylierten, beladenen DC fiir 2h bei 37°C kokultiviert. DC waren mit Peptid-
Mixen K31-1, K31-11, K71-1 oder K71-11 aus je 4 Peptiden oder den einzelnen Pepti-
den beladenen. AnschlieRend wurden die LNC mit Streptavidin-APC sowie anti-CD4
bzw. anti-CD8 und Fluoreszenz-markierten ZweitantikOrper angefarbt. Dargestellt ist
der prozentuale Anteil biotinylierter CD4" oder CD8" T-Zellen. Signifikante Unter-
schiede zu unbeladenen DC sind durch * gekennzeichnet. Mittelwerte und Standard-
abweichungen von Triplikaten sind gezeigt.

In naiven Lymphozyten von C3H/HeJ-Mausen, die spontan AA entwickeln kdnnen, wurden
sowohl CD4" als auch CD8" T-Zellen identifiziert, die auf die Keratine K31 und K71 reagier-

ten.

3.3.2 Keratin-spezifische Effektor-T-Zellen in AA betroffenen Mausen

Um eine Beteiligung der Keratine K31 und K71 als Autoantigen der AA nachzuweisen, wur-
den aktivierte Effektor-T-Zellen von AA betroffenen Mausen analysiert. Die Haut infiltrie-
rende Lymphozyten (Skin infiltrating Lymphocyte, SkIL) sowie Lymphozyten der drénieren-
den Lymphknoten wurden isoliert und mit Peptid beladenen oder zur Kontrolle mit AA-Haut-

Lysat beladenen DC stimuliert.

Reaktive T-Zellen gegen K31-1/ K31-11 und K71-1/K71-1l1 wurden durch Trogozytose nach-
gewiesen. CD4" SKIL reagierten besonders stark auf K31-11/4 und K71-11/1 und CD8" SKIL
auf K31-1/4 und K71-1/3 (Abbildung 34).
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Abbildung 34: Trogozytose von T-Zellen aus Mausen mit AA
In jungen C3H/HeJ-Méausen wurde mittels Hauttransplantation eine AA induziert.
Nach Entwicklung einer Alopecia totalis wurden SKIL und LNC isoliert und mit
biotinylierten, beladenen DC fiir 2h bei 37°C kokultiviert und anschlielend mit
Streptavidin-APC und anti-CD4 bzw. anti-CD8 und Fluoreszenz-markierten Zweitan-
tikdrper angefarbt. (A) DC waren mit Peptid-Mixen K31-I, K31-Il, K71-I oder K71-II
aus je 4 Peptiden oder AA-Lysat beladenen. (B) DC waren mit Peptid-Mixen K31-1,
K31-I1, K71-1 oder K71-11 aus je 4 Peptiden, den einzelnen Peptiden oder AA-Lysat
beladenen. Dargestellt ist der prozentuale Anteil biotinylierter CD4" oder CD8" T-
Zellen (A) Signifikante Unterschiede zu unbeladenen DC sind durch * gekennzeich-
net. (B) Signifikante Unterschiede der Einzelpeptidstimulation zur Stimulation mit
dem entsprechenden Peptid-Mix sind durch A gekennzeichnet. Mittelwerte und Stan-
dardabweichungen von Triplikaten sind gezeigt.

K31-1/K31-1l1 oder K71-I/K71-1l beladene DC stimulierten die Lymphozytenproliferation.
Allerdings proliferierten T-Zellen am stérksten, wenn sie mit AA-Lysat beladenen DC stimu-
liert wurden. Weiterhin wurden IFNy" T-Zellen durchflusszytometrisch und in den Uberstand
sekretiertes IFNy nachgewiesen, wenn die Lymphozyten mit K31-1/K31-11 oder K71-1/K71-I1
beladenen DC stimuliert wurden (Abbildung 35).
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Abbildung 35: Proliferation und IFNy-Expression von T-Zellen AA betroffener Mause nach

Stimulation mit Peptid beladenen DC

In jungen C3H/HelJ-Mé&usen wurde mittels Hauttransplantation eine AA induziert.
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SKIL und LNC wurden isoliert und mit Peptid-beladenen DC flr 48h bei 37°C
kokultiviert. (A) *H-Thymidin (1uCi) wurde 16h vor Ablauf der Inkubationszeit zuge-
setzt. Die Proliferation wurde durch Bestimmung der *H-Thymidin-Inkorporation ge-
messen. (B) LNC wurden fixiert, permeabilisiert und mit anti-IFNy-Antikorper sowie
Fluoreszenz-markierten Sekundéarantikorper durchflusszytometrisch detektiert. (C)
ELISA-Bestimmung des IFNy-Gehalts in Kokulturiiberstdnden. (A,B,C) Signifikante
Unterschiede zu unbeladenen DC sind durch * gekennzeichnet. Mittelwerte und Stan-
dardabweichungen von Triplikaten sind gezeigt.

Effektor-T-Zellen aus naiven Kontrolltieren und von AA betroffenen Tieren wurden mit K31-
I, K31-1l, K71-I oder K71-1l beladenen DC in vitro restimuliert und auf ihre zytotoxische
Aktivitat untersucht. Als Zielzellen dienten entsprechend beladenen T-Zell-Blasten. Die
hdchste Zytotoxizitat wurde nach Restimulation mit K31-1 und K71-1 in naiven und AA LNC
und Milzzellen (Spleen cell, SC) detektiert. AA LNC zeigten ebenfalls zytotoxische Aktivitat
gegen K31-11 und K71-11 beladenen Zielzellen (Abbildung 36).
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Abbildung 36: Zytotoxische T-Zellen AA betroffener Mause nach Stimulation mit Peptid bela-
denen DC
Dréanierende LNC und SC aus naiven (Kontrolle) und AA betroffenen C3H/HeJ-
Mausen wurden in vitro mit DC restimuliert, die mit K31/I, K31/I1, K71/1 oder K71/I1
beladen wurden. Anschlielend wurden die LNC im angegebenen Verhaltnis mit
*H-Thymidin-markierte Zielzellen (unbeladene oder mit Peptid beladene T-Zell-
Blasten) ausgesét und fiir 6h inkubiert. Die Radioaktivitit wurde im p-Zahler detek-
tiert und die % Zytotoxizitat berechnet. Signifikante Unterschiede zu unbeladenen
Zielzellen sind mit *gekennzeichnet. Mittelwerte von Triplikaten sind gezeigt.

Autoreaktive T-Zellen gegen die Keratine K31 und K71 wurden in der Haut, den dranieren-

den Lymphknoten und der Milz von AA betroffenen C3H/HeJ-Ma&usen nachgewiesen.
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3.3.3 Induktion der Alopecia areata in C3H/HeJ-Méausen durch DC-Vakzinierung mit
K31 und K71 Peptiden

Nachdem K31 und K71 reaktive T-Zellen in naiven und von AA betroffenen Mdusen nach-

gewiesen werden konnten, wurde untersucht, ob AA in naiven C3H/HeJ-Mausen mittels DC-

Vakzinierung induziert werden kann.

Pro Gruppe wurden 5 jungen, gesunden Mé&usen wochentlich K31-1/11 (Mix aus 8 Peptiden)

oder K71-1/11 beladene DC subkutan injiziert.

Die K71-1/11 vakzinierten Mause zeigten bereits nach 6 Wochen Fellveranderungen mit er-

grauendem, kurzem Haar im unteren Rlckenbereich. Die AA entwickelte sich progressiv,

sodass nach 10 Wochen bereits alle Mause dieser Gruppe kompletten Haarausfall um die

Schnauze und die Extremitéten sowie teilweise am Bauch zeigten.

In der K31-1/11-Gruppe trat AA im Vergleich zu K71-1/11 um 2 Wochen verzdgert auf und der

Verlauf schritt langsamer voran, aber alle Mause zeigten kompletten Haarausfall an der

Schnauze, 3 von 5 Mdusen entwickelten partielle AA an den Extremitaten und am Bauch

(Abbildung 37).

A

DC-K31 I+Il: 12 Wochen

93



Ergebnisse

B

DC-K71 I+1l: 8 Wochen

Abbildung 37: Progression der AA nach DC-Vakzinierung
Junge C3H/HeJ-M4use erhielten wéchentlich eine subkutane Injektion von 2x10° DC,
die mit MHCI und MHC Il Peptiden der Keratine (A) K31 oder (B) K71 beladen wa-
ren. Gezeigt sind représentative Beispiele des Haarausfalls.

In einem zweiten Versuch wurden die M&use mit DC vakziniert, die entweder mit MHC |
(Mix aus 4 Peptiden) oder mit MHC 1l Peptiden beladenen waren. Die Vakzinierung mit K31-
I beladenen DC verlief bezogen auf Auftreten der AA und progressiven Verlauf &hnlich wie
zur Vakzinierung mit K31-1/11 beladenen DC. Die Progression im Falle der Vakzinierung mit
K71-1 beladenen DC war schwacher im Vergleich zu K71-1/11. Nur die Hélfte der Mause zeig-
te kompletten Haarausfall an der Schnauze und den Extremitéten. Die Vakzinierungen mit
K31-1l oder K71-11 beladenen DC zeigten nur schwache Effekte wie Fellverdnderungen zu
kiirzerem, ergrauendem Haar an der Schnauze und den Extremitaten und lokaler Haarausfall
an der Injektionsstelle.
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In immunhistologischen Schnitten der betroffenen Hautareale nach der K31-1/11 bzw. K71-1/11
DC-Vakzinierung wuren in beiden Gruppen fir AA typische infiltrierende CD8*, CD4" T-
Zellen und Makrophagen (CD11b") um zerstorte Haarfollikel nachgewiesen. In der K71-I/11
Gruppe wurden mehr CD4" T-Zellen als in K31-1/11 detektiert. In den betroffenen Hautarealen
beider Gruppen wurden NK-Zellen (CD16/32") und Gr1* Zellen (myeloide Zellen) detektiert.
Immunhistologische Untersuchungen der Haut nach Vakzinierung mit MHC | beladenen DC
zeigten ebenfalls die Infiltration von CD4", CD8", Makrophagen, NK- und Grl® Zellen
(Abbildung 38).

Negativkontrolle

Abbildung 38: Infiltration von Immunzellen in die Haut nach DC-Vakzinierung
Junge C3H/HeJ-M4use erhielten wéchentlich eine subkutane Injektion von 2x10° DC,
die mit MHCI und/oder MHC I1 Peptiden der Keratine K31 oder K71 beladen waren.
Immunhistologische Farbung der Haut aus naiven sowie DC-vakzinierten C3H/HeJ-
Maéusen und aus Mausen, bei denen AA mittels Hauttransplantation induziert wurde.
7um dicke Schnitte schockgefrorener Haut wurden mit anti-CD4, anti-CD8, an-
ti-CD11b-, anti-CD16/32, anti-Gr-1- oder Kontroll-IgG-Antikorpern geférbt (rot) und
mit Mayers Hamatoxylin gegengefarbt (blau).
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DC-vakzinierte Méuse zeigten eine stark erhdhte Immunreaktion im Gegensatz zu naiven
Méusen. Diese war mit der Immunreaktion von M&usen vergleichbar, denen AA mittels Haut-
transplantation induziert worden war. Der prozentuale Anteil von T-Zellen in der Haut war
um circa 75% erhoht gegenuber naiven Mausen. Die T-Zell-Aktivierungsmarker CDG69,
CD25, CD28, CD44v6 und CD154 (CD40L) sowie die kostimulatorischen Molekile CD40
und CD80 wurden in SKIL verstarkt nachgewiesen. In drénierenden LNC wurden vermehrt
CD25, CD40 und CD86 exprimiert. CD95L konnte nur in K31-11 oder K71-1l vakzinierten
und transplantierten C3H/HeJ-Mé&usen detektiert werden (Abbildung 39).
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Abbildung 39: Anteil der Immunzellen und Expression der T-Zell-Aktivierungsmarker in SKIL
und LNC
Junge C3H/HeJ-M4use erhielten wéchentlich eine subkutane Injektion von 2x10° DC,
die mit MHCI oder MHC Il Peptiden der Keratine K31 oder K71 beladen waren.
Dargestellt ist der prozentuelle Anteil positiver SKIL und LNC, die fiir die
durchflusszytometrische Bestimmung der Expression mit Antikorpern gegen (A) Im-
munzell-Subpopulationen, (B) T-Zell-Aktivierungsmarkern sowie kostimulatorische
Molekule und Fluoreszenz-markierten Sekundarantikdrper angefarbt wurden. Signifi-
kante Unterschiede zu naiven SKIL bzw. LNC sind durch * gekennzeichnet. Mittel-
werte und Standardabweichungen von Triplikaten sind gezeigt.

Das Zytokinprofil der SKIL und LNC aus DC-vakzinierten Méausen war mit dem der trans-
plantierten Mause vergleichbar. Ausnahmen waren die Expression von IL10 in SKIL der K31-
I, K31-1l und K71-11 vakzinierten Gruppen, die auf dem niedrigem Expressionsniveau der
naiven Méause blieb, und TNFa in K31-11 bzw. K71-11 vakzinierten Mausen, das ebenfalls auf
dem Niveau der naiven Mduse war. In LNC DC-vakzinierter Mause wurde bis auf CD103,
das schwécher exprimiert wurde, das gleiche Expressionsmuster an Adhdsionsmolekilen de-

tektiert wie in transplantierten Mé&usen (Abbildung 40).
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Abbildung 40: Expression von Zytokinen in SKIL und LNC sowie von Adhéasionsmolekilen in
LNC

Junge C3H/HeJ-M4use erhielten wéchentlich eine subkutane Injektion von 2x10° DC,
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die mit MHCI oder MHC Il Peptiden der Keratine K31 oder K71 beladen waren.
Dargestellt ist der prozentuelle Anteil positiver SKIL und LNC, die fur die
durchflusszytometrische Bestimmung der Expression mit Antikrpern gegen (A)
Zytokine, (B) Adhésionsmolekiile und Fluoreszenz-markierten Sekundérantikorper
angefarbt wurden. (A) Signifikante Unterschiede zu naiven SKIL bzw. LNC sind
durch * gekennzeichnet. (B) Signifikante Unterschiede zu LNC aus transplantierten
M@usen sind durch * gekennzeichnet. Mittelwerte und Standardabweichungen von
Triplikaten sind gezeigt.

Die Expression von CD152 (CTLA4) war in SKIL und LNC hauttransplantierter Mause und in
den LNC DC-vakzinierter Méuse deutlich niedriger als in naiven Mausen. Der Anteil an Teq
(CD4", CD25", FoxP3") in SKIL und LNC hauttransplantierter Mause und DC-vakzinierter
Mé&use war reduziert im Vergleich zu naiven Mausen. Weiterhin waren sowohl in DC-
vakzinierten als auch in hauttransplantierten Mé&usen weniger myeloide Suppressorzellen
(MDSC; CD11b" Gr1* Zellen) nachweisbar als in naiven Mausen (Abbildung 41).
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Abbildung 41: Anteil von regulatorischen T-Zellen und MDSC in SKIL, LNC und SC
Junge C3H/HeJ-Mause erhielten wochentlich eine subkutane Injektion von 2x10° DC,
die mit MHCI oder MHC Il Peptiden der Keratine K31 oder K71 beladen waren.
(A) Dargestellt ist der prozentuelle Anteil positiver SKIL und LNC, die fur die
durchflusszytometrische Bestimmung der Expression mit Antikorpern gegen CD152
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und Tg-Marker und Fluoreszenz-markierten Sekundarantikorper angeféarbt wurden.
(B) Dargestellt ist der prozentuelle Anteil von MDSC (CD11b+ Grl+ Zellen) in SKIL
und SC, die fur die durchflusszytometrische Bestimmung der Expression mit Antikor-
pern gegen CD11b und Grl und Fluoreszenz-markierten Sekundarantikérper angefarbt
wurden. (A,B) Signifikante Unterschiede zu naiven Zellen sind durch * gekennzeich-
net. Mittelwerte und Standardabweichungen von Triplikaten sind gezeigt.

Die drénierenden LNC DC-vakzinierter M&use zeigten nach in vitro Restimulation mit K31-1,
K31-1l, K71-1 oder K71-11 Peptiden bzw. mit den individuellen Peptiden beladenen DC eine
verstarkt Trogozytoserate. Die Trogozytoserate nach Restimulation mit individuellen Peptiden
waren mit denen der Peptidmixe vergleichbar und die Unterschiede zwischen den Einzelpep-

tiden waren gering (Abbildung 42).

DC-Vak.. + keine Kokultur

10 + {-
% % 8 1 I 2 A
-] A
DC-Vak.. + Kokultur K31-| = <@
= % A
82 ° *
|
>
N &
P i
DC-Vak.. + Kokultur K31-11 2
- H
2 - ¢ )
0
+ + + + + + + +
DC-Vak.. + Kokultur K71-1 ES ‘ 2 ES ‘ 2 ES ‘ 2 ES ‘ 3
e &) o ) ] ) ) ) @)
' K31-IDC K71-I DC K31-ll DC K71-ll DC
. DC-Vakzinierung
DC in vitro
DC-Vak.. + Kokultur K71-11 =
31 =K31-I EK31-1/1  ®mK31-/2 mK31-1/3 ®mK31-l/4 =K71- *K71-11
] '
PR . i S < *K71-1/2  ¢K71-/3  &K71-1/4 =K31-ll OK31-1l/1  oK31-Il/12 eK31-I/3
= 8
= OK31-ll/4 =K71-ll AKT1-1M K71-11/2 K71-113  aK71-11/4

Streptavidin-APC

Abbildung 42: Trogozytose von T-Zellen aus DC-vakzinierten M&usen mit Peptid beladenen DC
Junge C3H/HeJ-M4use erhielten wéchentlich eine subkutane Injektion von 2x10° DC,
die mit MHCI oder MHC Il Peptiden der Keratine K31 oder K71 beladen waren. Dré-
nierende LNC wurden isoliert und mit biotinylierten, beladenen DC fiir 2h bei 37°C
kokultiviert. DC waren mit MHC | oder MHC |1 Peptiden der Keratine K31 bzw. K71
oder den einzelnen Peptiden beladenen. Anschliefend wurden die LNC mit
Streptavidin-APC und anti-CD4 bzw. anti-CD8 und Fluoreszenz-markierten Zweitan-
tikorper angefarbt. Dargestellt ist der prozentuale Anteil biotinylierter CD4" oder
CD8" T-Zellen. Mittelwerte und Standardabweichungen von Triplikaten sind gezeigt.

Nach in vitro DC-Restimulation proliferierten die dranierenden LNC DC-vakzinierter Mé&use

am starksten, wenn sie mit den Peptiden der Vakzinierung restimuliert wurden. Nach
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Restimulation mit DC, die mit anderen Peptiden oder AA-Lysat beladen waren, das als Anti-

gen-Surrogat diente, wurde schwéchere Proliferation beobachtet (Abbildung 43).

cpm (x10 %) / 2x10 3 LNC

DC in vitro
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Abbildung 43: Proliferation von in vitro restimulierten T-Zellen aus DC-vakzinierten Mausen

Junge C3H/HeJ-M4use erhielten wéchentlich eine subkutane Injektion von 2x10° DC,
die mit MHCI oder MHC Il Peptiden der Keratine K31 oder K71 beladen waren. Dra-
nierende LNC wurden isoliert und mit beladenen DC fur 48h bei 37°C restimuliert.
*H-Thymidin (1uCi) wurde 16h vor Ablauf der Inkubationszeit zugesetzt. Die Prolife-
ration wurde durch Bestimmung der *H-Thymidin-Inkorporation gemessen. Signifi-
kante Unterschiede zu unbeladenen DC sind durch * gekennzeichnet. Mittelwerte und
Standardabweichungen von Triplikaten sind gezeigt.

Die zytotoxische Aktivitat der dranierenden LNC DC-vakzinierter Mause gegen Peptid belade-

ne Zielzellen war stark erhoht im Vergleich zu unbeladenen Zielzellen, aber nur im Falle von

LNC K31-1 vakzinierter Mause war die zytotoxische Aktivitat gegen K31-I beladene Zielzel-

len hoher als gegentiber AA-Lysat beladener Zielzellen (Abbildung 44).
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Abbildung 44: Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen nach DC-Vakzinierung
Junge C3H/HeJ-Ma4use erhielten wochentlich eine subkutane Injektion von 2x10°
DC, die mit MHCI oder MHC |1 Peptiden der Keratine K31 oder K71 beladen wur-
den. Die LNC wurden isoliert und in vitro mit entsprechend beladenen DC
restimuliert. Anschliefend wurden die LNC im angegebenen Verhaltnis mit
*H-Thymidin-markierte Zielzellen (unbeladene, mit Peptid oder AA-Lysat beladene
T-Zell-Blasten) ausgesit und fiir 6h inkubiert. Die Radioaktivitdt wurde im -Zahler
detektiert und die % Zytotoxizitdt berechnet. Signifikante Unterschiede zu
unbeladenen Zielzellen sind mit *gekennzeichnet. Mittelwerte und Standardabwei-
chungen von Triplikaten sind gezeigt.

Ein wichtiges Kriterium zur Immunogenitat von Autoantigenen ist die Ubertragbarkeit der
Krankheit in gesunde Empfénger mittels T-Zell-Transfer. Die Induzierbarkeit von AA durch
dranierende LNC aus K31-I/11 oder K71-1/11 Peptid-vakzinierten Méausen wurde getestet. Die
einmalige subkutane Injektion dieser LNC induzierte lokalen Haarausfall um die Injektions-
stelle nach etwa 6 bis 8 Wochen, aber keine fortschreitende AA. In ex vivo Analysen wurde
im Vergleich zu unbehandelten C3H/HeJ-Mausen eine Anreicherung von CD4" T-Zellen in
den SKIL und eine erhdhte Expression der T-Zell-Aktivierungsmarker CD69, CD28 und
CDA40L festgestellt. Die Expression von die CD95L und IFNy war gesteigert. Aus den Trans-
fergruppen proliferierten die dranierenden LNC verstarkt, wenn sie mit DC restimuliert wur-
den welche mit Peptid-beladenen waren, mit denen auch die AA-Induktion erfolgt war. Die
zytotoxische Aktivitat der dranierenden LNC gegeniiber Zielzellen, die mit Peptiden der AA-
Induktion beladenen waren, war im Vergleich zu unbeladenen Zielzellen signifikant erhoht.
Keine Steigerung wurde zwischen unbeladenen oder mit Peptiden der anderen Gruppe bela-
denen Zielzellen beobachtet (Abbildung 45).
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Abbildung 45: Induktion von AA nach T-Zell-Transfer in naiven C3H/HeJ-Mausen

Naiven C3H/HeJ-Mausen wurden 2x10” LNC subkutan injiziert, die aus Mausen iso-
liert wurden, die mit K31-1/11 oder K71-1/11 beladenen DC vakziniert worden waren.
(A) Gezeigt ist ein reprasentatives Foto des Haarausfalls. (B) Dranierende LNC wur-
den isoliert und mit beladenen DC fiir 48h bei 37°C restimuliert. *H-Thymidin (1uCi)
wurde 16h vor Ablauf der Inkubationszeit zugesetzt. Die Proliferation wurde durch
Bestimmung der *H-Thymidin-Inkorporation gemessen. (C) Dargestellt ist der prozen-
tuelle Anteil positiver SKIL, die fur die durchflusszytometrische Bestimmung der Ex-
pression mit Antikdrpern gegen T-Zell- sowie Aktivierungsmarker und Fluoreszenz-
markierten Sekundarantikorper angefarbt wurden. (D) Zytotoxizitat von drénierenden
LNC, die in vitro mit entsprechenden DC restimuliert wurden. Anschlielend wurden
die LNC im angegebenen Verhaltnis mit *H-Thymidin-markierte Zielzellen
(unbeladene oder mit Peptid beladene T-Zell-Blasten) ausgesat und fiir 6h inkubiert.
Die Radioaktivitit wurde im f-Zahler detektiert und die % Zytotoxizitét berechnet.
(B,C) Signifikante Unterschiede zu unbeladenen DC sind durch * gekennzeichnet. (D)
Signifikante Unterschiede zu unbeladenen Zielzellen sind mit *gekennzeichnet. Mit-
telwerte und Standardabweichungen von Triplikaten sind gezeigt.

C3H/HelJ-Mause entwickeln nach DC-Vakzinierung mit MHC | und MHC Il Peptiden der

Keratine K31 und K71 eine milde Form der AA. Durchflusszytometrische und immunhistolo-
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gische Analysen zeigten die Beteiligung von Immunzellen, besonders T-Zellen, an der Haar-
follikelattacke und eine vergleichbare T-Zell-Aktivierung wie in AA, die mittels Hauttrans-
plantation induziert wurde. Eine Progression zu Alopecia totalis wurde nicht beobachtet. Die
DC-Vakzinierung mit MHC | Peptiden zeigte eine schwachere AA-Induktion im Vergleich
zur Verwendung MHC | und MHC |1 bindender Peptide. Die DC-Vakzinierung mit MHC I

Peptiden die schwéchsten Effekte auf die AA-Progression.

3.4 Peptide der Keratine K31 und K71 kénnen erfolgreich zur Autoanti-

gen-spezifischen Therapie der AA eingesetzt werden

Peptide sind in der Regel nicht immunogen, wenn sie in wassrigen Lésungen verabreicht
werden und konnen immunsuppressiv wirken. Es wurde in hauttransplantierten C3H/HeJ-
Méusen untersucht, ob K31-I/11- zusammen mit K71-I/11-Peptiden die Induktion oder Pro-
gression der AA beeintrachtigen. Zwei Mausgruppen wurden wdochentlich 100ug K31-I/11-
und K71-1/11-Peptide in physiologischer Kochsalzlésung intravends injiziert. Die erste Gruppe
erhielt die Injektionen direkt nach der Hauttransplantation (K31+K71 Peptide, iv (d0)), die
zweite nachdem die Méuse eine milde Form der AA (K31+K71 Peptide, iv (d63)) entwickelt
hatten.

Unbehandelt zeigten acht von 10 Mausen Alopecia totalis und zwei partielle AA 16 Wochen
nach der Hauttransplantation. Wenn sie direkt nach der Hauttransplantation mit Peptiden be-
handelt wurden, entwickelten nur vier von 10 Mausen Alopecia totalis, zwei partielle und vier
gar keine AA. Bei Mdusen, bei denen sich bereits eine milde Form der AA entwickelt hatte,
als mit der Peptid-Behandlung angefangen wurde, schritt die AA in 5 von 10 Fallen nicht wei-
ter fort. Vier Mause entwickelten Alopecia totalis und eine partielle AA. Nach Absetzung der
Peptid-Behandlung (16. Woche) schritt die AA im Beobachtungszeitraum von insgesamt 30
Wochen nicht weiter fort (Abbildung 46).
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Abbildung 46: Entwicklung der AA nach Hauttransplantation in unbehandelten und Peptid-
behandelten C3H/HeJ-M&usen
In jungen C3H/HeJ-Mé&usen wurde AA mittels Hauttransplantation induziert. Zur The-
rapie wurden 100ug K31-1/11 und K71-I/11 Peptide in physiologischer Kochsalzlésung
wdchentlich entweder direkt nach der Hauttransplantation (K31+K71, iv (d0)) oder
nach Entwicklung einer milden AA (K31+K71, iv (d63)) intravends injiziert. Die In-
jektionen wurden in der 16.Woche nach Hauttransplantation abgesetzt. Dargestellt ist
der Verlauf der AA einzelner Mduse Uber den Beobachtungszeitraum von 30 Wochen.

Um die Wirkungsweise der Peptidbehandlung né&her zu charakterisieren, wurden drei
C3H/HelJ-Mduse je Gruppe untersucht. Es wurden Kontrolltiere mit Alopecia totalis mit
C3H/HelJ-Mausen, die sofort nach der Hauttransplantation mit Peptiden behandelt wurden und
keine AA entwickelten, und C3H/HelJ-M4use, die nach der Entwicklung einer milden AA mit
Peptiden behandelt wurden und keine weitere Progression zeigten, verglichen.

Dranierende Lymphknoten und die Milz wurden auf das Vorhandensein von MDSC sowie
Treg Und die T-Zellen auf Anergie gegeniiber K31 und K71 analysiert.

Der Anteil der immunsuppressiven MDSC war nicht verdandert, wéhrend der Anteil der Tyeg
und TGFP sowie IL10 exprimierenden Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant
erhoht war (Abbildung 47).
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Abbildung 47: Anteil von MDSC und regulatorischen T-Zellen sowie die Expression suppressi-
ver Zytokine in SC bzw. LNC
In jungen C3H/HeJ-Mé&usen wurde AA mittels Hauttransplantation induziert. Zur The-
rapie wurden 100ug K31-1/11 und K71-I/11 Peptide in physiologischer Kochsalzlésung
wdchentlich intravends injiziert. Untersucht wurden C3H/HeJ-Mause, die keine AA
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entwickelten (K31+K71 Peptide, iv (d0)) bzw. deren milde AA nicht weiter fortschritt
(K31+K71, iv (d63)) und Kontrolltiere mit Alopecia totalis.

(A) Dargestellt ist der prozentuelle Anteil von MDSC (CD11b* Grl1* Zellen) in SC,
die fur die durchflusszytometrische Bestimmung der Expression mit Antikdrpern ge-
gen CD11b und Grl und Fluoreszenz-markierten Sekundarantikdrper angeféarbt wur-
den. (B) Dargestellt ist der prozentuelle Anteil positiver LNC, die fir die
durchflusszytometrische Bestimmung der Expression mit Antikorpern gegen CD152
und Tg-Marker und Fluoreszenz-markierten Sekundarantikorper angefarbt wurden.
(C) Dargestellt ist der prozentuelle Anteil positiver LNC, die fiir die
durchflusszytometrische Bestimmung der Expression fixiert, permeabilisiert und mit
Antikdrpern gegen IL10 sowie TGFp und Fluoreszenz-markierten Sekundarantikorper
angefarbt wurden. (A, B, C) Signifikante Unterschiede zwischen Peptid-behandelten
Méausen und von Alopecia totalis betroffenen Kontrollméusen sind durch * gekenn-
zeichnet. Mittelwerte und Standardabweichungen von Triplikaten sind gezeigt.

Zur Demonstration der Anergieinduktion in K31- und K71-spezifischen T-Zellen, wurde die
Proliferation, die Trogozytoserate und die Zytotoxizitat gegenlber diesen Keratinen gemes-
sen.

Die T-Zellen der Peptid-behandelten Gruppen proliferierten nicht nach in vitro Restimulation
mit Peptid-beladenen DC oder gel6sten Peptiden, aber die Proliferation nach einer
allogenenen (C57BI/6-LNC) oder PMA-Stimulation (Phorbol-12-myristat-13-acetat, Positiv-
kontrolle der T-Zell-Aktivierung) wurde nicht beeintrachtigt. Die T-Zellen der Kontrollgrup-

pe proliferierten nach allen in vitro Restimulationen (Abbildung 48).
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Abbildung 48: Proliferation von T-Zellen
In jungen C3H/HeJ-Mé&usen wurde AA mittels Hauttransplantation induziert. Zur The-
rapie wurden 100ug K31-1/11 und K71-I/11 Peptide in physiologischer Kochsalzlésung
wochentlich intravends injiziert. Untersucht wurden C3H/HeJ-Mduse, die keine AA
entwickelten (K31+K71 Peptide, iv (d0)) bzw. deren milde AA nicht weiter fortschritt
(K31+K71, iv (d63)). Dranierende LNC wurden isoliert und flr 48h bei 37°C
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restimuliert. *H-Thymidin (1uCi) wurde 16h vor Ablauf der Inkubationszeit zugesetzt.
Die Proliferation wurde durch Bestimmung der *H-Thymidin-Inkorporation gemessen.
Signifikante Unterschiede zwischen Peptid-behandelten Mausen und von Alopecia
totalis betroffenen Kontrollm&usen sind durch * gekennzeichnet. Mittelwerte und
Standardabweichungen von Triplikaten sind gezeigt.

Die Trogozytoserate von Peptid-beladenen DC mit CD4" oder CD8" T-Zellen war deutlich
niedriger in T-Zellen Peptid-behandelter Mause gegenuber Kontrollmdusen. Nach
Restimulation mit Peptid-beladenen DC konnte die Trogozytoserate in allen Gruppen gestei-
gert werden, aber diese blieb in T-Zellen Peptid-behandelter Mause sehr gering (Abbildung
49).
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Abbildung 49: Trogozytose von Peptid-beladenen DC mit T-Zellen
In jungen C3H/HeJ-Méausen wurde AA mittels Hauttransplantation induziert. Zur The-
rapie wurden 100ug K31-1/11 und K71-I/11 Peptide in physiologischer Kochsalzlésung
wdchentlich intravends injiziert. Untersucht wurden C3H/HeJ-Mause, die keine AA
entwickelten (K31+K71 Peptide, iv (d0)) bzw. deren milde AA nicht weiter fortschritt
(K31+K71, iv (d63)). (A) Dranierende LNC wurden isoliert und mit biotinylierten, be-
ladenen DC fir 2h bei 37°C kokultiviert und anschlieBend mit Streptavidin-APC und
anti-CD4 bzw. anti-CD8 und Fluoreszenz-markierten Zweitantikorper angefarbt. (B)
drénierende LNC wurden isoliert und mit Peptid-beladenen DC restimuliert. An-
schlieRend wurden die LNC mit biotinylierten, beladenen DC fir 2h bei 37°C
kokultiviert und mit Streptavidin-APC und anti-CD4 bzw. anti-CD8 und Fluoreszenz-
markierten Zweitantikdrper angefarbt. (A, B) Signifikante Unterschiede zwischen
Peptid-behandelten Méusen und von Alopecia totalis betroffenen Kontrollméusen sind
durch * gekennzeichnet.

Die Zytotoxizitat der T-Zellen Peptid-behandelter M&use gegeniiber K31- oder K71-Peptid-
beladenen Zielzellen war um bis zu 75% reduziert gegeniiber T-Zellen AA betroffener Kont-
rollméuse. Die Zytotoxizitdt gegeniber Alloantigen-beladenen Zielzellen war nach

Restimulation kaum beeintrachtigt (Abbildung 50).
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In jungen C3H/HeJ-Méausen wurde AA mittels Hauttransplantation induziert. Zur The-
rapie wurden 100ug K31-1/11 und K71-I/11 Peptide in physiologischer Kochsalzlésung
wdchentlich intravends injiziert. Untersucht wurden C3H/HeJ-Mause, die keine AA
entwickelten (K31+K71 Peptide, iv (d0)) bzw. deren milde AA nicht weiter fortschritt
(K31+K71, iv (d63)). Dranierende LNC wurden in vitro mit DC restimuliert. An-
schlieRend wurden die LNC im angegebenen Verhaltnis mit *H-Thymidin-markierte
Zielzellen (mit Peptid beladene T-Zell-Blasten) ausgesat und fiir 6h inkubiert. Die Ra-
dioaktivitiat wurde im [3-Zahler detektiert und die % Zytotoxizitat berechnet. Signifi-
kante Unterschiede zwischen Peptid-behandelten Mausen und von Alopecia totalis be-
troffenen Kontrollméusen sind durch * gekennzeichnet. Mittelwerte und Standardab-
weichungen von Triplikaten sind gezeigt.

C3H/HelJ-Maduse, denen mittels Hauttransplantation AA induziert wurde, konnten mit der

Injektion tolerogener Peptide der Keratine K31 und K71 therapiert werden. In etwa 40-50%

der behandelten Mause konnte die Induktion der AA bzw. die weitere Progression verhindert

werden. Dies

ging mit einem leichten Anstieg der Ty und deren Expression suppressiver

Zytokine einher. Weiterhin konnte eine langanhaltende Anergieinduktion in K31- und K71-

spezifishen, autoreaktiven T-Zellen demonstriert werden.
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4  Diskussion

Alopecia Areata (AA) ist eine gegen Strukturen des anagenen Haarfollikels gerichtete T-Zell-
vermittelte Autoimmunerkrankung (Kalish und Gilhar 2003). AA flhrt zu Haarausfall am
Kopf und kann sich zu den schweren Formen der Alopecia totalis und Alopecia universalis
weiterentwickeln. AA ist ein gutes Modell zu Erforschung der komplexen Immunreaktionen
bei Autoimmunerkrankungen, da AA keine lebensbedrohliche Erkrankung ist und auch im
Spétstadium kein massives Organversagen, wie z.B. in Diabetes Typ | oder Multiple Sklerose,
auftritt. latrogene Veranderungen des Immunsystems mussen ebenfalls nicht berlicksichtigt
werden, weil eine Therapie mit Immunsuppressiva nicht erforderlich ist (D'Ovidio 2014; Lu
et al. 2006). Circa 20 % der C3H/HeJ-Méause entwickeln spontan AA, die der humanen
Krankheit stark ahnelt (Sundberg et al. 1994). AA kann in naiven C3H/HeJ-Mausen durch die
Transplantation von Haut befallener M&usen induziert werden (McElwee et al. 1998).
T-Zell-vermittelte Autoimmunerkrankungen sind durch die Expansion und Aktivierung auto-
reaktiver T-Zellen gekennzeichnet, die eine erhohte Motilitdt und Apoptoseresistenz zeigen.
Dariber hinaus sind haufig Trq reduziert und im Falle der AA ist zudem das immunsuppres-
sive Milieu der Haut (Immunprivileg) aufgehoben (Gilhar et al. 2005). Diese Komponenten -
erhohter Aktivierungszustand der autoreaktiven T-Zellen, Apoptoseresistenz und Schwachung
immunregulatorischer/ immunsuppressiver Mechanismen- bilden bei der AA wie bei anderen
Autoimmunerkrankungen auch den Ansatzpunkt fiir therapeutische Interferenz. Als optimale
Therapie wird die Anergieinduktion und die Elimination autoreaktiver T-Zellen erachtet (Mil-
ler et al. 2007). Dies erfordert die Kenntnis des (der) krankheitsinduzierenden Antigens(e), die
bisher flr die AA nicht bekannt waren. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Autoantigene der
AA identifiziert und ihr therapeutisches Potenzial tiber die Induktion von Anergie nachgewie-
sen und welches spater diskutiert wird.

Neben der Toleranzinduktion erfordert die Therapie von Autoimmunerkrankungen auch die
Starkung immunregulatorischer Mechanismen. Dies kann (ber den Transfer von T und spe-
ziell bei der AA Uber die Expansion von MDSC mittels eines persistierenden Kontaktekzems
erfolgen (Singh et al. 2011). Als adjuvante Therapie kommt dartiber hinaus eine Blockade
aktivierter T-Zellen in Betracht. Hierzu werden hdufig Antikorper eingesetzt, welche die ak-
zessorischen Molekdle der T-Zellen blockieren. Friihere Arbeiten dieser Arbeitsgruppe haben
gezeigt, dass bei der AA insbesondere eine Kooperation von CD44 und CD49d die
Effektorzellaktivitat nachhaltig unterstitzt und CD44v10 sowohl die Rekrutierung der
Effektorzellen in den Bereich der Haarfollikel férdert als auch zusatzlich die

Apoptoseresistenz der Effektorzellen steigert (Freyschmidt-Paul et al. 2000; Marhaba et al.

110



Diskussion

2006). In einem in vitro Modellsystem sollten die zu Grunde liegenden Mechanismen unter-
sucht werden. Im Folgenden werden die erzielten Ergebnisse diskutiert und abschliel3end dar-
gelegt, warum erwartet werden kann, dass eine persistierende Heilung von Autoimmuner-

krankungen eine Kombinationstherapie aus Toleranzinduktion und Suppression erfordert.

4.1 Die Rolle von CD44 bei der persistierenden T-Zell-Aktivitat in Auto-

Immunerkrankungen
4.1.1 Wahl des EL4-Systems
Die Immunreaktion der T-Zellen auf Pathogene erfolgt nach der Erkennung des pathogenen
Antigens durch den T-Zell-Rezeptor und der Aktivierung akzessorischer Molekile (ber
kostimulatorische Signale der B7-Familie. Weiterhin ist das Mikromilieu fur Ausrichtung
sowie Starke der Immunantwort entscheidend. Fehlen kostimulatorische Signale oder herrscht
ein immunsuppressives Mikromilieu, werden T-Zellen in Anergie oder Apoptose getrieben. In
Autoimmunerkrankungen ist nicht nur die Toleranz gegen Selbstantigene durchbrochen,
vielmehr ist auch die Regulation der T-Zell-Aktivierung gestort. So kann eine T-Zell-
Rezeptor-unabhangige Aktivierung durch akzessorische Molekdle erfolgen. In Multipler Skle-
rose (MS) wurde die Aktivierung durch f2-Integrine (CD18), die fiir die T-Zell-Migration in
das Gehirn und Rickenmark essentiell sind, mit der Progression und Schwere der MS korre-
liert (Sospedra und Martin 2005). Stimulation iiber B2-Integrine fuhrten zur Re-Organisation
des Zytoskeletts und zur Signaltransduktion tber Akt, Erk und JNK (Abram und Lowell
2009; Moser et al. 2009).
In Vorarbeiten des Labors wurde CD44, zuerst als Homing-Rezeptor fiir Lymphozyten und
Hauptrezeptor fir Hyaluronsdure beschrieben, als potentielles akzessorisches Molekil der AA
postuliert. Um den molekularen Mechanismus der T-Zell-Rezeptor-unabhéngigen Aktivie-
rung uber CD44 zu analysieren, wurde die murine Thymomzelllinie EL4 gewahlt, da diese
CD44s sowie CD18 stark, aber keinen T-Zell-Rezeptor exprimiert (Reiter 1979). CD44s be-
sitzt keine Signaltransduktionsdomédne und ist daher auf die Kooperation mit
signaltransduzierenden Adaptermolekiilen angewiesen. Bei der AA konnte dies Uber die As-
soziation von CD44s mit CD49d erfolgen. Weiterhin konnte eine verstarkte Extravasation von
aktivierten CD44v10" AA-Effektozellen in die Haut beobachtet werden und eine Blockade
von CDA44v10 verhinderte die Induktion einer AA. So waren im Hinblick auf die Rolle von
CD44 bei der AA insbesondere zwei Fragen zu klaren:
1. Welche Mechanismen liegen der praferentiellen Rekrutierung CD44v10 exprimierender
Effektor-T-Zellen in die Haut zu Grunde und zeichnen sich CD44v10" T-Zellen durch gestei-
gerte Effektoraktivitat aus?
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2. Verstarkt die Assoziation von CD44 mit CD49d Effektorfunktionen der T-Zellen?

Um diese Fragen zu beantworten, wurden EL4-Zellen mit CD44v10 (EL4-v10), Wildtyp
CD49d (EL4-CD49d) oder mit mutiertem CD49d (EL4-mutCD49d) transfiziert. Die Punkt-
mutation S988A inhibiert die Paxillin-Bindung an CD49d und die Signaltransduktion ist un-
terbrochen. Da keine der Transfektionen signifikante Anderungen im Expressionsprofil der
Adhésions- oder Aktivierungsproteine bewirkte, konnten die beobachteten Effekte den

transfizierten Molekulen zugeschrieben werden.

4.1.2 Osteopontin vermittelt das praferentielle Einwandern von CD44v10" T-Zellen in
die Haut und verstarkt deren Aktivitat
Bei Autoimmunerkrankungen wurden in Lymphozyten veranderte Expressionsmuster der
Adhasionsmolekiile unter anderem von CD44 und varianten Isoformen CD44v beschrieben,
so wurde eine Anreicherung von CD44v3 und CD44v10 fir eine Reihe autoimmuner Hauter-
krankungen beobachtet (Estess et al. 1998). In Biopsien von Patienten mit nicht-autoimmunen
Hauterkrankungen wurden ebenfalls CD44v3" und CD44v10" Lymphozyten detektiert (Seiter
et al. 1998). Die Expression von CD44v10 wurde ebenfalls auf hautinfiltrierenden
Melanomzellen sowie kutan wachsenden Lymphommetastasen beobachtet (Yoshinari et al.
1999). CD44 ist fur die Leukozytenextravasation essentiell (Nandi et al. 2004).
Eine gesteigerte Bindung von CD44v10 an Matrixproteine wurde in dieser Arbeit nicht beo-
bachtet, aber eine verstarkte Bindung des Chemokins OPN an CD44v10. EL4-v10-Zellen
zeigten stérkere Adhasion und Migration an OPN im Vergleich zu parentalen EL4-Zellen. Die
CD44v10-OPN-Bindung konnte mit anti-CD44v10-Antikorper inhibiert werden. CD44 sowie
varianten Isoformen CD44v3 und CD44v10 sind membranstandige Proteoglykane mit
Chondroitinsulfat- und Heparansulfat-Seitenketten, die Zytokine und Chemokine binden, z.B.
bFGF, MIP1B, HGF und wie hier flir CD44v10 gezeigt OPN (Hibino et al. 2005; Jackson et
al. 1995; Kugelman et al. 1992). Die Seitenkettenmodifikation ist essentiell fiir die Bindung
und Signaltransduktion, wie fur die Extravasation von Endothelzellen wéhrend der Wundhei-
lung beschrieben (Henke et al. 1996; Ihrcke und Platt 1996).
OPN, ein phosphoryliertes Glycoprotein, wird verstarkt von Endothelzellen unter
inflammatorischen Bedingungen gebildet und unterstiitzt die Rekrutierung von aktivierten T-
Zellen und Makrophagen (Bellahcene et al. 2008; Lund et al. 2013; Xie et al. 2001). Es wird
von Intergrinen, CD44 sowie varianten CD44-1soformen gebunden. Dem entsprach, dass
mehr EL4-v10-Zellen als EL4-Zellen in die Haut migrierten und dass dieser Prozess unter

inflammatorischen Bedingungen noch verstarkt wurde.
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In C3H/HeJ-Mausen konnte der Beginn der AA durch eine Antikorperblockade mit anti-
CD44v10-Antikorper verzogert und die Schwere der AA abgeschwécht werden (Freyschmidt-
Paul et al. 2000). Es wurde gezeigt, dass die Extravasation der AA-Effektorzellen und die
Rezirkulation von DC in die Haut durch eine Blockade mit anti-panCD44- oder anti-
CD44v10-Antikorper gestort wird. Dies lasst sich nun durch die Inhibition der CD44v10-
OPN-Interaktion erklaren. Das homing der DC in den Lymphknoten wurde nur durch anti-
panCD44-, nicht aber durch anti-CD44v10-Antikorper blockiert. Das l&sst auf distinkte Rol-
len der einzelnen varianten Isoformen bei der Migration schlieBen (Freyschmidt-Paul et al.
2000; Weber et al. 1996). So wurde gezeigt, dass die Extravasation von Lymphozyten in den
Darm in Morbus Crohn von deren CD44v7-Expression abhangig war (Wittig et al. 1998).
Nach der intrazellularen OPN-CD44v10-Bindung ist eine Komplexbildung von CD44 mit
Ezrin in der Migrationsfront der extravasierenden Zelle zu beobachten (Yoshinari et al. 1999;
Zoller et al. 2007). Dementsprechend fordert eine lokale Entziindung der Haut, die zu einer
verstarkten OPN-Expression auf Endothelzellen fiihrt, die Rekrutierung von EL4-v10-Zellen
im Vergleich zu den parentalen EL4-Zellen. Das beschriebene, erhohte Migrations- und
Extravasationsverhalten von CD44v10" Lymphozyten in AA resultiert daher wahrscheinlich
aus der hier gezeigten Bindung von CD44v10 an OPN (Seiter et al. 1998; Zoller et al. 2002).

Zudem induziert die OPN-Bindung durch CD44v10 die Expression von CXCL12 (SDF1la)
und TNFR | auf Stromazellen und kdnnte dadurch zu einer gesteigerten Aktivierung der Lym-
phozyten beitragen (Erb et al. 2014). Die Interaktion von CXCL12 mit seinem Rezeptor CXCR4 auf
Lymphozyten verstérkt deren Aktivierung nach Adhésion und HA-Bindung durch CD44 (Avigdor et
al. 2004). OPN-Bindung ist auch an der Aktivierung des MAP-Kinaseweges und der PI3K/Akt-
Signaltransduktion beteiligt (Cantor und Shinohara 2009). Dies wiirde ebenfalls die in EL4-v10-Zellen
beobachtete Steigerung der Proliferation, die mit erhéhter ERK und PKC Phosphorylierung ein-
hergeht, und die Apoptoseresistenz durch PI3K und Akt Aktivierung, erklaren. Die verstéarkte
Expansion und Apoptoseresistenz der hautinfiltrierenden Lymphozyten im AA-Mausmodell

lieRe sich zum Teil ebenfalls durch die gesteigerte Bindung von CD44v10 an OPN erkl&ren.

4.1.3 Die Assoziation von CD44 an CD49d fordert persistierende T-Zell-Aktivitat

CD44, der Hauptrezeptor fir HA, ist in vivo an dem Prozess des Rollens von T-Zellen entlang
der Endothelzellen und der starken Adhdasion der T-Zellen an aktivierte Endothelzellen betei-
ligt. Es wurde gezeigt, dass dieser Prozess mit einer Assoziation von CD44 mit CD49d ein-
hergeht und der Komplex in die Migrationsfront der T-Zelle transloziert (Nandi et al. 2004).
Die Translokation fordert die Motilitat der T-Zellen und erleichtert die Extravasation in den

Entzlindungsbereich. Fur die Extravasation ist die zytoplasmatische Domane und die Interak-
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tion mit F-Aktin Uber ERM-Molekile (Ezrin, Radaxin, Moesin) erforderlich (Nandi et al.
2004; Tsukita et al. 1994). AA-Effektorzellen zeigen ebenfalls eine erhdhte Migrationsfahig-
keit, die moglicherweise auf die Assoziation von CD44 mit CD49d und die Lokalisation des
Komplexes in den GEM zurlckzufihren ist (Marhaba et al. 2006). Diese Annahme konnte im
EL4-Modellsystem belegt werden. EL4-CD49d-Zellen zeigen eine gesteigerte Motilitat, die
sowohl mit anti-panCD44- als auch mit anti-CD49d-Antikdrper inhibiert werden konnte. Je-
doch konnte keine verstarkte Migration in EL4-mutCD49d-Zellen festgestellt werden. Durch
die mutierte zytoplasmatische Doméne von CD49d erfolgte keine Verankerung in den GEM.
Die Translokation beider Molekdile in die GEM ist flr deren Assoziation essentiell und erfolgt
nur in den EL4-CD49d-Zellen (Nandi et al. 2004).

In den Lymphozyten von AA-betroffenen C3H/HeJ-Mausen wurde zudem ein erhéhter Akti-
vierungszustand nachgewiesen. Da CD44 in T-Zellen konstitutiv mit Ick assoziiert ist, ermdg-
lichte die CD44-CD49d-Komplexbildung die FAK-Phosphorylierung durch Ick (Ilangumaran
et al. 1998; Marhaba et al. 2006). Die Aktivierung von FAK in den AA-Effektorzellen erhdhte
die Apoptoseresistenz uber den P13- und MAP-Kinaseweg, der zu einer hoheren Expression
der anti-apoptotischen Molekule Bcl2 und BclXL und zu einer geringeren Expression pro-
apoptotischer fiihrte (Marhaba et al. 2006). In EL4-CD49d-Zellen forderte die Assoziation
von CD44 mit CD49d in GEM die Aktivitat von Ezrin sowie die Phoporylierung von ERK
und steigerte die Apoptoseresistenz der EL4-CD49d-Zellen. Allerdings ist der Einfluss der
CD44-CD49d-Assoziation in EL4-CD49d-Zellen auf die Proliferation und Apoptoseresistenz
geringer als in aktivierten Leukozyten in vivo, da in EL4-CD49d-Zellen nur die Aktivierung
des Akt-Signalweges erfolgt, in nicht transformierten Leukozyten zusétzlich auch die des
JNK-Signalweg (Marhaba et al. 2006).

In EL4-CD49d-Zellen wurde eine starke, in EL4-mutCD49d-Zellen hingegen nur eine sehr
schwache Ko-Immunopazipitation der T-Zell-assoziierten Signaltransduktionsmolekile Ick,
MEK1 und p38 mit CD49d nach FN-Stimulation gefunden. Dieser Befund bestéatigt, dass
CD49d Zugang zu CD44-Adaptermolekilen im Komplex mit CD44 erhélt. Untersuchungen
in AA-Effektorzellen zeigten, dass Uber akzessorische Molekiile eine vollstandige Aktivie-
rung der T-Zellen bei suboptimaler Aktivierung des CD3-Komplexes erzielt werden kann
(Marhaba et al. 2006).

Neben der CD44v10 vermittelten OPN-Bindung tragt die Assoziation von CD44 mit CD49d
auf aktivierten Lymphozyten der AA zur gesteigerten Motilitat, persistierenden Aktivierung
sowie erhohter Apoptoseresistenz bei. Eine Blockade von CD44v10 oder von CD44 und
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CD49d uber einen bispezifischen Antikorper sollte daher als supportive Therapie bei der AA
in Betracht gezogen werden.

4.2 ldentifikation Haar-spezifischer Keratine als Autoantigene der AA —
therapeutische Implikationen
4.2.1 Wahl der Haar- und Nagel-spezifischen Keratine als potenzielle Antigene
Jeder einzelne Haarfollikel unterliegt einem zyklischen Prozess, der in drei Phasen eingeteilt
wird. Die Anagenphase ist die Phase des Haarwachstums sowie der Pigmentierung, wahrend
die folgende Katagenphase durch einen Wachstumsstopp und strukturelle Anderungen ge-
kennzeichnet ist. Die letzte Phase ist die Telogenphase, eine Ruhephase bevor ein neuer Zyk-
lus beginnt und ein neues Haar gebildet wird (Schneider et al. 2009).
Die Zielstrukturen der autoreaktiven T-Zellen in der AA sind die Haarfollikel, die sich in der
anagenen Phase und Melanogenese befinden (Kalish und Gilhar 2003; Kos und Conlon 2009).
Daher werden vornehmlich zwei Gruppen von potenziellen Autoantigenen diskutiert, ndm-
lich Melanozyten- oder Haarkeratin-assoziierte Proteine. Fur eine Beteiligung der
Melanozyten am Krankheitsverlauf sprechen die Beobachtungen, dass weille Haare weniger
betroffen sind als pigmentierte und dass zuerst depigmentierte Haare nachwachsen (Paus et al.
1993). Auch wurden Melanozyten-erkennende Antikorper und T-Zellen in Patientenserum
nachgewiesen (Kemp et al. 2011). In sehr seltenen Féallen der AA tritt zudem Vitiligo, eine
Autoimmunerkrankung die zur Depigmentierung der Haut fihrt, auf (Tobin 2014).
In dieser Arbeit wurden Haar- und Nagel-spezifischen Keratine untersucht, da eine
Involvierung Haar- und Nagel-spezifischer Keratine die strikte Begrenzung der AA auf den
Haarfollikel erklaren konnte. Keratine werden ebenfalls nur wéhrend der anagenen Phase ge-
bildet (Moll et al. 2008). Zudem treten in schweren Formen der AA auch vermehrt Nagel-
missbildungen auf. Antikdrper gegen K16 und Trychohyalin, ein haarspezifisches Struktur-
protein, wurden ebenfalls in Patientenserum nachgewiesen (Leung et al. 2010). Es wurde al-
lerdings bisher weder fiir Melanozyten- noch fur Keratin-spezifische Antigene tberprift, ob

sie als induzierendes Agenz in Frage kommen.

4.2.2 DC-Vakzinierung mit Haar- und-Nagel-spezifischen Keratinen ftihrt zur Induk-
tion von Alopecia Areata
In naiven Lymphozyten losten zwei der getesteten Keratine, ndmlich K31 und K71, wenn sie

von DC présentiert wurden, eine schwache, aber signifikante Immunreaktion aus. K31 wird
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wéhrend der Anagenphase im Cortex exprimiert und K71 wird in der Balbregion, in der Hux-
ley- sowie in der Henley-Schicht der inneren Haarwurzelscheide exprimiert (Moll et al.
2008). Daruber hinaus konnten K31- und K71-spezifische T-Zellen in SKIL und dranierenden
LNC von AA-betroffenen C3H/HeJ-Mausen nachgewiesen werden. Schliellich konnte in
naiven C3H/HeJ-Madusen eine milde Form der AA durch Vakzinierung mit K31- und K71-
Peptiden beladenen DC induziert werden. Die DC-Vakzinierung erfolgte ohne weitere
Adjuvantien oder inflammatorische Stimuli. Die Progression der Uber Keratin-Peptide indu-
zierten AA entspricht dem natirlichen Verlauf der Krankheit (McElwee und Hoffmann 2002;
McElwee et al. 2003). Sie beginnt nicht an der Einstichstelle oder dem néchstgelegenen
Lymphknoten, sondern fuhrt zu grauen, kurzen Haaren im gesamten unteren Riickenbereich,
zu Haarausfall an der Schnauze und am Bauch. Immunhistologische Untersuchungen der
Haut zeigten die beschriebene Infiltration von T-Zellen, Makrophagen um betroffene Haarfol-
likel (Perret et al. 1984). Ex vivo Analysen zeigten einen signifikanten Anstieg Keratin-
spezifischer T-Zellen auf 10-15% wie er auch bei einer florierenden AA beobachtet wird.

Die stérkste Immunreaktion trat bei gleichzeitiger Prasentation von MHC | und Il bindenden
K31- oder K71-Peptiden auf. Ein vergleichbarer, wenn auch verzégerter Haarverlust wurde
bei der DC-Vakzinierung mit nur MHC | bindenden K31-Peptiden beobachtet, hingegen war
die Effizienz einer DC-Vakzinierung mit MHC | bindenden K71-Peptiden im Vergleich zur
Préasentation von MHC | und 1l bindenden K71-Peptiden deutlich schwacher. Die geringere
Wirkung ist wahrscheinlich auf die fehlende Aktivierung von Ty-Zellen, die nur auf MHC I
prasentierte Peptide erkennen, zuriickzufiihren. Der verzdgerte Beginn des Haarausfalls kdnn-
te durch Keratine, die nach der ersten Attacke auf Haarfollikel durch eine geringe Anzahl ak-
tivierter CTL freigesetzt und prozessiert wurden, ausgeldst worden sein.

Die essentielle Beteiligung von Ty-Zellen an der Progression zu einer Alopecia totalis wurde
schon bei T-Zell-Transferstudien gezeigt (McElwee et al. 2005). Hierbei konnte eine Alopecia
totalis nur nach mehrmaligem Transfer von CD4" Ty-Zellen beobachtet werden, hingegen
zeigte sich nach wiederholtem Transfer von CD8" CTL nur ein lokaler Haarausfall (McElwee
et al. 2005). Dem entspricht, dass ein einmaliger Transfer von T-Zellen DC-vakzinierter
C3H/HeJ-Mause in naiven Empféangern nur einen lokalen Haarausfall verursachte.

Durch die DC-Vakzinierung konnte neben der Aktivierung Keratin-spezifischer, autoreaktiver
T-Zellen auch das immunsuppressive Millieu in der Haut (Immunprivileg der Haut und das
Haarfollikels) durchbrochen werden (Christoph et al. 2000). So wurde eine gesteigerte
CD95L-Expression und erhohte Sekretion von IFNy und IL6 in SkIL sowie den dranierenden
Lymphknoten nachgewiesen. Der Anteil von T,eg war in SKIL und drénierenden Lymphknoten
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reduziert. Dies deutet darauf hin, dass ruhende autoreaktive T-Zellen in der Haut vorhanden

sind, die durch die DC das nétige Aktivierungssignal erhalten und expandieren.

Da K31 und K71-Peptide nicht zur Induktion einer Alopecia totalis oder Alopecia universalis
ausreichen, sind wahrscheinlich noch weitere Autoantigene an der Entwicklung der Alopecia
totalis beteiligt. Daher erscheint es fraglich ob, K31- und K71-Peptide ausreichen, um bei
natlrlicher AA Toleranz zu induzieren. Toleranzinduktion ist jedoch ein wesentliches Kriteri-
um, neben Induktion einer Autoimmunerkrankung durch geeignete Immunisierung, fiir den
Nachweis eines Autoantigens als Ausloser der Autoimmunerkrankung. Somit sollte dieser
proof of principle durchgefiihrt werden, um auch Hinweise auf eine potentielle therapeutische

Effizienz zu erhalten.

4.2.3 Ka31- und K71-Peptid-induzierte Toleranz und therapeutische Effizienz in AA-
betroffenen C3H/HeJ-M&usen

Induktion von Toleranz in autoreaktiven T-Zellen ist die einzig mogliche Therapie bei Auto-
immunerkrankungen, bei der ein langanhaltender kurativer Effekt ohne das Auftreten von
Nebenwirkungen erwartet werden kann (Miller et al. 2007). Auf Grund der fehlenden Kennt-
nis der relevanten Autoantigene ist dies bisher nur bei wenigen Autoimmunerkrankungen
moglich. Bei Diabetes Typ I, Rheumatoider Arthritis und MS werden Autoantigene jedoch
bereits therapeutisch genutzt bzw. sind im Rahmen klinischer Studien in Erprobung (Sabatos-
Peyton et al. 2010). Hierbei werden Autoantigene in tolerogener Form, in der Regel
adjuvantfrei in wassriger Losung, verabreicht. Die Verabreichung sehr hoher oder sehr niedri-
ger Dosen fordert die Induktion von Anergie in T-Zellen oder unterstltzen die Expansion von
Treg (Miller et al. 2007; Saraiva et al. 2009). Zur therapeutischen Intervention wurden hohe
Dosen K31- und K71-Peptide in Saline geldst intravends injiziert. Um den Effekt auf eine
sich entwickelnde oder bereits persistierende AA zu untersuchen, wurden C3H/HeJ-Méuse
entweder direkt nach der Hauttransplantation bzw. nach Entwicklung einer milden AA be-
handelt. Die Desensibilisierung verzdgerte bzw. verhinderte die AA-Progression in beiden
Gruppen. Ex vivo Analysen der SKIL und drénierenden LNC zeigten, dass eine langanhalten-
de Anergie induziert wurde. Die T-Zellen konnten in vitro nicht durch eine Restimulation mit
Peptid-beladenen DC aktiviert werden, wobei die Reaktivitat auf allogene Antigene bzw.
Mitogene nicht beeintrachtigt war. Als Ausloser der Toleranz werden migrierenden, unreife,
sogenannte steady-state-DC diskutiert, die die freien Peptide aufnehmen und présentieren.
Steady-state-DC exprimieren aber keine kostimulatorischen Molekiile, so dass das zweite

notige, kostimulatorische Signal zur Aktivierung der T-Zellen unterbleibt und Anergie in den
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T-Zellen induziert wird (Lutz und Schuler 2002). Weiterhin kénnen aktivierte T-Zellen tber
FAS-FAS-Ligand-Interaktionen in Apoptose getrieben werden (Activation induced cell death)
(Lutz und Kurts 2009). In der Tat wurde nicht nur eine Ruhigstellung sondern auch eine Re-
duktion Keratin-spezifischer T-Zellen in den behandelten C3H/HeJ-Mé&usen beobachtet.

Die ex vivo Analyse der Lymphozyten behandelten Tiere verwies zudem auf einen héherern
Anteil an CTLA4" T-Zellen und Ty in den dranierenden Lymphknoten. Die gesteigerte Ex-
pression und Sekretion von TGFP und IL10 konnte durch eine negative feedback-Regulation
durch ein Uberangebot freier Peptide verursacht worden sein (Arens 2012). IL10 reguliert die
Expression von MHC und kostimulatorischen Molekilen herunter und foérdert die Expansion
von Ty (Saraiva et al. 2009). TGFp inhibiert die Proliferation aktivierter Effektorzellen, for-
dert die Differenzierung von T4 und die Ty-Differenzierung zu Tw2, die nicht mit zytotoxi-
schen T-Zellen kooperieren. Hingegen wurde keine Expansion von MDSC beobachtet (Zhou
etal. 2011).

Verzodgerung und Abschwachung der AA-Progression war effektiver je friher mit der Thera-
pie begonnen wurde. Dies wurde auch fur Diabetes Typ | gezeigt, bei der in spateren Stadium
eine Ausweitung des Antigenpools beobachtet wurde, so dass nicht mehr alle autoreaktiven T-
Zellen mit den zur Therapie eingesetzten Peptide eliminiert wurden (Vanderlugt und Miller
2002). Eine Desensibilisierung inhibiert zudem nur die Aktivierung von naiven T-Zellen,
nicht aber Gedachtnis-T-Zellen, die bei einer bereits persistierenden Autoimmunerkrankung
vorhanden sind.

Trotz der langfristigen Toleranzinduktion und Stabilitat der AA, war die Therapie nicht kura-
tiv. Es gibt daftr zwei sich nicht ausschlieBende Erklarungen. Zum einen die wahrscheinliche
Beteiligung weiterer Autoantigene in der AA und zum anderen bereits vorhandene Gedécht-
nis-T-Zellen, die nicht auf eine Antigen-spezifische Toleranzinduktion reagieren. Wie bereits
erwéhnt, werden Melanozyten- und Melanogenese-assoziierte Antigene ebenfalls als Autoan-
tigene der AA diskutiert. Diese sind aber mit der ausschlief3lichen Beschrankung auf Haarfol-
likel schwer vereinbar, kdnnten aber sehr wohl nach einer ersten Destruktion des Haarfollikels
freigesetzt werden und zur Aktivierung einer zusétzlichen Ty-Immunantwort beitragen, die
maoglicherweise flr eine Progression zu Alopecia totalis notig ist. Dies entspricht dem bereits
erwahnten Erfahrungen des erweiterten Autoantigenpools bei fortschreitendem Diabetes Typ
I(Vanderlugt und Miller 2002). Eine homospezifische Unterstiitzung, d.h. Ty-Zellen und CTL
erkennen dasselbe Antigen, ist hingegen nicht erforderlich, so kénnen auch heterospezifische
Aktivierungen eine bestehende Immunantwort verstarken (de Goer de Herve, Marie-Ghislaine

et al. 2008). Fur eine zuséatzliche Aktivierung von B-Zellen, die Uber eine Ty2-

118



Diskussion

Immunreaktion vermittelt wird, spricht, dass hauptsachlich gegen Melanozyten-assoziierte
Antigene gerichtete Antikorper in Patientenseren nachgewiesen wurden (Kemp et al. 2011).
Eine Zerstorung des Haarfollikels durch Zellen des angeborenen Immunsystems wurde eben-
falls beschrieben (Petukhova et al. 2010). So enthalten Haarfollikel infiltrierende Zellen nattr-
liche Killerzellen (NK) und NKT-Zellen (Ito et al. 2008). Diese kénnen von Tyl-sekretierten
Zytokinen, besonders 1L2, aktiviert werden und in spéteren Stadien die Progression einer AA
unterstutzen.

Zusammengenommen sind Keratin-spezifische Autoantigene als primére Autoantigene der
AA sehr wahrscheinlich und K31 sowie K71 konnten als solche identifiziert werden. An der
Progression zu Alopecia totalis sind wahrscheinlich weitere Autoantigen, die sowohl Keratin-
als auch Melanozyten-spezifisch sein kdnnen, beteiligt. Diese konnten erst im Verlauf der
Erkrankung aus bereits zerstorten Zellen freigesetzt werden. Ungeachtet dieser Einschrankun-
gen erscheint eine Keratin-spezifische Toleranzinduktion speziell bei progressiver oder thera-

pieresistenter AA als vielversprechende Therapiealternative.

4.3 Ausblick
AA ist die einzige physisch nicht beeintrachtigende Autoimmunerkrankung und erfordert mit

nur sehr wenigen Ausnahmen keine immunsuppressive Therapie. Weiterhin entspricht das
Tiermodell der AA weitgehend der AA beim Menschen. Somit bietet sich AA als Modell zur
Analyse der komplexen Reaktionen des Immunsystems wahrend der Pathogenese und Thera-
pie einer Autoimmunerkrankung an. AuBerdem ergibt sich die Mdglichkeit neue therapeuti-
sche Behandlungen und deren Mechanismen zu untersuchen und bekannte Therapieansétze zu
verbessern. Dies ist dringend erforderlich, da viele Autoimmunerkrankungen die Lebensquali-
tat erheblich beeintrachtigen und letztlich todlich verlaufen. Hinzu kommt, dass die Frequenz
an Autoimmunerkrankungen kontinuierlich ansteigt (Deutsche Gesellschaft fir Autoimmun-
Erkrankungen).

Im Rahmen dieser Arbeit konnten erstmalig Autoantigene der AA identifiziert und Gber Tole-
ranzinduktion ein langfristiger Stillstand der AA erzielt werden. Gleichzeitig ergeben sich aus
den erhobenen Befunden Mdglichkeiten einer verbesserten Therapie, die experimentell zu
Uberprifen sind.

Die Haar-spezifischen Keratine K31 und K71 induzieren keine Alopecia totalis und eine Hei-
lung der AA konnte nicht erreicht werden, so dass von einer Beteiligung weiterer Autoantige-
ne ausgegangen werden muss. Daher sollten weitere Keratine sowie Melanogenese-assoziierte
Antigene auf ihre Immunogenitat getestet werden. Durch die mogliche Erweiterung des Auto-

antigenpools im Verlauf der Erkrankung, sollten diese Untersuchungen bereits florierende AA
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mit einbeziehen. Generell missen die im murinen System erhobenen Befunde bei Patienten
mit AA Uberpriift werden.

Toleranzinduktion ist gegenuber Gedéchtnis-T-Zellen ineffizient, so dass supportive Thera-
pien erforderlich sind. Zum einen kdnnen Geddachtnis-T-Zellen direkt Gber eine Blockade ak-
zessorischer Molekdile supprimiert werden, zum anderen kdnnen immunsuppressive Faktoren
bzw. Zellen stimuliert werden. In Hinblick auf die erste Moglichkeit konnten Antikorperblo-
ckaden gegen CD44s und variante Isoformen CD44v, insbesondere CD44v10 bei Autoim-
munerkrankungen der Haut, aber auch gegen Integrine, wie CD49d in der AA, eingesetzt
werden. Eine effizientere Therapie ergdbe sich moglicherweise durch die Verwendung
bispezifischer Antikorper gegen zwei akzessorische Molekile, z.B. anti-CD44-anti-CD49d-
Antikorper in AA.

Auf dem Prinzip der Aktivierung suppressiver Mechanismen beruht die derzeitig effektivste
Therapie der AA, die Induktion eines milden Kontaktekzems (Ajith et al. 2006). Ein Kontakt-
ekzem flhrt hauptséchlich zur Expansion und Aktivierung von myeloiden Suppressorzellen
(MDSC) (Singh et al. 2011). MDSC inhibieren die T-Zell-Aktivierung, Proliferation und
induzieren Apoptose durch Hochregulation proapoptotischer Proteine in den Effektor- und
Gedachtnis-T-Zellen, die gegen Toleranzinduktion unempfindlich sind (Singh et al. 2011). Da
MDSC naive autoreaktive T-Zellen nicht angreifen, kommt es nach der Behandlung h&ufig zu
Rezidiven. Daher bietet es sich an, die Effektivitat einer Kombination beider Therapien- Tole-
ranzinduktion und Suppression- zu evaluieren. Da MDSC in vitro leicht aus humanen Lym-
phozyten im Blut generierbar sind, kdnnte die belastende Behandlung der langfristigen Auf-
rechterhaltung eines Kontaktekzems durch den direkten Transfer von MDSC ersetzt werden
(Highfill et al. 2010; Obermajer und Kalinski 2012). Eine Kombination aus Autoantigen-
spezifischer Therapie und MDSC verspricht einen langfristigen Erfolg, da sowohl Toleranz in
naiven T-Zellen induziert wird als auch aktive Effektorzellen durch die MDSC inhibiert wer-
den. Die Ubertragung dieser Form der Therapie auf weitere Autoimmunerkrankungen mit
gravierendem Verlauf ware ebenfalls denkbar.
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5 Zusammenfassung

Alopecia Areata (AA) ist eine T-Zell-vermittelte Autoimmunerkrankung der Haut, die die
Strukturen des anagenen Haarfollikels zerstért und zu kreisrundem Haarausfall fihrt. In
schweren Formen kommt es zum Ausfall des gesamten Haupthaares (Alopecia totalis) oder
zum Verlust samtlicher Korperbehaarung (Alopecia universalis).

Die derzeitig wirksamste Therapie ist die Induktion eines milden Kontaktekzems, das Uber die
Expansion myeloider Suppressorzellen (MDSC) Proliferation aktivierter AA-Effektorzellen
inhibiert und Apoptose induziert. Nach Beendigung der Therapie kommt es jedoch hdufig zu
Rezidiven. Alternativ kdnnen Effektorzellen Uber eine Blockade akzessorischer Molekiile
ruhiggestellt werden. So wurde bei der AA gezeigt, dass Antikdrper gegen CD44s, das in ak-
tivierten Lymphknotenzellen der AA mit CD49d assoziiert, oder Antikoérper gegen die varian-
te Isoform CD44v10, die auf hautinfiltrierenden T-Zellen hochexprimiert ist, AA-Progression
verzogern. Die zu Grunde liegenden Mechanismen waren noch nicht gekléart und sollten in
dieser Arbeit ndher untersucht werden. Vornehmliches Ziel der Arbeit war die Identifizierung
von Autoantigenen der AA, da die effektivste Therapie bei Autoimmunerkrankungen eine
Autoantigen-spezifische Toleranzinduktion darstellt.

Begonnen wurde mit der Klarung des therapeutischen Wirkprinzips einer Blockade von
CD44. Die Untersuchungen wurden mit der Thymom-Zelllinie EL4, die konstitutiv CD44s
exprimiert, durchgefihrt. Zur Klarung der Relevanz von CD44v10 wurden EL4-Zellen mit
CD44v10-cDNA transfiziert (EL4-v10). CD44v10 bindet an OPN, ein Chemokin, das in
inflammatorischen Prozessen vermehrt auf Endothelzellen der Blutgefale und der Haut
exprimiert wird. EL4v10-Zellen adhdrieren verstarkt an OPN und zeigen eine gesteigerte
Migrationsfahigkeit. Dartiber hinaus unterstiitzt OPN in EL4-v10-Zellen Apoptoseresistenz.
Die Extravasation CD44v10" hautinfiltrierender LNC ist daher wahrscheinlich auf die Bin-
dung an OPN zuriickzufiihren, die zusétzlich das Uberlebenspotenzial der Effektorzellen ver-
starkt, so dass eine Antikorper-Blockade von CD44v10 bei Entziindungen und Autoimmuner-
krankungen der Haut sinnvoll erscheint.

Vorarbeiten hatten gezeigt, dass in aktivierten T-Zellen der AA CD44 mit CD49d assoziiert
und kooperiert. Dies geht mit einer signifikanten Steigerung der Migration, Proliferation und
Apoptoseresistenz einher. Um nachzuweisen, dass die beobachteten Effekte ausschlief3lich auf
die Assoziation von CD44 mit CD49d zuriickzufiihren sind, wurden CD44s™ EL4-Zellen mit
Wildtyp CD49d-cDNA (EL4-CD49d) oder mit mutierter CD49d-cDNA transfiziert (EL4-
mutCD49d), wobei die Punktmutation S988A die Assoziation von CD49d mit FAK und

121



Zusammenfassung

Paxillin verhindert. Wie fir AA-Effektorzellen beschrieben, verstérkt die Komplexbildung
von CD44 und CD49d Proliferation und Apoptoseresistenz der EL4-CD49d im Vergleich zu
parentalen EL4-Zellen und anti-panCD44- oder anti-CD49d-Antikorper wirken gleicherma-
Ren inhibierend. EL4-mutCD49d-Zellen zeigen keine gesteigerte Proliferation oder
Apoptoseresistenz. Die Translokation des CD44s-CD49d-Komplexes in glykolipidreiche
Mikrodoménen, die ein Ankerpunkt fir Signal-transduzierende Molekiile sind, erfolgt nur in
EL4-CD49d-Zellen. Dem entspricht eine reduzierte Aktivierung von T-Zell-assoziierten
Signaltransduktionskaskaden in EL4-mutCD49d-Zellen. Eine Antikérper-Blockade von
CD44s und CD49d bietet daher eine weitere Moglichkeit einer supportiven Therapie bei der
AA.

Die Induktion von Toleranz ist die Methode der Wahl bei Autoimmunerkrankungen. Um die
Voraussetzungen hierflr zu schaffen, habe ich potentielle Autoantigene der AA in Haar- und
Nagel-spezifischen Keratinen, die im anagenen Haarfollikel exprimiert werden, ausgewéhlt
und auf ihr immunogenes Potenzial untersucht. Dazu wurden mittels eines Antigen-
Vorhersageprogramms Peptide ausgewahlt, die an den Haupthistokompatibilitatskomplex |
oder Il binden. Peptide der Keratine K31 und K71 aktiviern bei der Prasentation durch dendri-
tische Zellen (DC) Proliferation und IFNy-Sekretion naiver Lymphozyten in vitro und indu-
zieren in C3H/HeJ-Mdausen bei wdchentlicher subkutaner Applikation Peptid-beladener DC
eine milde AA mit Haarausfall an Schnauze und Flanken sowie kurzem, grauem Haar am
Ricken. Nach einer DC-Vakzinierung mit nur MHC | bindenden Peptiden der Keratine K31
und K71 entwickelte sich eine mildere AA mit Verzogerung. Ex vivo Analysen zeigten einen
signifikanten Anstieg Keratin-spezifischer T-Zellen auf 10-15%, wie in einer florierenden
AA.

Die Applikation von Autoantigenen in tolerogener Form fuhrt zur selektiven Anergie (Ruhig-
stellung) oder zur Elimination autoreaktiver T-Zellen und ist daher die bevorzugte Therapie
von Autoimmunerkrankungen, soweit die Autoantigene bekannt sind. Daher wurden K31-
und K71-Peptide ohne Adjuvant intravends in C3H/HeJ-Mause entweder vor dem Beginn der
AA oder nach Entwicklung einer milden AA injiziert. Die Behandlung war nicht kurativ, ver-
zogerte die Entwicklung einer AA aber signifikant und verhinderte weitgehend die Progressi-
on. Ex vivo Kontrollen belegten eine langanhaltende Anergie Keratin-spezifischer T-Zellen,
wobei die Reaktivitdt gegen unabhdngige Stimuli nicht eingeschrankt war. Dartiber hinaus
unterstitzte die Applikation der Keratinpeptide in tolerogener Form die Expansion regulatori-
scher T-Zellen und die Sekretion der immunsuppressiven Zytokine 1L10 und TGFp.
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Diese Untersuchungen belegen, dass K31 und K71 Autoantigene der AA sind und weisen, da
keine Alopecia totalis ausgeldst wurde, auf die Beteiligung weiterer Autoantigene hin.

In Kirze: Das Wirkprinzip von CD44v10 und eines CD44-CD49d-Komplexes in AA konnte
geklart werden. Es wurde nachgewiesen, dass eine entsprechende Antikorperblockade als
supportive Therapie bei der AA sinnvoll erscheint. Erstmals wurden Autoantigene der AA
identifiziert und deren therapeutische Effizienz Uber eine Autoantigen-spezifische Toleranz-
induktion belegt. Da ber Toleranzinduktion ausschlieRlich nicht aktivierte T-Zellen ruhigge-
stellt oder eliminiert werden, sollte eine persistierende Heilung der AA Uber eine kombinierte

Therapie aus Toleranzinduktion und Suppression aktivierter T-Zellen méglich sein.
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