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Forschungsprofil

Der wissenschaftliche Schwerpunkt der Klinik fiir Dermatologie, Allergologie und Venerologie liegt in der Untersuchung
von entzlindlichen Hautkrankheiten, von allergischen Erkrankungen und von Tumorerkrankungen der Haut. Dieses
spiegelt sich wider sowohl in der Bearbeitung von grundlagenorientierten Forschungsprojekten, die zum gréBeren Teil
von der Deutschen Forschungsgemeinschaft (DFG) geférdert werden, als auch in einer Reihe von klinischen Projekten
mit unterschiedlicher Forderung. Insbesondere Ekzemkrankheiten wie die atopische Dermatitis oder das allergische
Kontaktekzem, aber auch die Urtikaria, Psoriasis, bullése Autoimmundermatosen sowie zum Vergleich auch respira-
torische allergische Erkrankungen werden in diesen Untersuchungen angesprochen. Im April 2008 wurde in der Klinik
fir Dermatologie, Allergologie und Venerologie die Forschungsabteilung ,Immundermatologie und experimentelle
Allergologie” gegriindet, in der ein Teil der genannten Forschungsprojekte schwerpunktméBig bearbeitet wird (siehe
auch dort). Der Schwerpunkt Hauttumoren wird durch die Griindung des Hauttumorzentrums Hannover (HTZH) im
Jahr 2005 dokumentiert. Im Rahmen des HTZH werden sowohl klinische als auch grundlagenwissenschaftliche Studien
bei Hauttumoren durchgefiihrt mit Focus auf das maligne Melanom und auf Hauttumoren bei Organtransplantation.

Forschungsprojekte

Zielgerichtete Therapie des malignen Melanoms

Die Behandlung des metastasierenden Melanoms war viele Jahre frustrierend. Die Eskalation der medikamentdsen
Therapie durch Kombination mehrerer Zytostatika/Zytokine konnte keinen Uberlebensvorteil im Vergleich zu einer
Dacarbazin-Monotherapie zeigen. In den letzten Jahren konnten verschiedene genetisch heterogene Melanom-
Subgruppen charakterisiert werden. Die wichtigste ist die der BRAF-mutierten Melanome. Dabei handelt es sich
zumeist eine BRAFV600-Mutation, die in ca. 50% aller Melanome nachweisbar ist, vor allem bei jiingeren Patienten
mit Primartumor-Lokalisation im Bereich der intermittierend lichtexponierten Haut. Daneben kommen in weniger als
5% der Melanome KIT-Mutationen vor, welche unterschiedliche Bereiche des KIT-Gens betreffen kénnen und gehauft
bei Melanomen ausgehend von der Schleimhaut, den Akren und chronisch lichtexponierter Haut gefunden werden.
Eine weitere Untergruppe sind die NRAS-mutierten Melanome, welche etwa 20% aller Melanome ausmachen. Alle
diese Mutationen fiihren auf unterschiedlichen Ebenen zu einer Aktivierung des RAS-RAF-MEK-ERK-Signalweges.

Bei Patienten mit KIT-mutiertem Melanom lieB sich durch die Therapie mit cKIT-Blockern in einzelnen Fallen und
Fallserien ein beeindruckendes Ansprechen erzielen. Leider stellte sich haufig nach einigen Therapiemonaten wieder
ein Progress ein. Aufgrund der geringen Patientenzahlen rekrutieren kontrollierte Studien nur langsam.

In zwei internationalen multizentrischen Phase-IlI-Studien wurden Patienten mit metastasiertem BRAFV600-
mutiertem Melanom mit zwei unterschiedlichen selektiven BRAF-Inhibitoren behandelt. Unser Zentrum war bei beiden
Studien beteiligt. Es wurde entweder der BRAF-Inhibitor Vemurafenib (BRIM3-Studie) oder der BRAF-Inhibitor Dabrafenib
(BREAK3-Studie) eingesetzt, jeweils im Vergleich zu der Standard-Chemotherapie mit Dacarbazin. Darunter zeigte sich
bei ca. 80% der Patienten in der BRAF-Inhibitor-Gruppe ein Ansprechen bzw. eine Stabilisierung der Melanomerkran-
kung. Das beeindruckende Ansprechen hielt jedoch haufig nur wenige Monate an, die Resistenzentwicklung entstand
durch eine alternative Aktivierung des Signalwegs. Vemurafenib und Dabrafenib zeigten zum Teil ungewdhnliche
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Nebenwirkungen, primar an Haut (Photosensitivitét, Entwicklung von epithelialen und melanozytéren Hauttumoren,
Exantheme, Hand-FuB-Syndrome) und Gelenken (Arthralgien).

Ein dritter zielgerichteter Therapieansatz sind die MEK-Inhibitoren, welche den RAS-RAF-MEK-ERK-Signalweg
unterhalb von BRAF blockieren. Verschiedene Substanzen werden derzeit als Monotherapie in Phase-Il- und Phase-
[1I-Studien bei Patienten mit NRAS-mutiertem Melanom getestet. Die Kombination eines BRAF-Inhibitors und eines
MEK-Inhibitors bei BRAF-mutiertem Melanom wird ebenfalls aktuell im Rahmen von Phase-Ill-Studien getestet. Alle
diese Studien werden in unserem Zentrum Patienten mit fortgeschrittenem Melanom angeboten.

Die Erfolge der zielgerichteten Therapie machen deutlich, wie wichtig die molekulare Diagnostik fiir die Thera-
pieentscheidung und die Prognose der Patienten ist. Derzeit ist unklar, welches Tumorgewebe (Primartumor oder
Metastasengewebe) und welches Verfahren am besten zur Mutationsanalyse geeignet ist.

Wir haben daher eine Studie begonnen, in der wir Tumorgewebe von Melanompatienten mit verschiedenen
Verfahren auf eine BRAFV600-Mutation analysieren. Zu diesen Verfahren gehéren die Sanger Sequenzierung, die
Pyrosequenzierung, der cobas®-Test (ein PCR-basiertes Verfahren), und das next generation sequencing (NGS). Im
Gegensatz zu den anderen Verfahren gibt das NGS eine genaue Angabe beziiglich der Allelfrequenz des mutierten Allels.

Zur Bestimmung der Sensitivitdt der unterschiedlichen Testverfahren wurde eine Melanomzelllinie mit BRAFV600
Mutation und eine andere Melanomzelllinie mit ,wildtyp” BRAF-Status in unterschiedlichen Verhaltnissen gemischt,
die Zellpellets werden formalinfixiert, in Paraffin eingebettet, DNA extrahiert und auf eine BRAF-Mutation analysiert
(Tabelle 1).

% -BRAF- cobasTest Sanger Pyro- Pyro-
positiver Sequenzierung sequenzierung sequenzierung
WNM3S Zellen (Q24) (Hot Taq)
100% positiv positiv positiv positiv
30% positiv positiv positiv positiv
20% positiv positiv positiv positiv
10% positiv negativ positiv positiv
5% positiv negativ negativ negativ
2,5% negativ negativ negativ negativ
1% negativ negativ negativ negativ
0,5% negativ negativ negativ negativ
0% negatv negativ negativ negativ

Tab. 1:

Zur Frage, welches Gewebe am besten zur Mutationsanalyse geeignet ist, haben wir von 84 Patienten sowohl
Primartumorgewebe als auch korrespondierendes Metastasengewebe untersucht. Hierbei zeigte sich im NGS eine BRAF
V600E-Mutation in mindestens einer Probe in 39 Patienten, bei 25 Patienten lieB sich in allen untersuchten Proben
eine Mutation nachweisen. Insgesamt konnten wir bei 17 Patienten diskordante Ergebnisse feststellen (Abbildung 1).

Abb. 1:
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Bei 9 Patienten lieB sich nurim Primartumor eine BRAF V600 E-Mutation nachweisen, Primartumor, bei 5 Patienten
nur in der Metastase.

Diskordante Ergebnisse zwischen Primartumor und Metastase waren in der Regel technisch bedingt, z. B. durch
eine geringe DNA-Ausbeute bei der Extraktion einer Probe oder durch einen geringen Tumorzellanteil einer Probe.

Bei einer BRAFV600E-Mutation erzielen cobas®-Test und die Pyrosequenzierung regelmaBige positive Ergebnisse
bei einer Allelfrequenz von mindestens 6%, die Sangersequenzierung bei mindestens 14%. In Bezug auf seltenere
Mutationen (z. B. BRAFV600K, BRAFV600E2) war der cobas®-Test in 15/24 Proben positiv, die Pyrosequenzierung in
13/24 und die Sanger-Sequenzierung in 21/24 Proben.

Zusammengefasst kann man also sagen, dass auBer dem aufwendigen NGS-Verfahren die in der Routine einge-
setzten Verfahren Starken und Schwachen haben (Sanger: Detektion von seltenen Mutationen, niedrige Sensitivitat;
Pyrosequenzierung und cobas®: hohe Sensitivitat, Problem beim Nachweis seltener Mutationen). Daher empfehlen
wir, im Falle eines negativen Testergebnisses mdglichst eine weitere Gewebeprobe mit einem anderen Verfahren zu
analysieren.

In einem weiteren Projekt stellen wir uns die Frage, ob die Allelfrequenz einer BRAFV600-Mutation mit dem
Ansprechen auf eine BRAF-Inhibitor-Therapie korreliert.

Die langfristige Vision ist, praktikable und bezahlbare Assays zu entwickeln, die fir Therapie und Resistenzent-
wicklung relevante Mutationen einschlieBlich der Allelfrequenz nachweisen.

Zusammengefasst stehen wir am Anfang einer vielversprechenden Ara in der Behandlung des metastasierenden
Melanoms, die jedoch auch mit Herausforderungen einhergeht, z. B. in Bezug auf das Vorgehen bei Resistenzentwick-
lung und bei Nebenwirkungen.

Projektleitung: Satzger, Imke (Dr. med.), Gutzmer, Ralf (Prof. Dr. med.); Kooperationspartner: Schacht-Stahlbock,
Vivien (PD Dr. med.) / Kreipe, Hans-H. (Prof. Dr. med.), Inst. fiir Pathologie, MHH; Timmermann, Bernd (Dr. rer. medic.),
Max-Planck-Institut fiir Molekulare Genetik, Berlin; Riischoff, Josef (Prof. Dr. med.), targos GmbH, Kassel; Férderung:
Industrie

Weitere Forschungsprojekte

Untersuchungen zur Rolle des Histamin H4 Rezeptors im Vergleich zu anderen Rezeptoren bei
allergischen Entziindungen der Haut

Projektleitung: Gutzmer, Ralf (Prof. Dr. med.), Werfel, Thomas (Prof. Dr. med.); Forderung: DFG Gu434/5-2, EU
(COST action BM0806, Recent advances in Histamine receptor H4R research)

Autoreaktive T-Lymphozyten bei atopischer Dermatitis
Projektleitung: Werfel, Thomas (Prof. Dr. med.); Férderung: DFG, Klinische Forschergruppe 250, Teilprojekt 6: WE
1289/8-1 AOBJ: 579752

KMU-Innovativ-6: Entwicklung des Vorproduktes eines Therapeutikums zur effizienten kutanen
Infektionsabwehr und Wundheilung durch die Kombination verschiedener humaner antimikrobieller
Peptide

Projektleitung: Werfel, Thomas (Prof. Dr. med.); Férderung: BMBF, Projekttrager Jiilich (ptj): 03159178
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Entwicklung eines medizinischen UV-Bestrahlungsgerates mit Minimierung des Karzinomrisikos durch
umfeldfreie Bestrahlung und mit automatischer Konturierung sowie genau definierbaren Dosen der
Bestrahlungsfelder

Projektleitung: Werfel, Thomas (Prof. Dr. med.); Forderung: BMWi, Projekttrager Aif/ZIM Berlin: KF 2117402 FR9

Entwicklung eines digitalen Dermatoskopiegerates mit erweitertem Diagnoseumfang fiir das
automatisierte Ganzkorper-Hautkrebs-Screening (HKS)
Projektleitung: Werfel, Thomas (Prof. Dr. med.); Férderung: BMWi, Projekttrager Aif/ZIM Berlin: KF 2117405FR1

Entwicklung eines neuen innovativen Medikaments zur Behandlung Th1-vermittelter chronisch
entziindlicher Hauterkrankungen auf der Basis eines Thet-spezifischen DNAzyms
Projektleitung: Werfel, Thomas (Prof. Dr. med.); Forderung: BMWi, Projekttrager Aif/ZIM Berlin: KF 2117403 FRO

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-Universitdt GieBen; Forderung: Deutsche Dermatologische Gesellschaft (DDG)

Praklinische 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 fiir Himatologie und Onkologie, MHH; Forderung: Deutsche Krebshilfe

Untersuchung der spezifischen T-Zell-Antwort auf Hausstaubmilbenallergene bei erwachsenen
Patienten mit atopischer Dermatitis
Projektleitung: Heratizadeh, Annice (Dr. med.); Forderung: MHH (HiLF)

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

Charakterisierung von basophilen und eosinophilen Granulozyten bei bullésen Autoimmundermatosen
Projektleitung: Raap, Ulrike (Prof. Dr. med.); Forderung: Férderung: MHH (LOM)

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

Pathogenetische Rolle von Granulozyten bei allergischen Entziindungsreaktionen der Haut und ihre
Modulation durch anti-inflammatorische Medikamente
Projektleitung: Wedi, Bettina (Prof. Dr. med.); Férderung: MHH (LOM)

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

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

Untersuchung anti-inflammatorischer Medikamente auf die Serumaktivitat bei Autoimmunurtikaria
Projektleitung: Wedi, Bettina (Prof. Dr. med.); Férderung: MHH (LOM) und Wirtschaft
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Untersuchungen zur Pathogenese der chronischen Urtikaria
Projektleitung: Wedi, Bettina (Prof. Dr. med.); Férderung: MHH (LOM) und Wirtschaft

In-vitro Diagnostik von Arzneimitteliiberempfindlichkeitsreaktionen
Projektleitung: Wedi, Bettina (Prof. Dr. med.); Férderung: MHH (LOM) und Wirtschaft

Effekte von mTOR Inhibitoren auf humane Keratinozyten und Plattenepithelkarzinome in vitro
Projektleitung: Alter, Mareike (Dr. med.), Satzger, Imke (Dr. med.), Gutzmer, Ralf (Prof. Dr. med.); Forderung: Wirtschaft

Untersuchungen des Effekts von Pollenexpositionen in einem Expositionsraum auf die Haut bei

Patienten mit atopischer Dermatitis (Neurop)

Projektleitung: Heratizadeh, Annice (Dr. med. ), Werfel, Thomas (Prof. Dr. med.); Kooperationspartner: Hohlfeld,
Jens (Prof. Dr. med.); Fraunhofer ITEM; Férderung: Wirtschaft

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.); Férderung: Wirtschaft

Funktioneller Einfluss von Xolair auf basophile Granulozyten
Projektleitung: Raap, Ulrike (Prof. Dr. med.); Wedi, Bettina (Prof. Dr. med.); Férderung: Wirtschaft

Hauterkrankungen bei Patienten nach Organtransplantation
Projektleitung: Satzger, Imke (Dr. med.); Alter, Mareike (Dr. med.); Gutzmer, Ralf (Prof. Dr. med.); Forderung: Wirtschaft
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Promotionen

Martens, Nicole (Dr. med.): Die immunmodulatorische Rolle von
Neurotrophinen und die Neurotrophinrezeptorexpression auf den
peripheren eosinophilen Granulozyten.

Meier, Andre (Dr. med.): Vergleich von Klassifikationen in der Beurtei-
lung der Schildwachterlymphknoten beim malignen Melanom: eine
Analyse von 697 Patienten.

Renne, Julius Joachim (Dr. med.): Interaktion von kutanen Epithelzellen
mit T-Zellen im autologen Modell.

Rassing, Kirsten Martina (Dr. med.): Brain-derived neurotrophic factor
ist erhoht im Serum und in Hautschichten von Patienten mit chronisch
spontaner Urtikaria.

Schefzyk, Matthias (Dr. med.): Alpha-Melanozyten-stimulierendes
Hormon im neuroimmunen Netzwerk der atopischen Dermatitis:
antiinflammatorische Modulation der Effektorfunktionen eosinophiler
Granulozyten in vitro.

Wissenschaftspreise

Raap, Ulrike (Prof. Dr. med.): Forschungsforderpreis Novartis auf der
XXXIX Jahrestagung der Arbeitsgemeinschaft Dermatologische For-
schung (ADF) fiir ihr Projekt , Functional implications of Omalizumab
on human basophils in chronic urticaria”.

Wedi, Bettina (Prof. Dr. med.): Forschungsforderpreis Novartis auf der
XXXIX Jahrestagung der Arbeitsgemeinschaft Dermatologische For-
schung (ADF) fiir ihr Projekt , Functional implications of Omalizumab
on human basophils in chronic urticaria”.
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ihre Prasentation , The TH-1-associated cytokine CXCL 10/IP- 10 is
downregulated in monocytes and myeloid dendritic cells - an effect
possibly mediated via different histamine receptors in both cell types”.

Jantzen, Franziska (Dr. rer. nat.): 1. Posterpreis auf dem Annual
Meeting der European Histamine Research Society fiir den Beitrag
mit dem Titel: Jantzen F, Werfel T, Gutzmer R. The Th1-associated
cytokine CXCL10/IP-10 is downregulated by histamine in monocytes
and myeloid dendritic cells - an effect possibly mediated via different
histamine receptors in both cell types.

Mommert, Susanne (Dr. rer. nat.): Early Stage Researcher Award der
EU COST BM0806 Action verbunden mit einem Reisestipendium
fiir ihre Prasentation ,Comperative mRNA expression profiling
in non-stimulated versus H4R-stimulated human lymphocytes”.

Degen, Annette: Posterpreis der ADO fir den Beitrag: Degen A,
Satzger |, Asper H, Kapp A, Hauschild A, Gutzmer R. Unerwartete
ausgepragte kutane Nebenwirkung unter der kombinierten Behand-
lung mit einem B-Raf-Inhibitor und gleichzeitiger Radiotherapie.

Weitere Tatigkeiten in der Forschung
Kapp, Alexander (Prof. Dr. med.): Wissenschaftliche Gutachtertétig-
keit; Hauptschriftleiter der Zeitschrift DER HAUTARZT.

Werfel, Thomas (Prof. Dr. med.): Wissenschaftliche Gutachtertatig-
keit: Deutsche Forschungsgemeinschaft (DFG); DFG-Fachkollegiat
(seit 04-2012); Hauptschriftleiter der Zeitschrift Allergologie; Deputy
Editor J. Invest. Dermatol.; Section Editor Dermatology in Curr
Opin Allergy Clin Immunol, Mitglied der Editorial Boards von DER
HAUTARZT, IDDG, Allergo J, Allergy, Int Arch Allergy Clin Immunol,;
Mitglied im Vorstand (ExCom) der Europdischen Akademie fiir
Allergologie und klinische Immunologie (EAACI), Vizeprasident der
Deutschen Gesellschaft fiir Allergologie und Klinische Immunologie
(DGAKI).

Gutzmer, Ralf (Prof. Dr. med.): Wissenschaftliche Gutachtertatigkeit:
Deutsche Forschungsgemeinschaft (DFG), Deutsche Krebshilfe; Vor-
standsmitglied der Arbeitsgemeinschaft Dermatologische Onkologie
(ADQY); Arztliches Mitglied der Schlichtungsstelle der norddeutschen
Arztekammern; Arbeitsgruppenleiter bei der Erstellung der S3-
Leitlinie ,Malignes Melanom".

Raap, Ulrike (Prof. Dr. med.): Wissenschaftliche Gutachtertatigkeit;
Promotionsgutachter der Charite Berlin, Gutachter der Innovativen
Medizinischen Forschung (IMF) Universitatsklinikum Mnster,
Gutachter Deutsche Forschungsgesellschaft (DFG), Gutachter
Research Foundation Flanders Belgien (FWO). Mitglied der Task
Force European Exam on Allergology and Clinical Immunology der
European Academy of Allergology and Clinical Immunology (EAA-
Cl); Board Member der Section Dermatology der EAACI; Mitglied
des wissenscahftlichen Beirates der Deutschen Gesellschaft fiir
Allergologie und klinische Inmunologie (DGAKI).

Wedi, Bettina (Prof. Dr. med.): Wissenschaftliche Gutachtertétigkeit
fiir nationale und internationale Journale; Mitglied des Editorial
Board von Case Reports in Medicine; Associate Editor von DER
HAUTARZT; Mitglied des Advisory Boards der Zeitschriften Aller-
gologie und Allergo J; Mitglied des Web Editorial Board der World
Allergy Organisation (WAQ); Vertrauensdozent der Arbeitsgemein-
schaft Dermatologische Forschung (ADF); Sprecher der Sektion
Dermatologie der Deutschen Gesellschaft fiir Allergologie und
Klinische Immunologie (DGAKI); Mitglied des wissenschaftlichen
Beirats der Deutschen Gesellschaft fiir Allergologie und klinische
Immunologie (DGAKI); Leitlinienbeauftragter der Deutschen Gesell-
schaft fiir Allergologie und Klinische Immunologie (DGAKI); Leiter
Subkommission Allergologie der Kommission Qualitdtssicherung
der Deutschen Dermatologischen Gesellschaft (DDG).
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Niebuhr, Margarete (PD Dr. med.): Wissenschaftliche Gutachter-
tatigkeit fiir internationale Journale; Sektionssprecher der Junior-
Member-Sektion der Deutschen Gesellschaft fiir Allergologie und
Klinische Immunologie (DGAKI).

Heratizadeh, Annice (Dr.med.): Wissenschaftliche Gutachtertatig-
keiten fiir internationale Journale.
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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

Forschungsprofil

Der wissenschaftliche Schwerpunkt der Forschungsabteilung Immundermatologie und experimentelle Allergologie
liegt in der Untersuchung von allergischen Erkrankungen mit Manifestationen an der Haut, von chronisch entziindli-
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 fir Dermatologie, Allergologie und
Venerologie der MHH gegriindet. lhre laufenden Projekte sind naturgemaB thematisch mit der Klinik eng vernetzt,
sowohl in Bezug auf die grundlagenorientierten Forschungsprojekte, die zum groBeren Teil von der Deutschen
Forschungsgemeinschaft (DFG) geférdert werden, als auch in Bezug auf die klinisch-wissenschaftlichen Projekte. In
diesem Forschungsbericht wird eine ausgewahlte 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 fiir Dermatologie, Allergologie und Venerologie verwiesen.

Forschungsprojekte

Forschungsschwerpunkt: Autoimmunitat bei atopischer Dermatitis

Bei atopischer Dermatitis (AD) handelt es sich um eine entziindliche Hauterkrankung mit chronisch-rezidivierendem
Verlauf. Wie bei allen Ekzemkrankheiten ist ein T-Zell-dominiertes mononukledres Hautinfiltrat in der Haut nachweisbar,
welches maBgeblich zur klinischen Symptomatik beitrégt. Dendritische Zellen in der Haut kénnen an IgE-gebundene
Allergene durch Interaktion mit Fc € -Rezeptoren internalisieren, im Zellinneren prozessieren und auf ihrer Oberfléche
T-Zellen présentieren, die so aktiviert werden.

Ungefdhr 80% der erwachsenen Patienten mit atopischer Dermatitis haben Sensibilisierungen gegentiber saisonalen
sowie perennialen Aeroallergenen und/oder Lebensmittelallergenen, die mit Allergen-spezifischen IgE und Allergen-
spezifischen T-Zellen assoziiert sind. Die Spezifitat eines GroBteils dieser IgE-Antikorper bleibt jedoch bei stark erhhten
Gesamt-IgE-Spiegeln unbekannt, wobei in den letzten Jahren in einer Reihe von Untersuchungen autoreaktive IgE bei
atopischer Dermatitis beschrieben wurden.

Darliber hinaus weist eine bedeutende Anzahl an Patienten mit atopischer Dermatitis keine Allergen-spezifischen
IgE-Sensibilisierungen auf, weshalb vorgeschlagen wurde, die Bezeichnung zu andern (z.B. in konstitutionelle Dermati-
tis). Bezlglich dieser nicht-allergischen, sogenannten intrinsischen Form der atopischen Dermatitis wird seit Ldngerem
diskutiert, inwiefern Autoreaktivitat zum oft auch chronischen Krankheitsbild beitragen kénnte.

) Kiirzlich konnten wir immundominante T-Zell-Epitope des Autoallergens @ -NAC identifizieren. Das gemaB der
Allergen-Nomenklatur der IUIS (International Union of Immunological Societies) auch als Hom s 2 (Homo sapiens Allergen
2) bezeichnete humane Protein @ -NAC (@ -Untereinheit des ,nascent polypeptide-associated complex”) ist als Cha-
peron ubiquitar an der Proteinsynthese innerhalb der Zelle beteiligt. Bei @ -NAC handelt es sich um ein normalerweise
intrazelluldres, Atopie-assoziiertes Autoantigen ohne vorbekannte generelle Kreuzreaktivitdt zu Umweltallergenen.
Seine Eigenschaft als Autoantigen (, Autoallergen”) bei atopischer Dermatitis wurde initial auf humoraler Ebene (d.h.
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durch den Nachweis von spezifischen IgE) beschrieben. Im eigenen Kollektiv konnten wir bei 23% der AD-Patienten
a-NAGspezifisches IgE im Serum nachweisen und charakterisierten in einer Studie @ -NAC-reaktive T-Zellen aus der
Zirkulation sowie aus lasionaler Haut.

Die Erkenntnisse tber die immundominanten T-Zell-Epitope ermdglichten die Generierung von MHC-Klasse-|
Tetrameren in Kooperation mit der Tetramer Core Facility der NIH (Atlanta, USA) und von MHC-Klasse-Il Tetrameren in
Kooperation mit W.W. Kwok (Seattle, USA). Durch den Einsatz dieser Reagenzien konnten erstmalig & -NAC-spezifische
CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten im Blut von sensibilisierten Patienten identifiziert werden. Durchflusszytometrische
Messungen zeigten eine Frequenz Tetramer-bindender T-Zellen in sensibilisierten Patienten nach Anreicherung durch
in vitro-Stimulation von etwa 0,05-2,5%. Wie bereits fiir andere Allergene beschrieben, konnten in unseren Untersu-
chungen auch in gesunden Kontrollindividuen, wenn auch mit niedrigeren Frequenzen, Tetramer-bindende T-Zellen
identifiziert werden.

Um der Schwierigkeit der geringen Frequenzen von Tetramer-bindenden T-Lymphozyten zu begegnen, steht
uns in Kooperation mit Christian Hennig und Gesine Hansen (Klinik fir padiatrische Pneumologie, Allergologie und
Neonatologie, MHH) mit der Etablierung der ,Chipcytometry” eine Analysetechnik zur Verflgung, die einen hohen
Informationsgehalt fiir jede einzelne Zelle liefert (www.chipcytometry.com). Speziell fiir diese Anwendung wurde ein
Protokoll entwickelt, wonach im Anschluss an die Fluoreszenzfarbung von Antigen-spezifischen T-Zellen mithilfe von
MHC-Tetrameren und mehreren Anreicherungsschritten die Zielzellen mit einem eigens zu diesem Zweck evaluierten
Set an Fluoreszenz-markierten Antikdrpern untersucht werden kénnen. Auf diese Weise kdnnen fir jede einzelne Zelle
Aussagen iiber den Subtyp sowohl beziiglich der Polarisierung als auch der Differenzierung getroffen werden. Beson-
deres Augenmerk legen wir auf den Differenzierungsstatus der Autoantigen-spezifischen Zellen. Mittels Farbung mit
CD27-spezifischen Antikérpern konnten wir einen hoheren Anteil terminal differenzierter @ -NAC-spezifischer T-Zellen
in Patienten mit atopischer Dermatitis, bei denen @ -NAGC-spezifisches IgE nachweishar war, gegeniiber gesunden
Kontrollen detektieren. Auf diese Weise konnten wir zwei Tetramer-bindende T-Zellsubpopulationen identifizieren
(Abb.1), die pathologische (CD27-) bzw. protektive (CD27+) Immunantworten hervorrufen und bei ,klassischen”
Allergien vermehrt vor (CD27-) bzw. nach (CD27+) erfolgreicher Hyposensibilisierungstherapie beschrieben wurden.

a-NAC Tetramer

A a-NAC Tetramer MHC-Klasse |
ohne Tetramer MHC-Klasse |

D++ @ N/A : D++

D+-

CD8-APC

Tetramer-PE
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Abb. 1: Einsatz von MHC-Tetrameren zur Identifikation und Charakterisierung von autoreaktiven, @-NAC-spezifischen T-Lymphozyten.
A. Isolierte PBMC eines Patienten mit atopischer Dermatitis und bekannter humoraler Sensibilisierung gegen @-NAC wurden mit
einem spezifischen MHC Klasse I-Tetramer inkubiert und die Bindung an CD8+ T-Zellen im Durchflusszytometer gemessen. Die
Farbung ist spezifisch auf das CD8+ Kompartiment beschrankt. Durch In-vitro-Stimulation der Zellen mit rekombinantem «-NAC
tiber 28 Tage erhoht sich die Frequenz von 0,5% auf 2,2%.

B. Die Analyse mittels Chipcytometry ermdglicht eine Charakterisierung von a@-NAC-spezifischen T-Zellen auf Einzelzell-Ebene. Wie
hier beispielhaft dargestellt, tragen diese Tetramer+/CD8+ Zellen den Memory-T-Zell Oberflachenmarker CD45R0 und weisen durch
Abwesenheit von CD27 einen terminalen Differenzierungsstatus auf.

C. In Patienten mit atopischer Dermatitis ist die Frequenz spezifischer T-Zellen (hier nach Anreicherung tber Microbeads) sowie
die Frequenz terminal differenzierter Memory-T-Zellen (CD8+/CD45R0+/CD27-) bezogen auf die Gesamtheit der Memory-T-Zellen
erhoht. Die MHC-Klasse-I-Tetramere wurden von der NIH Tetramer Core Facility hergestellt.

1) Anders als bei @ -NAC konnte durch unsere vorangegangenen Arbeiten bez(iglich humanem Thioredoxin (hTrx)
bereits eine Kreuzreaktivitat mit einem Umweltallergen, Mala s 13, direkt auf T-Zell-Ebene nachgewiesen werden. Wie
zuletzt fur @ -NAC durchgefihrt, wurden nun inflammatorische Effekte von Thioredoxin und Mala s 13 auf T-Zellen
und Antigen-présentierende Zellen von sensibilisierten AD-Patienten und nicht-atopischen Spendern untersucht.
Hierbei zeigte sich, dass Zellen von beiden Spendergruppen ahnlich stark reagierten. Durch Thioredoxin und Mala s
13 wurde die Sekretion von Monozyten-Zytokinen wie IL-6 und IL-23 und von T-Zell-Zytokinen wie IFN-7, IL-17, IL-22
und IL-13 ausgelést. Ein interessanter und deutlicher, bislang noch nicht beschriebener Unterschied zwischen Patienten
mit atopischer Dermatitis und Nicht-Atopikern fand sich in Hinblick auf die IL-10-Sekretion, die in Zellen von Patienten
mit atopischer Dermatitis deutlich weniger durch Thioredoxin induziert wurde als in Zellen von Kontrollindividuen.
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Thioredoxin und Mala s 13 beeinflussten auch die Signaltransduktion: Wéhrend beide Proteine zur Phosphorylierung
von NF- £ B fihrten, war die Phosphorylierung von p-44/42 stéarker in Thioredoxin-stimulierten, die Phosphorylierung
von STAT3 hingegen starker in Mala s 13-stimulierten PBMC nachweisbar.

Abb. 2: Abb.2 PBMC Malassezia-sensibilisierter Patienten mit AD sowie nicht-allergischer Spender wurden fiir 72 h in An- und
Abwesenheit von IL-2 mit hTrx stimuliert. In Zellkulturiiberstdnden wurde die Menge an IL-10 und IL-13 mittels ELISA detektiert.
**p<0,01.

Mit der Zielsetzung einer genaueren Analyse der Autoallergen-spezifischen T-Zellen fihren wir derzeitig ein Epitop-
Mapping fir Thioredoxin durch. Daflr wurden von Malassezia-sensibilisierten AD-Patienten T-Zelllinien in Anwesenheit
von Thioredoxin angelegt und anschlieBend mit MHC-1I-Peptiden, abgeleitet aus der Thioredoxin-Primarstruktur,
restimuliert. So haben wir bereits zwei Kandidaten immundominanter Peptidsequenzen mit HLA-Allel-ibergreifender
Reaktivitét fiir die Herstellung von MHC-Klasse II-Tetrameren identifiziert.

Zusammenfassend wurden die Forschungsarbeiten auf dem Gebiet der ,Autoallergie” bei AD mit Fokussierung auf
die Immunantwort auf @-NAC und hTrx fortgefiihrt. So konnten erstmals autoreaktive T-Lymphozyten mit Relevanz
in atopischer Dermatitis mithilfe von MHC-Tetrameren detektiert und analysiert werden. Wie erwartet, ist eine erhohte
Frequenz der spezifischen T-Zellen in AD-Patienten gegentiber gesunden Spendern messbar. Eine vergleichende Unter-
suchung von direkten Effekten auf Zellen des peripheren Blutes durch das Autoallergen hTrx zeigte, dass in Patienten
mit AD im Gegensatz zu gesunden Spendern eine signifikant verringerte Freisetzung eines anti-inflammatorischen
Zytokins erfolgt. Weiterfiihrende Experimente sollen in Zukunft durch den Einsatz weiterer MHC-Tetramere den Beitrag
humaner Autoantigene und den korrespondierenden autoreaktiven T-Zellen in atopischer Dermatitis genauer beleuchten.

Projektleitung: Werfel, Thomas (Prof. Dr.); Kooperationspartner: Crameri, Reto (Prof. Dr.), Swiss Institute of Allergy and
Asthma Research (SIAF), Davos, Schweiz; Hansen, Gesine (Prof. Dr.), Klinik fiir p&diatrische Pneumologie, Allergologie
und Neonatologie, MHH; Hennig, Christian (Dr.), Klinik fir p&diatrische Pneumologie, Allergologie und Neonatologie,
MHH; Kwok, William W. (Dr.), Benaroya Research Institute, Seattle, USA NIH Tetramer Core facility, Atlanta, USA;
Scheynius, Annika (Prof. Dr.), Karolinska Institutet, Stockholm, Schweden; Valenta, Rudolf (Prof. Dr.), Medizinische
Universitdt, Wien, Osterreich; Férderung: DFG Klinische Forschergruppe 250 WE1289/8-1

Weitere Forschungsprojekte

Untersuchungen zur Rolle des Histamin-H4-Rezeptors im Vergleich zu anderen Rezeptoren bei
allergischen Entziindungen der Haut

Projektleitung: Gutzmer, Ralf (Prof. Dr. med.), Werfel, Thomas (Prof. Dr. med.); Férderung: DFG Gu434/5-2, EU (COST
action BM0806, Recent advances in Histamine receptor H4R research)
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Autoreaktive T-Lymphozyten bei atopischer Dermatitis
Projektleitung: Werfel, Thomas (Prof. Dr. med.); Férderung: DFG, Klinische Forschergruppe 250, Teilprojekt 6: WE
1289/8-1 AOBJ: 579752

KMU-Innovativ-6: Entwicklung des Vorproduktes eines Therapeutikums zur effizienten kutanen
Infektionsabwehr und Wundheilung durch die Kombination verschiedener humaner antimikrobieller
Peptide

Projektleitung: Werfel, Thomas (Prof. Dr. med.); Forderung: BMBF, Projekttrager Julich (ptj): 03159178

Entwicklung eines medizinischen UV-Bestrahlungsgerates mit Minimierung des Karzinomrisikos durch
umfeldfreie Bestrahlung und mit automatischer Konturierung sowie genau definierbaren Dosen der
Bestrahlungsfelder

Projektleitung: Werfel, Thomas (Prof. Dr. med.); Forderung: BMWi, Projekttrager Aif/ZIM Berlin: KF 2117402 FR9

Entwicklung eines digitalen Dermatoskopiegerates mit erweitertem Diagnoseumfang fiir das
automatisierte Ganzkorper-Hautkrebs-Screening (HKS)
Projektleitung: Werfel, Thomas (Prof. Dr. med.); Forderung: BMWi, Projekttrager Aif/ZIM Berlin: KF 2117405 FR1

Entwicklung eines neuen innovativen Medikaments zur Behandlung Th1-vermittelter chronisch
entziindlicher Hauterkrankungen auf der Basis eines Thet-spezifischen DNAzyms
Projektleitung: Werfel, Thomas (Prof. Dr. med.); Férderung: BMWi, Projekttrager Aif/ZIM Berlin: KF 2117403 FRO

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-Universitat GieBen; Forderung: Deutsche Dermatologische Gesellschaft (DDG)

Untersuchung der spezifischen T-Zell-Antwort auf Hausstaubmilbenallergene bei erwachsenen
Patienten mit atopischer Dermatitis
Projektleitung: Heratizadeh, Annice (Dr. med.); Forderung: MHH - HiLF

Untersuchungen des Effekts von Pollenexpositionen in einem Expositionsraum auf die Haut bei
Patienten mit atopischer Dermatitis (Neurop)

Projektleitung: Heratizadeh, Annice (Dr. med. ), Werfel, Thomas (Prof. Dr. med.); Kooperationspartner: Hohlfeld,
Jens (Prof. Dr. med.); Fraunhofer ITEM; Férderung: Wirtschaft

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.); Frderung: Wirtschaft
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