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1. Einleitung

Eine zentrale Eigenschaft des Immunsystems ise geihigkeit, zwischen korpereigenen und
fremden Antigenen unterscheiden zu kénnen. Funélickompetente Lymphozyten sind
imstande, fremde Antigene zu erkennen und dagegereagieren, wahrend Autoantigene
nicht erkannt werden und auch keine Immunreaktigmiésen.

Das Ausbleiben einer spezifischen Immunantwort a#htigenstimulation wird
immunologische Toleranz genannt. Ein Verlust dies@utotoleranz ermdglicht
Immunreaktionen gegen korpereigene (autologe) Angg Derartige Reaktionen sind unter
dem Begriff der Autoimmunitat oder der Autoimmurkgéanen bekannt. Die durch
Autoimmunreaktionen verursachten Krankheiten werdals Autoimmunkrankheiten
bezeichnéts+?,

Autoantikorper gegen Oberflachenmolekile an Lymptez wurden bereits bei
verschiedenen Erkrankungen wie Autoimmunerkrankanged Infektionen sowie bei
Bluttransfusionen beschrielfeh Dabei konnte eine Korrelation zwischen der Anwésit
dieserAntilymphocyte Antibodie§ALA) und der Krankheitsaktivitat einer Lymphopenfe
einer Verschiebung der Lymphozytenuntergruppesowie den Abweichungen der Funktion
bei T-Zellen, B-Zellen und Monozyt&t*° beobachtet werden. Bislang konnten nur wenige
Zielstrukturen der ALA bei Menschen (CD4%,—Mikroglobulin und HLA-Klasse-I-
Molekiile™*****4 und bei Tierendytotoxic T lymphocyte antigen(@ TLA-4)™) identifiziert
werden. In dieser Arbeit gelang es erstmalig, Aatid@rper gegen CD28 nachzuweisen. Die
zentrale Rolle dieses costimulatorischen Molekiitsl seines Gegenspielers CTLA-4 mit
deren Liganden B7-1 und B7-2 in der Zellimmunitétreke bislang gut untersucht. Einerseits
liegt ihre Funktion in Freisetzung stimulierendegriale, was u.a. zur Unterstitzung der T-
Zell-Proliferation und Immunantwort flhrt. Durchhibitorische Signale andererseits gelingt
es, durch sie T-Zelltoleranz und Anergie wesentkchbeeinflussen und zu kontrollieren.
Ferner spielen sie eine Rolle in der Homdostase kwmmaktion suppressiver Zellen, der
regulatorischen T-Zellen (Tregs), die ihrerseitslén Zelltoleranz von erheblicher Bedeutung

sind.



1.1 T-Zell-Aktivierung und Costimulation
1.1.1 Aktivierung und Stimulation der T-Zelle

Bei der Aktivierung von T-Lymphozyten entstehen dktbrzellen, die mit intrazellularen
Erregern infizierte Zellen abtéten, andere Zelles tmmunsystems wie Makrophagen oder
B-Lymphozyten aktivieren oder Zytokine produzierBie adaptive Immunantwort wird aber
haufig nicht dort ausgel6st, wo ein Krankheitseereginen Infektionsherd hervorruft, sondern
in den peripheren lymphatischen Orgafién®’? Naive T-Zellen zirkulieren im Blut, in der
Milz und in anderen lymphatischen Geweben, aberkéinen diese Kompartimente nur
verlassen und in periphere nicht-lymphatische Geweafsd Organe auswandern, wenn sie
aktiviert sind. Antigene, die nur in der Peripheexprimiert werden, d.h. aufl3erhalb vom
Thymus und peripheren sekundéren lymphatischenr@rgaverden von T-Zellen ignorigft
(S.SO)I

Die Aktivierung naiver T-Lymphozyten erfolgt, indeste auf ein Fremdantigen treffen, das
sie mit Hilfe ihres individuellen T-Zell-Antigenreptors erkennen. Dieser ahnelt einem
membranassoziierten Immunoglobulin-Fab-Fragmentt De&ell-Rezeptor (TZR) ist ein
Heterodimer aus zwei Kettem (nd 3, bzw.y und §), die jeweils konstante und variable
Regionen besitzen. Die variablen Regionen bestimmiien Spezifitdt dieses Rezeptors.
Allerdings erkennt der T-Zell-Rezeptor das Antigeicht selbst, sondern es wird ihm in
Bindung an ein Haupt-Histokompatibilitatskomplex HK)-Molekiil angeboteli 1072
Dazu wird das Antigen von prasentierenden Zellektirzere Peptidfragmente gespalten und
diese dem Rezeptor anschlie3end, eingebettet er spezifisch gestalteten molekularen
Rinne, vorgefihrt (sog.  T-Zell-Restriktion oder  MHR®striktion}’ 6%
Antigenprasentierende Zellen (APZ) sind Zellen yespho-hdmatopoetischen Systems, die
Peptide auf MHC-Klasse-IlI-Molekile laden und deZdllen so prasentieren, dass diese zur
Antwort angeregt werdéh&*”) Die APZ in Lymphknoten sind Makrophagen, densicttie
Zellen und B-Lymphozyten. Spezialisierte dendritsscZellen in der Haut sind die
Langerhans-Zellen. An die APZ haften naive T-Zejlneils kurz an, um sie auf das MHC-
ll-gebundene Peptid, das sie spezifisch binden é&dnabzusuchen. Hat eine T-Zelle ihr
Antigen gefunden, so wird sie durch Bindung desigants aktiviert. Eine Alternative ist die
Erkennung von MHC-I-gebundenen Peptiden auf bejmbizellen des Organismis>1°7?
Die T-Zell-Erkennung erfasst also zwei Arten vone&fitat: Erstens binden MHC-

Prasentationsmolekile Peptide mit einer gewisseaazifiat, die durch die Form der Grube



und die vorgegebenen Ankerpositionen der Peptidarbmt ist. Zweitens wird diese MHC-
Peptid-Kombination von spezifischen TZR erkanntfiwceine minimale Bindungsstéarke
notwendig ist’ %)

Es existieren zwei Untergruppen von T-Lymphozytewije sich durch die
Zelloberflachenproteine CD4 und CD8 unterschei@@ steht fir ,cluster of differentiation”
oder ,cluster determinant®. Es handelt sich um &#hzierungsantigene, die durch Gruppen
(Cluster) von monoklonalen Antikorpern definiertngen sind’ %2

Diese beiden Oberflachenproteine bestimmen, obdgct.ymphozyt an MHC-I- oder MHC-
[I-Moleklle anlagert, da CD4 nur an Klasse Il un®8nur an Klasse | bindet. Beide
Corezeptoren erhohen die Empfindlichkeit von T-Lyropyten fur das prasentierende
Antigen um den Faktor 100 und stabilisieren dentikinzwischen APZ und T-Zef{g(s-1072

Fur eine optimale Aktivierung ist also nach derdging des Liganden die Aggregation des T-
Zell-Rezeptors mit dem CD4- bzw. CDS8-Antigen erfentich. Die Ubertragung der
Aktivierung auf das Zellinnere erfolgt kaskadermriiber den T-Zell-Rezeptor-assoziierten
CD3-Komplex, an dessen Ende eine Dephosphoryliemamg Transkriptionsfaktoren steht,
die deren Ubertritt in den Zellkern ermdglicht. Di®nsequenz ist eine Anderung der
Genexpression der aktivierten Zelle, was wiederurRmliferation und Differenzierung fuhrt
und mit der gesteigerten Expression von InterleukifiL-2) einhergeHf ©1°7) zy einer
Induktion und damit einer Aktivierung der T-Zellerkmt es durch ein Doppelsighaf®®
Fur die optimale Aktivierung der IL-2-Genexpressigind ein costimulatorisches Signal von
B-Lymphozyten benétigt. IL-2 reguliert u.a. die feifenzierung der T-Lymphozyten zu
Effektorzellen, die Uber das Integrin VLA-4 in Edtmlungsgebieten an das GefalRendothel
binden kénnen. Sie kdnnen somit zu Infektionsheidgueriphere Gewebe gelangen, wo sie
ihre biologische Wirkung zum Einsatz bringen.

Die aktivierten und differenzierten CD4- und CD8nryhozyten besitzen unterschiedliche
Aufgaben und Funktionen. CD8-Lymphozyten kénnen nwrzytotoxischen Lymphozyten
differenzieref® 17" |hre wichtige biologische Bedeutung liegt dariass sie ihre
Zielzellen mithilfe ihrer zytotoxischen Proteinesigren. Sie erkennen meist Peptide
endogener Herkunft, die also von der Zelle seldst @on intrazellularen Parasiten in Zellen
synthetisiert wurden, immer in Assoziation mit MH@asse-f’ 8%

Reife T-Zellen, die CD4+ exprimieren, werden alsH@Her-Zellen oder Th-Zellen
bezeichnet. Damit wird ihre wichtigste Funktion, e diKooperation mit B-Zellen,
hervorgehoben. Die aktivierte T-Helfer-Zelle erkerauf der B-Zelle die gleiche MHC-

Klasse-lI-Peptidkombination wie auf der APZ. Ubéesgn Kontakt und die Interaktion tber



CD4, CD40 und CD28 findet eine Signaltransmissiohdae B-Zelle statt, die den Wechsel
von IgM zu IgG oder anderen Immunoglobulin-Klassesgmatische Mutation und
wahrscheinlich auch das Uberleben der B-Zelle @js 6edachtnis-B-Zelle auslbst

Als induktiver Stimulus fur die B-Zelle dienen lidie Botenstoffe aus den T-Helfer-Zellen,
die Zytokine und Interleukine (IL). Die Einteilunder T-Helfer-Zellen in Thl oder Th2
wurde auf der Basis ihrer Zytokin-Profile erstefufgrund der vorwiegenden IL-Muster von
T-Helfer-Zellen unterscheidet man zwei Subpopureio Die Thl-Antwort ist durch eine
frhe Interferon (IFN)~-Produktion charakterisiert, wodurch die zellulahemunitat
unterstiitzt wird. Thl Zellen spielen ferner in dironischen Phase der AD eine RYlIdL-

12 fungiert als wichtigster Forderer der Thl-Zellerd Inhibitor der Th2-Zelled &%) Th2-
Zellen sind fur die humorale Immunantwort verantihcn und sezernieren hauptsachlich die
Interleukine 4, 5 und 13. Ferner sind sie wesdntlin der Pathogenese atopischer
Erkrankungen beteiligt. Sie unterstitzen eine emdhche Infiltration, die durch eine
allergische Reaktion zustande gekommen ist. Auldendgyen sie B-Zellen zur Stimulation
von IgE und anderen Antikdrpern’an®

Eine dritte wichtige Art von Lymphozyten exprimidatine T- oder B-Zellmarker, die sog.
Naturlichen Killerzellen (NK). Sie sind in der Lagéne vorherige Antigenstimulation eine
Vielzahl von Tumor- und Virus-infizierten Zellen 2ysierert ©-?*und sind damit eher Teil

der natirlichen Immunitas33?)

1.1.2 Costimulation allgemein

Die Costimulation spielt in der T-Zell-vermitteltdmmunantwort eine fundamentale Rolle.
Die Grundlage dafir lieferte die Erkenntnis, dags die Aktivierung von T-Zellen zwei
unterschiedliche Signale benétigt wertfeDamit naive T-Lymphozyten vollstandig in den
aktivierten Zustand Ubertreten kénnen, bendtigenzsindchst ein spezifisches Signal, das
Uber die Interaktion des TZR mit dem MHC-II-Molekéih der APZ zustande kommt. Das
zweite Signal ist unspezifisch und wird durch di¢etaktion costimulatorischer Molekile
freigesetzt”*?? z.B. von CD28 und CTLA-4 mit den Liganden B7-1D&D) und B7-2
(CD86) odeiinducible co-stimulatory molecu{éCOS) mit B7-H2 oder B7-RP21202324

Ein Ausbleiben der costimulatorischen Signale bei @-Zell-Aktivierung fihrt in einen
Status der Antigen-spezifischen Unerregbarkeit, Ategrgie. Diese Entdeckung war fur das
Verstandnis von der Regulation potentiell autoreaktT-Zellen in der Peripherie, der sog.

peripheren Toleranz, wesentlich. Eine Costimulaiginfir die T-Zell-Aktivierung in den
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meisten Fallen erforderlich. Dies kann eine unkahérte Aktion verhindern, die von
korpereigenen, in nicht-lymphatischen Geweben weatbreiteten Antigenen ausgeht.
Folglich kann Costimulation als ein Hauptmechanisméir die Pravention vor

Autoimmunitat gesehen werd@i>

1.2 CD28 - ein costimulatorisches Molekdl

1.2.1 Costimulation durch CD28

Costimulatorische Molekule sind Zelloberflachen-Kalgroteine, die direkt T-Zell-Rezeptor-
Signale modulieren und miteinander abstimmen kénBen B7-1/B7-2-CD28/CTLA-4- und
ICOS-B7RP-1-Signalwege setzen sekundare Schlugsalsi frei, die die Aktivierung,
Hemmung und die Feinabstimmung der Immunantworten V-Lymphozyten regulieren
kénnert®.

CD28 ist eines der bestuntersuchten costimulatwisdlolekile, dessen Einfluss weit in die
Mechanismen der T-Zell-Antworten, einschlie3lichz&l-Proliferation, IL-2-Produktion,
Verhinderung von Anergie und Induktion des antitptischen Faktors Bcl-xL, reictit?®
Daruber hinaus kontrolliert CD28 T-Helfer-Zellenwse B-Zellen und kann aufRerdem die
Entstehung von Keimzentren unterstitzen. Schlielkan CD28 die Differenzierung von B-
Zellen und deren Antikorperproduktion beeinflussetlber eine Regulation der
Chemokinrezeptoren und uber eine Induktion speniés Chemokine ist es CD28 moglich,
sich an der T-Zell-Migration in entzindliche Regioanzu beteiligen. Eine Hochregulation
inhibitorischer Molektile wie CTLA-4 schliel3t siclerdT-Zell-Aktivierung an und wird durch
CD28 eingeleitet. Durch diesen Mechanismus kane sormale Immunantwort beendet und
damit ein Entstehen einer potentiell geféahrlichentzEndung abgewendet werden. Im
Allgemeinen sind naive T-Zellen starker von der t@®oslation durch CD28 abhangig als
Gedachtniszellen. Dies lasst sich vermutlich rmeeihdheren Schwelle, die zur Aktivierung
naiver T-Zellen iiberwunden werden muss, erkfren

Obwohl es bislang unbestritten ist, dass CD28 petenstimulatorische Signale fir die T-
Zell-Funktion liefert, mehren sich die Daten ausvetsen Experimenten, die die
obligatorische Rolle von CD28 in der T-Zell-Aktivieng in Frage stellen. So scheint z.B. die
Costimulation durch CD28 fur die Aktivierung von 8B T-Zellen entbehrlich zu sein, wenn

in ausreichender Weise T-Helfer-Funktionen der CD4Zellen durch CD40 zur Verfigung
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gestellt werdeff. Die CD28-Costimulation ist auch nicht zwingendogderlich, wenn
costimulatorische Signale Uber alternative Signgkverieintracellular molecule (ICAM-
1)%, IL-2% und IL-12" geliefert werden, oder eine ausreichende Antigemwy@é bzw.
ausreichende Dauer und Intensitat der Aktivierung ¥-Zeller?® zur Verfiigung steht. In
Untersuchungen an CD28-defizienten Mad8emnd an AbstoRungsreaktioriénkonnten
Unterschiede in der Notwendigkeit, CD28 an der T-E&tivierung zu beteiligen,
festgestellt werden. Uberdies zeigte sich, daskdsem Zusammenhang eine Unterteilung in
CD4+- und CD8+-Subpopulationen vorgenommen weragmte.

Es ist festzuhalten, dass die Interaktion von CBi&8seinen beiden Liganden B7-1 und B7-2
an der APZ weitestgehend als der wichtigste codatorusche Signalweg an T-Zellen
anzusehen st

1.2.2 Struktur und Vorkommen von CD28

Alle B7-ahnlichen Molekile und ihre Rezeptoren strahsmembrane Glykoproteine vom
Typ | und auRerdem Mitglieder der Immunoglobulirp&damilie. So wird CD28 als
Mitglied dieser Ig-Superfamilie als disulfidverkritgs Homodimer exprimiert, das aus 44
kDa schweren Polypeptidketten besteht. CD28 wir®@¥ der ruhenden T-Zellen, an 90%
der T-Helfer-Zellen (CD4+) und an 50% der T-SuppeesZellen (CD8+) exprimiett*’. Der
Rezeptor CD28 verfugt iber 212 Aminosauren undaistinf Stellen glykosylieft. Jede
Kette weist eine einzelne extrazellulare 1g-V-Domagsine Transmembrandomane und einen
zytoplasmatischen Teil ohne eigene Kinaseaktivitat %) Der zytoplasmatische Teil
enthalt Strukturen, von denen angenommen wird, dasdei der Phosphorylierung von
CD28 eine Rolle spielen und in der Signaltransduktinvolviert sind®. Eine bivalente
Bindung von CD28 ist fur den funktionellen Effekbtwendig, was anhand vdnagment

antigen binding(Fab)- und F(ab)Fragmenten festgestellt werden koriif& Die Interaktion

der Rezeptor-Liganden-Paare wird hauptsachlich @&eskturenin ihren lg-V-ahnlichen
Domanen vermittelt. Generell sind 1g-V-Doménen aahbichtigep-Strange mit Vorder- und
Rickseitef". Die extrazelluldre Doméne von CD28 weist eine 3iLige Ubereinkunft mit
den Aminosauresequenzen von CTLA-4 auf. Trotzdemd beide Gene auf dem humanen
Chromosom 2q33-34 kodiert und verfugen proximaleinhtg-V-ahnlichen Doméane im
zytoplasmatischen Teil Uber eine hoch konserviestelle, Met-Tyr-Pro-Pro-Pro-Tyr

(MYPPPY). Diese Region ist bei dem Vergleich zwetlMensch, Primat, Maus, Ratte und
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sogar Huhn nahezu identisch, was auf eine esdenflle in der Signaltransduktion

und/oder in der Bindung mit ihren Liganden B7-1 @2 hinweist’.

1.2.3 B7-1und B7-2 - die Liganden von CD28 unid_&-4

Es konnten bislang zwei Liganden fiir CD28 und CT4.4efunden werden: B7-1 (CD80)
und B7-2 (CD86¥. B7-1 und B7-2 werden von APZ wie aktivierten odepplastischen B-
Lymphozyten, Monozyten, Makrophagen und dendrieschZellen, exprimieff. Die
Strukturen der B7-Molekile scheinen different: sodét sich B7-1 als ein Homodimer,
wéhrend B7-2 monomer vorkommt. Die Affinitat von 2®zu dessen Liganden B7-1 und
B7-2 ist im Vergleich zu CTLA-4 zwischen 20- undOffich geringer. Auch verflgt es
lediglich Uber eine Bindungsstelle, wogegen CTLAndder Lage ist, zwei Liganden zu
binden. CD28 bindet B7-1 mit einer 10fach hoherdfinaat als B7-2**> Untersuchungen
haben gezeigt, dass B7-1 effektiver in der Cos@tnuh wirkt, B7-2 scheint jedoch
funktionell ein wichtigeres stimulierendes Molekiil sein. Diese Feststellung fuhrt zu der
Annahme, dass die Funktionen der einzelnen Liganddm allein mit der Costimulation Uber
den CD28/CTLA-4-Signalweg im Zusammenhang stehendern auch in Verbindung mit
komplexeren Interaktionen wirken. Jedenfalls fichet gegenseitige Interaktion der einzelnen
Liganden mit CD28 oder CTLA-4 zu einer unterschtn Balance zwischen

costimulatorischer oder inhibitorischer Aktivitat

1.2.4 Die Funktionen von CD28

1.2.4.1 Allgemeine Funktionen

Costimulation durch CD28 kann die Schwelle zur T-Aé&tivierung regulieren und die
Anzahl involvierter T-Zell-Rezeptoren fir eine dffiwe T-Zell-Aktivierung signifikant
erhohef®. Zu den wichtigsten Funktionen von CD28 zahlen dlerstarkung und
Aufrechterhaltung der T-Zell-Aktivierung, die Unstiitzung der darauf folgenden
Proliferation und Zellzyklusprogression, die Regiola der Zelldifferenzierung sowie die
Hinderung der T-Zelle am Eintritt in den anergerat@°®*"*®*? Dabei liefert CD28
hauptsachlich quantitative Signale, die zur Ubeduitg von Signalschwellen eingesetzt

werden, wenn dies durch die Verbindung am TZR raihécht bewaltigt werden kann. Um das
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bewerkstelligen zu kdnnen, besetzt CD28 eine wgehtolle als ein Regulator von Gen-
Expressions-Programmen, die am Beginn einer Imntwuan aktiviert werdeff. Dazu
veranlasst CD28, nachdem eine APZ ein Signal anTd&R geliefert hat und CD28 in
Interaktion mit einem seiner Liganden B7-1 oderBdetreten ist, eine Hochregulation von
IL-2-Rezeptorerf>! und eine erhohte Transkription und Stabilisati@n tH-2-mRNA>>3
womit eine erhdhte Expression von IL-2 erreichtdiir**> Zudem I6st CD28 eine erhdhte
Expression auch weiterer Zytokin-Gene aus, einsBhith IL-4, IL-5°° IL-6°% IL-13°,
IFN-y*®,  Granulocyte-Macrophage-Colony-Stimulation-FactgGM-CSF§* und Tumor-
Nekrose-Faktow (TNF-0)°2. Auch Chemokine wieMacrophage-Inflammatory-Proteina1
(MIP-10) werden durch CD28 aktiviét MIP-1o ist ein Chemokin, das primar mit
Zelladhasion und Zellmigration assoziiert ist. Iannd u.a. eine Rolle in der Pathogenese von
allergischen Krankheiten wie Asthma, Autoimmunkiaeiken und Tumorerkrankungen
zugeschriebet}®>%°

Im Verlauf der Costimulation Uber CD28 kommt es einer Expression weiterer
costimulatorischer Rezeptoren wie CTLA-4, CD40-lnda ICOS, OX40 und 4-1BB, die
unterschiedliche und zum Teil noch unklare Rollen der T-Zell-Aktivierung
besetzeff~%678

CD28 unterstitzt die Progression des Zellzyklus tibguktion von Kinasen und Hemmung
ihrer Inhibitoren. Wahrend des Ubergangs von derit@ie G1-Phase wachsen die T-Zellen
in ihrer Masse, was auf die Expression verschied&mme zurtickzufihren ist. Diese Gene
werden von CD28 induziert und kurbeln ihrerseits Biosynthese der Makromolekile und
den Metabolismus der Zelle 84°*"°

Als weitere direkte Effekte von CD28 werden das gi@ifen in den Umbau des
Chromating®’*27 ynd die DNA-Demethylierufd gesehen. Das Auslésen diverser
Signalkaskaden ist eine entscheidende FunktionG@A8. Durch sie werden Faktoren wie
Nuclear-Factor of activated T cel(BlFAT), Nuclear-FactorxB (NF-«B) und AP-1 aktiviert,
die Zellproliferation, Zelltod und Zelldifferenzieng kontrollieref®’*"%">"*MyC, FOS und
Jun-N-terminal kinasg(JUN) werden ebenfalls durch CD28 aktiviert. Siadszentrale
Faktoren in der Signalmaschinerie zur Integratiam \Signalen und Aktivierung von
Transkriptionsfaktoreft’”’®’® Das Uberleben der T-Zelle wird durch ein anti-aptipthes
Programm (iber eine erhohte Expression von Uberiaktoren wie Bcl-xL unterstiifZt
Diese Expressionssteigerung wird durch die Binduag CD28 an seine Liganden direkt
ausgelost. Dabei ist CD28 der wichtigste regulatbre Faktd¥.
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Alle genannten Mechanismen, die direkt von CD28irfkesst sind, fihren im weiteren
Verlauf zu einer Reihe von indirekten Funktioneru Aennen sind die Pravention vor
Unerregbarkeit gegentber klonaler Expansion, di@r&ssion weiterer Immunrezeptoren
sowie eine Th-Zell-Polarisation zugunsten der Tlelleh. CD28 wirkt auch auf die humorale
Immunantwort, indem es essentielle Signale fir Bede freisetzt. So bewirken

Chemokinrezeptoren, dass B-Zellen zu den Follikelandern und Immunoglobuline
herstellen kénnéh. AuRerdem kann CD28 den Isotypenswitch beeinfifés&chlieRlich

unterstitzt CD28 die Differenzierung der zytotokise T-Zellen und damit auch die zellulare

Immunantwort>.
1.2.4.2 Spezielle Funktionen von CD28

Eine zentrale Funktion von CD28 ist die Vermehruag IL-2. IL-2 ist ein Glykoprotein, mit
130 Aminosauren. Es induziert die klonale Expansioaiver T-Zellen sowie die
Differenzierung der Nachkommen dieser T-Zellen #elgorzellert® 5-1073)

CD28 fungiert als Stabilisator der IL-2-mRNA sovaés Promotor fur deren Transkription
und erhoht damit die Expression von IL-2. Ein atimér Mechanismus konnte auch fur die
Faktoren IL-3, GM-CSF und IFN-nachgewiesen werd&h Gleichzeitig ist CD28 in der
Lage, die Rezeptorendichte durch unterschiedlickeldnismen zu erh6H8n

Durch diese Stimulationsmechanismen kommt es iméehsten Stufe der T-Zell-Antwort,
der eigentlichen T-Zell-Replikation, zur Wechsekuing des von der T-Zelle produzierten
und freigesetzten IL-2 mit dem IL-2-Rezeptor aufrsédben Zelle, was als autokrine
Stimulation bezeichnet wird. Als parakriner Wachsstaktor wirkt IL-2 auch auf die
umliegenden Zellen. Ziel dieses durch CD28 stinmtdie Zytokins ist die Progression des T-
Zellzyklus von der G1 in die S-Phase. Die Menge o2, die von aktivierten CD4+-T-
Zellen synthetisiert wird, ist bestimmend fur dassfald der Immunantwort. Es hilft dabei,
andere Zytokine wie Lymphotoxin (LT) und IFN-zu produzieren, und stimuliert das
Wachstum von NK-Zellen und B-Zellen sowie deren ikarpersynthese. Ein IL-2-Mangel
filhrt zu einer antigenspezifischen T-Zell-Anefdie®** Eine hohe Konzentration von IL-2
kann eine Zelle aus dem anergen Zustand flhren dawhit eine Immunantwort

ermoglichef.
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1.2.4.3 Signalwege von CD28

Die zytoplasmatische Domé&ne von CD28 verfugt Ubdr Aminosauren und ist
Ausgangspunkt verschiedener Signalwege. Von ihjeidoch keine intrinsische Aktivitat
bekannt®®”. Die Signalkaskade nimmt ihren Ursprung durch $itkinasen, enthalt aber
auch Tyrosin-unabhangige Struktu#&'* Prinzipiell gehen die Signalwege dann uber die
PI13-K, die TEC-Kinasen, Vav-1 und Proteinkinase Aktj]. Die Proteinphosphatase 2A
(PP2A) ist ein Negativregulator dieser Signalwedie direkt am nicht-phosphorylierten
YMNM-Motiv des CD28 binden kann und damit Faktoremaerung und IL-2-Produktion
verhindert®. Durch diese Signalwege werden der Stoffwechsels &ytoskelett, die
Transkription, die Proteinsynthese und eine op&gmdntigenantwort unterstitzt, die
Zellzyklusprogression und das Uberleben der Zedf@mlerf®*? sowie Apoptose gehemtit
AulRerdem wird eine weitere Kaskade costimulatogsdRezeptoren induziert, die ihrerseits
spezifische Funktionen ausiiBerSpeziellere Funktionen, die iiber die Signalwege @D28
ausgelost werden, sind die Organisation der Plasmdiman, des Zytoskeletts und des
Rezeptorenverkehrs, die Umorientierung Mtcrotubule Organizing CentefMTOC)* und
die Erhéhung des intrazellularen vesikuldren Ausths sowie Chromatinveranderuntfen
Durch die Aktivierung von Transkriptionsfaktoréi>*°und Stoffwechselmetabolit&hwird
das Uberleben der T-Zelle unterstitzt. Als weitEtmktionen sind DNA-Modifikationen,
eine Verstarkung des T-Zell-Rezeptor-Signals undpré&ssion von Zytokin-Genen
beschriebet??®991% Damit kann die Schwelle zur T-Zell-Aktivierung ériwvunden, klonale
Expansion und Th-Zell-Differenzierung gefordert dem. Diese costimulatorischen
Vorgénge dienen der Unterstitzung der Signaleyaiie TZR ausgelost werden. Dabei gehen

alle Signalwege primar vom TZR &>

1.2.5 CD28 als Regulator in Toleranz und Autoimitit

In umfassenden Untersuchungen wurde den Signalenyah Mitgliedern der B7/CD28-
Familie stammen, eine Rolle in der Reifung naivetellen im Thymus und da besonders in
der Entwicklung der Eigentoleranz zugeschriebest Bie costimulatorischen Molekile und
deren Liganden werden im Thymus exprinfi&rt Die Rolle von CD28 ist bei der
Entwicklung der Thymozyten noch unklar. So zeigertdgsuchungen, dass die Costimulation

durch CD28 und weitere costimulatorische Molekiile die normale Selektion im Thymus

16



nicht obligatorisch zu sein scheifit'%419°1% Ajlerdings konnte demonstriert werden, dass
CD28 fiir die Reifung normaler Thymozyten benétigidh?*%” Am ehesten ist anzunehmen,
dass CD28 die T-Zell-Signale verstarken kann, algrt bei der Selektion der Thymozyten
notwendig ist. Dies lie3e sich durch die FlexiBilides TZR-Repertoires beim Ansprechen
auf Selektionssignale erklargh

Aktuelle Arbeiten zeigen, dass CD28/B7-Interaktiorfér die Entwicklung und Erhaltung
von CD4+CD25+-T-Zellen notwendig sitfd Diese regulatorischen T-Zellen (Tregs) spielen
eine entscheidende Rolle in der Regulation derriageranz und T-Zell-Aktivierung, indem
sie pathologische Immunantworten kontrollieren, giggen eigene Molekile gerichtet sind.
Dabei unterstiitzt CD28 die Expression von CD25 demhit die Erhaltung der Tregs Tregs
entstehen im Thymus durch hochaffine Interaktioméneigenen Peptidéff. Die Fahigkeit
der CD28-Costimulation, die Starke der TZR-Sigrmleerhdhen, scheint bei der Entwicklung
der Tregs eine Rolle zu spietéh CD28 ist in der Expansion und dem Uberleben vegd
involviert. Schliellich ist auch die Homdostase deegs von der B7/CD28-Interaktion
abhangig. Abhéngig von seinen Liganden induzierR&Bine Proliferation von Tregs; B7-2
scheint dabei effektiver als B9 Somit scheint CD28 wesentlich an der Regulation
der Eigentoleranz und Autoimmunitat beteiligt zinse

Diesbeziglich konnte eine abweichende Expressiatincolatorischer Rezeptoren in den
Zusammenhang von Autoimmunitit gebracht wetden AuRerdem  scheinen
Genpolymorphismen der Gene des CD28 und des CTRAskofaktoren fur autoimmune

Erkrankungen und atopische Dermatitis darzustffen

1.2.6 CD28 und Anergie

Die Interaktion zwischen dem TZR und dem MHC-Komplkann vier verschiedene
Reaktionen ausldsen: keine Immunantwort, eine gk T-Zell-Aktivierung, einen durch
Aktivierung induzierter Zelltod und den Verlust dedhigkeit, auf das Antigen zu reagieren.
Die Erhaltung der T-Zell-Toleranz ist ein standig&ozess, durch den die Immunantwort
gewahrleistet und Autoimmunitét verhindert wirde{ontrolle der adulten T-Lymphozyten
in der Peripherie ist notwendig, um die immune Tae aufrechtzuerhalten. Klonale Anergie
meint immunogene Toleranz von B-und T-Lymphozytdig zu einer Immunantwort im
Sinne von Proliferation, Sekretion von Zytokinendubifferenzierung nicht fahig sif8l

Anergie wird folgendermalRen induziert: ein T-Lympytritt mit einer APZ Uber einen
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Antigen/MHC-Komplex in Kontakt. Dieser Komplex wikbm TZR erkannt, und es kann zur
Proliferation der T-Zelle kommen. Wenn dann abes dastimulatorische Signal durch die
CD28/B7-Interaktion nicht freigesetzt wird, trittedZelle in den Zustand der Anergie ein,
auch wenn sie durch die APZ oder das Antigen resigm wird®>31411> Anergie kann
durch die Blockierung der CD28/B7-Interaktion oderrch CTLA-4 ausgeldst werd@rt*®
Dagegen fordert CD28 eine optimale T-Zell-Aktiviegusowie die Uberlebensfahigkeit der
T-Zelle und verhindert Anerdfie

1.3 CTLA-4 - der Gegenspieler von CD28

Die Balance zwischen stimulatorischen und inhilstdren Signalen wird fur eine effektive
Immunantwort gegen Pathogene und fiur die ErhaldergEigentoleranz bendtigt. Signale
durch die B7/CD28-Familie sind Hauptregulatorensdie sensiblen Balance. In diesem
Zusammenhang wurden die Gegenspieler CD28/CTLAstalg am besten untersucht. Sie
setzen sekundare Signale frei, die die Aktivierudgmmung und Feineinstellung der T-Zell-
Antworten regulieren konné®. Es ist ein Paradoxon der Funktion von CD28, dabsmeler
effizienten T-Zell-Aktivierung uber die Stimulatiodurch den TZR und CD28 auch eine
Hochregulierung und Expression von negativen Régruda der T-Zell-Funktion initiiert
wird?,

Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen(€TLA-4 oder CD152) wird als ein negativer Regatat
der T-Zell-Aktivierung und als negatives costimal&ches Molekil oder Coinhibitor
angeseheny’118119120121 ‘o) A4 ist wie CD28 ein Mitglied der Immunoglolind
Superfamilie. Es kommt auf der Zelloberflache ativédeten T-Zellen und regulatorischen T-
Zellen'*? als ein Homodimer vor, dessen einzelne Teile deith einfache Disulfidbriicke in
der extrazellularen Domane verbunden sind. Jedeomere Peptidkette verfugt tber eine
hochaffine Andockstelle fiir die B7-Molekifé Der Gensitz von CTLA-4 befindet sich wie
der von CD28 auf Chromosom 2, Band (337434 CTLA-4 ist ebenfalls ein
Oberflachenrezeptor, von dem costimulatorische @&gausgehen. Obwohl es eine 31%ige
Ubereinstimmung der Aminosauren-Struktur mit dem @D28 gibt, besteht kein Hinweis auf
ein heterogenes Vorkommen der beiden Molékiil@TLA-4 hemmt die T-Zell-Antwort tiber
ein Konkurrieren gegen CD28 an den B7-Liganden saier Antagonisieren der von CD28
und vom TZR vermittelten Signafe'?* CTLA-4 ist der zweite Rezeptor der beiden B7-
Liganden B7-1 und B7-2, wobei er wie CD28 eine méhaffinitat zu B7-1 als zu B7-2
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aufweist. Insgesamt verfligt er im Vergleich zu CORer eine hohere Affinitdt zu beiden
B7-Molekiillert'®'?> CTLA-4 besitzt einige Regionen, die von CD28 vhisden und
wahrscheinlich fir die erhéhte Affinitat verantwimth sind°,

Auch die Expression von CTLA-4 gestaltet sich ire@g auf die Kinetik von CD28 anders.
So wird CTLA-4 ca. 24 - 48 Stunden nach T-Zell-Adgrung an CD4+-, CD8+- und CD28+-
T-Zellen exprimiert’. Es kommt an B-Zellen vor, die durch T-Helfer-2ell aktiviert
wurdert?”*28 und lasst sich auch an unreifen T-Zellen fifd&rCTLA-4 wird wahrend der
Aktivierung von einem Speicher in perinuklearen @sdesikeln zur Zelloberflache
transportiert und dann rasch tber Endozytose aef Zélloberflache befordéft Die
Aktivierung von CTLA-4 ist weitgehend von den caostilatorischen Signalen durch CD28
abhangig*’** Es werden CTLA-4 auch Funktionen als Negativragul zugeschrieben, die
von CD28 unabhangig siffd.

CTLA-4 verhindert die Synthese von IL-2 sowie edwlzyklusprogression und beendet T-
Zell-Antworterf®**° So lasst es T-Zellen langer in der G1-Phase,deuses der T-Zelle
leichter moglich ist, wieder in die GO-Phase zuditketen. Es verlangert auch die Zeit, in
der die Zelle von der G1- in die S-Phase (béfiritt CTLA-4 kann die T-Zell-Expansion
Uber eine Abschwachung der aktivierenden Signajathebeeinflussen, so z.B. die Aktivitéat
von AP-1, NFAT und NFB*%

CTLA-4 ist ein wichtiges Molekul in der Induktiorom Anergie und bei der Erhaltung von
Eigentoleranz. Diesbezuglich gestalten sich die etsnichungsergebnisse bislang nicht
einheitlich. So konnte durch verschiedene Blockaden CTLA-4 die T-Zell-Toleranz
aufgehoben werden. In Arbeiten mmtvivo-Blockaden der CTLA-4/B7-Interaktion liel3 sich
dagegen ein Verlust der Eigentoleranz nicht indenté>****32 CTLA-4 scheint auch eine
zentrale Rolle bei Tumorerkrankungen, Transplabstdungsreaktionen, Allergie und
Asthma sowie bei autoimmunen Erkrankungen zu spiefé*313* So fiihrt beispielsweise
eine Blockade von CTLA-4 zu einer gesteigerten Imamiwortin vivo und einer verstarkten
Immunitat gegen Tumot&3¢ CTLA-4 kann auch die Initiierung einer Immunanttvond
die nachfolgende T-Zell-Aktivierung regulieren. huhenden T-Zellen vermag es die
Schwelle zur T-Zell-Aktivierung zu erhéhen. Dabehnitzt CTLA-4 vor einer unerwinschten
Aktivierung durch schwache TZR-Signale, die schaintir das Uberleben von naiven und
Gedéachtnis-T-Zellen notwendig sind, und verhindgaturch autoimmune Krankheitéh
Wichtig im Zusammenhang mit Toleranz ist zu erwadhngass Tregs CTLA-4 auf ihrer
Oberflache konstitutionell exprimieren. Ferner schesine CTLA-4-Expression CD28-
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Signale auf Tregs abzuschwachen. Der weitere Eaflton CTLA-4 auf ihre Selektion im
Thymus, ihre Proliferation und ihr Uberleben blaibklar.

CTLA-4 ist auch bei der Regulation der T-Helferdddferenzierung beteiligt. Dabei haben
CD28 und CTLA-4 gegenteilige Effekte: wahrend CRE8 Differenzierung der Th2- Zellen
fordert, hemmt CTLA-4 die Ausbreitung der Th-2-Zkitee und wirkt damit dem
Krankheitsgeschehen atopischer Erkrankungen emg&gé.

Festzuhalten bleibt, dass die Immunantwort eindleZds eine Balance zwischen CD28 und
CTLA-4 gesehen werden katth

1.4 Atopische Erkrankungen
1.4.1 Atopie allgemein

Menschen mit atopischer Erkrankung leiden in charétischer Weise an einem oder
mehreren Symptomen einer Allergie. Die haufigstemten dieser atopischen Krankheiten
sind allergische Rhinitis, Atopische Dermatitis (ADnd bronchiales Asthma. Die klinisch-
pathologischen Merkmale sind von der anatomischekalisation abhéngig. Dabei spielen
eine Reihe von Faktoren eine Rolle: der Ort desgénkontakts, die Art des Allergens, die
Zahl der Mastzellen in verschiedenen Zielorganem, Rhanotyp der lokalen Mastzelle und
die Ansprechbarkeit der Zielorgane auf Mastzelfan3erdem kénnen nur gewisse Arten von
Antigenen Uberempfindlichkeitsreaktionen ausléséim wichtiger Mechanismus bei der
Entstehung dieser allergischen Erkrankungen ist dierempfindlichkeitsreaktion vom
Soforttypgt ©349 Er ist gekennzeichnet durch raschen Plasmadustiit dem GefaBsystem,
Vasodilatation, Bronchokonstriktion und lokale Hiridung. Um dies zu erreichen, 16st ein
Allergen eine Antigenbindung an Immunoglobulin EHE) aus, das sich an Mastzellen,
basophilen Granulozyten und Langerhanszellen beffifid IgE ist der Immunoglobulin-
Isotyp, der eine-H-Kette aufweist, und ist ein Produkt eines Isetygwitchs der schweren
Kettert ©349 Die Induktion der IgE-Synthese, die bei der StyprReaktion nach Coombs
und Gell eine wichtige Rolle spielt, geschieht ¢uB:Zellen, die mindestens zwei Stimuli
bendtigen. Der erste Stimulus ist die Aktivierurey @8-Zelle durch Zytokine, wie IL-4 und
IL-13, der zweite ist die Bindung des IgE an CDA40f &8-Zellent*®141142193 Ejne
Kreuzvernetzung der IgE-Rezeptoren kann Mastzalleh Basophile aktivieren und damit

eine  Freisetzung ihrer Mediatoren bewirken. Durchistdin und andere
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Entzindungsmediatoren werden die rasch eintretend#rignisse der Soforttyp-
Uberempfindlichkeit, wie Flissigkeitsaustritt, Vagatation und Bronchokonstriktion,
eingeleitet. Die entzindlichen Infiltrate der Sptgereaktion enthalten hohe Anteile an
eosinophilen  Granulozyten und Th2-Lymphozyten. Kyte vermitteln die
Spatphasereaktioff-352:144.145.146

Atopische Patienten, besonders mit schwerer At@eiehnen sich durch erhdhte IgE-Spiegel
im Blut aus. Sie weisen auch eine grol3ere Anzabh&ibiner Fe-Rezeptoren pro Mastzelle
auf. Von diesen Rezeptoren ist ein hoherer Antaitlkl IQE besetzt als bei nicht-atopischen
Menscheh &34 Die IgE-Synthese wird durch genetische Einfligsgjgen-Exposition und
Zytokine von T-Zellen reguliert. Gerade Th2-Zellsgtinstigen durch ihre Sekretion von IL-
4 und IL-5 die IgE-Produktion und erhdhen den Angi eosinophilen Granulozyten der

entziindlichen InfiltrateS3%2)

1.4.2 Atopische Dermatitis
1.4.2.1 Diagnosekriterien

Die AD ist eine atopische Systemerkrankung, didNesentlichen die Haut betrifff. In der
Diagnosestellung richtet man sich heute nach dagnadistischen Kriterien von Hanifin und
Raika“® Hierbei stellen der Pruritus, Lichenifikationetie Chronifizierung und eine positive
familiare Anamnese die Hauptkriterien der AD. Algbénkriterien gelten unter anderem
Xerose, Ichthyose, gehaufte Infektionen der Hallete Serum-IgE-Spiegel, positive Typ-I-
Reaktionen, die Dennie-Morgan Hautfalte, eine &&erAugenbrauenlichtung (Herthoge-
Zeichen) sowie ein weil3er Dermographismus. Zur Deagstellung missen mindestens drei
Haupt- und drei Nebenkriterien zu finden $&inKlinisch ist das Erscheinungsbild duRerst
variabel. Die Hauterscheinungen kdénnen von akut@pule-vesikuldsen bis zu chronisch
lichenifizierten, hyperkeratotischen Formen fiihrebas Exanthem ist typischerweise
symmetrisch und beugenbetont angeordnet. Der \fedad die Prognose der Erkrankung

sind individuell sehr verschieden und nicht absetiba
1.4.2.2 Formen der Atopischen Dermatitis

Bislang wurden zwei Formen der AD unterschiedeme elgE-assoziierte Form, die

extrinsische Atopische Dermatitis, und eine nigi-bssoziierte Form, die intrinsische
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Atopische Dermatitis. Nach neueren Gesichtspunkigd entgegen dieser Einteilung, die
zwei unterschiedliche Erkrankungen terminiert, ethreiphasische Entwicklung der AD
vermutet. Die initiale Phase ist dabei durch eilc@tratopische Form der Dermatitis in friher
Kindheit gekennzeichnet, diese findet vor einerssglisierung statt. In der zweiten Phase
kommt es dann bei 60-80% der Patienten zu einerflusingenetischer Faktoren, die eine
IgE-vermittelte Sensibilisierung von Nahrungs- odemweltallergenen oder beidem
initiileren. Dies ist die Entwicklung in eine extsische Form. Drittens werden in mechanisch

bedingten Wunden Autoantigene, die Autoantikorpgen IgE induzieren, freigesetzt
1.4.2.3 Histologie

Eine Biopsie der ekzematds verénderten Hautstelksst ein mononukleares, hauptsachlich
aus Lymphozyten und Histiozyten bestehendes lafilauf. Das histologische Bild variiert
jedoch nach Art des erkrankten Hautareals und aost der Krankheitsdauer abhangig. Es
finden sich Spongiose und spongiotische BlaschdwmteALasionen sind zudem durch ein
interzellulares Odem in der Epidermis und paravdéile Infiltrate aus Histiozyten und
Lymphozyten gekennzeichnet. Das lymphozytare Hafilt besteht hauptsachlich aus
Gedachtnis-T-Zellen, an denen die OberflachenmtdekD3, CD4 und CD45 RO zu finden
sind. Weiterhin sind eine beginnende Akanthose Hyperkeratose und Parakeratose
nachweisbar. In chronisch lichenifizierten Areastellt sich die Epidermis hyperplastisch mit
einer Elongation derete ridgesund ausgepragter Hyperkeratose dar. Einen groBérdds
mononukledren Zellinfiltrats machen Langerhansrellead Makrophagen aus. Die Anzahl
der Mastzellen ist ebenfalls erhdht, sie erscheijeioch hauptsachlich granuliert. In
chronischen Hautlasionen lassen sich auch verntgsinophile nachweisen, die in akuten
Lasionen nicht vorkomméh'®2 Dieses histologische Erscheinungsbild erinnert eame

allergische Kontaktdermatiti®.
1.4.2.4 Pathophysiologie

Die komplexe Pathogenese der AD ist multifaktogielhrt. Stérungen des unspezifischen
und des spezifischen Immunsystems beeinflussenEdssheinungsbild und den Verlauf
dieser entzindlichen Hauterkrankung ebenso wie wigié reichende Interaktion zwischen
Immunsystem, Umwelteinflissen (Aeroallergene undkrbbien), genetischen Faktoren und

einer gestorten HautbarriéfeBei der AD lasst sich eine verminderte Anzahl Bitellen im
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peripheren Blut feststellen. Dabei herrscht ein aexisches und funktionelles Defizit der
CD8+-T-Zellen vom Suppressor-Typ, so dass das Werkader CD8+-T-Zellen und der

CD4+-T-Zellen zugunsten der CD4+-T-Zellen verschohet*’!>® Allergenspezifische

CD4+- und CD8+-T-Zellen kénnen aus Hautldsionen \Ratienten, die an atopischer
Dermatitis erkrankt sind, isoliert werd&n Die Rekrutierung von T-Zellen, dendritischen
Zellen und eosinophilen Zellen wird tber ein kompke Netzwerk proinflammatorischer
Zytokine und Chemokine vermittelt, das von eineihBeainterschiedlicher Zelltypen gebildet
wird, einschliellich der Keratinozyten, vaskulaféndothelzellen, T-Lymphozyten und
eosinophiler Granulozyten. Ferner sind in atopisdaut antimikrobielle Peptide in ihrer
Menge reduziert, was zu einer Kolonisation divergigkroorganismen auf der entztndlich
veranderten Haut fuhrt. Diese Mikroorganismen proglen proinflammatorische Zytokine,
die eine entziindliche Antwort in der Haut wiederuenstarkefi*’.

In den frihen Stadien der AD ereignet sich eineeviaite Hochregulierung diverser
proinflammatorischer Zytokine wie IL-1, TNé&- GM-CSF und IL-18, die klinisch durch

Pruritus und eine Kolonisation durch Mikroorganismeegleitet wird®’. Das hauptséchlich

durch Th2-Zellen gebildete IL-31 ist bei der Entsteg des Pruritus und der Dermatitis
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Abbildung 1: akute und chronische Phase von IgB-TsZell-vermittelter Atopischer Dermatitis

In der akuten Phase der AD werden Langerhanszéliezh die Bindung auf Allergenen aktiviert,
vermittelt von spezifischem IgE und FcRI. Sie przidren Monozyten chemotaktisches Protein 1
(MCP-1) und IL-16. Die Peptide aus Allergenen werden T-Zellen durch Langerhans-Zellen
prasentiert. Dadurch wird ein Th2-Profil induziédiach Migration in die Haut differenzieren die
rekrutierten Monozyten in IDEC und beginnen mit Beoduktion proinflammatorischer Zytokine wie
IL-1, IL-6 und TNF. lhre Sekretion der Zytokine 02 und IL-18 fuhrt zu dem Wechsel von Th2 zu
Thlé%lwas wiederum zur chronischen Phase der Bklray fihrt. (Abbildung nach: Bieber T,
2008™)

23



Zwei unterschiedliche Typen von dendritischen Zslglationen werden bei der AD
beschrieben: die Langerhans-Zellen und ididtrating inflammatory dendritic epidermal
cells (IDEC)™*'® Beide Zelltypen sezernieren proinflammatorischeytoKine.
Langerhanszellen spielen in der initialen AD einesentliche Rolle und unterstiitzen eine
Th2-Polarisation. IDEC fuhren Uber eine IL-32- uhld18-Produktion und Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine zu einer Thl-Polatiisa>’. IDEC scheinen zudem vermehrt
B7-1 und B7-2 zu exprimieren und eine Rolle in Aatigenprasentation in atopischer Haut
zu spielefr”.

AD ist eine biphasisch T-Zell-vermittelte ErkrankurEine initiale Th2-Phase geht einer
chronischen Phase voraus, in der ThO-Zellen und-Zeiten dominant wirkel®. Der
Wechsel in die Thl-Polarisation wird durch Zytokinge IL-18 und IL-12 sowie durch
Genpolymorphismen von Rezeptoren des angeborenannsystems beeinflus&t>*

Die Th2-Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13 dominieren ider akuten Phase der L&sionen. Sie
regulieren, u.a. durch einen IgE-Isotypenswitcte tiE-Produktion herali’. Weiterhin
erlauben Th2-Zytokine in Verbindung mit einer deéék Hautbarriere und
Entzindungsreaktion ein vermehrtes Eindringen voiwiltallergenen in die Haut, wodurch
eine systemische Th2-Antwort induziert und ebesfalie IgE-Produktion erhéht witd
Somit hat eine Mehrheit der AD-Patienten erhoht&-Werte, die wiederum mit der
Krankheitsaktivitat korrelierédi®.  Uber Antigen-spezifische IgE-Komplexe werden
Mastzellen aktiviert, die eine entziindliche Antwartiuzieren®’. In ca. 25% aller an AD
erkrankten Erwachsenen lassen sich IgE-Antikorgier,gegen Autoantigene gerichtet sind,
nachweisetf™. IgE-Antikérper bei AD kénnen durch Umweltallergeimduziert werden, aber
IgE-Antikorper, die gegen Autoantigene in der Hgatichtet sind, kdnnen die allergische
Entzindung fortbestehen lassen. Also scheint die ehiz Erkrankung an der Schwelle
zwischen Allergie und Autoimmunitét zu s&th

Wahrend der Chronifizierung der Lasionen steigenAjitokine IFNy, IL-12, IL-5 und GM-
CSF an, was fir eine Dominanz von ThO- und Thilefelypisch ist® IL-12 und IFNy
wirken sich eher hemmend auf die IgE-Synthese Abkangig vom Zytokin-Milieu sind
ThO-Zellen in der Lage, in Thl- oder Th2-Zellen differenziere®’. Es lassen sich
eosinophile Infiltrate, frei zirkulierende Eosindlghund eosinophile Granulome in Patienten
mit AD finden, die hauptsachlich durch IL-5 beeus$t werden. Die Werte von IL-5 und
eosinophiler Chemotaxine sind insbesondere wahderdKrankheitsschiibe erhdht Die

Anzahl zirkulierender NK-Zellen ist bei der AD redert®>'%® wobei NK-Zellen in
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Hautlasionen in engem Kontakt zu den DC stehenaine Rolle in der Reifung der DCs
spielen sowie deren costimulatorische Kapazitagghesserit.

Schlie3lich weisen Patienten mit AD eine erhohtezan an Treg-Zellen mit normaler
Aktivitat im peripheren Blut auf, die Rolle diesellen bleibt jedoch weiterhin unkfat. Ein
weiteres Mitglied der CD4+-T-Zell-Familie, die ThiUhterform der T-Helferzellen, scheint
mit deren Zytokinen bei der Entstehung autoimmuir&rankungen von Bedeutung zu s&in
Nachweise von einer erhbhten Expression von IL-4d WL-11 in akuten L&sionen in AD
lassen den Schluss zu, dass IL-17 und IL-11 irPdénogenese der AD involviert sifid

Storungen des angeborenen Immunsystems wie eirntértge$lautbarriere sind Zeichen
atopischer Haut und fithren zu einer Besiedlung ohileller Organismefi®. Epitheliale
Zellen bilden den ersten Schutzwall gegentber deweklt. Sie sind mit einer Vielfalt an
sensiblen Strukturen ausgestattet, wie tidiAlike Rezeptoren (TLR), de@-type Lektinen,
den Nucleotide-binding oligomerization domain-likdRezeptoren (NOD) und den
Peptidoglycan-recognitionProteinen®®'®’ Dabei unterstiitzt eine Mehrheit der TLR-
Liganden die Entwicklung von Thl- und Thl7-Zellele wiederum fir die antibakterielle
und antivirale Immunitat wichtig sift? Antimikrobielle Peptide stellen eine essentielle
Komponente der Hautbarriere §8r Das entziindliche Mikromilieu in der Haut von Raten
mit AD, welches durch IL-4, IL-13 und IL-10 erhattevird, reguliert die antimikrobiellen
Peptide heraB’ Zudem verstarken schwache TLR2- und TLR4-Signate Kontext
allergischer Exposition eine Th2-Immunantw8H™ die ebenfalls die Anzahl
antimikrobieller Peptide vermindert und eine balkiée Besiedlung und Entztindungsreaktion
unterstiitzt'’. Ferner beeinflussen die Th2-Zellen Peptide, diedie mikrobielle Abwehr
zustandig sint/>

Ca. 90% der AD-Patienten sind mit Staphylococcuswsi(S. aureus) besiedélt S. aureus
scheint in der Pathogenese der AD involviert zum.s8ein Superantigen wird vermehrt bei
Krankheitsaktivitat gebildet. Die gebildeten Mengdas Superantigens scheinen mit der
Schwere der Erkrankung zu korreliet€n S. aureus wirkt sich negativ auf Tregs aus und
beeinflusst iber sein Enterotoxin die T-Zellprakfton und T-Zell-Rekrutierurdg’. So
fordert S. aureus ein Th2-Milieu und gefahrdet Hiautbarrierefunktiof®*’**"> Zudem
produziert S. aureus wie auch andere Mikroorgamspreinflammatorische Zytokine, die
eine Entzundungsreaktion in der Haut verstarkensa#lich sind eine Reihe von

Chemokinen, die durch unterschiedliche Zellen gelbil werden, wie Keratinozyten,
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vaskulare Endothelzellen und Langerhanszellen, dime Rekrutierung verschiedener

Leukozyten in die entziindliche Haut verantworttf¢h

Neben den zahlreichen erworbenen Defekten des Isystems spielen in der Pathogenese
auch genetische Defekte eine zentrale Rolle. ADeisie Erkrankung mit komplexen
genetischen Defekten, die durch Gen-Gen und Gen-&rimteraktionen entstehen. Zwei
Gruppen von Genen sind hierbei betroffen: Gene, épmdermale oder epitheliale
Strukturproteine kodieren, und Gene, die zentrdlEmEnte des Immunsystems kodieren.
Genetische Untersuchungen weisen auf eine ReiheAllskorrespondierenden Genloci auf
unterschiedlichen Chromosomen hin. Alle diese kaatieZytokine, die an der Regulierung
der IgE-Synthese beteiligt sind, wie IL-4, IL-5,-112, IL-13 und GM-CSF. In Patienten mit
AD affektiert eine genetisch determinierte Th2-Doamiz die Reifung der B-Zellen und eine
genetisch bedingte Veranderung in diesen Zellers, zuaeinem vermehrten Isotypenswitch
von IgM zu IgE fuhrt>,

Es konnten zahlreiche Mutationen des fillagrin-Gg#d.G) in Verbindung mit AD
nachgewiesen werd¥fi. Diese Mutationen entstehen hauptsachlich im Faillism der AD
und weisen auf eine zusétzliche Neigung zu allehgisn Asthma hift>. Genetische Defekte
des FLG filhren zu einer Barrierestérung der Hauind erhéhen das Risiko, an AD zu
erkranken’’. Demgegeniiber kann auch eine zu Grunde liegent®ifitiung die Expression
einiger Gene storen, die wie das FLG in die ep#lelSchrankenfunktion involviert sind,
was es Umweltallergenen erlaubt, in die Haut einmgén, und, in Verbindung mit Pruritus,
eine Entziindung und Sensibilisierung begiinstigDie Hautbarriere wird auch tiber Th2-
Zytokine beeinflusst, indem sie die Expression ¥dtagrin und anderen Strukturproteinen
modulierei’?. Ferner scheinen Defekte im Stratum corneum unddén Neutrophilen
vorzuliegen. Die Unversehrtheit des Stratum correishfir die Erhaltung der protektiven
Funktion essentiell. Fillagrin spielt dabei in deifferenzierung von Keratinozyten eine
tragende Roll€"*"" Reduzierte Mengen der Lipide Sphingosin und Catam Stratum

corneum tragen ebenfalls zu einer Stérung der Hatiébefunktion bei’®"

1.4.3 Allergisches bronchiales Asthma

Ahnlich verhalt es sich beim allergischen bronahiaAsthma, das in entwickelten Landern
bereits epidemische AusmaRe angenommefi’h&atienten mit Asthma leiden direkt nach

der Inhalation des Antigens unter einer akuten Bnokonstriktion und einer Verdickung des
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bronchialen Sekrets. Chronische Symptome schlieifenUberempfindlichkeit der Luftwege
gegeniber bronchospasmogenen Stimuli, eine chimi&ntztindung und den Umbau der
Luftwege ein. Im Zentrum des Prozesses der chrobems&ntzindung und des Umbaus der
Luftwege steht der T-LymphoZyt'®* Deshalb sind die T-Zell-Rekrutierung und -
Differenzierung wichtige Elemente in der Entstehudgs asthmatischen Status. Die
regulierenden Faktoren sind noch nicht ganzlichegdéaren. Dabei sind aber ebenfalls die
Produktionen der Th2-Zytokine wie IL-4, IL-5 und -II3 als die hauptursachlichen
Veranderungen im asthmatischen Phanotyp hervorentfébDies wird unter anderem durch
das Zytokinprofil der T-Zelle beeinflusst. Wie bigsebeschrieben, hangt dieses stark von den
Signalen der APZ und deren Costimulation durch Cx@® CTLA-4 aB®®

1.5 Aufgabenstellung

CD28 ist ein Molekul, das bekanntermal3en in mehdat¢linsicht eine zentrale Rolle in der
T-Zell-immunitat spielt. Dabei hervorzuheben istasd die Costimulation Gber CD28
zwischen T-Zell-Aktivierung und Toleranz entschejd® und T-Helfer-Zellen kontrolliert
und damit auch Teile der Pathogenese von atopischatoimmunen oder malignen
Erkrankungen beeinflusst.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, eine Methodestablieren, die zum Nachweis von CD28-
Autoantikdorpern geeignet ist. Dazu sollen Seren \Raienten mit unterschiedlichen
entzindlichen und nicht-entztindlichen Hautkranldmegowie von gesunden Individuen als
Kontrollgruppe auf die Anwesenheit von Autoantikémp gegen CD28 getestet werden. Die
Methode umfasst die Spaltung eines CD28-Fusionsipot mit  Trypsin, die
elektrophoretische Auftrennung der Spaltproduktd die Detektion der Antikorper durch
Western-Blotting.

Da schon mehrfach Zusammenhange zwischen Autoapdikd gegen Oberflachenmolekile
und bestimmten Erkrankungen nachgewiesen werdenté&onsoll im Weiteren der Frage
nachgegangen werden, ob diese Autoantikorper nkifoFen wie Alter und Geschlecht oder
speziellen Erkrankungen assoziiert sind. Dies wirttilfe statistischer Analysen verifiziert.

In einem letzten Schritt soll in einer gemischtgmphozytaren Reaktiormixed lymphocyte
reaction, MLR) die immunologische Relevanz dieser Autoantigirin einem Anergie-

Modell untersucht werden.
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2. Patienten, Materialien und Methoden

2.1 Nachweisen des Vorkommens von AutoantikorperregeégD28 durch Western-Blotting

im Serum von Probanden

2.1.1 Proteinspaltung mit Trypsin

Versuchsvorbereitung:

Mit PBS wurde Trypsin auf eine Konzentration vonmidml und die Chiméare auf eine
Konzentration von 1mg/ml verdinnt. Fir einen Ansatit 10Qug Chimare wurden 30

Trypsin eingesetzt.

Berechnung der Trypsinaktivitat und der erfordédic Trypsinhemmerkonzentrationen
Der Hersteller gibt die Trypsinaktivitat bei 10md/mit150 U/ml an.

Bei 5Qul eingesetztem Trypsin entspricht das einer Akiiwton 7,5 Units pro Ansatz.
Fur Aprotinin gilt, dass 10mg Aprotinin 2000 IU Tsin hemmen. Bei einer Konzentration

von 10mg/ml hemmen 3,dbAprotinin 7,5 1U Trypsin.

TLCK (N-Tosyl-L-Lysinchloromethyl Keton) liegt inieer Konzentration von 20mg/ml vor.
Die empfohlene Arbeitskonzentration istug@ml. Damit sind 2,fl fir die Trypsinhemmung

bei 5Qul eingesetztem Trypsin notwendig.

Versuchsdurchfiihrung
100ug Chimare wurden 30 Trypsin zugefigt und das Gemisch bei 37°C inkabi&0ul

Aprotinin mit 2,5 TLCK wurden nach 15 Minuten fur die Reaktionshenmy) zugesetzt.

Anschlie3end wurde 1p0nicht reduzierender Probenpuffer zugegeben.

2.1.2 SDS-Page
(Sodium-dodecyl-sulphate-polyacrylamide gel etgaitioresis)

Rezepturen:

Acrylamidldsung: aus 30g Acrylamid
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0,8g N,N-Methylbisacrylamid
ad 100ml HO, filtrieren, dunkel aufbewahren,
fertig als Losung 10%ig kaufen (s. Materialliste)

Trenngelpuffer (4fach): 18,159 Tris
0,49 SDS
in 50ml HO I6sen, mit 0,1 molarer HCI pH 8,8 einstellen,
ad 100ml HO

Sammelgelpuffer (4fach): 6,059 Tris
0,49 SDS
in 50ml H,O l6sen, pH6,8 einstellen, ad 100mitAH

Tankpuffer (5fach): 15,09 Tris
72,09 Glycin
5,0g SDS
ad 1 Liter HO, pH-Wert liegt bei ca. 8,3. Puffer vor dem Berutz

verdinnen.

Bromphenolblau: 20mg Bromphenolblau ad 10m0OH

(0,2% Stocklosung)

Probenpuffer (2fach): 0,379g Tris
1,0g SDS
in 10ml H,O |6sen, pH 6,8 einstellen, Zugabe von 5,0 ml Giyce
40Qul Bromphenolblau-Stocklésung
ad 25ml BO.

Ammoniumpersulfat: 0,1g Ammoniumpersulfat ad 1rpCH

(“Per”, 10%) Die Losung bei 4°C dunkel lagern.
Trenngel 10%: Diese Menge reicht fur 4 Gele a O Dicke.
Polymerisierzeit: 1h 8,3ml Acrylamidlosung

6,25ml Trenngelpuffer 4fach
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10ml KO

75ul Per

20ul TEMED
Sammelgel 4%: Diese Menge reicht fir 4 Gele a fybDicke.
Polymerisierzeit: 1h 1,3ml Acrylamidlésung

2,5ml Sammelgelpuffer 4fach
6,162ml HO

40ul Per
8ul TEMED

Versuchsdurchfihrung:

Zum Giel3en des 10%igen Trenngels wurden alle obegegebenen Reagenzien
zusammengegeben. Das Gel wurde zum Auspolimenisiée Minuten bei Licht und
Raumtemperatur stehen gelassen.

Die 4%igen Sammelgele wurden mit Kamm auf das Tgehngegossen. Das
Auspolymerisieren der Gele erfolgte erneut entwdmbgrLicht Gber 60 Minuten oder Uber
Nacht im Kahlschrank.

Dann wurde das Gel vorsichtig aus der Kammer geNisth dem Einsetzen der Gele in die
Elektrophoresekammer wurden die Kammer und die I8amit Tankpuffer (1:4 verdinnt)
gefullt.

Zum Austitrieren, d.h. zur Feststellung der geeigneMenge des Chimarengemisches pro
Blotspur, wurde in zwei Tascheml5in die nachsten zwei Taschepl2ind in zwei weitere
Taschen (il Chiméarengemisch mit der jeweiligen Menge an nrgduzierendem SDS-
Probenpuffer gegeben.

Bei der Untersuchung der Patientenseren wurdedfirBlot ein Kamm mit einer kleinen und
einer grolRen Kammer verwendet, wobei die grol3e hEasiem Volumen von 10 kleinen
Taschen entspricht. In die kleine Tasche wurdeséamdard gegeben. Die Fullung der grof3en
Geltasche hing dann vom Ergebnis der Austitratlmriveist erwiesen sich #il0oder 2Qul als
gunstig. Das Chimarengemisch wurde mit dl0Gicht-reduzierendem Probenpuffer versetzt.
Die Elektrophorese erfolgte bei konstanter Spanruamy110V unter Wasserkthlung in zwei

Stunden.
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2.1.3 Blotting

Rezepturen:

Transferpuffer:

1. Anodenpuffer I 36,39 Tris (300mM)
200ml Methanol (20%v/v)
ad 1 Liter aqua dem.

2. Anodenpuffer II: 3,039 Tris (25mM)
200ml Methanol (20%v/v)
ad 1 Liter aqua dem.

3. Kathodenpuffer: 5,2g 6-Aminohexansaure (40mM)
0,1g SDS (0,1%g/v)
200ml Methanol (20%v/v)
ad 1 Liter aqua dem.

Versuchsdurchfihrung:

Nach der Trennung musste das Gel aus der Elektrepblcammer enthommen und das

Sammelgel entfernt werden. Das Trenngel wurde iod&npuffer Il aquilibriert.

Die Polyvenyldiflouridmembran (PVDF)-Membran wurgiegeschnitten, anschliel3end ca. 30
Sek. in Methanol aktiviert und dann mit Anodenpuffegespiilt.
Von 18 Filterpapieren, mit Handschuhen zurechtgasiem, wurden
6 Stuck in Anodenpuffer |
3 Stuck in Anodenpuffer lI
9 Stuck in Kathodenpuffer
getrankt und nach Herstellerangabe mit den Filfggoan, dem Gel und der PVDF- Membran

geschichtet.

Schliel3lich wurde die befeuchtete Kathode aufgéesatd an derElectrophoresis Power
Supply(EPS 600 Pharmacia Biotech) angeschlossen. Ddrerhlgte zwei Stunden lang bei
50mA.
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2.1.4 Immunoprinting

Rezepturen:

PBS:

PBS Tween:

Tris Puffer:

Magermilchlésung:

Tris-AP-Puffer:

Substrat:

NaCl 8g

KCI 0,29

KH-PO, 0,129
NaHPQO, anhydr. 0,919

ad 1 Liter aqua dest.

1ml Tween20
ad 1000ml PBS

8,06g NaCl

0,2g KClI

6,069 Tris

ad 1 Liter aqua dem.
pH 8,0

1g Magermilchpulver
20ml H,O

60,559 Tris

29,22g NaCl

5,08g Mg C}

ad 1 Liter aqua dest.
pH 9,5

10ml Tris-AP-Puffer (5-fach)
2,5ml NBT (Nitro-blue-tetrazolin)
(fertig als Tablette, die in 20ml Wasser gelogtvi
25Qul BCIP (5-bromo-4-chloro-2-indolylphosphat)
(fertig als Tablette (c=5mg/ml), die in 5ml DimgHormamid

gel6st wird)
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Versuchsdurchfihrung:

Wahrend des Blottens wurden die Proteine auf dienbtan tbertragen. Um restliche freie
Bindungsstellen zu besetzen, wurde die Membran B@iten in Magermilchpulver inkubiert.
Danach wurde die Membran dreimal in PBS-Tween Oj#¥eils funf Minuten lang
gewaschen. Die grofien Taschen wurden in 12 bisefikrechte Streifen zerschnitten und

nummeriert. Die Standards wurden beiseite gelegt.

Zur Untersuchung der Patientenseren wurdeull@atientenserum mit 990 PBS-Tween
versetzt und jeweils ein Streifen in je ein verdésnPatientenserum fir eine Stunde
hineingelegt. Zwei Streifen wurden beiseite geldgir die Positivkontrollen wurde einer
davon dann in 2 pl polyklonalem Biotin-versetztemiAduman-CD28-Antikorper (Maus) auf
10ml PBS-Tween (Positivkontrolle), der andere $rein 3ul monoklonalem Anti-human-
IgG Fc-Fragment-Antikérper (Maus) auf 10ml PBS-Twegc-Kontrolle) inkubiert. Die
Inkubation aller Antikodrper erfolgte, horizontalsphttelt, eine Stunde lang.

Anschliel3end wurden die Streifen dreimal funf Mewtin PBS-Tween gewaschen. Dann
wurde auf dem Horizontalschittler eine Stunde ldagzweite Antikorper inkubiert. Der in
dem Biotin-versetzten Anti-human-CD28-Antikorpekuibierte Streifen wurde mit 2ul AP-
konjugiertem Streptavidin und der in Anti-human-1§&Fragment inkubierte Streifen wurde
in 2ul AP-konjugiertem Anti-Maus-Antikorper versetbie Streifen, die mit den verdinnten
Patientenseren inkubiert wurden, wurden im verdgmntSekundarantikérper, 6ul

polyklonalem Anti-human-lgG-Antikorper (Kaninchein)20ml PBS-Tween, inkubiert.

Danach wurden die Streifen zehn Minuten in Trisflffer gegeben und zuletzt in
BCIP/NBT-Substrat zehn Minuten lang gefarbt. Naakraichender Farbentwicklung wurden
die Membranen in destilliertem Wasser gewaschenamder Luft getrocknet oder trocken

gefont.

Bei der Austitration wurde jeweils ein Streifen e@irKonzentration in 2ul polyklonalem
Biotin-versetzten Anti-human-CD28-Antikdrper (Mawm)f 10 ml PBS-Tween gegeben, der
andere Streifen in 2 Anti-human-lgG Fc-Fragment-Antikdrper (Maus) al® ml PBS-
Tween inkubiert und wie die oben beschriebenentivksntrollen weiterverarbeitet.

Die getesteten Mengen Chiméare pro Lane bei derittatstn haben unterschiedlich starke
Banden ausgepragt. Daraufhin wurde fur die weitéfatersuchungen entschieden, welche

Menge Chiméare pro Lane{ll 2ul, 4ul) fir eine bestmdgliche Beurteilung bendtigt wird.
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2.1.5 Auswertung der Immunoblots

Durch die Verdauung der CD28-Chimare mit Trypsiie darauf folgende Trennung der
Fragmente durch die SDS-Gelelektrophorese und dechdieende Darstellung dieser
Banden auf der Blottingmembran erhielt man Spattpkte von 78 kDa und 45 kDa, die
durch Anti-human-CD28-Antikdrper gebunden wurderie Svurden aber nicht durch
Antikorper, die gegen humanes Fc oder humanes kg@&hdet sind, erkannt. Dies konnte
durch die Positivkontrollen mit Anti-Fc und humananti-lgG-Antikérpern nachgewiesen
werden.
Als positiv wurden Streifen mit einer deutlichennBla an den gesuchten Stellen von 78 bzw.
45 kDa erachtet. Negativ wurden Ergebnisse beyrtieihen diese Banden deutlich fehlten.
Die Beurteilung wurde durch drei Mitarbeiter sultjekund unabhangig voneinander
durchgefuhrt.

1 2 34 5

e e I
Banden des variablep | ﬂ
Teils des CD28-1g- '

Fusionsproteins

(bei 78 kDa) '- - < Banden von
Fragmenten des
konstanten Teils des

CD28-Ig-Fusionsproteins

++ Fc CD28 -

Abbildung 1: Beispiele von Immunoblots mit den Kafibanden flir den variablen Teil des CD28-1g-
Fusionsproteins, von monoklonalen Anti-human-CD28H&rpern detektiert, (Positivkontrolle) (4)
und fur den konstanten Teil, von Anti-Fc-Antikdrpeund Anti-human-1gG-Antikdrpern detektiert,
(Negativkontrolle) (3), sowie Beispiele fur zweigove (1 und 2) und ein negatives Ergebnis (5) aus
Patientenseren.
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2.2 Statistische Analyse

Es wurden unterschiedliche Analysen durchgefihrin uAssoziationen zwischen
Erkrankungen und Autoantikérpern gegen CD28 hetdusten. Mit demwWilcoxon rank sum
testkonnten fortlaufende Parameter, wie das Alter alder Serum IgE, bei Patienten mit und
ohne Autoantikbrper gegen CD28 verglichen werdemch@ome Parameter, wie das
Geschlecht oder Prasenz der CD28-Antikdrper, wurdeh dem Fisher's exact test
verglichen. Logistische Regressionsanalygsemden zur Identifizierung von Faktoren, die
jeweils von der Prasenz der CD28-Autoantikérperdalgig sein kdnnten, unternommen. Die

Korrektion nactBonferroniwurde verwendet, um Einfliisse durch die Testursgagleichen.

2.3 Proliferationsassay zum Nachweis der Stimafaton T-Lymphozyten durch humane

Anti-CD28-Autoantikdrper in einem Modellrdénergie

2.3.1 Herstellung der Poolseren

Zunachst wurden vier Poolseren hergestellt, dieSarsmgemischen zu je gleichen Teilen
unterschiedlicher Qualitat bestanden.

Serum von Patienten mit AD mit Autoantikdrpern ge@b28

Serum von Patienten mit AD ohne Autoantikérper geG®28

Serum von gesunden Patienten mit Autoantikdrpegeig€ D28

Serum von gesunden Patienten ohne Autoantikorgemg€D28

2.3.2 Reinigung der CD28-Autoantiktrper aus deal$eren

Bevor der Nachweis der Stimulation von T-Lymphonytdurch humane Anti-CD28-
Autoantikorper erbracht werden konnte, wurden Seemische aus Patientenseren
unterschiedlicher Qualitat angefertigt. Aus dieSemumgemischen wurden Eluate hergestellt,
so dass man die Fraktion mit den Antikorpern ge@&28 und gegen humanes Fc erhielt.
Die Autoantikdrper gegen CD28 wurden mit Hilfe vBrotein G Dynabead®ynal, Oslo,
Norwegen] von den Patientensera separiert. FuSdparation wurden zunachst 1@0des
verdauten CD28-Ig-Fusionsproteins zu 2d0DynabeadsL.ésung hinzugefigt und fur 40

Minuten auf den Rotationsmixer gegeben. Die beadslen in 1 ml PBS zweimal gewaschen
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und magnetisch getrennt. Nach der Trennung wurderhehads in 50d einer 0,1 molaren
PBS Losung mit einem pH-Wert von 7,0 wieder susmghdDie Kreuzvernetzung des
markierten CD28-Proteins erfolgte mit einer Loswaypn 20 mM Dimethylpimilidat in 0,2
molarem Triethanolamin. Die Inkubation erfolgte 83 Minuten auf einem Rotationsmixer
bei Raumtemperatur und wurde dann durch Zugabelvorh 50 mmolarem Trispuffer (pH
7,5) fur 15 Minuten gestoppt.

Die Herstellung der Eluate aus den Serumgemischefgie mithilfe der beladenen Beads.
Dazu wurden sie zunachst dreimal in PBS mit 0,1%émwgewaschen, jeweils 30Cines
gepoolten Serum den Beads hinzugefiigt und fur 45uddh auf dem Rotationsmixer
inkubiert. Das Serum wurde wieder abgegossen, eé&d8 zwei Mal in PBS 1% Tween
gewaschen. Zur Elution der gebundenen Antikorperdem die Antikorper in 10Qul 0,1
molaren Citratpuffer (pH 2,7) abgeldst.

Die separierten Antikdrper wurden dann bei -20°Q,it?6 Tween gelagert.

2.4 Gemischte lymphozytare Reakt{omxed lymphocyte reaction)

Raji- und Jurkatzellen wurden freundlicherweise Wof. Guse (Universitat Hamburg) zur
Verfigung gestellt.

Die Zelllinien wurden in RPMI 1640, einem gangigéellkulturmedium, das mit 10%
fotalem Kalberserum (FCS) versetzt wurde, gehalsme gemischte lymphozytére Reaktion
(MLR) wurde initiiert, indem Jurkatzellen (1@ellen/ml) zusammen mit frisch bestrahlten
(30 Gy) Rajizellen (1bZellen/ml) kultiviert wurden, wie ift*® beschrieben. Gereinigte Sera
(50ul) und 4 ul CTLA-4-Ig wurden am Tag Null der Kultur nach emeAnsatzschema
hinzugeflgt.

AD-Serum+ AD-Serum-

Raji + Jurkat

Raji+Jurkat+ PHA*

Raji+Jurkat+CTLA-4-1g

Raji+Jurkat+PHA+CTLA-4-
g

*Phytohamagglutinin, 1 pg/2@ellen
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Der Ansatz wurde zwei Tage lang bei 37 °C und 5% la&Driitet.

Nach drei Tagen wurde 5-Bromo-2"-Deoxyuridin hingfigt und der Einbau dieser Substanz
in die DNA proliferierender Zellen nach Vorschedtmittelt (Cell Proliferation ELISA, BrdU,
Roche, Mannheim). Dazu wurden funf Stunden nach Zleggabe von BrdU die Zellen
mithilfe einer Nadel aufgenommen und Iluftgetrocknddanach wurde FixDenat
(gebrauchsfertig, Fa. Roche, Mannheim) hinzu gegetwed fUr 30 Minuten auf dem
Rotationsmixer inkubiert. Nachdem mit einer Tap-Miidatte FixDenat entfernt wurde,
wurden die Zellen mit Peroxidase-konjugierten AnilU-Antikdrpern (Anti-BrdU-POD) fur
30 Minuten auf dem Rotationsmixer inkubiert. Danachiden die Mikroplatten drei Mal a 15
Minuten auf dem Rotationsmixer gewaschen. Das &th§tMB, gebrauchsfertig, Fa. Roche,
Mannheim) wurde ebenfalls fur 15 Minuten auf dentaonsmixer inkubiert. Die Messung

erfolgte mit Hilfe eine€LISA plate readers

2.5 Patienten und Kontrollpersonen

Die Serumproben stammen von einer Gruppe randamssiektierter Patienten (n=196), die
an unterschiedlichen entzindlichen und nicht-erdicinen Hautkrankheiten leiden. Sie
wurden im Zeitraum zwischen 2001 und 2002 an dartidiaik des Universitatsklinikums
Hamburg-Eppendorf behandelt.

Alle Patienten mit atopischem Ekzem (n=16) wareneaminsischen Subtyp® erkrankt. Die
Gruppe der Patienten mit autoimmunen Erkrankunggite tsich in zwei Patienten mit
Sklerodermie, drei Patienten mit einer autoimmuiligkrankung aus dem pemphigoiden

Formenkreis und drei mit systemischem Lupus ery#iedus.

Als Kontrollpersonen dienten freiwillige Blutspemd@=72), Patienten und Mitarbeiter des
Universitatsklinikums Eppendorf, die zu dem Zeitkiugesund waren.
Die Studie wurde von einem regionalen Ethikkomitaaerkannt. Eine schriftliche

Einverstandniserklarung wurde von jeder Versuclspeeingeholt.
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2.6 Material

2.6.1 Verwendete Chemikalien, Reagenzien und ngsmittel

Acryamide-Bis

Ammonium Persulfate

Anti-human-CD28-Antikdrper (Maus),
Biotin-versetzt, polyklonal
Anti-human-1gG Fc-Fragment-Antikorper
(Maus), monoklonal

Anti-human-1gG- Antikérper (Kaninchen)
polyklonal

Anti-Kaninchen-1gG (ZiegeAP-konjugiert
Anti-Mouse-Fc AP-konjugiert

Aprotinin

BCIP 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphat

Bromphenol Blau
Cell Proliferation ELISA, BrdU

Chimare

CTLA-4-Ig
Dynabeads

Electrode Paper

FACS lysing solution

FACS Permeabilisierungslosung
Glycerin Minimum 99%

Glycin p.A.

HCI Salzsaure 25%

Kaleidoscope Prestained Standards
KCI

Magnesiumchlorid wasserfrei

Serva, Heidelberg; #10687
BiodRaboratories, Miinchen
Catalog #161-0700
Fa R&D, Wieslead Norderstadt
#BAF 342

Dianova, Hamburg #209-003-1

Sigma, Steinheim
Sigma, Taufkirchen #A-2064
Sigma, Taufkirchen#A418
Roche, Mannheim #236624
Sigmaufkirchen #B-0274
Sigma, Taufkirchen #B-6131
Roche, Mannheim

Fa R&D, Wiesbaden, Norderstadt
#342-CD200
Sigma, Taufkirchen
Dynal, Oslo, Norwegen
Amersham Biosciences, Freiburg
#80-1106-19
Becton Dickison Bioscienkeridelberg
Becton DickisorsBience, Heidelberg
Sigma, Taufkirchen #G-7757
Serva, Heidelberg #23390
Merck, Darmstadt #316
Bio-Rad, Mém¢latalog #161-0324
Merck, Darmstadt # 1.049.36.
Merck, Darmstadt¥4833.0100

38



Methanol 20% v/v

NacCl

NBT (Nito blue tetrazolin Tablets)
Phytohamagglutinin (PHA)

Precision Plus Protein Standards All Blue

SDS (Dodecylsulfat Natriumsalz)

Skin Milk Powder

Streptavirin AP-konjugiert

Substrat TMB, gebrauchsfertig
TEMED

(N,N,N’,N’- Tetramethylethylenediamine)
TLCK

Trans-Blot Transfer Medium

Trypsin (2,5%ig)

PVDF Membrane (0,2mm)

Tris (hydroxymethyl)-aminomethan
Tween 20

Polyoxyethylenesorbitant Monolamrate
Zellkulturplatten

2.6.2 verwendete Gerate

Durchflu3zytometer FACScan
Elektrophoresis power supply, EPS 600

Merck, Darmstadt # 1.06009.
Merck, Darmstadt # 1.01540.
Sigma, Tautiien # N-5514
z. B. Sigma
Bio-Radtalog, Minchen # 161-0373
Merck, Darmstadi2012.
Fluka, Seelze/ Deisenhofer0£66
Dianova, Hamburg #@040-084

Roche, Mannheim

Bio-Rad,liMichen Catalog #161-0800
Roche, Mannheim #874485

Roche, Mannheim #210235
Bio-Rad, Minchen Catalég-2184

Merck, Darmstédt.08382.0500

Sigma, Tactken Lot 15H0929
Nunc, Wiesbaden

Becton Dickison Biesce, Heidelberg
Pharmao&eBi
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3. Ergebnisse

3.1 Ergebnisse des Immunoblots

3.1.1 Bestimmung der geeigneten Menge Chimareisgamro Blotspur

Nach der Spaltung der CD28-Chimare durch Trypsimdewzunachst die geeignete Menge
Chiméarengemisch pro Blotspur durch Austitrieren igeft. In der ersten Untersuchung
wurden die Mengeni, 4ul und Sul untersucht, in den weiteren Titrationen die Mendgl,

2ul und 5ul. Nach der ersten Trypsinspaltung erwies siphpgto Blotspur als geeignet, in

den weiteren Spaltungen erwiesen sichull{ffo Blotspur als gunstig. Damit wurde fur die
grollen Geltaschen, aus denen 10 Blotspuren engstan2i0-40ul Chimarengemisch

verwendet.

Als geeignet wurden die Mengen befunden, mit desah die Banden am besten

voneinander abgrenzen liel3en.

3.1.2 Western-Blotting als geeignete Methode Waohweis von Autoantikbrpern
gegen CD28

Bei der Verdauung durch Trypsin entstanden Spadjomogiukte des CD28-Ig-
Fusionsproteins. Es wurde untersucht, ob mittelS-PIBAGE und Western-Blotting-Methode
der Nachweis CD28-bindender Autoantikdrper erbragbtden kann. Tatsachlich konnten
mono- und polyklonale Autoantikérper dargestelltrdes, die diese Spaltprodukte binden.
Monoklonale Antikorper richteten sich allein gegelie 78 kDa Spaltungsprodukte,
polyklonale Antikdrper auch gegen kleinere Spalspngdukte von 45 kDa. Diese Antikorper
waren allerdings weder in der Lage humanes Fc haamanes 1gG zu binden. Im Gegensatz
dazu konnten Antikorper, die gegen humanes Fc bawnanes IgG gerichtet waren nur
Fragmente des Immunoglobulinanteils, nicht aber €&x&ennen.

Diese Ergebnisse konnten demonstrieren, dass ieiSpaltung der CD28-Chimére durch
Trypsin Fragmente entstanden, die frei von konetamg-Teilen des CD28-Fusionsproteins
waren. Damit lie3en sich Kreuzreaktionen zwischdwulierenden Antikdrpern, die gegen Fc

gerichtet waren, ausschliel3en.
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Abbildung 2: Darstellung der Banden in Immunoblots

Hier werden die Banden fir CD28-Autoantikorper @ndmmunoblots dargestellt. Sie finden sich hier
in der Positivkontrolle fir CD28 (2) und in einemsgitiv getesteten Beispiel (4). Sie erscheineri/Bei
kDa. In der Fc-Kontrolle (1) sind die konstanterBlgnden dargestellt, die sich auch in der fir CD28
negativ getesteten Probe (3) wiederfinden.

3.1.3 Auswertung der Western-Blotting-Ergebnisse

Mithilfe der Western-Blotting-Methode war es mdglic Autoantikbrper gegen CD28
nachzuweisen. Diese Methode wurde bei 196 randerhisiusgesuchten Patienten mit
unterschiedlichen entzindlichen und nicht-entziohain Hautkrankheiten durchgefiihrt. Als
Kontrollgruppe dienten Seren von 72 gesunden Persdbie Auswertung der Immunoblots
erfolgte subjektiv von drei Mitarbeitern, die diergébnisse unabhangig voneinander
bewerteten.

Danach waren 8 von 72 (11,1%) der gesunden Personen53 von 196 (27,04%) der

Patienten positiv fur diese Antikorper.
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Abbildung 3: Immunoblots in Seren von Patientenumiterschiedlichen Erkrankungen

Hier sind Immunoblots von Patienten mit untersclithén Erkrankungen dargestellt. Zwei Patienten
mit Tumorerkrankungen (TU) wie Basaliom und Maligrielanom, ein Patient mit, der andere ohne
Autoantikdrper gegen CD28. Der eine an Psorias$ €fkrankte Patient ist Autoantikdrper-negativ,
der andere -positiv. Die Immunoblots der an AD ankten Patienten sind fur Autoantikdrper gegen
CD28 positiv. Die beiden Beispiele fur Autoantikérgegen CD28 bei autoimmunen Erkrankungen
(AE) sind einmal das Sharp-Syndrom und Morpheabdide positiv erscheinen. Weiterhin sind ein
Standard (S) und jeweils eine Positiv (K+)- sowieeNegativkontrolle (K-) aufgefthrt.

3.2 Statistische Auswertungen
3.2.1 Kaorrelation der Autoantikdrper gegen CDa&lchtlich Alter und Geschlecht

Die Beziehung des Alters wurde mithilfe déélcoxon rank sum tesrmittelt. Um einen
Zusammenhang des Geschlechtes nachzuweisen, wanfisiter’s exact testerwendet.

In der randomisierten Patientengruppe sowie in Kiamtrollgruppe zeigte sich bei CD28-
Autoantikdrper-positiven Personen ein Trend hin jangerem Alter, ohne nachweisbare
Signifikanz (p>0,05). Bei einem leichten Uberwiegdgr weiblichen Personen, ergab sich
ebenfalls keine signifikante Relation (p>0,05) zkisn Autoantikdrper gegen CD28 und
Geschlecht.
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CD28+ CD28- p

Alter (xSD) 52.3 +18.8 58.7 +19.9 0.073
[Jahren]
Geschlecht

mannlich 19 69

weiblich 34 74 0.146

Tabelle 1. Alter und Geschlecht in Bezug zu AntiZBPAutoantikérpern

Die erste Zeile stellt die Altersverteilung CD28tAantikorper-positiven und CD28-Autoantikbrper-
negativen Personen dar. In der zweiten Zeile ist\MBrteilung der Autoantikdrper hinsichtlich des
Geschlechts zu sehen.

SD: Standardabweichung

3.2.2 Assoziationen der Autoantikdrper gegen CB28erschiedenen Erkrankungen

Die Atopische Dermatitis 0.0001) sowie die allergische Rhinitis/Asthma<@®001)
scheinen hochsignifikant mit Autoantikdrpern gedeéb28 zu korrelieren. Es zeigte sich
auch, dass Autoimmunerkrankungen, wie SklerodeMagihea und das Sharp-Syndrom,
eng mit CD28-Autoantikdrpern assoziiert sine (p01).

Dagegen lassen Tumorerkrankungen der Haut, wie Makgne Melanom und nicht-
melanomatdse Hauttumore, keine Beziehung zu Auta@apern gegen CD28 erkennen.
Ebenfalls bei Erkrankungen wie Psoriasis und amderdgzindlichen Hautkrankheiten oder
auch kutanen Infektionen lasst sich keine Verbigdaa CD28-Autoantikérpern feststellen.
Auch eine Assoziation zwischen CD28-Autoantikérperrd Patienten mit Ulcera an den

Beinen ist nicht signifikant (Tabelle 2).
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Total anti- Anti- Odds- | 95% KiI p*
CD28+ | CD28- | Ratio

Gesunde Kontrollen 72 8 64 - - -
Atopische Dermatitis 16 14 2 56,00 28,4-110,4 <0100
Allergische Rhinitis/| 54 31 23 10,78 5,39-21,55 <0,0001
Asthma
Autoimmune Erkrankungen 8 5 3 13,33 5,72-31,1 <0,01
Kutanes Lymphom 3 1 2 4,00 0,71-22,5 n.s.
Nicht-melanomatdse 27 9 18 4,00 1,72-9,30 n.s.
Hauttumore
Beinulcera 53 13 40 2,60 1,16-5,82 n.s.
Kutane Infektionen 24 5 19 2,11 0,76-5,82 n.s.
Andere entzundliche 49 10 39 2,05 0,87-4,83 n.s.
Hauterkrankungen
Psoriais 9 1 8 1,00 0,14-7,10 n.s.
Malignes Melanom 11 1 10 0,80 0,11-5,79 n.s.

Tabelle 2: Auswertung der Autoantikorper bei versdanen Erkrankungen

Hier ist die Relevanz der CD28-Autoantikorper berschiedenen dermatologischen Erkrankungen
aufgelistet. Pro Zeile ist ein Erkrankungsbild destgllt. In den Spalten zeigen sich jeweils diedkhz
der CD28-Autoantikorper-positiven Personen, der &BRatoantikdrper-negative Personen, die Odds-
Ratio, das 95% Konfidenzintervall (95%-KI) und dségnifikanz in p* (Bonferroni-korrigierter p-
Wert, errechnet durch den Fisher exact test), nisht signifikant. Die Werte basieren auf den
Ergebnissen, die mithilfe der Western-Blotting-Mmth erhoben wurden.

3.2.3 Logistische Regressionsanalyse der FaktdrerAutoantikorper gegen CD28
beeinflussen

Einige der bisher getesteten Faktoren beeinflusggngegenseitig, wie z.B. Serum-Igg, AD
oder allergisches Asthma/Rhinitis.  Hierzu  wurden Itivariante  logistische

Regressionsanalysen durchgefuhrt. Davor wurde Zidéeine Bestimmung der IgE-Werte
in den Patientenseren sowie in der Kontrollgruppiermnommen. Die Werte fur IgE sollen an
dieser Stelle als bekannt vorausgesetzt werden.wgkle integriert, nachdem die hohe

Signifikanz fir CD28-Autoantikorper bekannt war, elein mdgliches Endprodukt durch die
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Stimulation der CD28-Autoantikdrper darstellt. Durdie logistischen Regressionsanalysen
stellte sich die Assoziation zwischen CD28-Autdairppern und AD (p=0,0004) sowie
allergischer Rhinitis/ Asthma (p=0,02) hoch sidgwft dar. Auch die Assoziation zu
autoimmunen Erkrankungen war signifikant (p= 0.013xgegen konnte eine signifikante
Relation zwischen CD28-Autoantikérpern und Alter,esGhlecht sowie Serum-IgE

ausgeschlossen werden.

Faktor Odds-Ratio 95%-KI P

Alter 0,993 0,974-1,102 0,443
Geschlecht 1,073 0,503-2,288 0,855
IgE kul/l 0,999 0,999-1,000 0,077
allergische 2,484 1,139-5,417 0,022
Rhinitis/Astma

Atopische Dermatitis 62,682 6,296-624,02 0,0004
Autoimmune 8,909 1,572-50,48 0,014
Erkrankungen

Tabelle 3: Logistische Regressionsanalyse

Darstellung logistischer Regressionsanalysen vddioFen, die in Zusammenhang mit Anti-CD28-
Autoantikdrpern gebracht werden kdnnen. IgE wurdeor in allen getesteten Seren bestimmt.
Wieder wird die hohe Signifikanz der Autoantikbrgegen CD28 und AD erreicht. Weiterhin sind in
dieser Methode ebenfalls die Autoantikbrper gegdd2& in allergischer Rhinitis/Asthma und

autoimmunen Erkrankungen signifikant. Keine Kortiela ist zwischen CD28-Autoantikérpern und

Alter, Geschlecht und IgE-Wert ersichtlich.

3.3 Testungen der immunologischen Relevanz d&r@D28-Autoantikdrper

Um eine immunologische Relevanz der Anti-CD28-Auatdd@rper feststellen zu kbnnen,
wurde eine gemischte lymphozytare Reaktionixeéd lymphocyte reactipnMLR) mit

bestrahlten Raji-Zellen und Jurkat-Zellen verwen®stzu wurden die CD28-Autoantikorper
aus positiven Seren eluiert, die von Patienten atdipischer Dermatitis stammten. Die
Negativkontrolle bildeten Eluate aus Seren von eP#&tn mit atopischer Dermatitis, die
CD28-Autoantikorper-negativ waren. Die Zellen wurdeunachst zwei Tage Kkultiviert.
Danach wurde BrdU hinzugefigt und die Proliferatibber den Einbau der Substanz
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gemessen. Am dritten Tag konnten geeignete Ergabmighoben werden. Durch Seren, die
CD28-Autoantikdrper enthielten, konnte die Lymphenproliferation signifikant angeregt
werden. CD28-Autoantikorper-freie Seren fuhrtenedpgn zu einer deutlich verminderten
Proliferation.

CTLA-4-1g erwies sich als geeigneter Inhibitor, e&in einem Modell fir die Hemmung der
T-Zell-Proliferation in einer MLR bereits gut etabt werden konnte®'®und CTLA-4 als
regulierender Faktor in Anergie beschriebert*istAuch in diesem Versuch wurde die
Lymphozytenproliferation deutlich gehemmt (Abbildu#). Eluate aus Seren, die Antikdrper
gegen CD28 enthielten, konnten trotz CTLA-4 einérksdre Lymphozytenproliferation
hervorrufen und damit die hemmende Wirkung des GAL#bergehen. Dies gelang CD28-
Autoantikdrper-freien Eluaten nicht (Abbildung Diese Ergebnisse weisen die Potenz der
Autoantikorper gegen CD28 nach, eine Lymphozyteifpration in diesem Modell der
Anergie zu induzieren.

**

+ CD28 auto-Ab - — ] —

- CD28 auto-Ab - —

BI-+v1L1D +

'JT*

+ CD28 auto-Ab - —

- CD28 auto-Ab A —

BI-+v11D -

**

CTLA4-Ig - ] ] .
_|

Control A

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Proliferation [OD}
Abbildung 4: Gemischte lymphozytare Reaktion, MLR

Die MLR wurde mit bestrahlten Raji-Zellen und Jurkallen durchgefiihrt. Die Ergebnisse zeigen
die Proliferation nach Stimulation im Verhaltnis der spontanen Proliferation (Kontrolle). CTLA-4-
Ig inhibiert die Proliferation, CD28-Autoantikdrpkaltige Eluate sind dagegen in der Lage, die T-
Zell-Proliferation signifikant zu stimulieren. Di€ostimulation durch CTLA-4-lg und CD28-
Autoantikdrper resultiert in einer geringeren Hemgnuder Jurkat-Zell-Proliferation, p**<0.01
(signifikant hinsichtlich der Kontrolle).
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4. Diskussion

In der folgenden Diskussion sollen unsere Untensngbmethoden und -ergebnisse auf
maogliche Fehlerquellen hin Gberprift und altermatlvzw. ergdnzende Forschungsansatze
erdrtert und bewertet werden. Unter Bericksichtiganderer Forschungsergebnisse soll im
Besonderen auf den Zusammenhang zwischen CD28-#tikogper und atopischen sowie

autoimmunen Erkrankungen eingegangen werden

4.1 Diskussion der Fehlermdglichkeiten

Als eine geeignete Methode, Autoantikdrper geger2&Dachzuweisen, erwies sich die
Western-Blotting-Methode nach Spaltung eines CD@sighsproteins durch Trypsin. Nach
elektrophoretischer Auftrennung der Spaltprodukteriten nach Inkubation in Patientenseren
Banden bei 78 kDa bzw. 45 kDa sichtbar gemacht everdies geschah bei einer
Verdinnung von 100 Serum auf 900ul PBS-Tween, was sich fir diesenbd¢ als glnstig
erwies. Es ist davon auszugehen, dass die Aut@spik gegen CD28 in unterschiedlicher
Konzentration in den verschiedenen Seren vorhansied. Das bedeutet, dass die
Verdinnung der Seren eine Rolle in der Nachweigiaskielen konnte. Folglich wirde eine
Verénderung in der Verdlinnung die Anzahl positiggren und damit eventuell das
Gesamtergebnis verandern.

Zu diskutieren ist ferner das Vorgehen bei der t8pgl mit Trypsin. Es ist wichtig, die
genaue Inkubationszeit einzuhalten, um die glefshzahl der Spaltprodukte zu erhalten. So
kénnte es sein, dass eine langere Inkubationsaedirer vermehrten Spaltung der Chiméare
fuhrt. Dies hatte wiederum einen Einfluss auf diazahl der Fragmente, die von den
Autoantikdrpern gegen CD28 gebunden werden. Sdidirefvirde dies auch die Anzahl
positiver Seren beeinflussen. Durch maéglichst gesatinhalten der Inkubationszeiten ist
dieses Risiko als gering einzuschatzen.

Khatlani et al® konnten mit Hilfe desenzym linked immunosorbent ass@§LISA)
Autoantikdrper gegen CTLA-4 in Hunden nachweisan.einer wiederholten Testung der
Seren mithilfe des Immunoblots waren allerdings igenSeren positiv. Das unterschiedliche

Ergebnis wurde mit einer méglichen Denaturierung Basionsproteins in der SDS-PAGE
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erklart. Diese Beobachtungen kénnten auch auf andetersuchungen Ubertragen werden.
Es wéare daher lohnenswert, diese UntersuchungeBILi®A zu wiederholen.

Es muss auch auf die mogliche Ungenauigkeit bei sldsjektiven Auswertung der

Immunoblots hingewiesen werden. Die Immunoblots dear von drei Mitarbeitern

unabhangig voneinander bewertet. Das Gesamtergeboisle zwar aus den jeweils

gemittelten Ergebnissen errechnet, dennoch blesstzéistellen, dass auf diese Weise

grenzwertige Immunoblots fehlerhaft beurteilt werd&ennten.

4.2 Nachweis von Autoantikérpern gegen CD28

Die Costimulation von CD28 ist einer der wichtigsfé-Zell-Signalwege. CD28 ist in eine
Reihe von T-Zell-Antworten einbezogen, einschligfdlder T-Zell-Proliferation, der IL-2-
Produktion, der Pravention von Anergie sowie deluktion des anti-apoptotischen Faktors
Bcl-xL. Dariiber hinaus beeinflusst CD28 B-Zellerdutie Balance zwischen Thl- und Th2-
Zellen. Zudem ist CD28 fur die Produktion einerti®evon Zytokinen verantwortlich.

Der erste Teil dieser Arbeit befasste sich mit ¥erdauung von CD28-Chimaren durch
Trypsin. Die gewonnenen Spaltprodukte wurden ebgktoretisch aufgetrennt und mit Hilfe
der Western-Blotting-Methode durch Antikdrper déieit. Nach Inkubation mit randomisiert
ausgesuchten Patientenseren fielen Banden voneXetiigbei 78 kDa bzw. bei 45 kDa auf,
und zwar genau die Stellen, die von Anti-CD28-Adtpern als Positivkontrolle demarkiert
wurden. Dagegen konnten die Antigene in diesemi&er®n Antikorpern gegen den Fc-Teil
bzw. gegen humanes IgG nicht gebunden werden. i@8sden Schluss zu, dass diese
monoklonalen bzw. polyklonalen Antikérper aussdblieh gegen CD28 und nicht gegen
andere Oberflachenproteine oder Teile von Immurimdioen gerichtet waren. Somit
konnten mit dieser Methode erstmals Autoantikogeegen CD28 nachgewiesen werden.

Die Ergebnisse erbrachten, dass bei 27% der Patiemhit entztndlichen und
nichtentziindlichen Erkrankungen Autoantikrper geg€D28 nachweisbar waren.
Demgegeniber waren Autoantikérper nur bei 11% dentiligruppe vorhanden. Dabei
kommt die Frage auf, warum diese Autoantikdrper eritm bei 11% der Kontrollgruppe,
also bei vermeintlich gesunden Individuen, auftratBies konnte sich dadurch erklaren
lassen, dass sich diese Menschen nicht in hautheatiBehandlung befanden, aber durchaus
unerkannt an Hauterkrankungen leiden konnten o@eKichinkheit noch nicht symptomatisch

war. Eine weitere mogliche Erklarung konnte seirgssd unbekannte Isoforme der
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Autoantikdrper gegen CD28 existieren, die nichthpgen wirken. Schlief3lich ist auch zu
bedenken, dass viele Erkrankungen multifaktoridlielogien besitzen. Die Autoantikdrper
konnen also als Pradispositionsfaktoren fur Krartkhegesehen werden, denen noch weitere
Faktoren zum Ausbrechen der Krankheit fehlen.

Schliel3lich stellte sich die Frage, ob es spezidbeterkrankungen oder andere Parameter

gibt, die signifikant mit den Autoantikérpern kdrezen.

4.3 Autoantikdrper gegen CD28 und Atopie

Allergische Rhinitis, atopische Dermatitis und ajieches bronchiales Asthma sind
Erkrankungen aus dem atopischen Formenkreis. DidikKalsymptome dieser Erkrankungen
basieren auf entziindlichen Veranderungen der Mstaiiensorgane, wie z.B. der Atemwege
bei allergischem Asthma. Eine zentrale Rolle hiespéeelt die Involvierung der T-Zellen und
deren weitere Differenzieruny Die Produktion von Th2-Zytokinen wie IL-4, IL-3I.10,
IL13 und GM-CSF sind u.a. fir die charakterististipathophysiologischen Verdnderungen
des atopischen Phanotyps verantwortlich. Thl-Zeldie hauptsachlich IFN-und IL-2
exprimieren, sind dem untergeordnet und sind emeter chronischen Phase afff/®"%®
Zytokine wie IL-4, IL-5 und IL-13 spielen eine gm(Rolle bei der Eosinophilie und dem
Wechsel der B-Zellen vom IgG- zum IgE-Isotyp bebpischen Erkrankungéfl. Ein
entscheidender Faktor fir die Dominanz der Th2-dye scheint das Zytokinprofil zu sein.
Dies wird vermutlich Gber APZ beeinflusst, die acmostlatorische Signale von CD28 oder
CTLA-4 erhalten haben.

Wie einige Untersuchungen zeigen, spielt der CD2&Rjnalweg in der Regulation der
Th1/Th2-Zellbalance eine wesentliche Rolle. Durdd bhvolvierung von CD28 wird die
Produktion von IL-2, aber auch des Th2-Zytokinsdllangeredt®. Dass fiir die Th2-Antwort
eine kontinuierliche Stimulation Uber CD28 bendtigird, konnte in Tiermodellen
demonstriert werden. Aul3erdem wurde mithilfe eiMwdifikation der B7-1- und B7-2-
Molekiile an peripheren B-Zellen die IgE-ProduktionMausen verhindeft***? was als
Hinweis fur die Involvierung der costimulatorisch®tolekiile bei atopischen Erkrankungen
spricht. Eine erhdhte Serumkonzentration costinulsther Moleklle konnte mit
unterschiedlicher Gewichtung bei atopischen Erkuaglen nachgewiesen werden, eine
Erhdhung von CD28, CTLA-4 und B7-2 (CD86) bei Astim beider B7-Molekiile bei

atopischer Dermatitt€®. Im Beisein von Anti-CD28 waren die Zellprolifei@t und die IgE-

49



Produktion in anti-CD40+ IL-4-stimulierten peripleermononuklearen Zellen von Patienten
mit AD signifikant erhoht. Das unterstreicht ebdisfaie Annahme, dass CD28 in der Th-2-
vermittelten Entziindungsreaktion involviert &t Mathur et al. konnten in M&usen
demonstrieren, dass Interaktionen von CD28 mit Btidr B7-2 ausreichen, eine allergische
Infektion der Luftwege zu erziel&H.

Diese Aussagen weisen CD28 eine wichtige Rolle ar €&athogenese allergischer
Erkrankungen zu und unterstreichen damit die Engebndieser Arbeit. Es konnte nach
statistischen AnalysenFisher’s exact testund logistischer Regressionsanalyse) eine
hochsignifikante Assoziation der Autoantikorper eeg CD28 zu den atopischen
Erkrankungen, wie der atopischen Dermatitis undigeandeutlich der allergischen Rhinitis
und Asthma, dargestellt werden. Moglicherweise ulienen diese Autoantikérper die
Costimulation durch CD28 und steigern somit Mectiar@n wie die Th2-Zytokinproduktion
oder eine Eosinophilie bei atopischen Erkrankundexperimentelle Studien an kutaner
LeishmaniosE”, aber auch Tiermodelle von allergischen Erkrankunder Luftwege, bei
denen CD28 eine essentielle Rolle der Induktion Vb&-Zytokinen nachgewiesen wurde,
kénnen diese Annahme unterstreichen. Die Zytokirerungachten konsekutiv eine
Eosinophilie und bewirkten, dass sich eine Uberémlpithkeit der Luftwege etablierte.
Dabei schien die Interaktion CD28/B7-2 der wesehé#icostimulatorische Signalweg zu sein,
der allergische Reaktionen ausf6%t

Eine enge Verbindung von Allergie und costimulachien Molekllen fanden auch Howard
et al’®’ heraus. In dieser Arbeit wurde eine Region im @fosom 233 entdeckt, die
mehrere Gene enthélt, die fur allergische Immunariem, Asthma oder beides verdachtig
erscheinen. Mit Hilfe der Genanalyse von CD28 ufidl&4 konnten einige Veranderungen
der Genstruktur identifiziert werden, die mit Asthrand Allergie assoziiert waren. Diese
Ergebnisse fiihren zu dem Schluss, dass die Ateldgr atopischen Erkrankungen eng mit
den costimulatorischen Molekilen und besondersGDiE8 verknipft ist. Folglich konnten
Manipulationen des CD28-Signalwegs eine neue teeteggche Methode in der Behandlung
von allergischen Erkrankungen darstellen. Eine Bang dieses costimulatorischen Weges
ware beispielsweise geeignet, allergische Symptounanterdriicken. Das konnte bereits in
Versuchen demonstriert werden, in denen blockiezxandnoklonale Antikdrper gegen B7-2
(CD86) zu einer Hemmung des spezifischen IgE, ddm@nalen Eosinophilie und der
Uberempfindlichkeit der Luftwege bei Asthma von Mén gefilhrt hal. Durch seine
inhibitorische Wirkung auf den CD28-Signalweg, spkzauf die PI3-K und auf der Ebene
der Tyrosinphosphorylierung, kommt auch IL-10 ais klockierender Faktor in Fragé
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Hinsichtlich unser Ergebnisse ware dies ein Medrans, der die Wirkung der
Autoantikdrper gegen CD28 beeinflussen und sogae endgliche Therapie flr atopische
Erkrankungen darstellen kdnnte. Dazu ware es Idwert, die Wirkung von IL-10 gegen

CD28-Autoantikdrper néher zu untersuchen.

In dieser Arbeit konnte eine hochsignifikante Kéat®n von Autoantikdrpern gegen CD28
mit Erkrankungen des atopischen Formenkreises giezerden. Sofern diese Autoantikdrper
auch schon vor dem Auftreten erster Symptome inurSerorhanden wéren, kénnte diese
hier etablierte Methode ein moglicher Friherkenmstegt flr atopische Erkrankungen
darstellen. Zudem konnten die Autoantikdrper geG&28 eine therapeutische Mdglichkeit
oder sogar ein praventiver Ausgangspunkt sein.

Weiterhin stellt sich die Frage, warum die hierhrgawiesenen Autoantikorper gegen CD28
nicht bei 100% der Patienten mit atopischen Erkwagkn zu finden sind. Am ehesten lasst
sich dies mit der multifaktoriellen Atiologie digs&rkrankungen erklaren. So muss man sich
vorstellen, dass erst eine bestimmte Kombination faktoren, die von Individuum zu
Individuum verschieden ist, die Krankheit symptoisat werden lasst.

Es muss noch auf die Ergebnisse der logistischemeRgionsanalyse hingewiesen werden.
Dabei zeigte sich eine Assoziation der Autoantikdrgegen CD28 und AD mit einer
Signifikanz von p=0.0004, bei allergischer RhirAisthma von p=0.022, also geringer. Dies
l&sst sich u. a. durch den bedeutsamen Zusammeiaschen den Inhalations-Antigenen,
den Langerhanszellen der Haut, dem lymphozytarditrah und der Entstehung der
atopischen Dermatitig”!99:200.2012024ar hej allergischer Rhinitis/ Asthma nicht zodién ist,
erklaren. Also scheinen diese Autoantikdrper besmin atiologischen Zusammenspiel der
Faktoren bei der AD eine Rolle zu spielen. Die Wstkiede kdnnen jedoch auch durch die

Auswahl der relativ kleinen Patientengruppe zustagekommen sein.

4.4 Autoantikdrper gegen CD28 bei autoimmunerrdrkungen

Die Fahigkeit, zwischen ,selbst* und ,fremd" zu ardcheiden, ist fir das funktionierende
Immunsystem wesentlich. Das Versagen der Autotofenson T-Lymphozyten kann sich
durch Auftreten von Autoimmunkrankheiten auf3ernj Henen Gewebeschaden durch
zellvermittelte Immunreaktionen verursacht werd@nomalien von T-Helferzellen kdnnen

zudem zur Produktion von Autoantikorpern fuhrenGiz4+ T-Lymphozyten fur die Bildung
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hoch affiner Antikérper gegen Proteinantigene uieslich sindd ©¢% Ein sehr interessanter
Aspekt der Funktion von CD28 ist dessen Einflussdi@ CD4+-T-Zell-Differenzierung in
Thi-Zellen und Th2-Zellen. Thi1-Zellen vermittelmei Uberempfindlichkeitsreaktion vom
verzogerten Typ und induzieren eine entzindlichedmantwort, die mit Autoimmunitat und
Transplantation assoziiert ist. Th2-Zellen untdestii B-Zellen und haben eine protektive
Rolle bei Thil-vermittelten Autoimmunkrankheif®h In einem Mausmodell eines
antikorperabhangigen Lupus-ahnlichen Autoimmunsymdy konnte der CD28-Costimulation
mit konsekutiver Th2-Zellproliferation eine zen&alRolle in der Pathophysiologie
nachgewiesen werd&f

Unsere Ergebnisse erwiesen eine signifikante Aasiomi zwischen Anti-CD28-
Autoantikdrpern und autoimmunen Erkrankungen wielei®klermie/Morphea (zu den
Kollagenosen gezahlte, chronisch-entzindliche BEkuag des Bindegewebes von Haut,
inneren Organen und GefaRen) oder Sharp-Syndromri@iipungssyndrom mit Symptomen
verschiedener Kollagenosen, mindestens zwei nasbaein Kollagenosen und positiven
Anti-U1-RNP-Antikorpernj®>.  Gleichfalls konnte ein Zusammenhang zwischen
stimulierenden Autoantikdrpern gegen CD28 und amtoinen Erkrankungen in einer
Untersuchung bei Patienten mit systemischem Lupythe@matosus (SLE) nachgewiesen
werden. Dabei waren T-Zellen von erkrankten Pagierteutlich sensibler gegen die CD28-
Autoantikorper als T-Zellen in der Kontrollgrugp® Eine Arbeit, in der die Expression von
CD28 auf T-Zellen in rheumatoider Arthritis (RA) vivo untersucht wurde, konnte auch auf
einen Zusammenhang zwischen CD28 und RA hinwéisebie Rolle von CD28 ist aber
l&ngst nicht eindeutig. In Untersuchungenman obese Diabetes mellitgdOD) und Lupus-
ahnlich erkrankten Mausen konnte gezeigt werdess ttamunantworten eine feine Balance
zwischen verschiedenen Signalen darstellen und rbeveehbare Ergebnisse bei immunen
Manipulationen in komplexen Autoimmunerkrankungenezwarten sind. Die Blockade des
CD28/B7-Signalwegs beeinflusste darin die ZytokedeBice und verhinderte damit
autoimmune Erkrankungen oder brachte sie zum AgblbiDenn obwohl die Hemmung der
Th2-Zytokine Uber eine CD28/B7-Blockade antikormemuittelte Erkrankungen wie SLE
verhindern konnten, flhrten sie zu einer Exazeobatihl-vermittelter Erkrankungen wie den
autoimmunen Diabetes mellifd8

Uber eine Einflussnahme auf CD4+CD25+-T-Zellen (B)e kann CD28 auf die
Pathophysiologie autoimmuner Erkrankungen wie detoismmmunen Diabetes mellitus
wirken. In einer Arbeit von Bour-Jordan et al. weirden CD28-kontrollierten Tregs eine

regulatorische Rolle in autoimmunem Diabetes naefegen. Eine Hemmung des CD28/B7-
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Signalwegs fuhrte zu einer konsekutiven Dezimierudgr Tregs und zu einer
Verschlimmerung des Diabef8% Also kénnte durch inhibitorische oder auch stiatatische
Autoantikorper gegen CD28 eine Verschiebung dedclidewichtes stimulierender und
hemmender Faktoren bewirkt werden, so dass es rmeiAusbruch des autoimmunen
Diabetes kame. Dies ware ein mdglicher Weg der igsedt Arbeit dargestellten CD28-
Autoantikdrper, autoimmune Erkrankungen zu indweierEs muss jedoch bedacht werden,
dass solch komplexe Autoimmunkrankheiten von weitdfaktoren beeinflusst werden und
daher kein eindeutiges Urteil tber die Rolle detoantikorper gegen CD28 gefallt werden
kann. Andere costimulatorische Molekile wie CTLA#d B7-1 und B7-2 scheinen ebenfalls
in der Induktion und Aufrechterhaltung von autoimmano Erkrankungen bedeutsam zu
seirf®®. Auch andere Mechanismen wie Zell-Zell-Kontakte D8 CD28-T-Zellen konnten

in autoimmunen Erkrankungen nachgewiesen wét@iefs wurde von CD4+CD$8—Zellen
berichtet, die mit einer reduzierten CD28-StimwatiZytokine induzierten und so das
Ausbrechen einer autoimmunen Erkrankung am Beigj®sl Sjorgren-Syndroms der Maus
verhinderteA. Dieses Beispiel verdeutlicht, dass der Costindat diverse
Pathomechanismen zur Verfiigung stehen, um das eBetst von autoimmunen und
atopischen Erkrankungen zu beeinflussen. Sichedibhes noch eine betrachtliche Anzahl
ungeklarter Wege und Zusammenhange. Welche mitAdgoantikdrpern gegen CD28 in
Zusammenhang stehen und damit als moégliche Theragidze infrage kommen, bleibt zu

erforschen.

4.5 Auswirkung der Autoantikorper gegen CD28imeen Modell der Anergie

In dieser Arbeit wurde schlie3lich auch die immugiéche Relevanz der Autoantikorper
gegen CD28 in einer MLR getestet. Die Ergebnisseahstrierten, dass Seren von Patienten
mit AD, allergischer Rhinitis oder Asthma, die Aatdikdrper gegen CD28 enthielten, die T-
Zell-Proliferation in einer MLR signifikant erhthekonnten. Aul3erdem wirkten sie
aktivierend auf Lymphozyten in einem Modell der Agie. Es konnte gezeigt werden, dass
die Anti-CD28-Autoantikorper in der Lage waren, awentgegen negativer Stimulatoren, die
Zellproliferation anzuregen. Das unterstitzt dierrivigtung, dass Autoantikdrper bei
allergischen Erkrankungen, die gegen CD28 gericiaten, zu einer persistierenden
Stimulation und erhéhten Uberlebensfahigkeit vor2-Fellen fiihreA Die Tatsache, dass

Anti-CD28-Autoantikdrper eine CTLA-4-vermittelte Zell-Hemmung in einer MLR
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Ubergehen konnen, zeigt, dass ein Defizit in deR-Zélltoleranz in AD und anderen
Erkrankungen aus dem atopischen Formenkreis bestetiisste. Insofern scheinen Anti-
CD28-Autoantikérper in der Pathogenese atopischiaabBkungen bedeutsam zu sein.

4.6 Zusammenspiel der Anti-CD28-Autoantikdrper und.834 bei atopischen

und autoimmunen Erkrankungen

Eine pathogene Wirkung von CTLA-4 bei atopischenkr&mkungen konnte durch
Untersuchungen nachgewiesen werden, in denen blecide Mechanismen wie CTLA-4-1g
eine Verbesserung von allergeninduziertem Asthmairkeen'®. Van Nerveen et &
testeten ebenfalls die Wirkung von CTLA-4-lIg. Dabeairde gezeigt, dass die Proliferation
peripherer T-Lymphozyten von Asthmapatienten, nBobvokation durch ein Allergen der
Hausstaubmilbe(Dermatophagoides pteronyssinygBPer p)-Allergen) und den Kontroll-
Antigenen(tetanus toxoidund Candida albicang stark durch CTLA-4-lg gehemmt werden
konnte. CD28-spezifische monoklonale Antikorper item die durch CTLA-4-1g induzierte
Proliferation Gberwinden. Damit wurde die inhibismhe Wirkung der CTLA-4-Ig auf die
Interaktion von CD28 und B7-1 bzw. B7-2 verdeutlidBs konnte aul3erdem nachgewiesen
werden, dass die allergenspezifische ProduktionmeBMNA der Thl-Zytokine IL-2 und IFN-

v, aber auch der Th2-Zytokine IL-4 und IL-5, durciil®-4-1g in allergenspezifischen T-
Zellen gehemmt wurde. Die Bedeutsamkeit von CTLBed atopischen Erkrankungen wird
zusatzlich noch dadurch unterstrichen, dass dunehBehandlung von M&usen mit CTLA-4-
lg die Kklinischen Symptome nach einer allergisch8timulation reduziert werden
konnterf*4#1>216

Neben diesen Untersuchungsergebnissen konnte mactderen Studien die Wirksamkeit des
CTLA-4-Igs auf die bisher genannten und auf andé&ytkine, die IgE-Menge und die
eosinophilen Granulozyten gezeigt werden. Aul3erdt@mnte darin die Wirksamkeit der
CTLA-4-Ig durch monoklonale Antikdrper gegen CD28etgangen werdéh In dieser
Arbeit ist es gelungen, sogar durch Anti-CD28-Auttirper die Wirkung der CTLA-4-1g
zu Ubergehen. Interessant ist nun die Frage, obwiedlie Autoantikbrper gegen CD28 in
vivo die Pathophysiologie von Asthma und anderapiathen Erkrankungen beeinflussen
kénnen.

Nach den oben angeflihrten Untersuchungsergebnisis@TLA-4 vermutlich in der Lage,

die Wirkung der Autoantikdrper gegen CD28 bei emktan Menschen zu unterdriicken. Dies
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kann man zunachst mit dem Aufbau der Modelle egkidDie Versuche wurden entwedier
vitro oder an Mauser{in vivo) durchgefuhrt. Also kann ein Einfluss Uber Anti-CD28
Autoantikdrper, die in Mausen vielleicht nicht vartden sind, gar nicht zustande gekommen
sein. Ahnliches muss fiin-vitro-Modelle gelten, in denen die T-Zellen von Seruneiegt
worden sind. Man muss aul3erdem bedenken, dassvo atopische und autoimmune
Erkrankungen eine multifaktorielle Genese besitZomit kbnnten bei manchen Patienten
CTLA-4 und andere hemmende Mechanismen durchauerin_age sein, die Bildung und
Wirkung der Autoantikdrper gegen CD28 zu unterdditkDas kénnte das Vorhandensein
der CD28-Autoantikodrper in gesunden, bzw. unsymptiisuhen Patienten erklaren, wie wir
es in unseren Untersuchungen festgestellt habeinsyBeptomatischen Patienten ndhmen
dann die stimulierenden Faktoren wie die Anti-CD®8oantikorper Uberhand und
inhibitorische Mechanismen wirden unterdrickt.

Ob hemmende Faktoren gegen das Krankheitsgesched@ufreguliert werden, bleibt
kontrovers. Durch Chen und Shi konnte kein Untaestlzwischen der Konzentration von
CTLA-4 bei atopischen und bei nicht-atopischen étaéin mit Asthma festgestellt werd&n
wahrend andere Untersuchungen auf erhdhte Konziemea, besonders auch nach einer
Allergeninhalation, hinweiseft”#18:219

Bemerkenswert ist jedoch, dass die Autoantikdrmeyeg CD28 fahig sind, die hemmenden
Einflisse durch CTLA-4-Ig zu Ubergehen, wahrence ematiirliche Stimulation Uber CD28
allein dazu nicht in der Lage ist. Scheinbar begiesich diese Autoantikodrper, die in
Konkurrenz mit CTLA-4 stehen, einer starkeren Affih gegeniiber den Liganden.
Moglicherweise sind noch andere Signalwege durck dAinti-CD28-Autoantikorper
involviert, als CD28 sie verwendet.

Letztendlich werden in der Forschung die Atiologismd die Einflusse bestimmter
Erkrankungen nur an idealen Modellen untersuchtfgAuwnd der Komplexitat des
menschlichen Korpers konnen diese Methoden aber Awmaherungsversuche zum
Gesamtbild darstellen.

Trotzdem verdient CTLA-4-Ig durch seine dominant®ll® die T-Zell-Aktivitat zu
modulieren, erhéhte Aufmerksamkeit als therapeldisZielobjekt. Das geléste CTLA-4-Ig
agiert als ein Inhibitor des CD28-B7-Signalwegs.Viégfligt Uber spezifische inhibitorische
Effekte in  unterschiedlichen Tiermodellen bei aombmunen  Erkrankungen,
TransplantatabstoBungen, Asthma und Alléfgies konnte daher ein méglicher Baustein in
der Therapie atopischer und autoimmuner Erkrankungel in der Transplantatabstol3ung

sein.
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4.7 Schlussfolgerungen

In der oben durchgefihrten Diskussion haben sichemgn Untersuchungsergebnisse als
belastbar erwiesen. Insbesondere kann das gelteliefiion uns festgestellte Assoziation von
Anti-CD28-Autoantikdrpern mit atopischen und autoiomen Erkrankungen. Auch in
anderen Untersuchungen konnte der ZusammenhangAutoantikrpern bei atopischen
Erkrankungen bestatigt werden. Es konnte beobaalaeten, dass eine beachtliche Zahl von
Patienten mit AD eine Erh6hung von Autoantikdrpgegen IgE aufweist, die gegen mehrere
menschliche Proteine gerichtet siffdDariiber hinaus konnten Autoantikérper gegen 1@G b
Patienten mit AD nachgewiesen weréfénWenn die in unserer Arbeit nachgewiesenen Anti-
CD28-Autoantikdrper vom IgG-Subtyp sind, dann |adie Annahme nahe, dass sich
Autoimmunitat regelmafig in AD ereignet. Durch @®sErgebnis wird die Vermutung
unterstiitzt, dass in der Atiologie atopischer untbimmuner Erkrankungen ein moglicher
Zusammenhang besteht, der wesentlich durch die afstit@rper gegen CD28 beeinflusst
wird. Moglicherweise erkennen Autoantikorper, diewegils in unterschiedlichen
Erkrankungen synthetisiert werden, verschiedenetofei eines rekombinanten CD28-
Molekdls. Diesbeziglich scheinen weitere Untersaglem notwendig, um neue Einblicke in
die Pathophysiologie der atopischen und autoimmirkrankungen zu erhalten.

Zu bedenken bleibt, dass diese Erkrankungen einkifaktorielle Genese besitzen und
CD28-Autoantikdrper offenbar eine komplexe Rolleder Pathogenese spielen. Da jedoch
CD28 als ein zentraler Rezeptor bei immunologiselhmittelten Erkrankungen gesehen
werden muss, lasst sich schlieBen, dass die hiemadgenen Autoantikdrper nicht nur
Serummarker fur autoimmunologisch vermittelte Enkangen darstellen, sondern auch als
wichtige Bausteine in der Diagnosefindung unteesdicher entzindlicher Erkrankungen
fungieren kénnten. Diese Vermutung wird durch dgni§ikanten Unterschiede zwischen
allergischen und anderen entztindlichen Hauterkragdu bereits in dieser relativ kleinen
Patientengruppe gestutzt.

Dartber hinaus scheint es von erheblicher Relevaniz, diese Autoantikbrper mit
Schweregrad und Verlauf atopischer und autoimmémnkrankungen korrelieren. Das kame
nicht nur der Entschlisselung der Pathophysiologiber, sondern eroffnete die Chance,

bereits entwickelte oder noch zu entwickelnde Tpierabreiter nutzen zu kénnen.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden mit Hilfe der \W&®-Blotting-Methode erstmalig
Autoantikdrper nachgewiesen, die ausschliel3licregegD28 gerichtet sind. Hierzu wurden
zunachst CD28-Chimére verdaut und die Proteine esngignt. Danach wurden diese mit
Seren von Patienten inkubiert, die aufgrund unkeesiticher entzindlicher und nicht-
entzindlicher Hauterkrankungen behandelt wurdes. Kdntrolle diente eine Gruppe von
gesunden Serumspendern. Im Weiteren wurde ein Irmabdoin durchgefuhrt, der deutlich
machte, dass die bindenden Antikérper nur gegenvdeablen Teil des CD28 binden und
nicht an den Fc-Teil bzw. Teile des humanen IgGamD erwies sich diese Methode als
geeignet, Autoantikorper gegen CD28 nachzuweiseme Blots wurden von drei
unabhangigen Mitarbeitern als positiv oder negagwertet und ausgezabhit.

In einem zweiten Schritt wurde die Beziehung detoAatikorper gegen CD28 zu Parametern
wie Alter und Geschlecht mitteWilcoxon rank sum tedizw. Fisher’s exact tesintersucht.
Die Auswertung lie3 keine wesentliche Assoziationden genannten Parametern erkennen.
Mittels des Fisher's exact testkonnte eine Assoziation bezuglich unterschiedlicher
Hauterkrankungen errechnet werden. Hier zeigte @icte signifikante Korrelation der
Autoantikorper gegen CD28 zu Erkrankungen des stbpn Formenkreises sowie
autoimmuner Erkrankungen, was durch eine logistigRhgressionsanalyse bestatigt werden
konnte. IgE schied als korrelierender Faktor edngaus.

Im letzten Abschnitt war es von Interesse, eine umofogische Relevanz der Anti-CD28-
Autoantikdrper nachzuweisen. Dies gelang in eiramigchten lymphozytaren Reaktion in
einem bereits wohl etablierten Modell der Anergmittels CTLA-4-Ig. Den bestrahlten
Lymphozyten in Kultur wurden Poolseren zugeflige @D28-Autoantikbper-positiv bzw. -
negativ waren. Hierdurch war es moglich, eine slienende Funktion der Autoantikdrper
gegen CD28 zu demonstrieren, die in einer MLR niot die Lymphozytenproliferation
anregte, sondern auch in der Lage war, eine Lymyboproliferation in einem Modell der
Anergie zu induzieren und den anergen Zustand damiberwinden.

Die mithilfe der Western-Blotting-Methode nachges@ren Autoantikdrper gegen CD28
scheinen in deutlicher Korrelation zu atopisched antoimmunen Erkrankungen zu stehen
und immunologisch relevant zu sein. Die CD28-Autdd@mper kdonnten in Zukunft eine
Bedeutung in Friherkennungstests fir atopische ad&immune Erkrankungen erlangen

und einen mdglichen Baustein fur therapeutischelidiigiten darstellen.
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7. Verzeichnis der Abklrzungen

AD

DC
Filaggrin
IDEC
IFN

NK
Th-Zellen
TLR
Tregs
TZR

Atopische Dermatitis

dendritische Zellen

filament-aggregating protein

infiltrating inflammatory dendritic epidermeellis
Interferon

Immunoglobulin
Interleukin

major histocompatibility complex

mixed lymphocyte reaction/ gemischt lymphozgt&eaktion
naturliche Killerzellen

T-Helfer-Zellen

Toll-like-Rezeptoren

regulatorische T-Zellen

T-Zell-Rezeptor

83



8. Danksagungen

Frau Professor Dr. I. Moll danke ich fur die Moglkeit, die Arbeit an der Hautklinik

durchfiihren zu kénnen.

Mein besonderer Dank gilt Herrn Professor Dr. Kubler fur die Bereitstellung des Themas
dieser Dissertationsschrift und fir seine Unterstii). Er konnte mich durch seinen viel zu
frihen Tod leider nicht bis zur Fertigstellung @earbeit begleiten.

Professor Dr. M. Augustin mochte ich ausdrucklicghdie weitere Betreuung danken. Durch

seine Unterstitzung und seine Anregungen konnge diebeit fertig gestellt werden.

Frau B. Mahnss mochte ich fur die hervorragendeeBeing und kompetente Einfihrung in
das Laborwesen danken. lhre Ermunterung und Uiitetstg waren fur die Fertigstellung
dieser Arbeit besonders wichtig. Dankend hervorhebéchte ich auch, dass sie die
Herstellung der Poolseren und die gemischt lympté&weyReaktion durchfiihrte, deren

Ergebnisse wesentlich zur Aussagekraft dieser Admgirugen.

Mein Dank geht auch an Frau G. Finger fur die Bsteliung der IgE-Werte und ihre stete
Bereitschaft, Fragen zu beantworten.

Dr. Guse moéchte ich fir die Bereitstellung der Rajid Jurkat-Zellen danken.

AulRerdem mochte ich mich bei meiner Familie undnme Mann fir die stete

Aufmunterung und Hilfe bedanken.

84



9. Lebenslauf

Personliche Daten:

Schulbildung:

Hochschule:

Prufungen:

Berufstatigkeit

Hedwig Franziska Gergely
geboren am 08.05.1979 in Darmstadt

Staatsangehorigkeit: deutsch

1985-1989 Grundschule in Pfungstadt
1989-1998 Lichtenbergschule, Gymnasium in Dardista

1999-2005 Studium der Humanmedizin
1999-2002 Johann- Wolfgang- Goethe- Universit&riankfurt a.M.
2002-2005 Universitatsklinikum Hamburg- Eppendorf
2004-2005 Praktisches Jahr
-Neurologie, Asklepios Klinik Altona, Hamburg
-Innere Medizin, Asklepios Klinik Altona, Hambund

University of Western Ontario, London, Ontati@nada

-Chirurgie, Schon Kliniken Eilbek, Hamburg

17.04.2001  Arztliche Vorprifung
11.04.2002  Erster Abschnitt der Arztlichen Prigfun
15.09.2004  Zweiter Abschnitt der Arztlichen Pritu
08.12.2005  Dritter Abschnitt der Arztlichen Pniifu

Seit 05/2006 Assistenzarztin initébildung, Neurologische
Abteilung, Asklepios Klinik Harburg, Hamburg

85



10. Erklarung

Ich versichere ausdrticklich, dass ich die Arbeibséndig und ohne fremde Hilfe verfasst,

andere als die von mir angegebenen Quellen undrhiiifel nicht benutzt und die aus den

benutzten Werken wortlich oder inhaltlich entnommegtellen einzeln nach Ausgabe

(Auflage und Jahr des Erscheinens), Band und 8egdenutzten Werkes kenntlich gemacht
habe.

Ferner versichere ich, dass ich die Dissertatiahdyi nicht einem Fachvertreter an einer
anderen Hochschule zur Uberpriifung vorgelegt odieh randerweitig um Zulassung zur

Promotion beworben habe.

Unterschrift:

86



