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1 Einleitung 

1.1 Das allergische Kontaktekzem 

1.1.1 Epidemiologie 

Das allergische Kontaktekzem ist in Deutschland mit einer Prävalenz von circa 8% der 

Erwachsenen und 5,6% der Kinder und Jugendlichen eine häufige Krankheit (Hermann-Kunz 

2000; Schnuch und Mahler 2015). Etwa 15-20% der Menschen sind gegen mindestens ein 

Kontaktallergen sensibilisiert (Schnuch und Mahler 2015). In einzelnen Bevölkerungs- und 

Berufsgruppen zeigen sich aber deutliche Unterschiede hinsichtlich der Prävalenz (Smit et al. 

1993; Schnuch et al. 2012). So sind Kontaktekzeme die häufigste Ursache für 

Berufskrankheiten der Haut (Fritsch 2009). Das allergische Kontaktekzem betrifft alle 

Altersgruppen und kann prinzipiell bei jedem Menschen auftreten, der eine Sensibilisierung 

gegen mindestens ein Allergen aufweist (Thyssen et al. 2007; Nosbaum et al. 2009).  

Kontaktallergene kommen in vielen Bereichen vor. Im Haushalt oder in der Freizeit kommt 

man mit Stoffen in Berührung, die eine allergische Reaktion auf der Haut hervorrufen können. 

Enthalten sind Kontaktallergene oft in Kosmetik- und medizinischen Produkten sowie in 

Schmuck und Textilien, aber auch im Schuhwerk (Fritsch 2009). Das häufigste 

Kontaktallergen in Deutschland war im Jahre 2012 Nickel-II-Sulfat (15,3%), gefolgt von 

Duftstoffen I (9,1%), Perubalsam (7,2%) und Kobaltchlorid (5,8%) (Mahler et al. 2014).  

Verschiedene Risikofaktoren für das Auftreten werden diskutiert. So spielen erworbene 

Risikofaktoren wie entzündliche Hauterkrankungen, aber auch genetische Disposition, Alter, 

Geschlecht und ethnische Zugehörigkeit eine Rolle (Peiser et al. 2012).  

Zu den inflammatorischen Hauterkrankungen mit erhöhtem Risiko für ein allergisches 

Kontaktekzem gehören die irritative Kontaktdermatitis (Peiser et al. 2012), vor allem bei 

älteren Patienten die Stauungsdermatitis (Uter et al. 2002) sowie wahrscheinlich die atopische 

Dermatitis (Belhadjali et al. 2008; Herro et al. 2011). Auch Polysensibilisierungen, also das 

Vorliegen von drei oder mehr Sensibilisierungen, stellen ein erhöhtes Risiko dar (Menezes de 

Pádua et al. 2005; Schnuch und Mahler 2015).  

Auf genetischer Ebene sind vor allem Polymorphismen verschiedener Gene (wie N-

Acetyltransferase 1 und 2, Gluthation-S-Transferase und Angiotensin-konvertierendes 
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Enzym) mit einem erhöhten Risiko für eine Kontaktallergie assoziiert. Hierbei sind 

Polymorphismen von TNF und Interleukin (IL)-16 insbesondere bei polysensibilisierten 

Patienten von Bedeutung (Schnuch et al. 2011).   

Die Prävalenz des allergischen Kontaktekzems ist bei Frauen zwei- bis dreifach höher als bei 

Männern. Im Allgemeinen ist die Prävalenz aber auch für eine Urtikaria oder eine 

Nahrungsmittelallergie beim weiblichen Geschlecht höher (Hermann-Kunz 2000).  

1.1.2 Klinik 

Klinisch treten die Symptome einer Kontaktallergie meist 24 bis 96 Stunden nach Kontakt der 

Haut mit der auslösenden Substanz auf. Initial ist die Körperstelle des direkten Kontaktes 

betroffen. Man unterscheidet eine akute von einer chronischen Form. Erstere basiert auf einer 

episodischen, letztere auf einer andauernden Exposition gegenüber dem Allergen. Beiden 

gemein ist ein quälender und störender Juckreiz des betroffenen Areals. Im Akutstadium zeigt 

sich meist eine typisch stadienhaft verlaufende Ekzemreaktion (Leitlinie Kontaktekzem 2013). 

Sie beginnt üblicherweise mit einem Erythem und Ödem, im Verlauf und je nach Schwere 

können Papulovesikel beziehungsweise Blasen, gefolgt von Nässen und Verkrustung sowie 

Schuppen, auftreten. Die Hautveränderungen sind scharf begrenzt, es kann jedoch zu 

Streureaktionen in die Umgebung kommen. In der Regel heilt ein akutes Kontaktekzem 

folgenlos ab. Im chronischen Stadium weist die betroffene Haut vornehmlich ekzematöse 

Plaques mit vermehrter Schuppung und einem eher trockenen Charakter auf. Anfangs noch 

scharf begrenzt, haben die Plaques im Verlauf eine unscharfe Begrenzung. Durch die 

Infiltration mit Entzündungszellen sowie anschließenden Umbauvorgängen im Gewebe 

kommt es zur Verdickung und Vergröberung der Haut, was als Lichenifikation bezeichnet 

wird. Hyperkeratosen, Fissuren und Rhagaden sowie Pigmentierungen sind ebenfalls möglich. 

Im Gegensatz zum Akutstadium kommt es nach längerer Exposition meist zu einer chronisch 

degenerativen Veränderung der Haut. (Mark und Slavin 2006; Nosbaum et al. 2009). 

Am häufigsten finden sich allergische Kontaktekzeme an den Händen. Vor allem der 

Handrücken und die Seiten der Finger sind betroffen (Aktas und Esin 2016). Das Gesicht, 

insbesondere periokulär, ist ebenfalls ein häufiger Manifestationsort (Mahler et al. 2014). Oft 

kann man aus den betreffenden Arealen Rückschlüsse auf die möglichen Auslöser ziehen. So 

manifestieren sich Allergien gegen Chromat oder Epoxidharze, oft im beruflichen 

Zusammenhang, meist an den Händen. Sind die Füße betroffen, sollte eine Kontaktallergie 

gegen Inhaltsstoffe des Schuhwerkes, wie Leder oder Gummi, in Betracht gezogen werden. 

Ebenso ist darauf zu achten, ob sich das Ekzem an frei getragenen Körperstellen manifestiert. 
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Dies könnte den Verdacht auf ein durch (UV)-Licht ausgelöstes Ekzem lenken oder ein 

Hinweis auf aerogene Allergene sein (Fritsch 2009).  

1.1.3 Pathogenese 

Eine Allergie im Allgemeinen ist eine überschießende Immunreaktion auf eigentlich nicht 

schädliche, meist körperfremde Substanzen. Obligate Voraussetzung ist die Sensibilisierung 

gegen das Allergen durch einen primären/ersten Antigenkontakt (Nosbaum et al. 2009). Von 

der Kontaktallergie abzugrenzen sind irritative Ekzeme. Hierbei ist keine Sensibilisierung 

vorangegangen. In den meisten Fällen ist die Basis für das allergische Kontaktekzem eine 

allergische Reaktion vom Spättyp (Typ IV, Einteilung nach Coombs und Gell), seltener vom 

Soforttyp (Typ I). Die Spättypreaktion ist eine zellvermittelte Immunreaktion, die in zwei 

Phasen abläuft: die Sensibilisierungs- und die Effektorphase.  

Mit dem ersten Allergenkontakt beginnt die Sensibilisierungsphase, auch afferente Phase 

genannt. In den meisten Fällen sind die auslösenden Substanzen sogenannte Haptene, welche 

aufgrund ihrer geringen Größe und ihrer elektrophilen Eigenschaften die Hautbarriere 

überschreiten können (Fritsch 2009; Honda et al. 2013). Sie sind noch keine vollständigen 

Antigene (Ag). Sie benötigen in der Regel ein epidermales Trägerprotein mit welchem sie einen 

Hapten-Protein-Komplex bilden und so als Vollantigen fungieren (Divkovic et al. 2005; Peiser 

et al. 2012). Dieser Komplex wird von antigenpräsentierenden Zellen (APZ) in der Epidermis 

(Langerhans-Zellen) oder Dermis (dermale dendritische Zellen) erkannt und aufgenommen. 

Danach wandern die APZ über die afferenten Lymphgefäße zu den lokalen drainierenden 

Lymphknoten (Kripke et al. 1990). Auf dem Weg kommt es zur Reifung der Zellen und zur 

Prozessierung der Antigene. Im Lymphknoten werden dann die Antigenfragmente über MHC 

(major-histocompatibility-complex)-Rezeptoren den dortigen naiven T-Zellen mit den passenden T-

Zell-Rezeptoren (TZR) präsentiert (Macatonia et al. 1987). Haptene, die an extrazelluläre 

Peptide an den APZ gebunden sind, werden über MHC-II-Moleküle CD4+ Zellen präsentiert, 

wohingegen lösliche Haptenmoleküle eher über MHC-I-Moleküle den CD8+ T-Zellen gezeigt 

werden. Ebenso ist es möglich, dass sich die Haptene direkt mit präformierten Proteinen in 

den MHC-Gruben verbinden und sich so beiden T-Zellpopulationen präsentieren können 

(Saint-Mezard et al. 2004). Es kommt zur Aktivierung und Proliferation der T-Zellen und es 

entstehen so aus den naiven Zellen Antigen-spezifische CD4+ und CD8+ Zellklone, welche im 

Lymphknoten residieren, aber auch über die Lymphgefäße zurück in die Haut wandern und 

sich dort anreichern (Sallusto et al. 1999). Voraussetzungen hierfür sind zum einen 

Adhäsionsmoleküle auf den T-Zellen und zum anderen Interaktionen mit 

proinflammatorischen Interleukinen wie IL-2, TNFα oder IFNγ. Aufgrund der entstandenen 
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Gedächtnisfunktion der Immunzellen (T-Gedächtniszellen) ist bei erneutem Allergenkontakt 

eine schnellere Immunantwort auslösbar. 

Die afferente Phase ist klinisch unauffällig und dauert, je nach Stärke des Haptens, zwischen 

10 und 15 Tagen beim Menschen und circa 5 bis 7 Tage bei Mäusen (Saint-Mezard et al. 2003). 

Kommt es zu erneutem Kontakt mit dem Hapten, läuft die Effektorphase, auch efferente 

Phase genannt, ab, welche die eigentliche klinische Ekzemsymptomatik hervorruft. Dieses Mal 

präsentieren die APZ die Antigenfragmente nicht naiven T-Zellen, sondern den bereits 

Antigen-spezifischen T-Gedächtnis-Zellen und führen zu deren Aktivierung mit 

darauffolgender Proliferation und Zytokinausschüttung (beispielsweise IL-1, IL-2, TNFα). 

Antigenspezifische T-Zellen werden daraufhin aus dem Blut in die Haut rekrutiert. In der 

frühen Phase werden vor allem zytotoxische CD8+ T-Zellen generiert und amplifiziert (Akiba 

et al. 2002). Zudem kommt es durch Hochregulierung von MHC-Molekülen an den 

dendritischen Zellen zur Verstärkung der Antigenpräsentation, zur autokrinen Stimulation der 

T-Zellen sowie zur Induktion von Adhäsionsmolekülen im Endothel und an den Immunzellen 

zur Anlockung von Zellen des angeborenen Immunsystems. Nach etwa 4 bis 72 Stunden ist 

das klinische Korrelat der Immunreaktion auf das einwirkende Allergen, nämlich das 

Kontaktekzem, auszumachen. Um das Ausmaß der Entzündungsreaktion zu begrenzen, 

werden in der späten Effektorphase neben den zytotoxischen auch regulatorische CD4+ T-

Zellen aktiviert. Diese wirken über die Bildung und Ausschüttung von IL-2, -4 und -10 

hemmend auf die Ag-Präsentation und proinflammatorische Zytokinproduktion.  

1.1.3.1 Dendritische Zellen 

Dendritische Zellen (DZ) sind eine heterogene Gruppe Antigen-präsentierender Zellen, 

welche hauptsächlich in peripheren Geweben residieren, die wiederum Kontakt zur Umwelt 

haben. Zu letzteren gehören die Haut und die Darmmukosa. Zudem patrouillieren DZ durch 

das Blut und die Lymphe (Toebak et al. 2009). 

Ihre Aufgabe ist es, Antigene aufzunehmen und zu prozessieren, um anschließend durch die 

afferente Lymphe in die T-Zell-reichen Areale der regionären Lymphknoten zu wandern. 

Direkt nach dem Haptenkontakt produzieren die DZ, vor allem die Langerhans-Zellen (LZ) 

aus der Epidermis, IL-1β. Aus den Keratinozyten wird zeitgleich TNFα freigesetzt (Enk et al. 

1993). Beide Zytokine führen letztlich zur Lösung der DZ aus dem Epithel durch 

Herabregulierung des Adhäsionsmoleküls E-Cadherin, durch welches DZ und Keratinozyten 

verbunden sind (Tang et al. 1993; Schwarzenberger und Udey 1996; Wang et al. 1997). 

Während der darauffolgenden Migration kommt es zur Reifung der DZ. Die hohe Kapazität 
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der Ag-Aufnahme geht verloren, stattdessen erlangen reife DZ die Funktion der Ag-

Präsentation an naive T-Zellen. Deutlich wird diese Reifung durch die Expression von Co-

Stimulationsfaktoren (CD80, CD86, CD40, CD83), Adhäsionsmolekülen (CD54, CD58) und 

Chemokinrezeptoren sowie die Hochregulierung von MHC-II-Molekülen auf ihrer 

Zelloberfläche (Saint-Mezard et al. 2004; Toebak et al. 2009). Zu den Chemokinrezeptoren 

gehören CCR4 und CCR7. Letzteres interagiert mit CCL19 und CCL21 auf Endothelzellen 

der Lymphgefäße, was zur Erleichterung der Wanderung durch die Lymphgefäße führt 

(Förster et al. 1999; Caux et al. 2002) Hinzu kommt die Änderung der Morphe. Die DZ 

verlieren ihre eher runde Form und weisen nun eine verzweigte Form auf, was die Chance 

erhöht, an T-Zellen zu stoßen und ihnen das Ag zu präsentieren (Toebak et al. 2009). Reife 

dendritische Zellen sind in der Lage, proinflammatorische Zytokine zu produzieren. Hierzu 

zählen IL-12, TNFα, IL-1β und IL-6, welche notwendig sind, um die T-Zell-Aktivierung und 

damit die Immunantwort auszulösen (Lutz und Schuler 2002).  

In der Haut finden sich hauptsächlich zwei Populationen: epidermale Langerhans-Zellen und 

dermale dendritische Zellen. Langerhans-Zellen (LZ) wurden von Paul Langerhans im Jahre 

1886 entdeckt als dendritische Zellen, die in der Epidermis residieren und sich dort in 

regelmäßiger Form verteilen. Im Menschen exprimieren sie CD1a und besitzen ein markantes 

Organell, das Birbeck-Granulum. Der typische Marker für LZ ist das C-Typ-Lektin Langerin 

(CD207) (Valladeau et al. 2002; Stoitzner et al. 2003). Dermale dendritische Zellen (dDZ) 

lokalisieren sich vornehmlich an den Kapillaren und finden sich in höherer Anzahl im Stratum 

reticulare (Tse und Cooper 1990; Ruedl et al. 2000). Auf ihrer Oberfläche exprimieren sie nur 

wenig bis kein Langerin, fast 90% der dDZ sind Langerin-negativ (Stoitzner et al. 2003; Honda 

et al. 2013).  

Beide Subpopulationen sind in der Lage, eine Kontakthypersensibilisierung auszulösen. Lange 

galten die LZ hierfür als essentiell, dennoch ist es möglich, dass dDZ eine 

Kontaktsensibilisierung vermitteln (Ruedl et al. 2000; Bennett et al. 2007). In Experimenten 

konnte gezeigt werden, dass eine LZ-Defizienz in Mäusen zwar eine ineffiziente Ag-

Präsentation zur Folge hatte, dennoch aber eine kontaktallergische Reaktion bei den Tieren zu 

detektieren war (Bennett et al. 2007). 

1.1.3.2 T-Zellen 

An der Entstehung des allergischen Kontaktekzems sind sowohl CD8+ als auch CD4+ T-

Zellen beteiligt. Beide Populationen sind für die Produktion von Zytokinen verantwortlich 

und können dementsprechend eingeteilt werden. Sogenannte zytotoxische Tc1-Zellen 

produzieren vorwiegend Typ-1-Zytokine wie IFNγ und TNFα und spielen eine wichtige Rolle 
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in der Abwehr von intrazellulären Pathogenen und Tumoren. Zytotoxische Tc2 Zellen sind 

hingegen für die Produktion von Typ-2-Zytokinen wie IL-4, -10, -13 und -15 zuständig (Sad 

et al. 1995; Saint-Mezard et al. 2004). Tc1- und Tc2-Zellen können sowohl CD4+ als auch 

CD8+ sein.  

Primäre Effektorzellen bei der Sensibilisierung mit einem starken Hapten sind Ag-spezifische 

zytotoxische CD8+ Typ-1-Zellen. Diese produzieren IFNγ und IL-17 (Xu et al. 1996; Braun 

et al. 2015), welche nach der Bindung des TZR an MHC-Moleküle freigesetzt werden, und 

haben die Aufgabe, potentiell gefährliche Zellen zu eliminieren. Die Zytotoxizität führt in der 

Epidermis zur Apoptose von Keratinozyten, welche das Hauptziel der Attacke darstellen. 

Dadurch wird die Hautbarriere geschädigt und das Eindringen weiterer Haptene in die 

Epidermis wird erleichtert, was die Entzündung verstärkt (Traidl et al. 2000; Trautmann et al. 

2001; Akiba et al. 2002). Ohne CD8+ T-Zellen ist eine Kontakthypersensibilisierung nicht 

möglich (Kehren et al. 1999).  

CD4+ T-Zellen haben vorwiegend Rollen als Helferzellen (TH) oder regulatorische Zellen 

(Treg). Ohne sie ist das allergische Kontaktekzem verstärkt und verlängert (Bour et al. 1995; Xu 

et al. 1996). Die regulatorische Funktion der T-Zellen hat zwei Phasen. In der zentralen Phase 

wird vor allem die Expansion zytotoxischer CD8+ T-Zellen kontrolliert. Hierfür sind wohl 

CD4+CD25+ T-Zellen verantwortlich. Die periphere Phase limitiert im Gegenzug dazu die 

Inflammation direkt in der Haut (Gorbachev und Fairchild 2001; Dubois et al. 2003).  

Auch CD4+ Zellen produzieren Zytokine, hauptsächlich vom Typ 2. Vor allem wird die 

Kontakthypersensibilisierung durch IL-10 moduliert, welches anti-inflammatorisch wirkt und 

zudem die B-Zell-Proliferation anregt (Braun et al. 2015).  

1.1.3.3 Interaktion 

Damit es zur Aktivierung der T-Zellen kommen kann, sind zwei Dinge erforderlich: Erstens 

die Interaktion zwischen T-Zell-Rezeptoren und den MHC-Peptid-Komplexen, zweitens co-

stimulatorische Moleküle und die Sekretion von Zytokinen und Chemokinen durch DZ (Saint-

Mezard et al. 2004). 

Ersteres wird durch physikalischen Kontakt von DZ und T-Zellen in TZR-MHC-Komplexen 

gewährleistet. Zu den Co-Faktoren, welche von dendritischen Zellen exprimiert werden, 

gehören CD80 und CD86, deren Ligand CD28 auf der Oberfläche von T-Zellen präsentiert 

wird. Die Bindung von CD80/86 und CD28 ist essentiell für die Entwicklung der 

Kontakthypersensibilisierung (CHS, contact hypersensitivity) bei Mäusen (Kondo et al. 1996). Sie 

führt zur Steigerung der IL-2-Produktion und dadurch zur Proliferation und Aktivierung von 
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T-Zellen. Außerdem bietet es über die Aktivierung von AP-1 und NF-b den T-Zellen Schutz 

vor apoptotischen Signalen.  

Die Interaktion der DZ und T-Zellen über CD40 und seinen Liganden CD40L führt zur 

Hochregulation von OX40-L auf der Oberfläche der DZ, welches wiederum an OX40 auf T-

Zellen bindet. Diese Bindung führt zu erhöhter Expression von CD80/86 und folglich zu 

gesteigerter T-Zell-Aktivierung (Chen et al. 1999).  

1.1.4 Diagnostik 

Wegweisend in der Diagnostik des allergischen Kontaktekzems ist die genaue Anamnese der 

Patienten. Wichtig zu erfahren sind: Zeitpunkt des Auftretens des Ekzems, Exposition zu 

Allergenen, Berufs- und Freizeitanamnese sowie atopische Vorerkrankungen in Eigen- und 

Familienanamnese. Ergibt sich der klinische Verdacht auf ein allergisches Kontaktekzem, folgt 

diagnostisch im Sinne einer Provokationstestung der Epikutantest. Es ist der einzige 

verlässliche Test zum Nachweis einer Sensibilisierung. Er wird im erscheinungsfreien Intervall 

durchgeführt. Verschiedene Testreihen stehen hierfür zur Verfügung. In den meisten Fällen 

werden die Standardreihe und die Allergene, mit denen der Patient in Kontakt gekommen sein 

könnte, getestet. In Fällen, in denen die klinischen Symptome eher untypisch oder nicht 

eindeutig sind, kann eine histopathologische Untersuchung einer Hautbiopsie zusätzlich in 

Erwägung gezogen werden (Dirschka et al. 2010; Leitlinie Dermatologie 2013). Der 

histologische Ekzemnachweis liefert allerdings keinen Hinweis auf das auslösende Allergen. 

1.1.5 Therapie 

Um das allergische Kontaktekzem ursächlich zu behandeln, ist die einzige Maßnahme das 

vollständige Meiden des auslösenden Allergens. Dies ist der symptomatischen lokalen und 

systemischen Therapie eindeutig überlegen. Auch ist die Aufklärung des Patienten über seine 

Mitarbeit und allgemeine Pflege- und Schutzmaßnahmen der Haut essentiell für den 

Behandlungserfolg (Leitlinie Kontaktekzem 2013).  

Topisch sind Glukokortikoide Mittel der Wahl zur symptomatischen Behandlung des akuten 

Kontaktekzems. Vor allem Klasse II- und III-Steroide finden Anwendung, in schweren Fällen 

auch Klasse-IV-Präparate. Die Präparate sind nach Anwendungsort und Schweregrad des 

Ekzems sorgfältig auszuwählen und Nebenwirkungen, wie die Hautatrophie, gilt es durch 

zeitliche Begrenzung der Anwendung zu vermeiden (Levin und Maibach 2000; Saary et al. 

2005). Eine Kortison-sparende Therapie mit Calcineurininhibitoren ist möglich (Meingassner 
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et al. 2003; Saripalli et al. 2003). Aktuell sind diese Präparate aber in Deutschland nur für die 

atopische Dermatitis zugelassen (Leitlinie Neurodermitis 2015). 

Äußerlich kann zusätzlich eine UV-Therapie angewendet werden. Wirksam sind, vor allem 

beim chronischen Handekzem, UVB und PUVA. Ebenfalls möglich sind eine UVA1- und 

eine Schmalspektrum-UVB-Therapie (Leitlinie Kontaktekzem 2013).  

Die Anwendung anderer Externa wie Teerpräparate und Antiseptika oder die Indikation zur 

Iontophorese müssen immer im Einzelfall und passend zu Verlauf und vorherrschender 

Symptomatik des Kontaktekzems geprüft werden (Leitlinie Kontaktekzem 2013).  

Sollte die topische Therapie nicht ausreichen, kann eine systemische Therapie indiziert sein. 

Diese kann für einen begrenzten Zeitraum durch orale Gabe von Glukokortikoiden erfolgen. 

Aber auch andere immunsupprimierende Medikamente finden hier nach eingehender Prüfung 

der Indikation ihre Anwendung, unter anderem Alitretionin, Ciclosporin oder Azathioprin 

(Leitlinie Kontaktekzem 2013). 

In der Zukunft wird das Ziel sein, therapeutisch spezifischer in die Pathogenese des 

allergischen Kontaktekzems einzugreifen. So sind denkbare immunmodulatorische Optionen, 

die Entzündungszellen an ihrer Rekrutierung zu hindern oder die Interaktion mit Zytokinen 

zu inhibieren. Auch könnten anti-inflammatorische Peptide oder Nonsense-Oligonkuleotide 

ihre Anwendung finden.   

1.2 Das Integrin αE (CD103) 

Integrine sind Glykoproteine auf Zelloberflächen und fungieren als transmembrane 

Adhäsionsmoleküle. Sie bestehen aus zwei miteinander assoziierten Ketten (α- und β-Kette), 

die für die Bindung des Integrins mit seinem Liganden verantwortlich sind, sodass Zellen mit 

benachbarten Zellen oder der Extrazellularmatrix in Verbindung treten können (Jenkinson et 

al. 2011; Rink et al. 2015). 

CD103 bezeichnet die αE-Kette des Integrins αEβ7. Es wird von verschiedenen Zellen 

exprimiert, vor allem auf intraepithelialen Lymphozyten des Darms, der Lunge und der Haut 

sowie von Mastzellen und dendritischen Zellen (Kilshaw 1999; Schön et al. 2002; Pribila et al. 

2004; Jenkinson et al. 2011). Die Transkription der α-Kette wird durch TGFβ induziert 

(Robinson et al. 2001; Jenkinson et al. 2011). 

Erstmals wurde CD103 als Antigen auf Lymphozyten im intestinalen Epithel von Menschen 

und Mäusen entdeckt. Zu über 90% sind es die intestinalen intraepithelialen T-Lymphozyten, 

die dieses Integrin exprimieren, aber auch in der Lamina propria des Darms können CD103+ 
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T-Zellen nachgewiesen werden (Cerf-Bensussan et al. 1987; Kilshaw und Baker 1988; Kilshaw 

und Murant 1990). 

1.2.1 Funktion als Adhäsionsmolekül 

Der einzige bisher bekannte Ligand von αEβ7 ist E-Cadherin, welches von Epithelzellen, wie 

Keratinozyten und Langerhans-Zellen, exprimiert wird (Tang et al. 1993; Cepek et al. 1994; 

Hermiston und Gordon 1995; Karecla et al. 1995; Kilshaw 1999). E-Cadherin ist ein 

kalziumabhängiges Adhäsionsmolekül, welches an der Erhaltung der epithelialen Integrität 

und der Lokalisation und Retention von Lymphozyten im Gewebe mitwirkt (Rink et al. 2015; 

Cepek et al. 1994). Andere Liganden werden zur Zeit noch diskutiert (Strauch et al. 2001; 

Jenkinson et al. 2011). 

In seiner Rolle als Adhäsionsrezeptor ist das Integrin CD103 an der Lokalisation bestimmter 

T-Zellen im Epithel beteiligt (Hardenberg et al. 2018). Durch die Bindung an E-Cadherin 

vermittelt es die Adhäsion von T-Zellen an Epithelzellen (Cepek et al. 1993; Kilshaw und 

Higgins 2002). So konnte in CD103-/- Mäusen gezeigt werden, dass in Abwesenheit von 

CD103 die Zahl intestinaler und vaginaler intraepithelialer T-Zellen verringert war (Schön et 

al. 1999). Neben der Retention von T-Zellen im Epithel beeinflusst CD103 auch Motilität und 

Morphe einiger Lymphozyten (Schlickum et al. 2008). 

CD103 wird vornehmlich in Geweben mit hohem TGFβ-Gehalt exprimiert, wie bei 

chronischen Entzündungen (Kilshaw und Higgins 2002). CD103+ Zellen wurden  in Läsionen 

atopischer Dermatitis und Lichen planus nachgewiesen (de Vries et al. 1997; Walton et al. 

1997). Weitere Erkrankungen, bei denen CD103 eine Rolle zu spielen scheint, sind Sjögren-

Syndrom, Lupus erythematodes, kutane T-Zell-Lymphome sowie Psoriasis (Dietz et al. 1996; 

Fujihara et al. 1997; Kroneld et al. 1998; Pang et al. 1998).  

1.2.2 Expression durch T-Lymphozyten 

Innerhalb der T-Zell-Populationen scheint CD103 hauptsächlich von CD8+ Zellen exprimiert 

zu werden und damit für deren epidermale Lokalisation und Rekrutierung während der 

inflammatorischen Reaktion verantwortlich zu sein, besonders nach deren Eintritt ins Epithel 

(Russell et al. 1994; Pauls et al. 2001; Ericsson et al. 2004; Uss et al. 2006). Auch mit der 

zytotoxischen Aktivität der CD8+ T-Zellen bei Abstoßungsreaktionen ist CD103 assoziiert 

(Feng et al. 2002; El-Asady et al. 2005; Yuan et al. 2005). Viele Studien zeigen, dass αEβ7 für 

die Retention und Funktion regulatorischer CD4+/CD25+ Treg im Gewebe verantwortlich ist 

und dass es in deren Abwesenheit zu gesteigerter Immunantwort kommt (Lehmann et al. 2002; 
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Siegmund et al. 2005; Suffia et al. 2005). So wurde auch in der Haut bei CD103-/- Mäusen das 

spontane Auftreten inflammatorischer Läsionen beobachtet, was darauf schließen lässt, dass 

die Abwesenheit dieses Integrins ein Risikofaktor für die Entstehung von inflammatorischen 

Hauterkrankungen sein kann (Schön et al. 2000). 

Auch murine dendritische epidermale T-Zellen (DETZ) exprimieren CD103, denn in der 

Epidermis defizienter Mäusen waren diese in signifikant vermindert (Schön et al. 2002).  

1.2.3 Expression durch dendritische Zellen 

Nicht nur Lymphozyten können CD103 exprimieren. So wurde das Integrin auch auf 

dendritischen Zellen und Mastzellen nachgewiesen (Kilshaw 1993; McLellan et al. 2002; 

Edwards et al. 2003; Pribila et al. 2004). Auch hier scheinen die Aufgaben vielfältig zu sein: 

Neben der Antigenpräsentation durch CD103+ DZ (del Rio et al. 2007), erfolgt durch sie auch 

die Stimulation von CD8+ Effektorzellen im Darm (Johansson-Lindbom et al. 2005). Auf der 

anderen Seite wurden aber auch CD103+ dendritische Zellen beschrieben, die vornehmlich für 

die Entwicklung von Treg verantwortlich sind (Coombes et al. 2007). Der CD103-Expression 

auf DZ wird demnach auch die Rolle zugesprochen, das Gleichgewicht von Effektorzellen 

und Treg im Gewebe aufrecht zu erhalten und eine essentielle Rolle in der Immunregulation zu 

spielen (Annacker et al. 2005). 

1.3 Zielsetzung der Arbeit 

Trotz vieler Studien ist noch unklar, wie das Integrin αE(CD103) in die Pathogenese des 

allergischen Kontaktekzems involviert ist.  

Ziel dieser Arbeit ist es, herauszufinden, inwieweit CD103-defiziente dendritische Zellen und 

Lymphozyten die Entzündung bei der allergischen Kontaktdermatitis beeinflussen. Im Detail 

soll bestimmt werden, welchen Einfluss sie während der Sensibilisierungs- sowie der 

Effektorphase haben. Bezüglich der DZ wird zum einen ihre Rolle im Ruhezustand und der 

Sensibilisierungsphase (Migration und Maturation) untersucht, zum anderen aber auch ihre 

Aufgaben während der Effektorphase: Gibt es funktionelle Unterschiede? Ist ihre Fähigkeit, 

T-Zellen zu stimulieren, verändert? 

Außerdem wird die Aktivierbarkeit von T Zellen nach der Sensibilisierung – also in der 

Effektorphase – untersucht. Hier wird nochmals unterschieden zwischen CD4+ und CD8+ T-

Zellen und deren eventuell veränderten Funktionen und Eigenschaften.  
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Für die experimentelle Untersuchung der allergischen Kontaktdermatitis wurde das CHS-

Maus-Modell eingesetzt. Dieses weit verbreitete Tiermodell ermöglicht es, die 

immunologischen Mechanismen der allergischen Kontaktdermatitis genauer zu untersuchen 

und teilt sich auch in die afferente und efferente Phase auf. Zuerst wird den Mäusen epikutan 

ein Hapten appliziert, vornehmlich am unteren Rücken. Nach fünf Tagen werden die Tiere 

mit dem Hapten re-exponiert und im Anschluss die Entzündungsreaktion gemessen. Zur Re-

Applikation wird meist das Ohr verwendet, da sich als Surrogat-Parameter für die 

Hautentzündung die Messung der Ohrdicke etabliert hat (Christensen und Haase 2012; Allen 

2013; Martin 2013). In dieser Arbeit wurden potente Haptene für das CHS-Modell verwendet, 

darunter Oxazolon, Fluoresceinisothiocyanat (FITC) und 1-Fluoro-2,4-Dinitrobenzene 

(DNFB). 

 



2 Material und Methoden 12 

2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Geräte 

Tabelle 1: Geräte 

Geräte Bezugsquelle 

BD FACSCanto II BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA  

Brutschrank HERAcell 150  Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA  

Kühl- und Gefrierschränke +4°C; -20°C Liebherr, Bulle, Schweiz  

MACS MultiStand  
Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, 

Deutschland 

MidiMACS Separator 

 

Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, 

Deutschland 

Mikroskop Axiovert 40 C  Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland  

Mikroskop Axioskop 2 Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland 

Mini-Zentrifuge Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland 

Mono-Mixer Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Neubauer Zählkammer  Laboroptik Ltd, Lancing, UK 

Pipetten 10 µl, 100 µl, 200 µl, 1000 µl, 

Multipette 

 

Eppendorf, Hamburg, Deutschland  

Präzisionswaage  Sartorius, Göttingen, Deutschland  

Reinstwasserpumpe arium® 611VF  Sartorius, Göttingen, Deutschland  

Schüttler  Grant Instruments, Cambridge, UK  

Ultraschall-Bad Bandelin, Berlin, Deutschland 

Vortex Genie-2 Scientific Industries, Bohemia, NY, USA 

Wasserbad  Memmert, Schwabach, Deutschland  

Zellkulturbank Safe 2020 Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 
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s.Tab.1ff.  

Zentrifuge Megafuge 1.0 Heraeus Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 

Zentrifuge Megafuge 16 Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 

Zentrifuge Rotina 35 Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Deutschland 

2.1.2 Verbrauchsmaterialien 

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien 

Verbrauchsmaterialien Bezugsquelle 

6-, 12-, 24-, 48-Well Platten Greiner Bio One, Kremsmünster, Österreich 

96-Well-Platten U bottom  Greiner Bio One, Kremsmünster, Österreich 

Cell strainer 70 μm BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA 

Deckgläser Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 

FACS-Falcons 5 ml  Corning Inc, Corning, NY, USA 

FACS-Filcons 50 µm BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA 

Glaspipetten Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Kanülen 17G, 20G 
Braun Melsungen AG, Melsungen, 

Deutschland 

MACS MS Columns, LS Columns 
Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, 

Deutschland 

Petrischale Nunc 140 mm Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 

Petrischale 92x16 mm Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Pipettenspitzen 10 μl  Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Pipettenspitzen 200 µl Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Pipettenspitzen 1000 µl Starlab, Hamburg, Deutschland 

Polypropylen-Röhrchen Cellstar 15 ml, 

50 ml 
Greiner Bio One, Kremsmünster, Österreich 

Reagenzröhrchen 1,5 ml; 2 ml Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
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s.Tab 2ff.  

SuperFrost Plus Mikroskopobjektträger Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 

Zellkulturflaschen 75 cm², 175 cm² Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

2.1.3 Chemikalien 

Tabelle 3: Chemikalien 

Chemikalien Bezugsquelle 

Aceton Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

AEC (Amino-Ethylcarbazol) + High 

Sensitivity Substrat Chromogene 
Dako, Carpinteria, CA, USA 

Ammoniumchlorid (NH4Cl) Merck, Darmstadt, Deutschland 

Ammoniumthiocyanat (NH4SCN) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

ß-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Blocklösung aus TSA Biotin System Perkin Elmer, Waltham, MA, USA 

CFSE Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Dibutylphtalat Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Dinatriumhydrogenphosphat 

(Na2HPO4) 
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Dispase Gibco Life Technologies, Carlsbad, CA, USA 

DNBS Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

DNFB Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

EDTA ultra pure Gibco Life Technologies, Carlsbad, CA, USA 

Ethanol (C2H6O) Merck, Darmstadt, Deutschland 

FACS Clean solution BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA 

FACS Shutdown Solution BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA 

Faramount Aqueous Mounting Medium Dako, Carpinteria, CA, USA 
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s. Tab. 3ff.  

Fetales Kälberserum PAA, Pasching, Österreich 

FITC Isomer I Calbiochem, Darmstadt, Deutschland 

GM-CSF Laboreigen 

HBSS Life Technologies, Carlsbad, CA, USA 

HEPES Gibco Life Technologies, Carlsbad, CA, USA 

Isofluran Abbott, Chicago, IL, USA 

L-Glutamin Gibco Life Technologies, Carlsbad, CA, USA 

Kaliumchlorid (KCl) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) Merck, Darmstadt, Deutschland 

Methanol (CH3OH) Merck, Darmstadt, Deutschland 

Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Natriumpyruvat Gibco Life Technologies, Carlsbad, CA, USA 

NEAA Gibco Life Technologies, Carlsbad, CA, USA 

Ovalbumin Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Oxazolon Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

PBS Lonza Group, Basel, Schweiz 

Penicillin + Streptomycin Gibco Life Technologies, Carlsbad, CA, USA 

RPMI-1640 Medium Lonza Group, Basel, Schweiz 

Trypanblau Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Wasserstoffperoxid (H2O2) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
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2.1.4 Puffer/Lösungen/Medium 

Tabelle 4: Puffer/Lösungen/Medium 

 

PBS 10x (5 l) 
 

400 g  NaCl  

10 g  KCl  

72 g  Na2HPO4 + 2H2O  

10 g  KH2PO4  

ad 5 l aqua bidest, pH 7.2 

 

BMDC Kulturmedium (560,5 ml)  = RPMI-10% 

500 ml  RMPI 1640 w/ L-Glutamin 

500 μl  50 mM β-Mercaptoethanol  

50 ml  FCS  

5 ml  200 mM L-Glutamin  

5 ml  
10.000 U Penicillin + 10.000 μg/ml 

Streptomycin  

  

Erythrozyten-Lysepuffer 10x (1 l) 
 

80,2 g  NH4Cl  

8,4 g  NaHCO3  

20 ml  0,5 M EDTA pH 8,0  

ad 1 L aqua dest. 
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T-Zell Kulturmedium (523,7 ml)  = RPMI-complete 

500 ml BMDC Kulturmedium  

12.5 ml  1 M HEPES 

5.6 ml  10 mM NEAA  

5.6 ml  100 mM Natriumpyruvat 

  

MACS Puffer (500 ml) 
 

495,5 ml  PBS  

2,5 ml  FCS  

2 ml  0,5 M EDTA pH 8.0  

2.1.5 Antikörper für Immunhistochemie 

Tabelle 5: Antikörper Immunhistochemie 

2.1.6 Antikörper für gewebespezifische Rekrutierung und Reifung 

Tabelle 6: Antikörper gewebespezifische Rekrutierung und Reifung 

Antikörper Ursprung Isotyp Markierung Hersteller 

MHC-II Ratte IgG2a κ purified eBioscience, San Diego, CA, USA 

Sekundär-AK Kaninchen IgG Biotin 
Vector Laboratories, Burlingame, 

CA, USA 

Streptavidin-

Peroxidase 
  HRP Vector Laboratories 

Antikörper Ursprung Isotyp Markierung Hersteller 

CD16/32 Ratte IgG2b  purified BD, Franklin Lakes, NJ, USA 

MHC-II Ratte IgG2b PE/Cy7 BioLegend, San Diego, CA, USA 

CD11c Hamster IgG APC/Cy7 BioLegend 

CD86 Ratte IgG2a PE BD Pharmingen 
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2.1.7 Antikörper für Funktionelle Experimente 

Tabelle 7: Antikörper funktionelle Experimente 

Antikörper Ursprung Isotyp Markierung Hersteller 

FcBlock Ratte IgG2b purified BD Pharmingen 

MHC-II Ratte IgG2b FITC BioLegend 

CD11c Hamster IgG APC/Cy7 BioLegend 

CD40 Ratte IgG2a APC BioLegend 

CD86 Ratte IgG2a PE/Cy7 BioLegend 

CD103 Hamster IgG PE BioLegend 

CD3 Hamster IgG APC/Cy7 BioLegend 

CD4 Ratte IgG2b APC Biolegend 

CD8a Ratte IgG PE Immunotools 

s. Tab. 6ff.     

CD40 Ratte IgG2a PE BD Pharmingen 

CCR7 Ratte IgG2a PE Biolegend 

CD62L Ratte IgG2a  APC Immunotools, Friesoyte, 

Deutschland 

CD83 Ratte IgG1ĸ PE BioLegend 

CD103 Hamster IgG PE BioLegend 

7-AAD     PerCP/Cy5.5 BD Pharmingen 

Isotyp Ratte  IgG2b PE Immunotools 

Isotyp Hamster IgG PE BioLegend 

Isotyp Ratte IgG2a PE/Cy7 BioLegend 

Isotyp Hamster IgG APC/Cy7 BioLegend 

Isotyp Ratte IgG2a APC Immunotools 
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s. Tab. 7ff.     

MHC-II Ratte IgG2b PE/Cy7 BioLegend 

CD8a-(Ly-2) 

MicroBeads 

Ratte IgG2a  Miltenyi Biotec, Bergisch-

Gladbach, Deutschland 

CD4-(L3T4) 

MicroBeads 

Ratte IgG2b  Miltenyi Biotec 

MHCII-

MicroBeads 

Ratte IgG2b  Miltenyi Biotec 

CD3 Hamster IgG  eBioscience 

CD28 Maus IgG1  Bio-Rad, Hercules, CA, USA 

Isotyp Ratte IgG2b PE Immunotools 

Isotyp Hamster IgG PE BioLegend 

Isotyp Hamster IgG APC/Cy7 BioLegend 

Isotyp Ratte IgG2b FITC BioLegend 

Isotyp Ratte IgG2a APC BioLegend 

Isotyp Ratte IgG2a PE/Cy7 BioLegend 

7-AAD   PerCP/Cy5.5 BioLegend 

2.1.8 Tiere 

Tabelle 8: Tiere 

Maus Bezugsquelle 

C57BL/6J  Charles River Laboratory, Wilmington, MA, 

USA 

CD103-/-/B6J Schön et al, 1999 

OT-I The Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME, USA 

OT-II The Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME, USA 
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2.1.9 Software 

Tabelle 9: Software 

2.2 Methoden 

2.2.1 Behandlung der Mäuse im CHS-Modell 

Die allergische Kontaktdermatitis wurde im CHS-Modell untersucht. Hierfür wurden den 

Tieren zur Sensibilisierung unterschiedliche epikutan Haptene appliziert. Zum einen dienten 

als Applikationsort die Ohren: Hierfür wurden die Mäuse unter Isofluran-Narkose am rechten 

Ohr entweder mit 10 µl 3%iger Oxazolonlösung, behandelt, oder aber mit 10 µl einer 1%igen 

FITC-Lösung. Als Vehikelkontrolle wurden 10 µl EtOH beziehungsweise 10 µl Aceton:DBP 

(1:1) am linken Ohr aufgetragen. An beiden Ohren wurde jeweils nur die Dorsalseite 

sensibilisiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten (4, 12, 24, 48, 72 h) erfolgte die Präparation der 

Ohren, um diese für immunhistochemische Färbungen zu verwenden.  

Ein weiterer Applikationsort war der Rücken. Die Mäuse wurden ebenso mit Isofluran 

narkotisiert und am unteren Rücken rasiert. Einmalig wurden die Tiere mit 200 µl 1%igem 

FITC in Aceton:DBP (1:1) sensibilisiert. Zu festgelegten Zeitpunkten (12, 24, 48, 72 h) wurden 

dann die drainierenden inguinalen Lymphknoten entnommen, auf Eis gekühlt und weiter 

aufgearbeitet. 

2.2.2 Organpräparation und Zellisolation 

2.2.2.1 Ohrepidermis 

Verschiedene Organe der Mäuse wurden für die Experimente präpariert und daraus die zu 

verwendeten Zellen isoliert. Für immunhistochemische Experimente wurde die Ohrepidermis 

verwendet. Zur Präparation wurden die Ohren der Maus mit einer Schere abgeschnitten und 

mit Hilfe einer Pinzette in eine ventrale und eine dorsale Hälfte gespalten. Die dorsale Hälfte 

wurde mit der Epidermis nach oben in eine 12-Well-Platte überführt und für 45 Minuten bei 

Software Bezugsquelle 

Axiovision Rel 4.7  Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland 

FACS DIVA software  BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA 

ImageJ  National Institutes of Health, Bethesda, MD, 

USA  

Microsoft Office 2010, 2013 und 2016 Microsoft, Redmond, WA, USA  
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37°C in 0,5%igem Ammoniumthiocyanat inkubiert. Anschließend wurden die Ohrhälften in 

PBS überführt, mit Hilfe von zwei feinen Pinzetten konnte die Epidermis abgezogen werden. 

Diese wurde anschließend mit Methanol bei -20°C für 10 Minuten fixiert. Bis zur Färbung 

wurden die Präparate bei 4°C in PBS aufbewahrt. 

2.2.2.2 Lymphknoten 

Insbesondere für die Durchflusszytometrie wurden die drainierenden sowie naiven 

Lymphknoten verwendet. Nach Sensibilisierung an der Rückenpartie wurden die 

Lymphknoten mittels Schere und Pinzette präpariert. Um eine homogene Zellsuspension 

herzustellen, wurden die Lymphknoten in 500 µl PBS aufgenommen, mit einem Stempel 

homogenisiert, filtriert und in insgesamt 1 ml PBS aufgenommen. Anschließend wurden die 

Zellen mit Trypanblau gefärbt und mit Hilfe der Neubauer-Zählkammer gezählt. Pro FACS-

Röhrchen wurden 100.000 Zellen/µl beziehungsweise 500.000 Zellen/µl verwendet. 

Unspezifische Bindungen wurden durch die Inkubation der Zellsuspension mit einem gegen 

CD16/32 gerichteten Antikörper inhibiert (4°C für 5 min, Verdünnung 1:20, 10 µl/100.000 

Zellen).  

2.2.2.3 Dendritische Zellen des Knochenmarks  

Für funktionelle Experimente wurden die dendritischen Zellen des Knochenmarks (BMDC, 

bone marrow derived dendritic cells) benötigt. Die Generierung der BMDC wurde wie bereits 

beschrieben durchgeführt (Lutz et al. 1999; Braun et al. 2010). An Tag 0 wurden pro Maus 

zwei Femur- und zwei Tibiaknochen präpariert und das Knochenmark mit Hilfe von BMDC-

Kulturmedium ausgewaschen. Die Zellsuspension wurde bei 4°C mit 1200 rpm für 10 min 

zentrifugiert. Anschließend wurde das Sediment in Lysepuffer resuspendiert, um die 

verbliebenen Erythrozyten zu entfernen. Die Lyse wurde nach 6 min mit Medium abgestoppt 

und die restlichen Zellen wurden zweimal mit Medium gewaschen, durch ein Zellsieb filtriert 

und in 10 ml Medium aufgenommen. Zur Zellzählung wurden die Zellen mit Trypanblau 

angefärbt und unter dem Mikroskop mit einer Neubauer-Zählkammer gezählt. 2x106 Zellen 

wurden pro Petrischale in 10 ml Medium mit 10% GM-CSF ausgesät und für insgesamt 8 Tage 

bei 37°C inkubiert. An Tag 3 und 6 wurde Medium hinzugefügt oder ein Medienwechsel 

vorgenommen, sodass ein Endvolumen von 20 ml vorlag mit 10% GM-CSF. An Tag 8 

konnten die DZ geerntet werden. Hierfür wurden nicht-adhärente und leicht abzulösende 

Zellen aus den Petrischalen mit einer Glaspipette aufgenommen und in Zentrifugenröhrchen 

überführt. Nach zweimaligem Waschen mit BMDC-Kulturmedium wurden die 

Zellsuspensionen zusammengeführt und erneut unter dem Mikroskop gezählt. Die geerntete 

Population setzte sich aus reifen und unreifen DZ zusammen (Lutz et al. 1999). Im Anschluss 
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konnten diese nun für funktionelle Experimente, wie die T-Zell-Proliferation, verwendet 

werden. 

2.2.2.4 Epidermale dendritische Zellen 

Für funktionelle Experimente wurden auch epidermale DZ verwendet. Zu deren Gewinnung 

wurden die Ohren der Mäuse präpariert. Diese wurden an Tag 0 abgeschnitten und als Ganzes 

in 70%igem EtOH in einer Petrischale gesammelt. Anschließend wurden die Ohren mit Hilfe 

feiner Pinzetten in eine ventrale und eine dorsale Hälfte gespalten und zum Trocknen auf den 

Rand der Petrischale gehängt. Zum Verdau der Ohrhälften wurden diese mit der 

Epidermisseite nach oben zeigend für 60 min bei 37°C in Petrischalen mit Dispase-Lösung 

(2 U/ml in HBSS) überführt. Anschließend konnten nach einem Waschvorgang mit PBS die 

Ohrhälften mit Pinzetten vorsichtig in Epidermis und Dermis getrennt werden. Die Dermis 

wurde verworfen, die Epidermis wurde in 12-Well-Platten überführt und mit T-Zell-

Kulturmedium in Anwesenheit von 10% GM-CSF für 48 Stunden bei 37°C und 5% CO2 

inkubiert. An Tag 2 wurden die Zellen geerntet, welche aus der Epidermis ins Medium 

ausgewandert waren. Hierfür wurden die Kulturplatten für 30 min zunächst auf Eis gestellt, 

anschließend die Zellsuspensionen abpipettiert und für 5 min bei 4°C mit 1200 rpm 

zentrifugiert. Das Sediment wurde in MACS-Puffer resuspendiert und die Zellen wurden unter 

dem Mikroskop mit einer Neubauer-Zählkammer gezählt.  

Im nächsten Schritt erfolgte die Aufreinigung der MHC-II-positiven Zellen durch magnetische 

Zellseparation (magnetic cell separation, MACS). Die Zellen wurden in der Suspension mit 

magnetischen Antikörpern beladen und anschließend mit Hilfe eines Magneten selektiert. Es 

wurde nach dem Protokoll der Firma Miltenyi vorgegangen: Nach dem Zentrifugieren mit 

1300 rpm für 10 min wurde der Überstand abgesaugt und das Sediment in 90 µl entgastem 

MACS-Puffer pro 107 Zellen resuspendiert. Es wurden 10 µl der Anti-MHC-II-MicroBeads 

pro 107 Zellen hinzugegeben und bei 4°C für 15 min inkubiert. Danach wurde die Suspension 

mit 1 ml MACS-Puffer pro 107 Zellen gewaschen, zentrifugiert und in 500 µl Puffer 

resuspendiert. Es folgte die eigentliche magnetische Separation, für die eine Säule auf dem 

MACS-Separator platziert und die Zellsuspension auf die Säule gegeben wurde. Nicht 

beladene Zellen flossen durch und wurden als negative Zellen gesammelt.  Magnetisch 

beladene Zellen blieben in der Säule hängen. Nach Entfernen der Säule vom Separator 

konnten diese mit 1 ml MACS-Puffer ausgespült und als positive Zellen gesammelt werden. 

Anschließend wurden sowohl die positiven als auch die negativen Zellen mit Trypanblau 

gefärbt und mit der Neubauer-Zählkammer mikroskopisch gezählt. Die Bestimmung der 

Reinheit (Anteil an MHC-II-positiven Zellen) erfolgte durchflusszytometrisch. Die 
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epidermalen MHC-II-positiven Zellen konnten nun für funktionelle Experimente verwendet 

werden. 

2.2.2.5 T-Zellen 

Für die Gewinnung Ag-spezifischer T-Zellen wurden an Tag 4 Mäuse in vivo mit 0,3%igem 

DNFB am zuvor rasierten unteren Rücken sensibilisiert. DNFB wird in vivo anstelle des in vitro 

genutzten DNBS verwendet. Nach 5 Tagen der Sensibilisierung wurden an Tag 9 die Mäuse 

getötet, die drainierenden inguinalen Lymphknoten entnommen und in gekühltem PBS 

gesammelt. Unter der Sterilbank wurden die Lymphknoten mit einem Stempel homogenisiert 

und filtriert. Anschließend wurden die Zellen mit Trypanblau gefärbt und mit einer Neubauer-

Zählkammer mikroskopisch gezählt. Um in der Suspension enthaltene DZ zu eliminieren, 

wurden 1x107 Zellen/Petrischale in T-Zell-Kulturmedium mit 5%igem FCS-Gehalt für eine 

Stunde bei 37°C inkubiert. Die Dendritischen Zellen heften sich in dieser Zeit an die 

Petrischale, sodass sich im Medium dann bevorzugt Lymphozyten befinden. Anschließend 

wurden die Zellen durch vorsichtiges Pipettieren geerntet. Die Zellen wurden einmal 

gewaschen, mit 1200 rpm bei 4°C zentrifugiert und in PBS resuspendiert, anschließend wurden 

sie gezählt.  

Für bestimmte Experimente wurden zusätzlich noch CD4+ und CD8+ Populationen durch 

MACS isoliert. In einem weiteren Versuchsaufbau wurden OVA-stimulierte BMDC zum 

Priming der T-Zellen in vitro verwendet. Als T-Zellen wurden hierfür OT-I beziehungsweise 

OT-II Mäuse verwendet. Eine weitere Sensibilisierung in vivo war nicht nötig. An Tag 9 erfolgte 

die positive magnetische Selektion in CD8 (OT-I) beziehungsweise CD4 (OT-II) positive 

Zellen.  

2.2.3 Durchflusszytometrie 

Die Durchflusszytometrie (fluorescence activated cell sorting, FACS) differenziert Zellen anhand ihrer 

Lichtbrechung. Hierfür werden die Zellen mit fluoreszenzmarkierten Antikörpern beladen. Im 

Durchflusszytometer passieren sie einen Laserstrahl, was zur Entstehung von Streulicht führt, 

welches Rückschlüsse auf Volumen und Granularität der Zellen zulässt. Zusätzlich werden die 

Fluoreszenzfarbstoffe detektiert, die durch Antikörper an zelluläre Moleküle gebunden sind. 

Um die Rekrutierung der DZ zu den drainierenden Lymphknoten zu untersuchen und 

nachzuweisen, wurden die Zellen mit monoklonalen Antikörpern gegen Oberflächenmoleküle 

gefärbt. Hierzu zählen das murine MHC-II (IA-IE) und CD11c. Pro 100.000 Zellen wurden 

2 µl der angesetzten Verdünnungen verwendet (Tabelle 5). 
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Um die Reifung zu untersuchen, wurden die Zellen mit monoklonalen Antikörpern gegen 

folgende Oberflächenmoleküle gefärbt: CD86, CD40, CD62L, CCR7, CD83 und CD103. 

Zusätzlich erfolgte die Färbung mit Isotyp-gleichen Kontrollen in gleicher Konzentration. 

Folgende Mengen wurden von den Antikörpern pro 100.000 Zellen verwendet: 

Anti-CD86: 5 µl; anti-CD40: 10 µl; anti-CD62L: 0,5 µl; anti-CCR7: 1 µl; anti-CD83: 2 µl;      

anti-CD103: 0,5 µl. Die Inkubation mit Antikörpern erfolgte für 30 min bei 4°C. Anschließend 

wurde pro Röhrchen 1,25 ml PBS hinzugefügt und für 7 min mit 1300 rpm bei 

Raumtemperatur zentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt, das Sediment in 250 µl PBS 

resuspendiert. 10 min vor der FACS-Messung wurden 10 µl/100.000 Zellen                                    

7-Aminoactinomycin D (7-AAD) hinzugefügt. Dieses Peptid interkaliert mit der DNA von 

nicht-viablen Zellen, so dass hiermit tote Zellen und Zellreste markiert werden können.  

Als Kontrolle dafür, dass die FITC-sensibilisierten Zellen in die inguinalen Lymphknoten 

einwandern, wurden in einem Versuch zusätzlich mesenteriale Lymphknoten sowie Milzen 

präpariert und zu einer Zellsuspension aufgearbeitet. Die Detektion der Zellen erfolgte mit 

dem BD FACSCanto™II, zur Auswertung wurde die FACSDiva Software verwendet. 

2.2.4 Funktionelle Experimente 

2.2.4.1 Stimulation von BMDC und epidermalen DZ 

An Tag 8 wurden die noch semi-reifen DZ geerntet. Für die funktionellen Experimente wie 

das Priming der DZ sowie die T-Zell-Proliferation mussten die Zellen zuvor noch sensibilisiert 

werden und die Reifung abschließen. Hierfür wurden die Zellen auf 6-well-Platten (2x106 

Zellen/well) verteilt und mit 0,5 mM DNBS stimuliert. Für ein anderes Allergen-Modell wurde 

Ovalbumin verwendet. Anstelle von DNBS erfolgte hier die In-vitro-Stimulation der DZ mit 

Ovalbumin (Konzentration 100 µg/ml).  Für 24 Stunden wurden die Zellen bei 37°C 

inkubiert. Für die Stimulation der epidermalen DZ wurden an Tag 2 127.000 – 180.000 

Zellen/well verteilt und ebenfalls mit 0,5 mM DNBS inkubiert. Als Kontrollansatz wurden 

Zellen nur mit BMDC-Kulturmedium inkubiert. An Tag 9 beziehungsweise Tag 3 wurden die 

nun reifen DZ geerntet, mit 1200 rpm bei 4°C für 5 min zentrifugiert, und das Sediment in T-

Zell-Kulturmedium resuspendiert. Der Phänotyp und damit die Reifung der DZ wurden 

durchflusszytometrisch mit Antikörpern gegen CD103, CD11c, CD40, CD86 und MHC-II 

sowie deren Isotyp-Kontrollen bestimmt. 
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2.2.4.2 Co-Kultur 

Nun wurden T-Zellen und die DZ in vitro zusammengeführt, um die T-Zell-Proliferation sowie 

das Priming zu untersuchen. Damit die T-Zell-Proliferation durchflusszytometrisch 

nachvollzogen werden konnte, wurden die Zellen mit CFSE beladen. Hierfür wurde die 

Zellsuspension für 8 min bei 30°C im Dunkeln mit 2,5 µM CFSE gefärbt. CFDA-SE ist ein 

intrazellulärer Farbstoff zur Detektion der Zellteilung. Es ist zellpermeabel und wird von den 

Zellen aufgenommen. Intrazellulär wird durch Esterasen die Acetatgruppe abgespalten, sodass 

der fluoreszierende Farbstoff CFSE entsteht. Dieser bindet kovalent mit seiner Succinimidyl-

Gruppe an intrazelluläre Moleküle und bleibt im Zytoplasma präsent. Mit jeder Zellteilung 

wird der Farbstoff und damit die Fluoreszenzintensität auf die Tochterzellen aufgeteilt, sodass 

in der Durchflusszytometrie die Anzahl der Zellteilungen sichtbar gemacht werden kann. 

Anschließend wurden die Zellen mit FCS und mit T-Zell-Kulturmedium gewaschen und 

erneut gezählt. Auf einer 96-well-Platte wurden pro well 1x105 T-Zellen in 200 µl T-Zell-

Kulturmedium ausgesät. Hinzu kamen die DZ (Verhältnis DZ:T 1:3, 1:10, 1:30). Um zu 

untersuchen, ob ein Unterschied im Priming der DZ vorliegt, wurden aus Wildtypmäusen Ag-

spezifische T-Zellen generiert und zusammen mit BMDC aus Wildtyp- und CD103-

defizienten Mäusen kultiviert.  

Eine andere Konstellation wurde gewählt, um die T-Zell-Proliferation zwischen den 

Mauslinien zu vergleichen. Hierfür wurden T-Zellen aus Wildtyp- und CD103-defizienten 

Mäusen zusammen mit BMDC oder epidermalen DZ nur aus Wildtypmäusen kultiviert.  

Als Negativkontrollen wurden ungefärbte T-Zellen (T-Zellen in Medium) sowie unstimulierte 

DZ (BMDC oder epidermale DZ in Medium) verwendet. Für die Positivkontrolle wurden T-

Zellen zusätzlich mit Antikörpern gegen CD3 (Konzentration 1 µl/ml) und CD28 

(Konzentration 1 µg/ml) stimuliert. Für 72 Stunden bei 37°C wurden die Zellen nun co-

kultiviert. Zur Auswertung wurde die CFSE-Fluoreszenz der T-Zellen durchflusszytometrisch 

bestimmt. Hierfür wurden aus den wells die Überstände abpipettiert, die am Boden haftenden 

Zellen wurden in PBS resuspendiert und in FACS-Röhrchen überführt. Nach dem 

Zentrifugieren bei 1300 rpm bei 4°C für 7 min wurde der Überstand abgesaugt und jedes 

Röhrchen mit 10 µl Anti-CD16/CD32 für 10 min bei 4°C inkubiert, um unspezifische 

Bindungen der Antikörper zu vermeiden. Anschließend wurden je 10 µl der Antikörper gegen 

CD3, CD4 und CD8 beziehungsweise deren Isotyp-Kontrollen hinzugefügt und für 30 min 

bei 4°C inkubiert. Danach wurden die Zellen in PBS gewaschen und direkt vor der Messung 

mit 10 µl 7-AAD als Marker für tote Zellen versetzt. 
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2.2.5 Immunhistochemie 

Zur Detektion der nach Sensibilisierung mit Oxazolon oder FITC in der Epidermis 

verbliebenen DZ wurden Epidermis-Präparate von Mausohren immunhistochemisch für 

MHC-II gefärbt. 

Zur Inaktivierung der endogenen Peroxidase wurde die Ohrepidermis nach mehrmaligem 

Waschen in PBS für 10 min in 0,3%iges Wasserstoffperoxid überführt und erneut mit PBS 

gewaschen. Danach wurde mit 0,5%iger Blocklösung in PBS aus dem TSA (Tyramide Signal 

Amplification)-Kit für 30 min bei Raumtemperatur inkubiert, um unspezifische 

Antikörperbindung zu vermeiden. Nach Abpipettieren der Blocklösung erfolgte die Färbung 

mit dem gegen MHC-II gerichteten Primärantikörper mit 250 µl/well. Die Inkubation erfolgte 

bei 4°C über Nacht. Gleichzeitig wurden Isotyp-Kontrollen durchgeführt. Am nächsten Tag 

wurde nach einem Waschgang der biotinmarkierte Sekundärantikörper hinzugefügt (250 

µl/well) und bei Raumtemperatur für 40-50 min auf dem Schüttler inkubiert. Nach 

mehrmaligem Waschen wurden 250 µl/well der Streptavidin-Meerrettichperoxidase zur 

Signalverstärkung hinzugefügt und bei Raumtemperatur für 40 min auf dem Schüttler 

inkubiert. Wieder erfolgte ein Waschgang, danach wurden die Proben mit einigen Tropfen des 

Chromogens AEC (Amino-Ethylcarbazol) im Dunkeln bei Raumtemperatur für 30 min auf 

dem Schüttler gefärbt. Zuletzt wurde die Epidermis mit Leitungswasser gespült und mit Hilfe 

eines Pinsels auf Objektträger gebracht, in wässriger Lösung (Faramount Aqueous Mounting 

Medium) eingebettet und mit einem Deckgläschen bedeckt. Nach dem Trocknen konnten die 

Proben mikroskopisch evaluiert werden. Zellen wurden in mindestens drei Ausschnitten je 

Objektträger mit einer 10-fachen Vergrößerung gezählt und fotografiert. 

2.2.6 Mäuse 

C57BL/6J Mäuse (Wildtyp, CD103+/+) und Integrin-αE(CD103)-defiziente Mäuse (CD103-/) 

(auf C57BL/6J-Hintergrund) wurden unter pathogenfreien Bedingungen in der Zentralen 

Tierexperimentellen Einheit der Universitätsmedizin Göttingen gezüchtet und aufgezogen. 

Für die Experimente wurden Mäuse beider Geschlechter im Alter von acht bis zwölf Wochen 

verwendet. Die Experimente wurden vom Bundesland Niedersachsen genehmigt und gemäß 

den gesetzlichen Vorschriften durchgeführt (Aktenzeichen 12/0836). 
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2.2.7 Statistische Auswertung 

Die statistische Auswertung erfolgte mittels Microsoft Excel Software. Der Mittelwert und 

Standardfehler wurden hiermit berechnet. Zur Signifikanzberechnung wurde der zweiseitige 

Student‘s T-Test verwendet. P-Werte von <0,05 (entsprechend einem Konfidenzintervall von 

95%) wurden als signifikant angesehen. Ausnahmen sind an entsprechender Stelle gesondert 

gekennzeichnet.  
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3 Ergebnisse 

3.1 Normale Funktion der dendritischen Zellen bei CD103-Defizienz 

3.1.1 CD103-defiziente dendritische Zellen unterscheiden sich nicht in ihrer Anzahl 

und Morphologie während der Auswanderung aus der Epidermis 

Als erster Schritt der Kontakthypersensibilisierung erfolgt die Auswanderung der mit einem 

Allergen sensibilisierten DZ aus der Epidermis in die regional drainierenden Lymphknoten, 

um dort auf T-Lymphozyten zu treffen und diese zu aktivieren. Um diese Wanderung der DZ 

zu erfassen, wurden Anzahl und Morphologie der DZ in epidermalen Ohrpräparaten beider 

Mauslinien zu unterschiedlichen Zeitpunkten (0, 4, 12, 24, 48 h) immunhistochemisch 

untersucht und verglichen. 

Hierzu wurden Wildtyp- (wt) sowie CD103-defiziente Mäuse wahlweise mit 1%iger FITC-

Lösung (n = 3) oder 3%iger Oxazolon-Lösung (n = 3) an einem Ohr in vivo einmalig 

sensibilisiert. Das andere Ohr jedes Tieres diente als Vehikel-Kontrolle. Über eine Zeitspanne 

von 0 h (unbehandelte Mäuse) bis 48 h wurde die Epidermis präpariert und in Methanol fixiert. 

DZ wurden anhand ihrer MHC-II-Expression detektiert.  

Beim Ausgangswert von 0 h waren keine nennenswerten Unterschiede in der Zellzahl zu 

erkennen. Im Mittel lag die Anzahl der DZ bei wt-Mäusen bei 408,57 (SEM + 19,09), bei 

CD103-/--Mäusen waren es 400,43 (SEM + 11,86) pro 0,6 mm² Ohrepidermis. Auch 

morphologisch zeigten sich keine Unterschiede (Abb. 1a), sodass für beide Mauslinien ein 

vergleichbarer Ruhezustand als Grundlage für die folgenden Sensibilisierungszeitreihen 

angenommen wurde.  

Zur Beurteilung wurde die Zahl der MHC-II+-Zellen aus den sensibilisierten Ohren in Prozent 

der jeweiligen Vehikel-Kontrolle dargestellt (Abb. 1b und c). Bei den Oxazolon-sensibilisierten 

Mäusen ließ sich eine Dynamik der Auswanderung der MHC-II+-Zellen in beiden Mauslinien 

erkennen. Bis zum Zeitpunkt 48 h nahm der prozentuale Anteil der in der Epidermis 

verbliebenen DZ bei den wt-Mäusen konstant ab (Mittelwert 4 h: 106,88% SEM + 10,09; 48 h: 

95,91% SEM + 3,28). Die CD103-negativen Zellen nahmen bis zum Zeitpunkt 12 h ab 

(Mittelwert 89,77% SEM + 2,91), danach kam es bis zum Zeitpunkt 48 h erneut zu einer 

leichten Zunahme (Mittelwert 95,72% SEM + 2,25). Zu allen Zeitpunkten befanden sich 

prozentual weniger MHC-II+-Zellen in der Epidermis CD103-defizienter Mäuse; der 

Unterschied war nach 12 Stunden signifikant. (wt-Mäuse: 105,24% SEM + 2,80, CD103-/- 
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Mäuse: 89,77% SEM + 2,91; Abb. 1b). Allerdings schwankten die absoluten Zellzahlen 

zwischen den einzelnen Mäusen deutlich (Abb. 1d und e).  

In der Zeitreihe der FITC-sensibilisierten Mäuse waren, unabhängig von der Mauslinie, hohe 

Schwankungen zwischen den einzelnen Zeitpunkten zu erkennen. Bei den wt-Mäusen 

befanden sich zu allen Zeitpunkten prozentual mehr MHC-II+-Zellen in der Epidermis als bei 

CD103-/--Mäusen. Ein klarer signifikanter Unterschied bestand nicht (Abb. 1c). 

Morphologische Unterschiede wurden sowohl bei den FITC- als auch bei den Oxazolon-

sensibilisierten Tieren zu keinem Zeitpunkt gesehen.  

Insgesamt fanden sich somit keine klaren Hinweise darauf, dass CD103 eine Rolle bei der 

Auswanderung der DZ aus der Epidermis spielt. 
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Abbildung 1: CD103- DZ weisen in Anzahl und Morphologie keine Unterschiede während der 
Auswanderung aus der Epidermis auf.  

a) Repräsentative immunhistochemische Färbungen von MHC-II+-Zellen in der 
Ohrepidermis naiver Mäuse. b und c) Nach einmaliger Sensibilisierung mit Oxazolon bzw. 
FITC am Ohr wurden zu den Zeitpunkten 12, 24, und 48 h Epidermispräparate angefertigt 
und die residenten Zellen durch monoklonale Antikörper gegen MHC-II markiert. Zur 
Auswertung wurden pro Maus drei bis vier Ausschnitte aus der Epidermis mikroskopiert und 
die MHC-II+-Zellen gezählt. Dargestellt sind die epidermalen MHC-II+-Zellen im Verhältnis 
zur Vehikelkontrolle in Prozent pro 0,6 mm² Epidermis (n = 3; Mittelwert + Standardfehler) 
für wt- (graue Balken) und CD103-/--Mäuse (schwarze Balken).  
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3.1.2 Dendritische Zellen beider Mauslinien weisen eine ähnliche Dynamik in der 

Migration zum Lymphknoten auf  

Um die Migration in die drainierenden Lymphknoten während der Sensibilisierungsphase zu 

untersuchen, wurden Mäuse beider Linien in vivo am unteren Rücken mit 1%iger FITC-Lösung 

sensibilisiert. Nach 0 h, 12 h, 24 h, 48 h sowie 72 h wurden die inguinalen Lymphknoten 

präpariert, die Zellen isoliert und in Suspension gebracht. Anschließend wurden MHC-II und 

CD11c angefärbt (2.2.3). Diese Oberflächenantigene werden auf dendritischen Zellen stark 

exprimiert. Anschließend wurde die Zahl FITC-aufnehmender MHC-II+CD11c+-Zellen 

durchflusszytometrisch bestimmt (n = 3-13).  

Sowohl bei wt- als auch bei CD103-/--Mäusen stiegen die Zellzahlen in den drainierenden 

inguinalen Lymphknoten bis 72 h (Endpunkt der Messungen) konstant an. Die Anzahl der 

eingewanderten Zellen stieg im Mittel von 9,45x106 (SEM + 3,52) auf 42,47x106 (SEM + 3,41) 

Zellen pro Lymphknoten bei den wt-Mäusen, und von 14,93x106 (SEM + 2,22) auf 39,73x106 

(SEM + 3,08) Zellen pro Lymphknoten bei den CD103-/- Mäusen (Abb. 2a). Damit konnten 

diese Experimente belegen, dass bei beiden Mauslinien eine Immunantwort abgelaufen war. 

Signifikante Unterschiede zwischen den beiden Mauslinien bestanden nicht. 

Alle FITC+-Zellen exprimierten MHC-II+ und CD11c+, sodass diese die aus der Epidermis 

eingewanderten DZ waren.  

In der mittleren Fluoreszenzintensität (Mfi, mean fluorescence intensity) für FITC innerhalb der 

MHC-II+CD11c+ Zellen unterschieden sich die wt- und die CD103-/--Mäuse deutlich. 

Zwischen 12 bis 48 h war die Mfi der CD103- Zellen stets höher als die der wt-Zellen (Abb. 

3b). Signifikante Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen zeigten sich bei 12 h (wt: 

13162,33 SEM + 2077,11; CD103-/- 34987,0 SEM + 2295,02) und 48 h (wt: 17633,33 SEM + 

3351,72; CD103-/- 39782,33 SEM + 2990,76). Diese Ergebnisse könnten ein Hinweis darauf 

sein, dass die CD103- DZ mehr Hapten aufgenommen hatten und eventuell eine bessere 

Priming-Kapazität aufwiesen. Dieser Frage wurde zu einem späteren Zeitpunkt weiter 

nachgegangen (vgl. Abschnitt 3.4). 

3.1.2.1 Die Migration der DZ ist auf die drainierenden Lymphknoten beschränkt 

Um nachzuweisen, dass es sich bei den DZ um spezifische FITC-enthaltende Zellen aus der 

Haut handelte, wurden Zellen aus nicht-drainierenden Lymphknoten (mesenteriale 

Lymphknoten) sowie Splenozyten auf FITC-positive Zellen untersucht (n = 2). Sowohl in der 

Milz als auch in den nicht-drainierenden Lymphknoten ließen sich durchflusszytometrisch 

keine positiven Zellen detektieren (Abb. 3c). Diese Experimente belegten, dass sich die 

Migration der DZ aus der Haut auf die jeweils drainierenden Lymphknoten beschränkte.  
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Die Experimente belegten in ihrer Zusammenschau, dass die Einwanderung der DZ in die 

drainierenden Lymphknoten nach der Sensibilisierung nicht von ihrer CD103-Expression 

abhing. Bei beiden Mauslinien lief eine Immunantwort ab, hinsichtlich der Dynamik der 

Einwanderung und der Anzahl der migrierten Zellen zeigten sich jedoch keine Unterschiede. 

Allerdings waren signifikante Unterschiede bei der Menge des aufgenommenen Haptens 

auszumachen. Bei den CD103- Zellen kam es zu einer Mehraufnahme von FITC in die 

einzelnen Zellen.  

Abbildung 2: CD103- DZ weisen in Anzahl und Dynamik keine Unterschiede während der 
Migration in die drainierenden Lymphknoten auf.   
Nach einmaliger Sensibilisierung mit 1% FITC am unteren Rücken wurden zu den Zeitpunkten 0, 12, 
24, 48 und 72 h die beiden inguinalen Lymphknoten einer Maus entnommen. Die Zellzahlen wurden 
mit Hilfe einer Neubauer-Zählkammer mikroskopisch bestimmt. 
a) Dargestellt sind die absoluten Zellzahlen beider Lymphknoten einer Maus (n = 3, außer 24 h: n = 
13; Mittelwert + Standardfehler) für Wildtyp- (graue Balken) und CD103-/--Mäuse (schwarze Balken). 
b) Als Marker für DZ wurden MHC-II und CD11c durchflusszytometrisch detektiert.  
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Abbildung 3: CD103- DZ weisen prozentual niedrigeren Anteil an FITC auf mit jedoch höherer 
Fluoreszenzintensität.  
a) und b) Die Zellen aus den inguinalen Lymphknoten wurden mit monoklonalen Antikörpern gegen 
MHC-II und CD11c markiert. Zur Auswertung wurde je eine Zellsuspension pro Maus und Zeitpunkt 
durchflusszytometrisch untersucht. Dargestellt sind der prozentuale Anteil an FITC+ DZ sowie die 
mittlere Fluoreszenzintensität des Haptens FITC (n = 3, außer 24 h: n = 11; Mittelwert + 
Standardfehler) für wt- und CD103-/--Mäuse. c) Repräsentative Histogramme der Fluoreszenzintensität 
für FITC in inguinalen und mesenterialen Lymphknoten sowie in Splenozyten 24 h nach der 
Sensibilisierung mit dem Hapten am unteren Rücken. Dargestellt sind Histogramme von wt- (hellgrau) 
und CD103-/--Mäusen (dunkelgrau). * p<0,05; ** p<0,01. 
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3.1.3 Ausgereifte dendritische Zellen weisen gleichen Phänotyp auf 

Um die Reifung der DZ auf ihrem Weg in die drainierenden Lymphknoten nachzuvollziehen, 

wurden Zellen inguinaler Lymphknoten durchflusszytometrisch analysiert (n = 5). Als Marker 

für DZ dienten wieder MHC-II und CD11c. Hinzu kamen CD40, CD83 und CD86 als 

kostimulierende Moleküle bei der T Zell-Aktivierung, CCR7 (Chemokinrezeptor), der die 

Rekrutierung der DZ aus der Haut in sekundäre lymphatische Gewebe reguliert, sowie 

CD62L, ein Homing-Rezeptor für Lymphozyten. Die Untersuchung erfolgte 24 h nach 

Sensibilisierung mit 1%iger FITC-Lösung, da in vorangegangenen Experimenten zu diesem 

Zeitpunkt prozentual die meisten FITC+ DZ in die Lymphknoten gewandert waren (Abb. 3). 

DZ beider Mauslinien erreichten ausgereift die drainierenden Lymphknoten. FITC 

aufnehmende dendritische Zellen (MHC-II+ CD11c+ FITC+) waren für jeden Reifungsmarker 

zu circa 80% positiv (Abb. 4a). Die MFI aller Reifungsmarker war in wt- und CD103- DZ 

nahezu gleich (Abb. 4b).  

 

3.1.3.1 Die meisten eingewanderten DZ der Wildtypmäuse sind CD103 negativ 

Bei Wildtypmäusen wurde der Anteil an FITC+ CD103+ DZ in den drainierenden 

Lymphknoten durchflusszytometrisch bestimmt (n = 5).  Ebenso wurde mit MHC-II+-Zellen 

aus verschiedenen Ohr-Hautschnitten (epidermal, dermal, komplett) von wt-Mäusen 

verfahren (n = 1-6). Hierfür wurden Hautexplantate in vitro verdaut und in Medium inkubiert, 

um Zellen aus dem Gewebe wandern zu lassen. Anschließend wurden die emigrierten Zellen 

in einer Suspension gesammelt und durchflusszytometrisch untersucht.  

In den inguinalen Lymphknoten waren über 80% der Zellen für das Oberflächenmolekül 

CD103 negativ (MHC-II+ CD11c+ FITC+ CD103+: 12,16% SEM+ 2,07).  

Auch die MHC-II+-Zellen aus den epidermalen und dermalen Hautschnitten wiesen kaum 

CD103 auf ihrer Oberfläche auf (epidermal 0,3% SEM + 0,11; dermal 0,2%). In den 

kompletten Hautexplantaten waren im Gegensatz dazu 4,3% MHC-II+ CD103+.  

DZ der Wildtypmäuse exprimierten mehrheitlich kein CD103, sowohl in der Haut (Start-

Gewebe) als auch im Lymphknoten (Ziel-Gewebe).  
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Abbildung 4: CD103- und wt-DZ weisen gleichen Phänotyp auf.  
a) 24 h nach Sensibilisierung mit 1% FITC wurden die inguinalen Lymphknoten einer Maus 
entnommen und die Zellsuspensionen für MHC-II und CD11c gefärbt. Hinzu kamen Färbungen für 
CD86, CD40, CCR7, CD62L und CD83. Die Auswertung erfolgte durchflusszytometrisch. Dargestellt 
sind die Anteile des jeweiligen Reifungsmarkers in MHC-II+ CD11c+ FITC+ Zellen pro Maus (n = 5; 
Mittelwert + Standardfehler) für Wildtyp- (graue Balken) und CD103-/--Mäuse (schwarze Balken). b) 
Repräsentative Histogramme der MFI für die aufgeführten Reifungsmarker in inguinalen 
Lymphknoten 24 h nach der Sensibilisierung mit FITC. Dargestellt ist die Expression der einzelnen 
Antigene auf MHC-II+ CD11c+ FITC+ Zellen von Wildtyp- (hellgrau) und CD103-/--Mäusen 
(dunkelgrau) (n = 5). c) Anteil von CD103 in MHC-II+ CD11c+ FITC+ Zellen in inguinalen 
Lymphknoten 24 h nach Sensibilisierung mit FITC (n = 5). Zum Vergleich ist der CD103+-Anteil in 
MHC-II+ Zellen aus skin explants dargestellt (grau=epidermal; dunkelgrau=dermal; schwarz=komplette 
Explantate) (n = 1-6). ** p<0,01. 
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3.1.4 CD103-Defizienz hat in vitro keine Auswirkung auf die T-Zell-Aktivierung 

Nach der Migration der DZ in die drainierenden Lymphknoten erfolgt dort das Priming der T-

Zellen auf das präsentierte Antigen. Die Priming-Kapazität in beiden Mauslinien wurde in 

Proliferations-Experimenten untersucht. Naive DZ des Knochenmarks (bone marrow derived 

dendritic cells, BMDC) von Wildtyp- und CD103-/--Mäusen wurden hierfür für acht Tage 

kultiviert und anschließend in vitro mit DNBS stimuliert. Gleichzeitig wurden wt-Mäuse am 

unteren Rücken mit DNFB in vivo sensibilisiert und nach fünf Tagen die drainierenden 

inguinalen Lymphknoten isoliert, so dass Antigen (DNFB)-spezifische T Zellen gewonnen 

und mit CFSE gefärbt wurden. CFSE verbleibt im Zytoplasma der Zellen. Bei jeder Zellteilung 

halbiert sich die Fluoreszenzintensität in den Tochterzellen, sodass die Anzahl der 

Zellteilungen sichtbar gemacht werden kann. Danach wurden die nun reifen DZ mit den Ag-

spezifischen T Zellen zusammen für 72 h co-kultiviert (n = 3). Die Proliferation der T-Zellen 

anhand der CFSE-Intensität ausgewertet (Abb. 5).  

Hinsichtlich der Priming-Kapazität der BMDC beider Mauslinien fielen keine signifikanten 

Unterschiede auf, sowohl bezüglich der CD4+ als auch der CD8+ T-Zellen (Abb. 6a).  

Innerhalb der CD4+ T-Zell-Population fiel auf, dass sowohl die mit DNBS stimulierten als 

auch die unstimulierten BMDC zu einer ähnlich hohen Proliferation der T-Zellen führte. Für 

die DZ:T-Ratio 1:10 waren beispielsweise bei den wt-Mäusen durch die stimulierten BMDC 

im Mittel 14,91% (SEM + 0,66) der T-Zellen proliferiert. Nicht stimulierte BMDC führten im 

Mittel bei 15,34% (SEM + 0,88) der T-Zellen zur Proliferation (Abb. 6b).  

Bei den CD8+ T-Zellen hingegen war ein deutlicher Unterschied zwischen DNBS-Behandlung 

und Vehikel-Kontrolle zu erkennen. Ohne Stimulation der BMDC kam es bei beiden 

Mauslinien zu keiner nennenswerten Proliferation der T-Zellen. Hingegen führte die In-vitro-

Sensibilisierung der BMDC mit DNBS zu einer deutlichen Proliferation. Beispielhaft bei der 

DZ:T-Ratio von 1:10 proliferierten bei den wt-Mäusen im Mittel 28,31% (SEM +2,48) CD8+ 

T-Zellen durch die Aktivierung von stimulierten BMDC. In der Vehikel-Kontrolle waren es 

im Mittel nur 7,25% (SEM + 0,74). 

Diese Experimente zeigten, dass es keinen Unterschied zwischen den Mauslinien hinsichtlich 

der Priming-Kapazität der DZ gab. Die Expression von CD103 auf den DZ war nicht 

notwendig für die Aktivierung der CD4+ oder CD8+ T-Zellen. 

Um einen weiteren Hinweis auf gleiches Priming-Verhalten von Wildtyp- und CD103-/--

Mäusen zu erlangen, wurde mit den BMDC beider Mauslinien und T-Zellen aus OT-1 und 

OT-2 Mäusen eine weitere Proliferations-Messung durchgeführt (n = 1). Im Unterschied zu 

den vorangegangenen Experimenten, wurden die BMDC dieses Mal mit Ovalbumin 

sensibilisiert. 
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In diesem Experiment zeigte die Priming-Kapazität der Wildtyp- und der CD103-/--Mäuse 

gegenüber CD4+ oder CD8+ T-Zellen erneut keine Unterschiede. Signifikante Unterschiede 

bestanden hingegen bei der Aktivierung durch stimulierte oder unstimulierte BMDC. Im 

Mittel proliferierten die CD4+-Zellen um das 9,3fache bei wt-Mäusen (Bsp. DZ:T-Ratio 1:10) 

(ohne Stimulation: 9,9% SEM + 0,6; mit Stimulation 92,1% SEM + 2,0) und um das 8,6fache 

bei CD103-/--Mäusen (ohne Stimulation: 9,4% SEM + 0,6; mit Stimulation 81,7% SEM + 2,0). 

Sehr ähnlich verhielt sich die Proliferation der CD8+ T-Zellen (Abb. 7).  

Dieses Experiment belegte erneut, dass CD103 auf DZ nicht notwendig für die Aktivierung 

der T-Zellen war und ein gleiches Priming, unabhängig der Mauslinien, stattfand. 
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Abbildung 5: Zellsortierung für funktionelle Versuche.  
Repräsentative Darstellung der Plots zur Auswertung der Zellen in der Durchflusszytometrie. 1. 
Auftragung des Seitwärts- gegen das Vorwärtsstreulicht zur Markierung der Lymphozyten 
(dunkelgraue Punkte). 2. Auftragung von 7-AAD, welches durchflusszytometrisch der Detektion von 
totem Zellmaterial dient, gegen CD3 zur Markierung lebender Zellen (hellgraue Punkte). 3. Auftragung 
von CD8 gegen CD4 zur Markierung einfach positiver T-Zell-Populationen. 4. Histogramme von 
CD8+ (dunkelgrau) und CD4+ Zellen (hellgrau) anhand der Fluoreszenzintensität von CFSE zur 
Darstellung proliferierter T-Zellen.  
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Abbildung 6: Gleiche Priming-Kapazität von wt- und CD103- BMDC bei Stimulation mit 
DNBS 
a) Um Antigen-spezifische T-Zellen zu generieren, wurden Wt-Mäuse am unteren Rücken mit DNFB 
sensibilisiert und die Zellen aus den inguinalen Lymphknoten an Tag 5 isoliert. Anschließend erfolgte 
die Beladung mit CFSE. Diese Zellen wurden mit DNBS-stimulierten BMDC von wt- (graue Balken) 
oder CD103-/--Mäusen (schwarze Balken) in den Verhältnissen (DZ:T) 1:3, 1:10 und 1:30 für 72 h 
kultiviert. Mittels Durchflusszytometrie wurde der prozentuale Anteil und die mittlere 
Fluoreszenzintensität der proliferierten CD4+ CFSE+ und CD8+ CFSE+ Zellen innerhalb der 
Lymphozyten-Populationen (% dividing cells) bestimmt (n = 3; Mittelwert + Standardfehler). Als 
Kontrolle dienten unstimulierte BMDC (gestreift) von wt- und CD103-/--Mäusen. b) Repräsentative 
Histogramme der Fluoreszenzintensität für CFSE sind in der Ratio DZ:T 1:30 dargestellt 
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Abbildung 7: Gleiche Priming-Kapazität von wt- und CD103- BMDC bei Stimulation mit OVA. 
BMDC beider Mauslinien wurden generiert. An Tag 8 wurden die Zellen mit Ovalbumin in vitro 
stimuliert und für 24 Stunden inkubiert. Als Kontrolle dienten in Medium inkubierte DC. Anschließend 
wurden die Zellen geerntet und für Co-Kulturen verwendet. CFSE-beladene Zellen aus der Milz sowie 
aus den axialen, brachialen und inguinalen Lymphknoten von OT-I und OT-II-Mäusen wurden mit 
OVA-stimulierten BMDC von wt- (graue Balken) oder CD103-/--Mäusen (schwarze Balken) in den 
Verhältnissen (DZ:T) 1:3, 1:10 und 1:30 für 72 h kultiviert. Mittels Durchflusszytometrie wurde der a) 
prozentuale Anteil und b) die mittlere Fluoreszenzintensität von proliferierten CD4+ CFSE+ bzw. 
CD8+ CFSE+ Zellen innerhalb der Lymphozyten-Populationen (% dividing cells) bestimmt (n = 1; 
Mittelwert + Standardfehler). Als Kontrolle dienten unstimulierte BMDC (gestreift) von wt- und 
CD103-/-- Mäusen.  
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3.1.4.1 BMDC beider Mauslinien weisen gleichen Phänotyp auf 

Die Phänotypen der reifen BMDC aus wt- und CD103-/--Mäusen waren gleich. Hierfür 

wurden auf CD11c+ Zellen durchflusszytometrisch MHC-II (zur Markierung der DZ), CD86 

und CD40 (Co-Stimulatoren für die T-Zell-Aktivierung) verglichen (n = 3). Bei beiden Linien 

waren die BMDC gereift und konnten für die Proliferations-Experimente verwendet werden. 

Die DNBS-Stimulation hatte keine Auswirkung auf die Reifung der DZ (Abb. 8). 

Wie die aus der Haut in die regionalen Lymphknoten eingewanderten dendritischen Zellen 

exprimierten auch die Wildtyp-BMDC nur zu einem kleinen Teil CD103 (7,9% der CD11c+ 

Zellen (SEM + 2,95) bei stimulierten DZ und 8,87% (SEM + 2,20) bei Vehikelkontrollen). 

 
Während der Sensibilisierungsphase konnte der CD103-Expression auf dendritischen Zellen 

keine Rolle in der Entstehung einer allergischen Reaktion zugewiesen werden. Im nächsten 

Schritt wurde daher die T-Zell-Antwort untersucht. 
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Abbildung 8: Gleicher Phänotyp der BMDC beider Mauslinien.  
a) Für funktionelle Versuche wurden BMDC beider Mauslinien generiert. An Tag 8 wurde die Zellen 
mit 0,5 mM DNBS in vitro stimuliert und für 24 h inkubiert. Als Kontrolle dienten in Medium inkubierte 
DZ. Anschließend wurden die Zellen geerntet und ihr Phänotyp durchflusszytometrisch untersucht, 
bevor sie für Co-Kulturen verwendet wurden. Hierfür wurden Färbungen mit Antikörpern gegen 
folgende Antigene vorgenommen: MHC-II, CD40 und CD86. Dargestellt sind die prozentualen 
Anteile des jeweiligen Reifungsmarkers in CD11c+-Zellen pro Maus (n = 3; Mittelwert + 
Standardfehler) für Wildtyp- (graue Balken) und CD103- BMDC (schwarze Balken), sowohl für die 
unbehandelten (gestreift) als auch für die stimulierten DZ (unifarben). b) Dargestellt ist der prozentuale 
Anteil von CD103 in CD11c+ Zellen pro Maus (n = 3; Mittelwert + Standardfehler) für stimulierte 
(grauer Balken) bzw. unstimulierte BMDC (gestreifter Balken) (n = 3). 
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3.2 Gesteigerte T-Zell-Antwort bei CD103-Defizienz 

3.2.1 BMDC-vermittelte Ag-spezifische T-Zell-Antwort ist bei CD8+ CD103- Zellen 

gesteigert 

Um die Ag-spezifische T-Zell-Antwort der beiden Mauslinien zu vergleichen, wurde der 

gleiche experimentelle Versuchsaufbau wie bei den Versuchen zur Priming-Kapazität der 

BMDC genutzt. Im Unterschied dazu wurden hier BMDC nur aus wt-Mäusen und T-Zellen 

aus wt- und CD103-/--Mäusen generiert. Die Auswertung erfolgte erneut nach 72 h Co-

Kultivierung anhand der CFSE-Intensität der CD4+ bzw. CD8+ T-Zellen (n = 3). 

Die Proliferation der CD4+ T-Zellen war bei Verwendung von DNBS-stimulierten BMDC 

und der Vehikel-Kontrolle gleich. Ebenso bestanden keine Unterschiede in der Proliferation 

zwischen T-Zellen aus Wildtyp- und CD103-/--Mäusen (Bsp. DZ:T 1:10 :  wt-DNBS 13,39% 

SEM + 0,73; wt-Vehikel 16,26% SEM + 0,83;  CD103-/--DNBS 11,88% SEM + 0,65; CD103-

/--Vehikel 12,12% SEM + 0,54) (Abb. 9). 

CD103-defiziente CD8+ T-Zellen proliferierten dagegen im Vergleich zu den Wildtyp-CD8+ 

T-Zellen stärker. Signifikante Unterschiede zeigten sich beim Verhältnis DZ:T 1:10. Im Mittel 

proliferierten hier 23,78% (SEM + 1,12) der wt-T-Zellen und im Gegensatz dazu 29,62% 

(SEM + 1,43) der CD103- T-Zellen (Abbildung 9).  

Ähnlich wie bei den Priming-Versuchen war der Unterschied der Proliferation zwischen 

DNBS-Behandlung und Vehikel-Kontrolle deutlich. (Bsp. DZ:T 1:10 : wt-DNBS 23,78% 

SEM + 1,12; wt-Vehikel 9,48% SEM + 1,24;  CD103-/--DNBS 29,62% SEM + 1,43;        

CD103-/--Vehikel 11,53% SEM + 1,73). 

In den genannten Experimenten wurden alle Lymphozyten aus den Lymphknoten für die 

Proliferations-Experimente verwendet und erst durch monoklonale Antikörper gegen CD4+ 

oder CD8+ im Durchflusszytometer sortiert. Um sicherzugehen, dass die so durchgeführte 

Aufreinigung der Ag-spezifischen T-Zellen in ihre Subpopulationen erfolgreich war, wurden 

in einem Experiment vor der Co-Kultivierung magnetisch die CD4+ und CD8+-

Lymphknoten-Zellen separiert. Auch hier war kein Unterschied in der Proliferation von CD4+ 

Zellen auszumachen. Die CD8+ CD103- T-Zellen proliferierten erneut stärker, hier signifikant 

bei der DC:T-Ratio von 1:30. Im Mittel proliferierten bei den wt-Mäusen 24,38% (SEM + 

2,38) der CD8+ Zellen, bei den CD103-/--Mäusen hingegen waren es 44,40% (SEM + 5,05). 

Ebenfalls waren deutliche Unterschiede hinsichtlich der Kultivierung mit stimulierten oder 

nichtstimulierten BMDC zu erkennen (Bsp. DZ:T 1:30 : wt-DNBS 24,38% SEM + 2,38; wt-

Vehikel 19,01% SEM +0,59; CD103-/- DNBS 44,4% SEM + 5,05; CD103-/--Vehikel 24,79% 

SEM + 1,96). 
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Abbildung 9: Gesteigerte BMDC-vermittelte T-Zell-Antwort bei CD103-/--Mäusen.  
a und b) CFSE-beladene Zellen aus den inguinalen Lymphknoten von DNFB-sensibilisierten wt- 
(graue Balken) und CD103-/--Mäusen (schwarze Balken) wurden mit DNBS-stimulierten wt-BMDC in 
den Verhältnissen (DZ:T) 1:3, 1:10 und 1:30 für 72 h kultiviert. Prozentualer Anteil und MFI 
proliferierter CD4+ CFSE+ und CD8+ CFSE+ Zellen (% dividing cells) wurden durchflusszytometrisch 
bestimmt (n = 3; Mittelwert + Standardfehler). Als Kontrolle dienten unstimulierte BMDC (gestreift) 
von wt-Mäusen. Repräsentative Histogramme der Fluoreszenzintensität für CFSE sind in der Ratio 
1:30 dargestellt. 
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3.2.2 Gleiche Ag-spezifische T-Zell-Antwort durch epidermale DZ 

Um die T-Zell-Antwort in vitro mehr an die Bedingungen in vivo anzupassen, wurden in 

weiteren Versuchen statt BMDC epidermale Dendritische Zellen für die Proliferations-

Experimente der T-Zellen verwendet. Dafür wurden Dermis und Epidermis der Ohren naiver 

Wt-Mäuse durch Dispase getrennt.  Die Epidermis wurde für 48 h in Medium inkubiert um 

DZ ins Medium auswandern zu lassen. Diese wurden durch magnetische Separation nach 

MHC-II-Expression aufgereinigt und für die Experimente verwendet (n = 3). 

Die Ag (DNFB)-spezifischen T-Zellen wurden wie zuvor generiert und magnetisch nach 

CD8-Expression sortiert. CD4+-Zellen wurden aufgrund der vorherigen Ergebnisse nicht 

weiter betrachtet. Die Co-Kultivierung sowie die Auswertung erfolgten wie zuvor mit dem 

Unterschied der DZ:T-Ratio von 1:30 und 1:100. 

Bei diesen Experimenten zeigten sich keine Unterschiede in der Proliferation der CD8+ Zellen 

zwischen den wt- und CD103-/- Mäusen. Im Mittel proliferierten (DZ:T Ratio 1:30) bei den 

wt-Mäusen 69,07% (SEM + 3,26) der T-Zellen, bei den CD103-/--Mäusen waren es 67,13% 

(SEM + 3,80) (Abb. 10). In den unstimulierten Kontrollen proliferierten nur 36,06% (SEM + 

4,97) der wt- und 39,95% (SEM + 6,03) der CD103- T-Zellen.  
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Abbildung 10: Keine gesteigerte T-Zell-Antwort bei CD103-/--Mäusen durch Stimulation mit 
epidermalen DZ.  
Für funktionelle Versuche wurden epidermale DZ von Wt-Mäusen generiert. In vitro wurden die Zellen 
mit 0,5 mM DNBS stimuliert und für 24 h inkubiert. Als Kontrolle dienten in Medium inkubierte DZ. 
Anschließend wurden die Zellen für Co-Kulturen verwendet. CFSE-beladene Zellen aus den 
inguinalen Lymphknoten von DNFB-sensibilisierten wt- (graue Balken) und CD103-/--Mäusen 
(schwarze Balken) wurden mit DNBS-stimulierten epidermalen DZ von wt-Mäusen in den 
Verhältnissen (DZ:T) 1:30 und 1:100 für 72 h kultiviert. Zuvor wurden CD8+ Zellen durch MACS 
aufgereinigt. Mittels Durchflusszytometrie wurde der prozentuale Anteil und die MFI proliferierter 
CD8+ CFSE+ Zellen (% dividing cells) bestimmt (n = 3; Mittelwert + Standardfehler). Als Kontrolle 
dienten unstimulierte epidermale DZ (gestreift) von wt-Mäusen. Repräsentative Histogramme der MFI 
für CFSE sind in der Ratio DZ:T 1:30 dargestellt. 
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3.2.2.1 Epidermale dendritische Zellen tragen kein CD103 

Aufgrund der Ergebnisse der Proliferations-Experimente wurde der Phänotyp der 

epidermalen Zellen untersucht. Hierfür wurden die MHC-II+-Zellen aus der magnetischen 

Sortierung in der Durchflusszytometrie untersucht. Als Marker für dendritische Zellen diente 

MHC-II. Hinzu kam ein monoklonaler Antikörper gegen CD103. In der Auswertung zeigte 

sich, dass der Anteil CD103 positiver epidermaler DZ bei unter 1% lag. Im Mittel waren nur 

0,3% (SEM + 0,11) der Zellen CD103+ (Abb. 11). Diese Ergebnisse gaben einen Hinweis 

darauf, warum es keinen Unterschied in der T-Zell-Antwort bei Aktivierung durch epidermale 

DZ gab.  

CD103- CD8+ T-Zellen zeigten eine stärkere Antwort als T-Zellen von Wildtyp-Mäusen. Dies 

war der Fall, wenn die Stimulation durch BMDC erfolgte. Wurden die Zellen jedoch mit 

epidermalen DZ co-kultiviert, so ergaben sich zwischen den Versuchsgruppen keine 

Unterschiede, da sich auf den epidermalen Zellen der wt-Mäuse kein CD103 befand.  
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Abbildung 11: Epidermale DZ tragen kein CD103.  
Für funktionelle Versuche wurden epidermale DZ von Wildtypmäusen generiert. In vitro wurden die 
Zellen mit 0,5 mM DNBS stimuliert und für 24 h inkubiert. Als Kontrolle dienten in Medium 
inkubierte DZ. Vor der Stimulation wurden die bis dato geernteten Zellen durchflusszytometrisch auf 
ihre CD103-Expression untersucht. Dargestellt ist der Anteil von CD103 in epidermalen MHC-II+ 
Zellen (n = 6; Mittelwert + Standardfehler) sowie in kutanen Hautexplantaten (n = 1).  
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4 Diskussion 

Dem Integrin αE(CD103) wird eine Rolle in der Entstehung von Immunantworten 

zugeschrieben. Die genaue Funktion dieses Adhäsionsmoleküls ist dennoch nicht vollständig 

entschlüsselt. Es wird auf vielen Zellen exprimiert, unter anderem auf dendritischen Zellen 

und CD4+ und CD8+ T-Zellen (Kilshaw und Higgins 2002). Neben der Aufgabe des 

Rekrutierens von T-Zellen ist es ebenso beteiligt an intraepithelialer Morphogenese und 

Motilität mancher Lymphozyten (Pauls et al. 2001; Schlickum et al. 2008). Diese Zellen 

könnten an der Pathogenese der allergischen Kontaktallergie beteiligt sein.  Bei dem hier 

untersuchten murinen Modell der Kontakthypersensibilisierung (CHS) handelt es sich um eine 

pathologische, von dendritischen Zellen abhängige adaptive T-Zell-Antwort. Diese Arbeit 

beschäftigte sich mit der Rolle des Integrins CD103 in diesem Modell, wobei der Schwerpunkt 

auf der Untersuchung der Sensibilisierungsphase und den dabei involvierten Zellen lag. Das 

Ziel war es, herauszufinden, welche Zellen generell an der Kontakthypersensibilisierung 

beteiligt sind und welche davon CD103 auf ihrer Oberfläche exprimieren.  

In diesem Zusammenhang wurde herausgefunden, dass CD103 auf dendritischen Zellen 

wahrscheinlich eine untergeordnete Rolle spielt. Eher erscheint die T-Zell-Funktion durch die 

CD103-Expression beeinflusst zu sein. Hier wurde gezeigt, dass es vor allem CD103- CD8+ 

Zellen sind, welche zu einer gesteigerten Immunantwort beitragen.  

4.1 CD103- dendritische Zellen können Kontakthypersensibilisierung 

auslösen 

Mehrere Typen dendritischer Zellen wurden beschrieben, je nach ihrer Lokalisation im 

Gewebe und ihrem immunologischen Armamentarium nehmen sie unterschiedliche Funktion 

in der CHS wahr.  

Epidermale DZ sind Langerhans-Zellen (LZ). Sie exprimieren Langerin, EpCAM, MHC-II 

und CD11b (Bursch et al. 2007; Ginhoux et al. 2007; Poulin et al. 2007; Noordegraaf et al. 

2010). Im Gegensatz zu Langerin+ dermalen DZ (dDZ), welche zum Teil CD103 exprimieren, 

findet sich dieser Oberflächenmarker bei den Langerhans-Zellen der Epidermis nicht (Kilshaw 

1993; Pribila et al. 2004). Auch in dieser Arbeit wurde durchflusszytometrisch bestätigt, dass 

epidermale DZ kein CD103 tragen. 

In der Dermis sind mehrere DZ-Typen zu finden, insgesamt wurden fünf beschrieben (Henri 

et al. 2010), wobei nur eine kleine Gruppe überhaupt CD103 exprimiert. Ein Typ sind die LZ 

in transit. Früher wurde angenommen, dass die Langerin+ Zellen in der Dermis ursprünglich 
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aus der Epidermis eingewanderte LZ sind. Aber nur eine Minderheit von etwa 10% stammt 

tatsächlich aus der Epidermis, der Hauptanteil der hier anwesenden Langerin+ dDZ ist 

ortsständig. Früher wurde deswegen Langerin als Unterscheidungsmarker von epidermalen 

und dermalen DZ genutzt, dies ist aber nach heutigem Kenntnisstand nicht zielführend (Henri 

et al. 2010). 

Die übrigen vier Typen lassen sich zunächst anhand der Expression des Integrins CD11b 

unterscheiden, das von den meisten (circa 65%) der dDZ exprimiert wird. CD11b+ dDZ tragen 

kein Langerin und kein CD103. Die kleine Gruppe der CD11b- Zellen wird weiter untereilt in 

Langerin+ und Langerin- dDZ, etwa im Verhältnis 1:3. Die Untergruppe der Langerin+ dDZ 

teilt sich noch auf in CD103-  und CD103+ Zellen, ungefähr im Verhältnis 1:1 (Henri et al. 

2010). Letzterer Subtyp repräsentiert also nur circa 3% der gesamten dermalen DZ. In den In-

vitro-Experimenten dieser Arbeit wurde diese Verteilung bestätigt. Aus den kompletten 

Hautexplantaten (Epidermis + Dermis) ausgewanderte MHC-II+-Zellen wiesen zu etwa 5% 

CD103 auf ihrer Oberfläche auf. Dabei handelt es sich aller Wahrscheinlichkeit nach um 

migrierende dermale CD103+ DZ.  

Es wurde beschrieben, dass sich von allen epidermalen und dermalen DZ während der 

Ruhephase die äquivalenten Populationen im Lymphknoten finden lassen (Henri et al. 2010). 

Sowohl im Ausgangszustand als auch während der Inflammation lassen sich migrierte 

epidermale LZ und dermale DZ im Lymphknoten nachweisen. Die Langerin+ DZ im 

Lymphknoten im Ruhemodus können unterteilt werden in Lymphknoten-ständige DZ und 

aus der Haut ausgewanderte DZ. Letztere wiederum lassen sich genau wie in der Kutis in die 

epidermalen LZ und die Langerin+ dDZ einteilen (Poulin et al. 2007; Henri et al. 2010). Dies 

macht deutlich, dass unter normalen Bedingungen alle kutanen dendritische Zellen die gleiche 

Fähigkeit zur Migration aufweisen, egal ob epidermaler oder dermaler Herkunft und 

dementsprechend sowohl CD103- als auch CD103+ Zellen.  

Auf ihrem Weg in den Lymphknoten entwickeln sich die dendritischen Zellen zu reifen Zellen. 

Damit einhergehend steigt die Expression von CD40, CD80, CD86 und MHC-II. Dies ist 

sowohl bei epidermalen LZ als auch bei dermalen DZ der Fall (Bursch et al. 2007).  

In Analogie dazu wurde hier gezeigt, dass kutane DZ der wt-Mäuse sowie der CD103-/--Mäuse 

nach Auswanderung in die drainierenden Lymphknoten eine vergleichbar gesteigerte 

Expression der Reifungsmarker CD86, CD40, CCR7, CD62L und CD83 aufwiesen. Die 

dendritischen Zellen beider Mauslinien waren somit gleichwertig gereift und damit vermutlich 

gleichermaßen zur Antigenpräsentation an die im Lymphknoten ansässigen T-Zellen befähigt.  
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Bereits früher wurde gezeigt, dass frühestens 24 Stunden nach Sensibilisierung TRITC-

aufnehmende Zellen in den drainierenden Lymphknoten nachweisbar waren (Bursch et al. 

2007). Interessant dabei ist, dass zwei Maxima in der Migration auftraten, das erste nach 48 bis 

72 Stunden, das zweite nach 96 Stunden. Bei den zum früheren Zeitpunkt eingewanderten 

Zellen handelte es sich phänotypisch um dermale DZ (Langerin+ und Langerin-), die 

epidermalen LZ wanderten erst zum späteren Zeitpunkt ein.  

In den in dieser Arbeit untersuchten drainierenden Lymphknoten fanden sich, passend zur 

Literatur, prozentual die meisten mit dem fluoreszierenden Farbstoff FITC beladenen 

dendritischen Zellen im Lymphknoten nach 24 Stunden (MHC-II+ CD11c+ FITC+ Zellen), in 

gleichem Maße bei wt- und CD103-/--Mäusen. Ebenso fand sich bei beiden Mauslinien ein 

kontinuierlicher Anstieg der absoluten Zellzahl im Lymphknoten von 24 bis 72 Stunden nach 

Sensibilisierung.  

Wie bereits erwähnt, lassen sich in den drainierenden Lymphknoten alle Subpopulationen 

kutaner dendritischer Zellen finden, also sowohl CD103+ als auch CD103- Zellen. Die 

Ergebnisse dieser Arbeit zeigen dies ebenfalls. Es wurde deutlich, dass auf die gesamte 

Population von DZ im drainierenden Lymphknoten gesehen nur eine Minderheit CD103+ 

war. So exprimierten hier nur knapp 20% der FITC+ DZ der wt-Mäuse CD103.  

Allgemein sind DZ für die Antigenaufnahme in der Haut und deren anschließende 

Präsentation an T-Zellen im drainierenden Lymphknoten zuständig. Früher wurden 

Langerhans-Zellen für die einzigen antigenpräsentierenden Zellen der Haut gehalten. Es gibt 

aber Hinweise darauf, dass auch dDZ hierbei eine wichtige Rolle spielen. In der Literatur 

zeigen sich bezüglich der Notwendigkeit von Langerhans-Zellen und dDZ zur Initiierung 

einer Kontakthypersensibilisierung kontroverse Ergebnisse, wie im Folgenden beschrieben:  

Zum einen wurde beschrieben, dass, sobald epidermale und dermale DZ fehlen, 

erwartungsgemäß  keine Kontakthypersensibilisierung ausgelöst werden kann (Bursch et al. 

2007). Andere Arbeiten zeigten, dass, sobald alle Langerin+ DZ, also LZ und Langerin+ dDZ 

fehlten, keine CHS mehr möglich war (Wang et al. 2008; Honda et al. 2010). Es stellt sich nun 

die Frage, ob alle Langerin+ DZ der Haut dieselben Aufgaben haben. 

Die Gruppe um Edelson hat bereits herausgefunden, dass allein die LZ ausreichend sind, um 

eine Immunantwort auszulösen. Dermale CD103+ DZ schienen nicht notwendig zu sein. 

(Edelson et al. 2010). Ebenso wurde bereits untersucht, dass es ohne LZ zu einer geminderten 

Kontakthypersensibilisierung kommt, da die LZ notwendig erscheinen für eine optimale 

Sensibilisierungsphase (Bennett et al. 2005). Von anderen Autoren wurde beschrieben, dass 

sowohl LZ als auch dDZ eine CHS auslösen können (Tse und Cooper 1990) und dass dDZ 
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prinzipiell ausreichend sind (Kissenpfennig et al. 2005). In der Arbeit von Noordegraaf 

hingegen wird beschrieben, dass die CHS-Antwort abhängig ist von der Anzahl der dDZ mit 

Kontakt zum Hapten. So wurde gezeigt, dass in Abwesenheit von LZ die Immunantwort 

gemindert war, solange die Sensibilisierung mit einem Hapten in geringer Dosis durchgeführt 

wurde. Sobald die Hapten-Konzentration erhöht wurde, fiel die Immunantwort nicht mehr 

gemindert aus (Noordegraaf et al. 2010). Das legt die Vermutung nahe, dass bei ausreichender 

Dosierung des Haptens dieses auch bis in die Dermis vordringt, es von dermalen DZ dort 

aufgenommen und anschließend ebenso wie durch die epidermalen LZ eine adäquate 

Immunantwort ausgelöst werden kann.  

Trotz der Fähigkeit von dDZ, eine Immunantwort auszulösen, scheint diese im Gegensatz zu 

der von Langerhans-Zellen ausgelösten Antwort schwächer zu sein (Bennett et al. 2005). Die 

Vermutung liegt nahe, dass dermale DZ nicht die primär verantwortlichen Zellen für die CHS 

sind und bei Abwesenheit von LZ nur eine kompensatorische Rolle übernehmen. 

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass sowohl die kutanen DZ der wt- als auch die der CD103-/-

-Mäuse in der Lage waren, eine adäquate Immunantwort auszulösen. Es fanden sich keine 

Unterschiede in der Migration und Reifung der Zellen, ebenso wenig im In-vitro-Priming von T-

Zellen. Diese Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass die Langerhans-Zellen die primär 

verantwortlichen Zellen sind zur Auslösung einer adäquaten Immunantwort. Insbesondere 

wurde hier herausgefunden, dass bei den CD103-/--Mäusen die Gruppe der Langerin+ CD103+ 

dDZ fehlte und trotzdem eine Sensibilisierung stattfinden konnte.  

Welche Rolle kann dann CD103 zugeschrieben werden? CD103+ Zellen finden sich nur in der 

Subpopulation von Langerin+ dDZ. Die wichtigste Aufgabe dieser Zellen scheint die 

Kreuzpräsentation von Antigenen zu sein (Bedoui et al. 2009; Edelson et al. 2010; Henri et al. 

2010). Dabei werden exogen aufgenommene Antigene über MHC-I-Moleküle CD8+ T-Zellen 

präsentiert, welche daraufhin zu zytotoxischen T-Zellen aktiviert werden. Dies spielt vor allem 

eine Rolle bei Virusinfektionen, aber auch bei der Abwehr neoplastischer Zellen.   

Es wurde bereits zuvor gezeigt, dass nur CD103+ Langerin+ dDZ das Herpes Simplex Virus 

Typ 1 an naive CD8+ T-Zellen präsentieren konnte. Alle anderen DZ, also LZ und CD103- 

dDZ, konnten Antigene nur CD4+ T-Zellen über MHC-II-Moleküle präsentieren (Bedoui et 

al. 2009). Auch in der Lunge war die CD8+ T-Zell-Antwort auf eine Virusinfektion in 

Abwesenheit von CD103+ DZ insuffizient (Edelson et al. 2010). Bei der Kreuzpräsentation 

von Antigenen scheint also den CD103+ DZ eine besondere Rolle zuzukommen. Vor allem 

die CD103+ dDZ können die von Keratinozyten stammenden Antigene kreuzpräsentieren, 

unabhängig der Anwesenheit von LZ (Henri et al. 2010).  
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Insgesamt konnte bisher immer noch nicht vollständig geklärt werden, welche Beiträge 

Langerhans-Zellen und dDZ im Detail zur Kontakthypersensibilisierung leisten. In den 

Experimenten konnten die DZ der CD103-/--Mäuse sowie die der wt-Mäuse eine vergleichbare 

suffiziente Antigenpräsentation vornehmen. Den CD103-/--Mäusen fehlte konkret eine 

Subpopulation der DZ (Langerin+ CD103+ dDZ) und trotzdem konnte die gleiche CHS-

Antwort ausgelöst werden. Die eigenen Ergebnisse legen somit eher nahe, dass dDZ nicht 

obligat sind in der Antigenpräsentation und im Priming der T-Zellen. 

Weiterhin ist die Funktion von CD103 auf den DZ noch nicht endgültig geklärt. Am 

wahrscheinlichsten ist, dass nicht die CD103+ DZ ausschlaggebend für die 

Kontakthypersensibilisierung sind, sondern insgesamt die Langerin+ DZ, sowohl epidermaler 

als auch dermaler Herkunft. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass das Fehlen von CD103 keine 

veränderte Funktion der DZ nach sich zieht. 

4.2 CD8+ CD103- T-Lymphozyten proliferieren stärker 

In der Kontakthypersensibilisierung sind verschiedene Subtypen von T-Zellen involviert. Zum 

einen finden sich hier die Effektorzellen, zum anderen die regulatorischen T-Zellen. Erstere 

sind vor allem CD8+ T-Zellen. Aber auch CD4+ T-Zellen können als Effektorzellen fungieren. 

Dennoch sind die CD4+ Lymphozyten in ihrer Mehrheit regulatorische T-Zellen. Vor allem 

die CD4+ CD25+ regulatorischen T-Zellen kontrollieren im Lymphknoten die Expansion der 

zytotoxischen CD8+ T-Zellen. Fehlen die CD4+ Zellen, so zeigt sich eine verlängerte und 

verstärkte Immunreaktion (Saint-Mezard et al. 2004). 

Keratinozyten sind das Hauptziel zytotoxischer CD8+ Effektorzellen, sodass letztlich die 

Epidermis geschädigt wird. Damit wird das weitere Eindringen von Haptenen in die Haut 

erleichtert. Ohne CD8+ Zellen ist die CHS nicht möglich. Im Gegensatz dazu sind für die 

initiale Phase einer CHS die CD4+ Zellen abkömmlich, jedoch an der Regulierung der 

Immunantwort beteiligt (Saint-Mezard et al. 2004). 

4.2.1 Gesteigerte Proliferation versus wegfallende Hemmung 

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass CD8+ T-Zellen der CD103-/--Mäuse stärker in 

vitro proliferierten als die des Wildtyps. Zwei Mechanismen sind hierfür denkbar: (i) Die 

Funktion der CD8+ Effektorzellen an sich ist verändert/gesteigert, oder aber (ii) deren 

Regulation ist vermindert.  

Sowohl auf CD8+ als auch auf CD4+ Lymphozyten wird CD103 exprimiert. Auf CD8+ T-

Zellen wird CD103 eher auf einer Subpopulation von Gedächtniszellen und auf naiven Zellen 
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exprimiert. Auf CD8+ Effektorzellen, wie sie bei der CHS zu finden sind, wird eher kein 

CD103 exprimiert. Es finden sich dennoch einige wenige CD8+ CD103+ Effektorzellen. Diese 

haben im Gegensatz zu CD8+ CD103- Zellen eine eher niedrige proliferative und zytotoxische 

Kapazität (Ericsson et al. 2004; Uss et al. 2006; Gebhardt und Mackay 2012). 

Aufgrund dessen scheint es unwahrscheinlich, dass die Proliferation von CD8+ CD103- 

Effektorzellen per se gesteigert ist. In der Literatur finden sich Hinweise darauf, dass es die 

fehlende Hemmung der zytotoxischen CD8+ T-Zellen ist, die zur unkontrollierten 

Proliferation dieser T-Zellen führt. Vor allem wird hierbei der Population der CD4+ CD25+ 

regulatorischen T-Zellen (Treg) eine äußerst wichtige CD103+ Untergruppe zugeordnet.  

Es wurde beschrieben, dass CD103+ DZ wichtig für die Generierung regulatorischer T-Zellen 

ist. Sowohl in der Lamina propria als auch in den mesenterialen Lymphknoten induzieren sie 

die Expression des Transkriptionsfaktors FoxP3 auf CD4+ T-Zellen. FoxP3 ist der beste 

bisher bekannte Treg-Marker und ist zuständig für die Regulierung von Reifung und Funktion 

der T-Zellen (Fontenot et al. 2005). Seine Expression ist eng verknüpft mit der Funktionalität 

der Treg (Rudensky 2011). CD103- DZ im Intestinum können hingegen keine FoxP3-

Expression induzieren (Gavin et al. 2002; Annacker et al. 2005; Coombes et al. 2007; Sun et 

al. 2007). Regulatorische T-Zellen sind meist CD4+ CD25+ und supprimieren die 

Immunantwort. Am potentesten sind diese Zellen, wenn sie CD103 exprimieren. Dann 

zeichnen sie sich durch besonders hohe suppressive Kapazität aus. Vor allem die Th1-

vermittelte Spättypreaktion wird supprimiert (Siegmund et al. 2005). Ohne CD103 ist die 

suffiziente Suppression der T-Zell-Proliferation nicht möglich (Lehmann et al. 2002; Banz et 

al. 2003; Siegmund et al. 2005). Die Gruppe um Lehmann zeigte zudem, dass durch 

CD103+CD25+ Zellen in vitro fast die komplette T-Zell-Proliferation inhibiert werden konnte. 

CD103-CD25- Zellen hingegen zeigten keine suppressive Aktivität. Allerdings konnten 

CD103- CD25+ Treg die Proliferation naiver T-Zellen behindern (Lehmann et al. 2002).  

Es liegt so die Annahme nahe, dass die in den hier gezeigten Experimenten die Treg der   

CD103-/--Mäuse keine regulatorischen Fähigkeiten mehr besitzen. Es konnte bei CD103-

defizienten Mäusen bereits gezeigt werden, dass die FoxP3-Expression auf CD4+ CD25+ T-

Zellen vermindert und daraufhin die Regulation der CHS nicht mehr gewährleistet war. (Braun 

et al. 2015). Dazu passen die hier gezeigten Ergebnisse. Die CD8+ CD103- T-Zellen 

proliferierten in vitro stärker als die CD8+ CD103+ T-Zellen der wt-Mäuse. Durch das Fehlen 

von CD103+ Treg kam es zu einer insuffizienten Termination der Immunantwort.  

Bisher noch ungeklärt ist die Frage geblieben, warum die CD8+ CD103- T-Zellen nur stärker 

proliferieren, wenn sie mit BMDC co-kultiviert wurden. Im In-vitro-Ansatz mit epidermalen 
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DZ zeigte sich zwischen den T-Zellen der wt- und der CD103-/--Mäuse kein Unterschied. Die 

Gruppe um Edelson beschrieb, dass das Fehlen von Langerin+ CD103+ dendritischen Zellen 

zu einem gesteigerten Priming der T-Zellen und zu einer gesteigerten Th1-Antwort führt 

(Edelson et al. 2011). Diese Population fehlt nur bei den BMDC der CD103-defizienten 

Mäuse, jedoch nicht bei den epidermalen DZ. Eventuell könnte dies eine Erklärung sein.  

Insgesamt zeigten die Experimente dieser Arbeit, dass die Proliferation von CD8+ T-Zellen 

gesteigert ist, wenn CD103 fehlt. Am naheliegendsten erscheint die wegfallende Regulation 

der Inflammation durch das Fehlen von CD103 auf den Treg, letztlich kann aber eine per se 

gesteigerte Proliferationskapazität nicht ausgeschlossen werden. 

4.3 Welche Limitierungen gab es? 

Sowohl die dendritischen Zellen als auch die T-Zellen, die für die jeweiligen Experimente 

generiert wurden, stammten in jedem Versuch von unterschiedlichen Tieren. Interindividuelle 

Unterschiede können trotz gleicher Aufzucht und Behandlung der Mäuse nicht 

ausgeschlossen werden. Andererseits wurden die Versuche aus Gründen der Standardisierung 

und der Begrenzung imponderabler Einflussfaktoren mit einem syngenen Inzucht-

Mausstamm durchgeführt. Die natürliche genetische Vielfalt, die auch Immunreaktionen 

beeinflussen kann, wurde dadurch eingeschränkt. 

Parallelen des hier verwendeten murinen Modells der Kontakthypersensibilisierung zum 

menschlichen Immunsystem sind noch nicht in allen Einzelheiten bekannt. Insofern müsste 

die Übertragbarkeit der Ergebnisse auf den Menschen noch überprüft werden. 

Die Proliferations-Experimente der T-Zellen wurden als In-vitro-Versuche durchgeführt. 

Insgesamt ist dabei immer von vielen äußeren Einflussfaktoren auszugehen, wie das 

Zusammenführen von Zellen mehrerer Tiere zur Gewährleistung einer ausreichenden Zellzahl 

oder aber auch die Kontamination der Kulturen mit Restpopulationen anderer Zellen. Zudem 

diente hier die Proliferation als Maß der Aktivität der T-Zellen. Es ist zu überdenken, ob nicht 

die Ausprägung des Kontaktekzems ein besserer Aktivitätsmarker der Zellen wäre. Hierfür 

könnte zum Beispiel als In-vivo-Experiment das Modell des adoptiven Transfers dienen, um 

unterschiedliche DZ und T-Zellen in unterschiedlicher Kombination zu untersuchen. 
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5 Zusammenfassung 

Das allergische Kontaktekzem ist eine dermatologische Erkrankung, die sowohl Kinder als 

auch Erwachsene betrifft und aufgrund der Vielfalt an potentiellen Kontaktallergenen eine 

hohe Prävalenz aufweist.  In den meisten Fällen liegt eine allergische Reaktion vom Spättyp 

zugrunde. Die Spättypreaktion ist eine zellvermittelte Immunreaktion, die in zwei Phasen 

abläuft: die Sensibilisierungs- und die Effektorphase. Immunologisch spielen hier die 

dendritischen Zellen als Antigen-präsentierende Zellen, als auch T-Lymphozyten als Effektor- 

und regulatorische Zellen eine entscheidende Rolle. Bei der Interaktion der Zellen sind 

Integrine ein wesentlicher Bestandteil. CD103 bezeichnet die αE-Kette des Integrins αEβ7. 

Es wird vor allem auf intraepithelialen Lymphozyten und dendritischen Zellen exprimiert. Der 

einzige bisher bekannte Ligand ist E-Cadherin, welches wiederum von Epithelzellen, wie 

Keratinozyten und Langerhans-Zellen, exprimiert wird. Bisher ist bekannt, dass CD103 in 

seiner Rolle als Adhäsionsrezeptor an der Lokalisation und Rekrutierung von T-Zellen im 

Epithel beteiligt ist. Ebenso dient es dazu, das Gleichgewicht von Effektorzellen und Treg im 

Gewebe aufrecht zu erhalten und damit eine essentielle Rolle in der Immunregulation 

einzunehmen. 

In dieser Arbeit wurde untersucht, welche Rolle CD103 in den einzelnen Phasen des 

allergischen Kontaktekzems spielt. Hierfür wurde das CHS-Maus-Modell genutzt und 

Wildtyp-Mäuse mit CD103-defizienten Mäusen verglichen. Nach In-vivo-Sensibilisierung mit 

einem Hapten wurden zunächst die dendritischen Zellen hinsichtlich ihrer Migration und 

Maturation in vitro untersucht. Hier konnten keine Unterschiede bei der Auswanderung der 

DZ aus der Epidermis gefunden werden. Zudem wiesen die Zellen beider Mauslinien eine 

ähnliche Dynamik in der Migration zum Lymphknoten auf. Sowohl die DZ der CD103-/--

Mäuse als auch der Wildtyp-Mäuse waren vollständig gereift. Durch funktionelle In-vitro-

Versuche konnte zudem gezeigt werden, dass eine CD103-Defizienz der dendritischen Zellen 

keine Auswirkung auf die T-Zell-Aktivierung hatte.  

Weiterführend wurde die Rolle der CD103-Expression auf T-Zellen in der Effektorphase 

untersucht. In vitro zeigten CD103- CD8+ T-Zellen eine stärkere Immunantwort als CD8+ T-

Zellen von Wildtyp-Mäusen.  Dies war der Fall, wenn die Stimulation durch BMDC erfolgte. 

Wurden die Zellen jedoch mit epidermalen DZ co-kultiviert, so ergaben sich zwischen den 

Versuchsgruppen keine Unterschiede. Die epidermalen Zellen der Wt-Mäuse exprimierten 

kein CD103. CD103+ CD4+ und CD103- CD4+ T-Zellen wiesen hingegen keinen Unterschied 

in ihrer Aktivierung auf. 
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Zusammenfassend weisen die Ergebnisse dieser Arbeit darauf hin, dass CD103 auf 

dendritischen Zellen wahrscheinlich eine eher untergeordnete Rolle in der Pathogense des 

allergischen Kontaktekzems spielt. Eher erscheint die T-Zell-Funktion durch die CD103-

Expression beeinflusst zu sein. Hier ist hervorzuheben, dass durch CD103-defiziente CD8+ 

T-Zellen eine gesteigerte Immunantwort ausgelöst werden konnte.   
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6 Anhang 

 

Tabelle A1: Absolute Zellzahlen der noch in den Epidermispräparaten befindlichen MHC-II+-Zellen. 

Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte aus drei bis vier Ausschnitten der Epidermis pro Maus (n = 3). 
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