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  Forschungsprofi l

  Der wissenschaftliche Schwerpunkt der Klinik für Dermatologie, Allergologie und Venerologie liegt in der Untersuchung 
von entzündlichen Hautkrankheiten, von allergischen Erkrankungen und von Tumorerkrankungen der Haut. Dieses 
spiegelt sich wider sowohl in der Bearbeitung von grundlagenorientierten Forschungsprojekten, die zum größeren 
Teil von der Deutschen Forschungsgemeinschaft (DFG) im Normalverfahren, im Sonderforschungsbereich 566, in der 
Klinischen Forschergruppe 250 und im DFG Graduiertenkolleg „Regulation der allergischen Entzündung in Lunge und 
Haut“ gefördert werden, als auch in einer Reihe von klinischen Projekten mit unterschiedlicher Förderung. Insbesondere 
Ekzemkrankheiten wie die atopische Dermatitis oder das allergische Kontaktekzem, aber auch die Urtikaria, Psoriasis, 
bullöse Autoimmundermatosen sowie zum Vergleich auch respiratorische allergische Erkrankungen werden in diesen 
Untersuchungen angesprochen. Im April 2008 wurde in der Klinik für Dermatologie, Allergologie und Venerologie die 
Forschungsabteilung „Immundermatologie und experimentelle Allergologie“ gegründet, in der ein Teil der genannten 
Forschungsprojekte schwerpunktmäßig bearbeitet wird (siehe auch dort). Der Schwerpunkt Hauttumoren wird durch 
die Gründung des Hauttumorzentrums Hannover (HTZH) im Jahr 2005 dokumentiert. Im Rahmen des HTZH werden 
sowohl klinische als auch grundlagenwissenschaftliche Studien bei Hauttumoren durchgeführt mit Fokus auf das 
maligne Melanom und auf Hauttumoren bei Organtransplantation.

  Forschungsprojekte

  Die Bedeutung des Histamin-4-Rezeptors bei allergisch-entzündlichen Erkrankungen der Haut
  Histamin hat zahlreiche Funktionen, insbesondere stellt es einen wichtigen Mediator bei Entzündungsreaktionen dar. 
Durch die Freisetzung von Histamin kann es unter anderem zu einer Kontraktion glatter Muskeln in Bronchien und 
Arterien kommen und es löst Juckreiz und Schmerzen durch eine Dilatation kleiner Blutgefäße und der Steigerung 
der Permeabilität von Kapillaren aus. Die Wirkung von Histamin wird über die vier bekannten G-Protein-gekoppelten 
Histaminrezeptoren H1R, H2R, H3R und H4R vermittelt. Der H4-Rezeptor ist erst vor wenigen Jahren kloniert worden 
und wird vornehmlich auf Zellen des Immunsystems exprimiert, so z. B. auf Granulozyten, Mastzellen, Monozyten, T-
Zellen, und dendritischen Zellen. Unsere Arbeitsgruppe konnte die funktionelle Expression des H4R auf verschiedenen 
humanen Zellpopulationen nachweisen, welche eine relevante Rolle in chronisch-entzündlichen Hauterkrankungen 
spielen. Eine ausführliche Übersicht wird in Tabelle 1 wiedergegeben.

Ein wichtiges Ziel unserer bisherigen Untersuchungen ist die Klärung der Frage, ob der H4R pro- oder antiinfl amm-
atorische Effekte vermittelt und daraus folgend, ob eine therapeutische Aktivierung oder Blockade des H4R sinnvoll ist. 
In bisherigen In-vitro-Untersuchungen konnten sowohl entzündungsfördernde Effekte wie die Induktion von Chemotaxis 
und Interleukin (IL-) 31 und IL-17 als auch entzündungshemmende Effekte wie die Suppression von Zytokinen der IL-
12 Familie und des Chemokins CCL2 beobachtet werden. Um die Rolle des H4R bei der atopischen Dermatitis noch 
genauer zu erklären, beschäftigten wir uns mit der Analyse des H4R und seinen Funktionen in verschiedenen Zelltypen.
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Folgende Arbeitsschwerpunkte werden aktuell untersucht: 
1. Analyse der Expression und Funktion des H4R auf myeloiden dendritischen Zellen und Monozyten
Als antigenpräsentierende Zellen spielen dendritische Zellen eine wichtige Rolle bei der Initiation allergischer Entzün-
dungsreaktionen. In Hautläsionen von Patienten mit atopischer Dermatitis (AD) können signifi kant mehr dendritische 
Zellen nachgewiesen werden als in nicht betroffenen Hautarealen. Wir konnten zeigen, dass sowohl 6-Sulfo LacNAc 
dendritische Zellen (slanDC) als auch plasmazytoide dendritische Zellen (pDC) den H4R exprimieren und Histamin 
über diesen Rezeptor in beiden Zellpopulationen antiinfl ammatorische Effekte wie z. B. eine verminderte TNF-α-
Ausschüttung vermittelt. Eine weitere wichtige Subpopulation der DC stellen die myeloiden dendritischen Zellen (mDC) 
dar, deren Untersuchung hinsichtlich des H4R zusammen mit Monozyten momentan im Fokus steht. Sowohl in mDC 
als auch in Monozyten war es möglich die Poly: IC-induzierte Expression des Chemokins CXCL10 durch Histamin zu 
beeinfl ussen. Dies erfolgt sowohl konzentrations- als auch zeitabhängig. Durch Blockadeexperimente mit verschiedenen 
Rezeptor-Antagonisten konnten wir zeigen, dass in beiden Zelltypen die Expression von CXCL10 durch Histamin über 
verschiedene Rezeptoren moduliert wird. In Monozyten handelt es sich um einen alleinigen H2R-vermittelten Effekt, 
wohingegen in mDC neben dem H2R auch eine Beteiligung des H4R vorliegt. Dies repräsentiert einen neuen Mecha-
nismus, neben der bekannten Herunterregulation von IL-12, über den Histamin eine Th1-Reaktion herunterreguliert 
und zu einem Shift zugunsten einer Th2-Reaktion führen kann. 

  Tab. 1:  Expression, Regulation und Funktion des H4R auf Immunzellen. DC = dendritischen Zelle , Th = T-Helferzellen
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2. Untersuchungen zur Expression und Funktion des Histamin-H4-Rezeptors auf humanen T-Lymphozyten
Im Verlauf von chronisch-entzündlichen Hautkrankheiten konnte die Freisetzung von Histamin aus Mastzellen in der 
atopischen Dermatitis, aber auch während des Entzündungsgeschehens in der Psoriasis gezeigt werden.

Auf humanen T-Zellen, insbesondere auf Th1 und Th2 polarisierten Zellen, wurden in frühen Arbeiten immunmo-
dulatorische Effekte von Histamin via H1R und H2R beschrieben. In eigenen Studien konnten wir die Expression des 
H4R auf humanen CD4+ T-Zellen sowie seine vermehrte Expression unter Th2-Bedingungen nachweisen. Gezielte 
Stimulation des H4R auf diesen Zellen führte zur vermehrten Expression von IL-31 mRNA sowie zur Induktion des 
Transkriptionsfaktors AP-1. Dieser Effekt konnte auf CD4+ T-Zellen von Patienten mit atopischer Dermatitis verstärkt 
registriert werden (Gutzmer et al, 2009).

Die Einführung von IL-17 und IL-22 produzierenden Th17-Zellen erweiterte das Verständnis von Immunprozessen 
in den letzten Jahren, die durch die Th1/Th2-Dichotomie bisher nicht umfassend erklärt werden konnten.

Zirkulierende Th17-Zellen konnten vermehrt im Blut von Psoriasis-Patienten nachgewiesen werden. Ebenso fi ndet 
sich eine erhöhte Expression von IL-17 mRNA und IL-17 freisetzenden T-Zellen in der Haut dieser Patienten. Auch in 
läsionaler Haut der atopischen Dermatitis fi nden sich IL-17 positive T-Zellen, diese infi ltrieren die Haut vermehrt in der 
akuten Phase im Vergleich zum chronischen Stadium.

Wir konnten Th17-Zellen aus CD4+ memory T-Zellen durch Stimulation mit den Zytokinen IL-1ß und IL-23 generieren. 
Die Expression des H4R wurde von uns auf mRNA- und Proteinebene auf den in vitro polarisierten sowie in situ auf 
IL-17 positiven Lymphozyten im Infi ltrat der Psoriasisplaque gezeigt. 

  Abb. 1:  Regulation der CXCL10-Expression in myeloiden dendritischen Zellen durch Histamin. mDC wurden mittels magnetischer 
Separation aus PBMC isoliert und anschließend mit unterschiedlichen Histamin-Konzentrationen vorinkubiert. Anschließend erfolgte 
eine 24-stündige Stimulation mit PolyI:C. Es zeigte sich eine konzentrationsabhängige Verminderung der CXCL10 Expression. 
Dargestellt ist der Median mit Minimum und Maximum von n = 8 Experimenten. *p < 0,05 
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Die Stimulation der Th17-Zellen mit Histamin und einem spezifi schen H4R-Agonisten führte zur vermehrten Produktion 
von IL-17 mRNA und Protein (Mommert et al., 2012).

  Abb. 2:  Der H4R ist in situ auf infi ltrierenden IL-17 positiven Zellen in der Psoriasis exprimiert. Immunfl uoreszenzfärbungen in 
Hautläsionen von Psoriasis Patienten mit anti-IL-17 FITC und anti-H4R-Texas Red markierten Antikörpern zeigen die Kolokalisation 
von H4R auf IL-17 positiven Zellen. 

  Abb. 3:  Die durch Histamin induzierte Hochregulation der IL-17-Produktion wird überwiegend via H4R mediiert. Die vermehrte IL-17-
Expression konnte auf mRNA-Ebene mithilfe des spezifi schen H1R-Antagonisten Clemastin und des spezifi schen H4R-Antagonisten 
JNJ7777120 signifi kant geblockt werden. Zur Detektion des IL-17 auf Proteinebene wurde der IL-17-Sekretionassay eingesetzt. Hier 
konnte die Hochregulation von IL-17 nur durch den H4R spezifi schen Antagonisten JNJ7777120 geblockt werden. 
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Der IL-17-Rezeptor ist auf diversen Immunzellen sowie auf Epithel-, Endothelzellen und Fibroblasten exprimiert. Die 
Modulation von IL-17 via H4R induziert in den Zielzellen vermehrt pro-infl ammatorische Signale, sodass eine Abschwä-
chung des Entzündungsgeschehens durch eine therapeutische Intervention mit H4R-Antagonisten hier sinnvoll erscheint.

3. Analyse der H4-Rezeptor-vermittelten Genexpression humaner Keratinozyten von Patienten mit 
atopischer Dermatitis (AD)
Die Rolle des H4R bei Ekzemerkrankungen der Haut stellt eine Schlüsselfrage unserer Projekte dar. In bislang unver-
öffentlichten Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe konnten wir zeigen, dass Patienten mit atopischer Dermatitis, 
verglichen mit gesunden Probanden bzw. Patienten mit Psoriasis, eine signifi kant erhöhte Expression des H4-Rezeptors 
auf Keratinozyten aufweisen. Welche Auswirkungen diese verstärkte Expression und die dadurch ausgelösten Mo-
dulationen der Genexpression in Keratinozyten haben, ist ein weiteres Forschungsthema. Um detaillierte Einblicke in 
die H4R-vermittelte Genexpression bei der atopischen Dermatitis zu erlangen, erfolgte in Kooperation mit Dr. Oliver 
Dittrich-Breiholz (Institut für Physiologische Chemie) eine Microarray-basierte Analyse des mRNA-Transkriptoms in 
nichtstimulierten und H4R-stimulierten Keratinozyten von AD-Patienten. Die Auswertung dieser Daten ergab eine 
signifi kante Regulation von insgesamt 52 Genen: Bei 43 dieser Gene erfolgte eine erhöhte Expression nach Stimu-
lation des H4R, 9 Gene zeigten eine verminderte Expression. Unter diesen Genen befi nden sich unter anderem 5 
Wachstumsfaktoren, 5 Transkriptionsfaktoren und 2 Zytokine, deren genaue Bedeutung im Verlauf der atopischen 
Dermatitis und das mögliche therapeutische Potential dieser Targets nun untersucht werden. Diese Analyse wird durch 
Zellkulturexperimente und dem Einsatz eines In-vitro-Hautmodell erfolgen. Bei diesem Modell werden Keratinozyten 
auf einem Kollagengel kultiviert und können mit Histamin, H4R-Agonisten bzw. H4R-Antagonisten stimuliert werden. 
Anschließend erfolgt eine immunohistochemische und molekularbiologische Untersuchung.

  Abb. 4:  HE-Färbung eines Querschnittes eines nichtstimulierten In-vitro-Hautmodells. Keratinozyten werden hierbei auf ein 
Kollagengel, welches Fibroblasten enthält, aufgebracht und anschließend über einen Zeitraum von 7 Tagen im Brutschrank inkubiert, 
sodass sich eine mehrschichtige Epidermis ausbilden kann. Schnittdicke beträgt 5 μM, 10-fache Vergrößerung. 
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4. Identifi zierung neuer Zellpopulationen und möglicher therapeutischer Zielstrukturen in Läsionen 
chronisch-infl ammatorischer Hauterkrankungen[Absatz]
Histamin ist in Läsionen chronisch-entzündlicher Hauterkrankungen präsent und die funktionelle H4R-Expression ist für 
eine Vielzahl von Zelltypen, welche bei diesen Erkrankungen von großer Bedeutung sind, beschrieben. Die Identifi zie-
rung neuer Zellpopulationen, die bei chronisch-entzündlichen Hauterkrankungen eine relevante Rolle spielen und die 
Analyse ihrer möglichen Funktionen stellt ein Hauptziel unserer Forschung dar. In Kooperation mit der Arbeitsgruppe 
um Professor Seifert (Institut für Pharmakologie, Medizinische Hochschule Hannover) und Professor Kietzmann (Institut 
für Pharmakologie und Toxikologie, Tierärztliche Hochschule Hannover) verfolgen wir dieses Ziel aus verschiedenen 
Perspektiven. Auch führten diese Kooperationen zu gemeinsamen Förderungen durch die DFG und Industrie.

   Projektleitung: Gutzmer, Ralf (Prof. Dr. med.); Werfel, Thomas (Prof. Dr. med.); Kooperationspartner: Kietzmann, 
Manfred (Prof. Dr. med. vet.); Bäumer, Wolfgang (Prof. Dr. med. vet.), Institut für Pharmakologie, Toxikologie und 
Pharmazie, Tierärztliche Hochschule Hannover; Neumann, Detlef (Prof. Dr. rer. nat.), Seifert, Roland (Prof. Dr. med.), 
Institut für Pharmakologie und Toxikologie, Medizinische Hochschule Hannover; Dittrich-Breiholz, Oliver (Dr. rer. 
nat.), Zentrale Forschungseinrichtung Transcriptomics, Institut für Physiologische Chemie, Medizinische Hochschule 
Hannover; Gschwandtner Maria (PhD), Tschachler Erwin (Prof. Dr. med.), Abteilung für Dermatologie, Medizinische 
Universität Wien; Stark, Holger (Prof. Dr.), Institut für pharmazeutische Chemie, ZAFES/Liff/CMP, Johann Wolfgang 
Goethe-Universität, Frankfurt am Main.; Förderung: DFG: Gu434/5-2, EU: COST BM0806

  Weitere Forschungsprojekte

  Keratinozyten-T-Zellinteraktionen bei Ekzemkrankheiten
   Projektleitung: Wittmann, Miriam (Prof. Dr. med.), Werfel, Thomas (Prof. Dr. med.); Förderung: DFG, SFB 566, 

Teilprojekt A6

  Autoreaktive T-Lymphozyten bei atopischer Dermatitis
   Projektleitung: Werfel, Thomas (Prof. Dr. med.); Förderung: DFG, Klinische Forschergruppe 250, Teilprojekt 6: WE 

1289/8-1 AOBJ: 579752

  Regulation der allergischen Entzündung in Lunge und Haut
   Projektleitung: Werfel, Thomas (Prof. Dr. med.); Förderung: DFG, GRK 1441/1 bzw. 1441/3

  Autoimmunphänome bei der atopischen Dermatitis
   Projektleitung: Werfel, Thomas (Prof. Dr. med.); Förderung: DFG, GRK 1441/1 bzw. 1441/3

  Role of interaction between infi ltrating T-cells and keratinocytes for the development and chronifi cation 
of allergic eczematous skin diseases
   Projektleitung: Wittmann, Miriam (Prof. Dr. med.); Förderung: DFG, GRK 1441/1

  KMU-Innovativ-6: Entwicklung des Vorproduktes eines Therapeutikums zur effi zienten kutanen 
Infektionsabwehr und Wundheilung durch die Kombination verschiedener humaner antimikrobieller 
Peptide
   Projektleitung: Werfel, Thomas (Prof. Dr. med.); Förderung: BMBF, Projektträger Jülich (ptj): 0315917B
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  Entwicklung eines medizinischen UV-Bestrahlungsgerätes mit Minimierung des Karzinomrisikos durch 
umfeldfreie Bestrahlung und mit automatischer Konturierung sowie genau defi nierbaren Dosen der 
Bestrahlungsfelder
   Projektleitung: Werfel, Thomas (Prof. Dr. med.); Förderung: BMWi, Projektträger Aif/ZIM Berlin: KF 2117402 FR9

  Entwicklung eines neuen innovativen Medikaments zur Behandlung Th1-vermittelter chronisch 
entzündlicher Hauterkrankungen auf der Basis eines Tbet-spezifi schen DNAzyms
   Projektleitung: Werfel, Thomas (Prof. Dr. med.); Förderung: BMWi, Projektträger Aif/ZIM Berlin: KF 2117403 FR0

  Schulungsprogramm zur besseren Versorgung von Erwachsenen mit atopischer Dermatitis 
(Neurodermitis) - Nationale prospektive randomisierte Multizenterstudie
   Projektleitung: Heratizadeh, Annice (Dr. med.), Werfel, Thomas (Prof. Dr. med.); Kooperationspartner: Gieler, Uwe 

(Prof. Dr. med.), Justus-Liebig-Universität Gießen; Förderung: Deutsche Dermatologische Gesellschaft (DDG)

  Präklinische Evaluation von selbst-differenzierenden und selbst-eliminierenden dendritischen Zellen 
zum Einsatz in der immunologischen und zytotoxischen Therapie des malignen Melanoms
   Projektleitung: Satzger, Imke (Dr. med.), Gutzmer, Ralf (Prof. Dr. med.); Kooperationspartner: Stripecke, Renata (Prof. 

Dr. med.), Klinik für Hämatologie und Onkologie, MHH; Förderung: Deutsche Krebshilfe

  Einfl uss von Staphylokokkenexotoxinen auf die Interleukin-22 Produktion von T-Zellen bei chronisch 
entzündlichen Hauterkrankungen
   Projektleitung: Niebuhr, Margarete (PD Dr. med.); Förderung: MHH (HiLF)

  Pathogenetische Rolle der miRNA beim malignen Melanom
   Projektleitung: Satzger, Imke (Dr. med.), Gutzmer, Ralf (Prof. Dr. med.); Förderung: MHH (LOM)

  Untersuchungen zu neuroimmunen Mechanismen bei chronisch entzündlichen Hauterkrankungen
   Projektleitung: Raap, Ulrike (Prof. Dr. med.), Kapp, Alexander (Prof. Dr. med.); Förderung: MHH (LOM)

  Pathogenetische Rolle von Granulozyten bei allergischen Entzündungsreaktionen der Haut und ihre 
Modulation durch anti-infl ammatorische Medikamente
   Projektleitung: Wedi, Bettina (Prof. Dr. med.), Förderung: MHH (LOM)

  Prognostische und therapeutische Konsequenzen der Schildwächterlymphknotenbiopsie bei 
Melanompatienten
   Projektleitung: Satzger, Imke (Dr.med.), Gutzmer, Ralf (Prof. Dr. med.); Förderung: MHH (LOM) und Wirtschaft

  Apoptosemechanismen eosinophiler Granulozyten
   Projektleitung: Wedi, Bettina (Prof. Dr. med.); Förderung: MHH (LOM) und Wirtschaft

  Untersuchung anti-infl ammatorischer Medikamente auf die Serumaktivität bei Autoimmunurtikaria
   Projektleitung: Wedi, Bettina (Prof. Dr. med.); Förderung: MHH (LOM) und Wirtschaft

  Untersuchungen zur Pathogenese der chronischen Urtikaria
   Projektleitung: Wedi, Bettina (Prof. Dr. med.); Förderung: MHH (LOM) und Wirtschaft

  In-vitro-Diagnostik von Arzneimittelüberempfi ndlichkeitsreaktionen
   Projektleitung: Wedi, Bettina (Prof. Dr. med.); Förderung: MHH (LOM) und Wirtschaft
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 Forschungsabteilung Immundermatologie und experimentelle 
Allergologie

   Leiter: Prof. Dr. Thomas Werfel
  Tel.: 0511/532-5092 • E-Mail: werfel.thomas@mh-hannover.de • www.mh-hannover.de/immundermatologie.html

  Forschungsprofi l

  Der wissenschaftliche Schwerpunkt der Forschungsabteilung Immundermatologie und experimentelle Allergologie 
liegt in der Untersuchung von allergischen Erkrankungen mit Manifestationen an der Haut, von chronisch entzündli-
chen Hautkrankheiten und von Autoimmunerkrankungen der Haut. In den Projekten der Forschungsabteilung stehen 
Untersuchungen zu Ekzemkrankheiten (atopische Dermatitis, allergisches Kontaktekzem) und zur Psoriasis derzeit im 
Mittelpunkt. Die Forschungsabteilung wurde im April 2008 innerhalb der Klinik für Dermatologie, Allergologie und 
Venerologie der MHH gegründet. Ihre laufenden Projekte sind naturgemäß thematisch mit der Klinik eng vernetzt, 
sowohl in Bezug auf die grundlagenorientierten Forschungsprojekte, die zum größeren Teil von der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft (DFG) gefördert werden, als auch in Bezug auf die klinisch-wissenschaftlichen Projekte. In 
diesem Forschungsbericht wird eine ausgewählte Thematik dargestellt und eine Auswahl von weiteren Projekten, die 
im Fokus der Forschungsabteilung stehen, aufgelistet. Um Redundanzen zu vermeiden, wird bei den Publikationen auf 
den Bericht der Klinik für Dermatologie, Allergologie und Venerologie verwiesen.

  Forschungsprojekte

  Forschungsschwerpunkt: Autoimmunität bei atopischer Dermatitis
  Bei der atopischen Dermatitis (AD) handelt es sich um eine entzündliche Hauterkrankung mit chronisch-rezidivierendem 
Verlauf. Eine Vielzahl von Faktoren spielt im Krankheitsverlauf der atopischen Dermatitis eine Rolle. So können zum 
Beispiel genetische Faktoren zu einer erhöhten Durchlässigkeit der Hautbarriere führen, was eine Sensibilisierung 
auch gegenüber mikrobiellen Allergenen zusätzlich zu Nahrungsmittel- und Aeroallergenen erleichtert. Bei 80% der 
erwachsenen Patienten sind spezifi sche IgE-Antikörper gegen perenniale, saisonale und/oder Nahrungsmittelallergene 
nachweisbar. 

Darüber hinaus ist schon seit den 20er Jahren des letzten Jahrhunderts bekannt, dass Atopie-Patienten auch 
positive Pricktestreaktionen auf humane Zellextrakte zeigen können. In den vergangenen Jahren konnten verschiedene 
humane Autoallergene identifi ziert und isoliert werden: Eine besondere Untergruppe stellen dabei solche Autoallergene 
dar, die keine Homologien zu bekannten Umwelt-Allergenen aufweisen (Hom s 1 - s 5; sog. A-Ag). Im Gegensatz zu 
B-Ag, für welche wir auf T-Zellebene kürzlich für ein mikrobielles Antigen ein hohes Maß an Kreuzreaktivität zu einem 
humanen Protein bei atopischer Dermatitis zeigen konnten (Balaji et al. 2011, J. Allergy Clin. Immunol.), ist hier nicht 
eine Homologie im Sinne eines „molecular mimicry“ der Sensibilisierung zugrunde liegend. Vielmehr wird postuliert, 
dass es beispielsweise durch einen mechanischen Reiz wie Kratzen zur Freisetzung von intrazellulären epithelialen 
Antigenen/Autoallergenen und in der Folge zur (Auto-) Sensibilisierung kommt.

In den letzten Jahren konnten wir in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Professor R. Valenta, Wien, erstmals bei 
Patienten mit AD eine T-Zell-vermittelte Immunantwort gegenüber dem Autoallergen α-NAC (Hom s 2) nachweisen. In 
weiterführenden Arbeiten konnten wir aus läsionaler Haut und peripherem Blut von Patienten mit AD α-NAC-spezifi sche 
T-Zell-Klone isolieren. Die aus läsionaler Haut generierten α-NAC-spezifi schen T-Zellklone produzierten vornehmlich 
IFN-γund zum Teil auch IL-17 (Heratizadeh et al. 2011 Br. J. Dermatol.). Während aus der Haut fast ausschließlich 
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CD4+ T-Zellklone isoliert werden konnten, konnten aus dem Blut vornehmlich CD8+ T-Zellklone generiert werden.
I) Im ersten Teilprojekt wurden 2011 die α-NAC-spezifi schen CD4+ und CD8+ T-Zellen nun näher charakterisiert 

und immundominante Epitope von α-NAC identifi ziert. Hinsichtlich spezifi scher CD4+ T-Lymphozyten wurden zur 
Identifi zierung von MHC-Klasse II-Epitopen T-Zell-Linien für das Gesamtprotein α-NAC von Patienten mit AD und 
IgE-Sensibilisierung auf α-NAC angelegt. Das Zytokinprofi l dieser Peptid-spezifi schen T-Zell-Linien war ebenfalls 
Th1-dominiert, daneben waren auch Th2-, Th0- und Th17-Linien zu fi nden. Diese wurden anschließend mit sich über-
lappenden Fragmenten des Proteins α-NAC (bestehend aus jeweils 15 Aminosäure-Peptiden), restimuliert. Diese 
„15-mer“-Peptide zeichnen sich dadurch aus, dass sie ausschließlich über MHC-II-Moleküle gebunden und damit 
CD4+ T-Helferzellen präsentiert werden können. Mittels 3H-Thymidin-Einbau wurde die Proliferaton der T-Zell-Linien 
bestimmt. So konnten zwei immundominante Peptide aus α-NAC identifi ziert werden. 

Zur Identifi kation von immunogenen Epitopen zur Präsentation über MHC Klasse I an CD8+ T-Lymphozyten wurden 
zum einen wiederum Proliferationsassays mit Stimulation von PBMC durch „8-mer“-Peptide durchgeführt. Da diese 
Peptide sowohl von MHC-Klasse I- wie auch von Klasse II-Molekülen präsentiert werden können, wurde hier gezielt 
die Proliferation der CD8+ T-Zellen mittels CFSE-Markierung detektiert. Zum anderen wurden die Kandidatenpeptide 
hinsichtlich ihrer Bindungsfähigkeit an MHC-Klasse I-Moleküle auf der humanen Zelllinie T2 untersucht, da die Bin-
dungsfähigkeit einen deutlichen Hinweis für die Immunogenität eines Peptids darstellt. Es konnten hier ebenfalls zwei 
immundominante Peptide identifi ziert werden.

Seit 15 Jahren ermöglicht der Einsatz von MHC-Tetrameren eine nähere Charakterisierung Antigen-spezifi scher 
T-Zellen. Durch die Beladung von MHC-Tetrameren mit einem immunogenen Epitop können über deren Bindung an 
den T-Zell-Rezeptor Antigen-spezifi sche T-Zellen markiert werden. Mittels MHC-Tetrameren ist nicht nur eine Visua-
lisierung und Bestimmung der Frequenz Antigen- (und Allergen)-spezifi scher T-Zellen, sondern auch deren Isolation 
und phänotypische Charakterisierung möglich.

Über Kooperation mit Dr. W. Kwok, Seattle, sowie über kommerziellen Bezug verfügen wir mittlerweile sowohl 

  Abb. 1:  Tetramer-Färbung von α-NAC-spezifi schen CD4+ T-Lymphozyten; die Färbung erfolgte nach Anreicherung der spezifi schen 
T-Zellen durch 14-tägige Stimulation mit dem entsprechenden Peptid. Nach Ausschluss nicht-vitaler Zellen und Monozyten kann 
für eine Subpopulation an CD4+ T-Lymphozyten Bindung des α-NAC-spezifi schen Tetramers nachgewiesen werden. In α-NAC 
IgE-sensibilisierten Patienten mit AD ist die Frequenz dieser verglichen mit gesunden Spendern deutlich erhöht. Durch den Einsatz 
eines Negativkontroll-Tetramers konnte ein geringes Maß an unspezifi scher Bindung detektiert werden. Angegebene Werte beziehen 
sich auf den Anteil der CD4+Tetramer+Zellen innerhalb der Lymphozytenpopulation. 
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über MHC-Klasse I- als auch über Klasse II- Tetramere, welche α-NAC-spezifi sche T-Zellen mithilfe der identifi zierten 
immunogenen Epitope binden (vgl. Abb. 1). Diese MHC-Tetramere werden zur Ex-vivo-Analyse der Allergen-spezifi schen 
T-Lymphozyten eingesetzt, um nähere Erkenntnisse über deren Frequenz und spezifi sche Eigenschaften zu gewinnen.

II) Im Fokus des zweiten Teilprojekts stand 2011 die nähere Untersuchung der Immunmechanismen, die einer T-
Zellaktivierung durch α-NAC zugrunde liegen. Mittels FACS-Analyse konnte gezeigt werden, dass α-NAC nicht nur 
CD4+ T-Helferzellen, sondern auch Monozyten bindet (vgl. Abb. 2). Die Monozyten wurden durch die Stimulation mit 
α-NAC aktiviert, was sich zum einen anhand der Phosphorylierung von p44/42 (Erk) und NF-κB zeigte. Zum anderen 
induzierte α-NAC in den Monozyten die Expression und Sekretion von proinfl ammatorischen Zytokinen wie IL-12 p40 
und IL-6, die wiederum T-Zellen aktivieren können.

Wurden PBMCs mit α-NAC stimuliert, konnte außerdem mittels Western Blot neben einer p44/42- und NF-

  Abb. 2:   α-NAC bindet und aktiviert Monozyten. A) PBMCs wurden mit α-NAC inkubiert, diese Bindung wurde anschließend 
mittels FACS mit einem α-NAC-spezifi schen Antikörper (APC-markiert) sowie einem FITC-gekoppelten Antikörper für den Monozyten-
Marker CD14 nachgewiesen. Der Anteil α-NAC+ CD14+ Zellen steigt von 1,79% ohne Inkubation mit α-NAC auf 12,84% bei 
Inkubation mit α-NAC. B) Monozyten wurden 30 Minuten mit α-NAC stimuliert. Die daraus hergestellten Proteinextrakte wurden 
im Western Blot auf Phosphorylierung von NF-κB und p44/42 analysiert, abgeglichen wurden diese Banden mit dem „Haushalts“-
Protein GAP-DH. Nach Stimulation mit α-NAC erhöhte sich die Menge an phosphoryliertem NF-κB und p44/42 bei unveränderter 
Menge an GAP-DH. Dies zeigt eine Aktivierung und eine infl ammatorische Reaktion der Monozyten an. 

κB-Phosphorylierung auch eine Phosphorylierung von STAT3 gezeigt werden. STAT3 ist als ein entscheidendes 
Signalmolekül in Th17-Zellen beschrieben, das essentiell für die Differenzierung und Effektorfunktion dieser Zellen ist. 
In PBMCs wurde durch α-NAC die Expression und Sekretion von Th1- und Th17-Zytokinen induziert, verstärkt wurde 
dieser Effekt durch das T-Zell-aktivierende Zytokin IL-2. Diese α-NAC-induzierten Zytokineffekte ließen sich wiederum 
durch eine Vorbehandlung der PBMCs mit einem spezifi schen STAT3-Inhibitor hemmen. 

Diese Ergebnisse unterstreichen die Bedeutung von STAT3 für die Immunantwort, welche α-NAC in vitro und ex 
vivo bei einer Untergruppe von Patienten mit AD induziert.

Zusammenfassend wurden die Forschungsarbeiten auf dem Gebiet der „Autoallergie“ bei AD mit Fokussierung auf 
die Immunantwort auf α-NAC fortgeführt. Es konnte bisher eine Bindung des Moleküls an Monozyten und T-Zellen 
nachgewiesen werden, wobei die relevanten Bindungsmoleküle noch zu identifi zieren sind. Des Weiteren ließen sich 
Zellantworten auf α-NAC-Bindung auf der Ebene der Signaltransduktion sowie der Zytokinproduktion und -ausschüt-
tung bei Monozyten sowie PBMCs näher beschreiben. Hinsichtlich der Präsentation von α-NAC an den T-Zellrezeptor 
konnten sowohl für MHC-Klasse I wie auch für Klasse II immundominante Peptide identifi ziert werden. Diese bilden 
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auch die Grundlage für die Produktion von α-NAC-spezifi schen MHC-Tetrameren, die eine tiefergehende Analyse der 
Autoallergen-spezifi schen T-Zellen ermöglichen sollen.

   Projektleitung: Werfel, Thomas (Prof. Dr. med.); Förderung: DFG, Klinische Forschergruppe 250, Teilprojekt 6: WE 
1289/8-1 AOBJ: 579752; DFG, GRK 1441/1

  Weitere Forschungsprojekte

  Autoreaktive T-Lymphozyten bei atopischer Dermatitis
   Projektleitung: Werfel, Thomas (Prof. Dr. med.); Förderung: DFG, Klinische Forschergruppe 250, Teilprojekt 6: WE 

1289/8-1 AOBJ: 579752

  Keratinozyten-T-Zellinteraktionen bei Ekzemkrankheiten
   Projektleitung: Wittmann, Miriam (Prof. Dr. med.); Werfel, Thomas (Prof. Dr. med.); Förderung: DFG, SFB 566, 

Teilprojekt A6

  Graduiertenkolleg Regulation der allergischen Entzündung in Lunge und Haut
   Projektleitung: Sprecher: Werfel, Thomas (Prof. Dr. med.); Förderung: DFG, GRK 1441/1 bzw. 1441/3

  Role of interaction between infi ltrating T-cells and keratinocytes for the development and chronifi cation 
of allergic eczematous skin diseases
   Projektleitung: Wittmann, Miriam (Prof. Dr. med.); Förderung: DFG, GRK 1441/1 bzw. 1441/3

  KMU-Innovativ-6: Entwicklung des Vorproduktes eines Therapeutikums zur effi zienten kutanen 
Infektionsabwehr und Wundheilung durch die Kombination verschiedener humaner antimikrobieller 
Peptide
   Projektleitung: Werfel, Thomas (Prof. Dr. med.); Förderung: BMBF, Projektträger Jülich (ptj): 0315917B

  Entwicklung eines medizinischen UV-Bestrahlungsgerätes mit Minimierung des Karzinomrisikos durch 
umfeldfreie Bestrahlung und mit automatischer Konturierung sowie genau defi nierbaren Dosen der 
Bestrahlungsfelder
   Projektleitung: Werfel, Thomas (Prof. Dr. med.); Förderung: BMWi, Projektträger Aif/ZIM Berlin: KF 2117402 FR9

  Entwicklung eines neuen innovativen Medikaments zur Behandlung Th1-vermittelter chronisch 
entzündlicher Hauterkrankungen auf der Basis eines Tbet-spezifi schen DNAzyms
   Projektleitung: Werfel, Thomas (Prof. Dr. med.); Förderung: BMWi, Projektträger Aif/ZIM Berlin: KF 2117403 FR0

  Schulungsprogramm zur besseren Versorgung von Erwachsenen mit atopischer Dermatitis 
(Neurodermitis) - Nationale prospektive randomisierte Multizenterstudie
   Projektleitung: Heratizadeh, Annice (Dr. med.); Werfel, Thomas (Prof. Dr. med.); Förderung: Deutsche Dermatologische 

Gesellschaft (DDG)

  Einfl uss von Staphylokokkenexotoxinen auf die Interleukin (IL)-22 Produktion von T-Zellen bei chronisch 
entzündlichen Hautkrankheiten
   Projektleitung: Margarete Niebuhr (Dr. med.); Förderung: HiLF: MHH

  Impact of the TNF-alpha inhibitor Etanercept on TLR-2 and staphylococcal exotoxin induced 
immunological effects in monocytes/macrophages from patients with psoriasis
   Projektleitung: Niebuhr, Margarete (Dr. med.); Werfel, Thomas (Prof. Dr. med.); Förderung: Wirtschaft
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