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lll. ERGEBNISSE

A. LANGERHANSZELLEN VERLASSEN DIE EPIDERMIS
WAHREND DER ORGANKULTUR

1. Der Gefrierschnitt - Simultane Beurteilung von Epidermis und Dermis

Ein erster Zugang zur punktuellen Erfassung von Dichte und Verteilung epidermaler DC i.e.
Langerhanszellen, sowie deren (Wanderungs-) Verhalten wahrend 48 Stunden Organkultur erfolgte mittels
immunhistochemischer Methoden (sensitive 3-Stufen Technik). Die Herstellung von Langsschnitten durch
die Haut mittels Kryostat ermdglichte eine gleichzeitige Beurteilung sowohl der Epidermis als auch der
Dermis: Hierbei lag das Augenmerk mehr auf der Beobachtung bestimmter immunphéanotypischer Marker
sowie deren Intensitdt und Auspragung, denn auf einer genauen quantitativen Erfassung. Diesen
Richtlinien folgend, geschah dies fir Haut zum Zeitpunkt "Null Stunden” (entspricht der frischen Haut), "24
Stunden" sowie "48 Stunden" nach Einbringen in die Kultur.

Im Zuge der Auswertung von fiinf Experimenten erfolgte fir folgende Marker eine Befunderhebung:

1.1. Das CD1 Antigen

1.1.1. Subcluster CD1a

Fithian (155) und Murphy (156) beobachteten erstmals 1981, daB residente humane Langerhanszellen
durch den monoklonalen Antikérper OKT-6 gefarbt werden konnten. Da CD1a von keinem anderen Zelityp

in der Epidermis exprimiert wird, noch auf Keratinozyten erscheint, gilt es als charakteristischer Marker far
Langerhanszellen.

Zeitpunkt "Null Stunden” (Referenz)

Epidermis: Die in basaler und suprabasaler Position in der Epidermis eingebetteten LC sind gleichmaBig
verteilt. Es zeigt sich eine ausgepragte, homogene Farbung der Zelleiber und der Dendriten.
Letztere lassen sich prazise in ihrem Verlauf verfolgen. Sie scheinen den oberen Schichten
der Epidermis zuzustreben, um dann im Stratum granulosum einen zur Hautoberflache
parallelen Verlauf einzuschlagen. Als herausragend erscheinen lokal immer wieder Areale, in
welchen die Zelleiber sowie die Dendriten eine, im Vergleich zu den restlichen LC, deutlich
verstarkte Farbung aufweisen. Dieses Phanomen betrifft in der Regel Gruppen von etwa drei
bis vier LC ("hot spots", vgl. auch MHC Klasse I}

Dermis: Der GroBteil jener Zellen innerhalb der Dermis, welche CD1a+ sind, gruppieren sich in erster Linie
um kleinere und groBere BlutgefaBe der papillaren Dermis. Sie scheinen sich diesen an ihrer
AuBenseite anzuschmiegen. Fallweise finden sich CD1a+ Zellen auch im Bereich gréBerer
GefaBe in der retikularen Dermis. Singulare Zellen, von dendritischem Charakter liegen Uberdies
subepidermal in dem Raum zwischen der Basalmembran und den ersten kleinen GefaBen der
papillaren Dermis. Gelegentlich kann man angefarbte Zellen erkennen, von welchen sich ein Teil
noch in der Epidermis befindet, der andere Teil jedoch schon auf dermalem Terrain fuBgefaBt hat
(emigrierende oder immigrierende LC). Auch Talgdrisenepithel weist Zellen auf, die durch OKT-6
deutlich anfarbbar sind.
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Zeitpunkt "24 Stunden”

Epidermis: Obgleich sich Verteilung und Dichte der LC in weiten Teilen der Epidermis unverandert

prasentieren, so vermittelt doch eine, wenn auch moderate Abnahme der LC-Dichte in
einzelnen Arealen, insgesamt den Eindruck einer abnehmenden Tendenz. Verstarkt wird
diese Impression auBerdem dadurch, daB die Dendriten vieler LC "verklrzt" erscheinen. Die
LC wirken deshalb nicht mehr so grazil, scheinen plumper. LC, welche noch zum Zeitpunkt

"Null Stunden" eine basale Position einnahmen sind jetzt nicht mehr auffindbar, die Gbrigen
LC liegen nach wie vor suprabasal.

Dermis: Das Bild entspricht im wesentlichen jenem der nicht kultivierten Haut.

Zeitpunkt "48 Stunden”

Epidermis:

Arealen, welche nach wie vor eher unverandert scheinen, stehen nunmehr Gebiete mit stark
reduzierter Dichte dendritischer Zellen gegendber, in welchen die verbliebenen LC eine sehr
starke Farbeintensitat aufweisen. Die Zellen liegen in den meisten Fallen basal. Ihre Dendriten
lassen die, flr frihere Zeitpunkte so typische Ausrichtung zur Hautoberflache hin, vermissen.
Die Epidermis Uber den plump erscheinenden LC wirkt (CD1a-) "leer". Gelegentlich kann man
Areale erkennen, in welchen es offensichtlich zu einer gesteigerten Proliferation “intra
culturam” der Epidermis kam. Sie erscheint verbreitert und die an dieser Stelle liegenden LC
lassen eine ungewdhnliche Lage erkennen. Sie wirken zu den obersten Schichten der
Epidermis abgedrangt und ihre Dendriten zwischen die obersten Schichten gedréngt.

Dermis: Wahrend indess in den Papillen lokal eine Zunahme gruppierter CD1a+ Zellen um kleine GefaBe
(ohne erkennbaren Kontakt) zu verzeichnen ist, wirken die urspriinglich entlang der GefaBe
angelagerten CD1a+ Zellen, was die Intensitat der Farbung betrifft, abgeblaBt. In Summe scheint

die Gesamtheit des, in der Dermis detektierten CD1a im Vergleich zu den Zeitpunkten "Null”
respektive "24 Stunden" reduziert.

Abb.2. Seltener Befund einer sich offenbar im Lumen eines dermalen BlutgefaBes befindenden CD1a+
dendritischen Zelle (Pfeil). Spekulativ kénnte es sich dabei um eine aus dem BlutgefaBsystem in
die Haut einwandernde (Vorlaufer-?)-Zelle handeln. Peroxidasefarbung. (x200)
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1.1.2. Subcluster CD1b

Die immunhistochemische Farbung samtlicher Gefrierschnitte mit dem monoklonalen Antikérper NUT2
(Maus 1gG1) ergab zu allen Zeitpunkten folgendes Ergebnis: Wahrend in der Epidermis keine Zelle eine
Farbung aufwies, konnte zumindest in der papillaren Dermis in einzelnen Féllen eine schwache Farbung
auf einigen wenigen Zellen ausgemacht werden. Diese Zellen standen in keiner Beziehung zu vascularen
Strukturen.

1.1.3. Subcluster CD1c
Eine Farbung von Kryostatschnitten aus zwei Experimenten mit dem monoklonalen Antikdrper L161 (Maus

IaG1) zeigte vor allem eine schwache Farbung auf einigen Zellen der papillaren Dermis, hingegen konnte
far die Epidermis kein eindeutiger Farbeeffekt konstatiert werden.

1.2. MHC Klasse Il Antigene

Seit Rowden (157) und Klareskog (12) 1977 erstmals die Expression von Klasse |l Antigenen auf
residenten humanen LC beschrieben, gilt es als Faktum, daf3 LC auf ihrer Oberflache Molek(ile aufweisen,
welche durch die Genloci DR, DP und DQ codiert werden. Der Einsatz des monoklonalen Antikdrpers
L241/HB55 ermoglichte die Beobachtung dieser Antigene wahrend der Organkultur.

Zeitounkt "Null Stunden”

Epidermis:  Die LC sind gleichméaBig Uber die gesamte Epidermis verteilt. Sie befinden sich in einer
basalen bis suprabasalen Position. Die Farbung betrifft die Zelleiber tendenziell starker als die
Dendriten, welche aber trotzdem ohne Schwierigkeiten bis in die obersten Epidermisschichten
verfolgbar sind. Geradezu typisch sind singulare oder in kleinen Gruppen stehende, auBerst
intensiv gefarbte LC, deren Zelleib vergroBert erscheint und deren imponierende Dendriten
samtliche Schichten durchziehen ("hot spots"). Wenngleich auch diese Zellen ob ihrer
beeindruckenden Morphologie hervorstechen, so liegt ihr prozentualer Anteil bezogen auf die
LC-Gesamtzahl unter 10 Prozent.

Dermis: Es bietet sich dem Betrachter ein verwirrendes Bild, welches das massiv gehaufte Auftreten von
MHC Klasse Il Antigenen in der Dermis widerspiegelt. Zwischen stark gefarbten GefaBen finden
sich Massen disseminierter DR+ Zellen, deren Dichte mit zunehmender Dermistiefe allmahlich
abnimmt. Neben angefarbten Zellen im Epithelverband von Talgdrisen imponieren immer wieder
auch die Ausfuhrungsgange ekkriner SchweiBdriisen.

Zeilpunkt "24 Stunden"”

Epidermis: Wahrend die Gesamtzahl DR+ Zellen leicht abgenommen hat, kann fir die verbliebenen LC
festgestellt werden, daB3 die Majoritat durch eine intensive Farbung sowohl der Zelleiber als
auch der Dendriten charakterisiert ist (Zunahme der "hot spots"). Man kann ein dichtes
feinretikulares Farbemuster um die, diese LC umgebenden Keratinozyten erkennen, wobei es
sich hierbei offensichtlich um keine dendritischen Strukturen handelt, da letztere dicker
erscheinen. Die groBen Zelleiber mit ihren abstrahlenden, ausgepragten Dendriten und dem
sich dazwischen ausspannenden Farbenetzwerk zwischen den Keratinozyten weckt im
Betrachter unweigerlich den Eindruck eines kleinen, in sich abgeschlossenen Systems.
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Dieses morphologische Integral nannte ich ziemlich unwissenschaftlich, aber assoziativ
"Ballchen".

Dermis: Hier zeigt sich ein im wesentlichen unverandertes Bild. Die Fiille DR+ Strukturen erschwert eine
genauere Bestandsaufnahme méglicher durchlaufener Verénderungen enorm. Dennoch besteht
der gewisse Eindruck einer numerische Zunahme stark DR+ Zellen mit angedeuteter
dendritischer Morphologie.

Zeitpunkt "48 Srunden:

Epidermis: Man kann eine weitere Abnahme DR+ LC registrieren. Jene LC, die sich noch in der Epidermis
befinden, liegen aber nun eher basal. Sie scheinen von immenser GréBe zu sein, ihre
Dendriten jedoch entbehren der enhemals feinen Aufgliederung, sie wirken plump. Zwischen
zahlreichen "Béallchen", gebildet aus ein bis drei LC, dominieren Uber gréBere Strecken DR-
Areale, hier erscheint die Epidermis keine LC mehr zu beherbergen.

Dermis: Hier herrscht Analogie zum Zeitpunkt "24 Stunden".

Abb.3. Langsschnitt durch die Haut nach 33 Stunden Organkultur: Areal konzentrierter Emigration stark
HLA-DR positiver dendritischer Zellen aus der Epidermis (Pfeil). Peroxidasefarbung. (x200)

1.3. Langerhanszell-Granula (Birbeck-Granula)

Birbeck-Granula sind ein typischer morphologischer Marker flir humane LC. Der monoklonale Antikérper
"Lag" ist gegen ein Glycoprotein der Granulamembran (M, ~ 40.000) gerichtet (149).

Zeitpunkt "Null Stunden”

Epidermis: Sowohl in der basalen, als auch in der suprabasalen Schicht finden sich viele, gleichmaBig
verteilte Lag+ Zellen. Das Farbemaximum liegt im Bereich der Zelleiber. Bei starkerer
VergroBerung wird biswellen der granulare Charakter des Farbemusters deutlich. Keine
Anfarbbarkeit zeigen im Gegensatz dazu die Dendriten. Lediglich ausnahmsweise konnte
deren Verlauf ansatzweise verfolgt werden.
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Dermis: In der Regel kann zu diesem Zeitpunkt keine Lag+ Zelle in der gesamten Dermis geortet werden.
Selten einmal fand sich eine einzelne LC in der papillaren Dermis.

Zeitpunkt "24 Stunden”

Epidermis:  Die Zahl der LC ist geringfligig reduziert. Es fallt die zunehmend basalere Position der
verbliebenen Lag+ Zellen auf.

Dermis: Einige wenige angefarbte Zellen bevélkern die papillare Dermis.

Zeitpunkt "48 Stunden”

Epidermis: Die Anzahl Lag+ DC der Epidermis i.e. LC hat stark abgenommen. Die sich noch in der

Epidermis befindenden LC liegen auffallend basal. Die Epidermis erscheint Gber weite
Strecken "leer".

Dermis: Im Gegensatz zur Epidermis weist die Dermis nun eine groBere Menge Lag+ Zellen auf, welche in
den Papillen einzeln oder in kleinen Gruppen stehen. Manche der gefarbten Zellen befinden sich

in unmittelbarer Nahe zu kleinen GefaBen. Sie sind intensiv gefarbt, wirken kugelig und plump
und zeigen keine Dendriten.

Tabelle 4:
Ubersicht Gber die Intensitat der Expression der wichtigsten Marker
auf kutanen DC in Epidermis und Dermis
zu verschiedenen Entnahmezeitpunkten

(am Gefrierschnitt)
"Null Stunden” Epidermis Dermis
CD1a ++ +/-
MHC Kiasse Il ++ ++
Birbeck-Granula ++ -
"24 Stunden"
CD1a +++ +
MHC Klasse Il +++ ++
Birbeck-Granula ++ +/-
"48 Stunden”
CD1a +++ +
MHC Klasse Il +++ +++
Birbeck-Granula ++ ++

2. Das epidermale Hautchenpréparat ("sheet'" - Préparat)

Die Anfertigung und immunhistochemische Farbung epidermaler "sheets" stellt eine zweite, weitere
Maglichkeit dar, die Verteilung und Dichte epidermaler LC sowie deren Morphe und Wanderungskinetik zu
beurteilen. Epidermale "sheets" enthalten, im Vergleich zu Gefrierschnitten, ganze, vollstandige Zellen. Die
Trypsin-freie Praparation schitzt vor Alteration der Antigenitat. Wesentliche Bedeutung erlangt die "sheet"-
Praparation bei der Beurteilung der Quantitat der LC. Die Evaluation ist leicht und reliabel.
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2.1. LC-Morphologie und Expression von CD1a, MHC Klasse Il sowie
Langerhanszell-Granula im Verlauf der Organkultur

2.1.1. CD1a-Antigen

Farbungen von "sheets", welche frischer nicht kultivierter Haut entstammen (Zeitpunkt "Null Stunden")
veranschaulichen deutlich die gleichméaBige Verteilung CD1a+ dendritischer Zellen i.e. Langerhanszellen in
der Epidermis. Alle Langerhanszellen sind stark positiv angefarbt und ihre feingliedrig erscheinenden
Dendriten lassen sich mihelos verfolgen. Vereinzelt kann man Zellen erkennen, welche starker gefarbt
scheinen als andere. Zudem wirken diese gréBer und ihre dendritischen Fortsatze sind klrzer und nicht
von jener Zartheit wie die der restlichen Zellen.

Bereits nach 24 Stunden in Kultur 1aBt sich eine geringfligige Abnahme der Langerhanszellzahl
nachweisen. Schon jetzt wird deutlich, daB sich die Reduktion der Langerhanszelldichte nicht gleichméaBig
Gber die gesamte Epidermis erstreckt, sondern regional akzentuiert erscheint. Die in situ verbliebenen
CD1a+ Zellen zeigen nun mehrheitlich jene Morphologie, wie sie zum Zeitpunkt "Null Stunden" nur bei
einige wenigen zu finden war: starker geférbte, gréBer und plumper erscheinende Langerhanszellen.

48 Stunden nach Kulturbeginn hat sich der Exodus epidermaler dendritischer Zellen weiter erhéht. Es
bestatigt sich weiters die in allen Experimenten gefundene regional akzentuierte Abnahme der
Langerhanszelldichte. Die Epidermis erscheint mancherorts "leer", wahrend sich an anderer Stelle noch
einige jener grofBen, plumpen Zellen befinden.

2.1.2. MHC Klasse |l

Auch die Detektion von HLA-DR demonstriert zum Zeitounkt "Null Stunden” eine gleichmaBige Verteilung
MHC Klasse Il tragender dendritischer Zellen. Das Bild &hnelt stark dem der OKT-6 Farbung. Alle Zellen
sind stark angefarbt und die Dendriten sind deutlich erkennbar. Jedoch treten &fter Zellen bzw. Zellgruppen
auf, welche sehr stark DR+ sind, gréBere Zelleiber und imposantere Dendriten aufweisen als die Obrigen
("not spots", siehe Abb.4.). Zellen mit diesen besonderen Merkmalen sind jedoch, bezogen auf die
Gesamtheit DR+ Zellen, nicht gleichmaBig verteilt.

Abb.4. Epidermales "sheet" vor Beginn der Organkultur: Mehrere Langerhanszellen imponieren durch
einen vergroBerten Zelleib und eine verstarkte Expression von HLA-DR ("hot spots"). Peroxidasefarbung.
(x200)
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24 Stunden spater 1aBt sich bei leicht reduzierter Gesamtzellzahl objektiv eine deutliche Zunahme der
Expression von MHC Klasse Il auf den in der Epidermis verbliebenen Langerhanszellen nachweisen.
Neben der deutlich intensivierten Farbung stechen aufBerdem die vergroBerten Zelleiber und die verkiirzten
und plumper erscheinenden Dendriten ins Auge.

Nach insgesamt 48 Stunden Organkultur hat sich die Langerhanszelldichte weiter verringert, wobei
wiederum beachtliche regionale Unterschiede deutlich werden. Die sich noch in der Epidermis befindenden
Langerhanszellen scheinen zu immensen Gebilden angeschwollen zu sein. Die Farbeintensitat hat sich seit
Beginn der Organkultur vervielfacht, die Zellen sind von beeindruckender GroBe. Lediglich die Dendriten
sind in den meisten Fallen nicht mehr erkennbar. Haufig stehen diese verbliebenen Zellen in kleinen
Gruppen. Viele der sich in diesem Bereich befindlichen Keratinozyten scheinen von Farbekonjugat zart
umflossen. Daraus resultiert optisch ein “"bienenwabenartiges Farbemuster” im Bereich verbliebener
Langerhanszellen ("Béllchen").

2.1.3. Langerhanszell-Granula (Birbeck-Granula)

Die Auswertung epidermaler "sheets” ergibt zum Zeitpunkt "Null Stunden" hierfir ebenfalls eine véllig
gleichmaBige Verteilung LAG+ Langerhanszellen Uber die gesamte Epidermis. Aufgrund der Lokalisation
der detektierten Granula resultiert naturgemaf eine Farbung, welche auf den Zelleib beschrankt ist. Der
granuléare Charakter des Farbemusters wird immer wieder deutlich.

Nach 24 bzw. 48 Stunden hat sich die Morphologie der jeweils in der Epidermis verbliebenen
Langerhanszellen nicht verandert. Die Reduktion der Gesamtzahl epidermaler dendritischer Zellen
entspricht in AusmaB und Verteilung jener unter 2.1.1. bzw. 2.1.2.
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Abb.5. A Langsschnitt durch die Haut nach 48 Stunden Organkultur: Die Darstellung von HLA-DR zeigt
neben der intensiven Anfarbung der Langerhanszellen zudem in deren Nahe eine zarte Umsaumung der
Keratinozyten: "Ballchen" (Pfeil). Rechts unten: Areal mit massiver Emigration epidermaler dendritischer
Zellen in die papillare Dermis. Peroxidasefarbung. (x200). B,C Epidermales "sheet" nach 24 und 48
Stunden: Deutliche Anfarbung der Keratinozyten im Bereich der Langerhanszellen ("Ballchen").
Peroxidasefarbung. (x250)

3. Epidermale Emigrationskinetik

3.1. Emigrationskinetik im klassischen Organkultursystem

Kutane dendritische Zellen i.e. epidermale Langerhanszellen sowie dermale dendritische Zellen (DDC)
verlassen die Haut wahrend der Organkultur. Diese Auswanderung erfalgt spontan, d.h. ohne gezielte
EinfluBnahme vonseiten des Experimentators. Das Augenmerk sollte auf die Emigration von
Langerhanszellen aus der Epidermis gerichtet sein. Die Evaluation der Langerhanszelldichte erfolgte an
epidermalen "sheets”, welche mit dem monokionalen Antikérper LAG geféarbt wurden. Die Verwendung
dieses Antikdrpers wurde bewuBt fir diesen Zweck gewéhlt, da sich die Faroung auf den Zelleib
beschréankt. Dies schafft optische Ubersichtlichkeit und erlaubt eine prazise Auswertung, insbesondere im
Bereich gruppiert angeordneter Zellen. (Evaluationstechnik siehe Material & Methodik).

Die Evaluation von sechs Experimenten (sechs verschiedene Patientinnen) ergab folgendes Ergebnis: Die
in der Epidermis frischer, nicht kultivierter Haut erhobene Langerhanszelldichte reduziert sich nach 24
Stunden Organkultur im Mittel um 37% (31 - 46%), nach 48 Stunden um durchschnittlich 56% (46 - 66%).
Nach den ersten 24 Stunden der Organkultur werden im Mittel 66% (60 - 70%) der letztendlich nach 48
Stunden erreichten Gesamtemigrationsleistung erbracht.

Tabelle: Zusammenfassung: Emigrationskinetik der Langerhanszellen im klassischen
Organkultursystem. Zahl der LC/mm?2 + Standardabweichung.

Oh 24h Reduktion 48h Reduktion
Exp. 1 800 + 124 464 + 125 42% 280 + 128 65%
Exp.2 1025 + 159 562 + 153 46% 355+ 124 66%
Exp.3 966 + 138 672 + 139 31% 521 + 140 46%
Exp. 4 843 + 110 502 + 128 41% 362 + 109 58%
Exp.5 826 + 132 561+ 114 33% 379 +121 55%
Exp. 6 913 + 142 612 + 126 33% 486 + 134 47%
Mittel 895 + 134 562 + 130 37% 397 + 126 56%
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Graphik: Emigration humaner Langerhanszellen im kiassischen Organkultursystem.
Legende: x-Achse - Dauer der Organkultur, y-Achse - Mittlere Zahl der Langerhanszellen/mm? +
Standardabweichung; Experiment 1-6 (von |.0. nach r.u.)
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Abb.6. Epidermale Langerhanszellen verlassen die Epidermis wahrend der Organkultur. A,C,E
Langerhanszelldichte vor Beginn der Organkultur. B,D,F Dichte nach 48 stindiger Kultur. A/B Darstellung
von CDta. (x120), C/D Darstellung von CD7a. (x230), E,F Darstellung von HLA-DR. (x230).
Peroxidasefarbung.

3.2. Emigrationskinetik im "Epidermis-only"- System

Far die Durchfihrung der klassischen Organkultur wurden Hautproben verwendet, welche neben der
gesamten Epidermis auch einen dermalen Anteil aufwiesen. Fir dieses System sollte, wie in Abschnitt
111./3.1. ausgeflhrt, die Kinetik der Emigration primar untersucht werden. Um jedoch mehr Gber die
potentielle Bedeutung des dermalen Anteils in bezug auf das Emigrationsverhalten zu erfahren, sollte
alternativ respektive ergénzend das Emigrationsverhalten von Langerhanszellen aus "vitalen epidermalen
sheets" untersucht werden.

Das Procedere bestand zunachst in der allgemeinen Vorbereitung der Haut auf die Kultur, so wie dies in
Abschnitt 11./6.1. detailliert beschrieben wurde. AnschlieBend wurde die Epidermis mittels Dispase-Technik
abgeldst und direkt mit der dermalen Seite nach unten auf 1.5 ml Nahrmedium (24-well Kulturplatten) zum
Aufschwimmen gebracht. Die Kulturbedingungen entsprachen jenen des klassischen Systems.
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Ergebnis:

Referenz-"sheets"(Zeitpunkt "Null Stunden”) sowie "sheets" der Zeitpunkte 24 bzw. 48 Stunden wurden
immunhistochemisch mit Antikorpern gegen CD1a, HLA-DR sowie Birbeck-Granula gefarbt und
ausgewertet. Die Morphologie der Langerhanszellen sowie die Verteilung und Auspragung der Marker
entspricht jener, wie sie unter Abschnitt Ill./2.1 beschrieben wurde. Jedoch werden die einzelnen Phasen
schneller durchlaufen und insbesondere die Emigration erfolgt, wie in der tabellarischen Ubersicht
ausgewiesen, wesentlich akzeleriert: Die Evaluation fiinf verschiedener Experimente zeigte, daB sich die
urspriingliche Langerhanszelldichte nach 24 Stunden Kultur um durchschnittlich 49% (44 - 57%) verringert
hatte, die Reduktion nach 48 Stunden sogar 82% (76 - 87%) erreicht. Diese Werte liegen deutlich Gber
jenen des klassischen Systems. Weitgehend Ubereinstimmung herrscht jedoch im relativierten zeitlichen
Ablauf der Emigration. So sind nach 24 Stunden Kultur im Mittel 60% (55 - 64%) der (ber den Zeitraum von
48 Stunden beobachteten Gesamtemigration bewaltigt. SchluBendlich werden die hohen Emigrationsraten
des "Epidermis-only"-Systems somit in den letzten 24 Stunden der Organkultur erreicht. Um sicher zu
gehen, daB die so massive und beschleunigte Emigration eine aktive war und seine Ursache nicht in einem
Zerfall der epidermalen Zellverbandes grindete, wurden die "sheets" sorgfaltig lichtmikroskopisch
untersucht, wobei bei zunehmendem Abblenden deutlich die Homogeneitdt des Keratinozytenverbandes
sichtbar wurde, Die Richtigkeit dieses Eindruckes bestatigte schlieBlich eine Farbung der Kerne mit
Hamatoxylin.

Auf dem Boden der KulturgefaBe (“wells) lieBen sich zudem groBe Mengen dendritischer Zellen
nachweisen. Nach dem "Poolen” der Zellen samtlicher "wells" erfolgte eine Auszahlung nach vorheriger
Vitalfarbung. Diese ergab ein Verhaltnis DC : Keratinozyten von 19 : 1. Dieser Befund spricht klar gegen ein
bloBes Zerfallen der Epidermis. Die DC-Viabilitat lag bei 84%.

Tabelle: Emigrationskinetik der Langerhanszellen im "Epidermis-only"-System. Zahl der LC/mm2 +
Standardabweichung.

oh 24n Reduktion  [48h Reduktion
Exp. 1 826 + 102 462 + 91 44% 164 + 44 81%
Exp. 2 865 + 123 414+ 65 52% 120 + 43 87%
Exp. 3 916 + 99 394 + 86 57% 100 + 39 90%
Exp. 4 996 + 138 505 + 69 49% 239 + 80 76%
Exp.5 965 + 112 542 + 94 44% 298 + 76 79%
Mittel 913+ 114 463 + 81 49% 184 + 56 82%

B. LANGERHANSZELLEN EMIGRIEREN IN DIE DERMIS
WAHREND DER ORGANKULTUR

1. Standard-Organkultur

Folgende These sollte untersucht werden: Langerhanszellen, welche in der Epidermis nicht mehr
immunhistochemisch nachgewiesen werden konnten, waren im Verlaufe der Organkultur in die
darunterliegende Dermis emigriert.

Der experimentelle Ansatz bestand in der Anfertigung dermaler Transversalschnitte (wie im Kapitel Material
& Methodik detailliert beschrieben) von Hautproben der Zeitpunkte "Null Stunden” (Referenz), "24 Stunden”,
"33 Stunden", "48 Stunden", sowie in Einzelfdllen "72 Stunden". Diese Transversalschnitte wurden

anschlieBend mit den drei Standardantikdrpern gegen CD1a, HLA-DR und Birbeck-Granula auf emigrierte
Langerhanszellen "abgetastet” und die Zielzellen mittels Immunfluoreszenz visualisiert.
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Die Auswertung erfolgte nicht wie bei jener "epidermaler sheets” in quantitativer Art und Weise, sondern
sollte den Grundsatzen der semiquantitativen Annaherung sowie insbesondere der deskriptiven Beurteilung
folgen.

1.1 Die Dermis zum Zeitpunkt "Null Stunden” (nicht kultiviert, Referenz) (n=5)

In der papillaren Dermis sind zahlreiche CD1a+ Zellen anzutreffen. Diese Population setzt sich einerseits
aus Zellen zusammen, die einen runden bis polygonalen Zelleib aufweisen und einzelne, zarte Dendriten
erkennen lassen, sowie andererseits aus solchen, deren Zelleib ein langlicher ist. Diesem entspringen
kurze, rudimentar wirkende Dendriten, welche haufig in der Langsachse des Zelleibes von gréBerer
Ausdehnung sind. Doppelfarbungen CD1a/HLA-DR zeigten, daB3 es sich bei derartigen Zellen um
dendritische Zellen handelt, welche kleineren BlutgefaBen des papillaren Plexus auBen anliegen.

Ein weitaus komplexeres Bild der Dermis erhalt man nach Detektion von HLA-DR. Es imponieren die stark
angefarbten GefaBe. Diesen liegen zahireiche DR+ Zellen an (siehe oben). Weiters erkennt man eine grof3e
Zahl an einzelstehenden, stark Klasse Il positiven Zellen von variantenreicher Morphologie. Unter diesen
findet man immer wieder relativ groBe Zellen dendritischen Charakters. Ab und zu springen auch ekkrine
SchweiBdrisenausflihrungsgange ins Auge. In Richtung der retikularen Dermis nehmen die beschriebenen
Strukturen an Haufigkeit ab. Insbesondere die Dichte jener Zellen, die am ehesten den dendritischen
zugesprochen werden kdnnten, hat ihr Maximum eindeutig in der oberen papillaren Dermis.

Was den Marker Birbeck-Granula betrifft, so ist die Zahl LAG+ Zellen wenn auch nicht null, so doch sehr
gering und unterschreitet jene der CD1a+ Zellen ganz wesentlich. Am ehesten sind solche Zellen, die im
Ubrigen rundoval erscheinen und haufig eine granulare Farbestruktur aufweisen, in der oberen papillaren
Dermis anzutreffen. Lokale Assoziationen mit GefaBen fehlen. Die retikulare Dermis erscheint "leer”.

1.2. Die Dermis zum Zeitpunkt "24 Stunden” (n=5)

Wahrend fiir HLA-DR sowie Birbeck-Granula tendenziell eine leichte Zunahme der entsprechend gefarbten
Zielzellen zu eruieren ist, muB dies fur die CD1a+ Zellen verneint werden. Im Gegenteil, in einzelnen Fallen
scheint die Zahl dieser Zellen leicht reduziert, was aber letztendlich nicht genau objektivierbar war.

1.3. Die Dermis zum Zeitpunkt "33 Stunden" (n=5)

Auch jetzt ist keine wesentliche Zunahme CD1a+ Zellen festzustellen. Lediglich an manchen Stellen kann
man mehrere solcher Zellen erkennen, die in engerer Nachbarschaft zueinander liegen. In allen Fallen
handelt es sich dabei um Zellen, welche nicht kleineren BlutgefaBen anliegen. Auch mit dem Antikdrper
LAG gefarbte Zellen haben eine leichte numerische Zunahme erfahren. Sie liegen ebenfalls "Blutgefa-
fern” und zeigen im wesentlichen ein zufalliges Verteilungsmuster. Davon abweichend ist es jedoch
durchaus moglich, LAG+ Zellen zu entdecken, die in kleinen Gruppen ("cluster”) stehen oder aber zu zweit
oder dritt dicht hintereinander liegen.

Erst die Farbung gegen HLA-DR ermdglicht es, die grundsatzliche Verschiedenheit der optischen
Eindricke der "33 Stunden-Dermis” zu jenen der beiden vorherigen Zeitpunkte zu verdeutlichen. Zwischen
einer gestiegenen Anzahl stark Klasse Il positiver Zellen treten nun kleine Gruppen von DR+ Zellen hervor,
deren raumliche Anordnung von der bisherigen, ungeordnet und zufallig wirkenden, deutlich abweicht. So
entdeckt man immer wieder (1.) kleine Gruppen mehrerer, dicht beieinander stehenden Zellen ("cluster™),
die ob ihrer immensen Leuchtkraft hervortreten sowie (2.) perlenketten-artig hintereinander liegende,
ebenfalls stark DR+ Zellen. Auffallend und geradezu typisch fir diese beiden Verteilungsmuster sind zum
einen deren epidermis-nahe Lage innerhalb der Dermis sowie zum anderen ihre runde bis ovale Form, die
keinerlei Dendriten erkennen |aBt. Zudem wirken diese Zellen im Vergleich zu anderen durch ihre
beachtliche GroBe.

1.4. Die Dermis zum Zeitpunkt "48 Stunden™ (n=5)

Zwei Tage nach Beginn der Organkultur haben die Akkumulationsvorgange innerhalb der papillaren Dermis
ihr Maximum erreicht. Wahrend Zahl und Anordnung jener CD1at+ Zellen, welche kleine BlutgefaBe
umspinnen, unverandert erscheinen, haben andere an Zahl weiter zugenommen. Trotz der vergleichsweise
moderaten Farbeintensitat, die eine Aufregulation von CD1a auf dendritischen Zellen wahrend der Kultur
nicht erwarten |aBt, sind trotzdem zahlreiche, einem nicht-zufalligen Verteilungsmuster folgende
Akkumulationsformen zu erkennen. Zwischen sog. "clustern™ eingestreut finden sich auch einige wenige
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groBe Anhaufungen perlenkettenartig hinter-, und nebeneinander angeordnete CD1a+ Zellen. Diese
imposanten Gebilde bestehen oftmals aus einer beachtlichen Anzahl gleichartig wirkender rundlicher Zellen
selber Dimension, deren Oberflache glatt erscheint und die keine Dendriten aufweisen.

Ein noch beeindruckenderes Bild bietet die immunhistochemische Darstellung von MHC Klasse Il Antigen.
Trotz der prima vista unlbersichtlichen Fllle an DR+ dermalen Strukturen treten die oben beschriebenen
typischen Akkumulationsformen deutlich hervar. Im besonderen betrifft dies die bisweilen machtigen
perlenkettenartig angeardneten Zellmassen, welche sich wie Bander durch die Dermis schlangeln. Hier liegt
eine Zelle dicht neben der nachsten, sodaB die Abgrenzung einzelner Zellen oft nur zu erahnen ist. Dieser
Effekt wird zudem durch die immense Leuchtkraft der Zellen verstarkt. Alle Zellen sind gleich groB und
zeichnen sich durch ihre dendritenlose runde Form aus.

In unmittelbarer Nahe sind haufig auch solche DR+ Zellen anzutreffen, die ebenfalls eine auffallend
intensive Farbung aufweisen, sich jedoch morphologisch von jenen Zellen innerhalb der Akkumulationen
dadurch unterscheiden, daB ihr Zelleib kleiner sowie unregelmaBig geformt erscheint und zahlreiche, wenn
auch plumpe dendritischen Fortsatze aufweist. Es entsteht der Eindruck einer Art Zwischenform zwischen
dem morphalogischen Erscheinungsbild einer sich in der Epidermis befindenden Langerhanszelle, sowie
dem einer jener groBen runden Zellen innerhalb der Akkumulationen.

Auch die Darstellung Birbeck-Granula enthaltender Zellen mittels LAG verdeutlicht in Analogie die
numerische Zunahme LAG+ Zellen in der oberen Dermis. Doch nicht nur die Quantitat hat sich seit friiheren
Zeitpunkten verd@ndert. Auch die Qualitat der Anordnung spiegelt wider, was die Farbungen von CD1a
andeuteten bzw. jene von HLA-DR offenbarten: "cluster"-artige und bandférmig erscheinende Anhaufungen
einer mehr oder minder groBen Menge von Zellen mit zarter, granuléarer Farbestruktur. Im Gegensatz zu
Klasse |l Farbungen sind die Akkumulationen LAG+ Zellen immer wieder in ihrer Gesamtkontinuitat
unterbrochen und scheinen folglich nicht von jener dichten Kompaktheit zu sein. Dennoch ist
lichtmikroskopisch erkennbar, dafB diese kurzen "Unterbrechungen” nicht Folge zellularer Abwesenheit
sind, sondern sich ebendort Zellen befinden, die lediglich der Birbeck-Granula entbehren. Gezeigt werden
kann dies anhand sogenannter Doppelfarbungsstudien. Hierbei zeigt sich, daB nahezu alle der stark DR+
Zellen sowohl in "clustern" als auch in jenen perlenketten-, bzw. bandférmigen Zellanhdufungen das
Antigen CD1a exprimieren, wenn auch scheinbar in vergleichsweise geringem MaBe. Dem entgegen weist
jedoch nur ein Teil der stark DR+ Zellen Birbeck-Granula auf. Dennoch stellt die Subpopulation ven
DR+/LAG+ Zellen bezogen auf jene der DR+/LAG- Zellen in allen Fallen die Majoritat. Der Anteil ersterer
liegt generell zwischen 70 und 100%.

Zusammenfassend 1aBt sich feststellen, daB die numerische Zunahme von DR+/CD1a+ Zellen bzw.
DR+/CD1a+/LAG+ Zellen in der Dermis im Verlauf der Organkultur durchaus mit der simultan dazu
erfolgenden epidermalen Reduktion korreliert.

1.5. Die Dermis zum Zeitpunkt "72 Stunden" (n=3)
Die in 1.4. getroffenen Aussagen gelten in vollem Umfang auch hier.

Abb.7. Dendritische Zellen in der oberen papillaren Dermis nach 48 Stunden Organkultur. Darstellung von
HLA-DR. Es diirfte sich hierbei sowohl um in der Dermis residente Dermale Dendritische Zellen (DDC) als
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auch um Langerhanszellen handeln, welche in Richtung afferente LymphgefaBe wandern.
Immunfluoreszenz. (x300)

Abb.8. Imposante Akkumulationen stark HLA-DR positiver dendritischer Zellen in der unteren papillaren
Dermis nach 48 Stunden Organkultur. Bemerkenswert sind die dichte Zusammenlagerung der Zellen und
das typische Fehlen dendritischer Fortsatze (vgl. Abb.7.). Immunfluoreszenz. (x300)
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Abb.9. Strangférmige Akkumulationen dendritischer Zellen in der unteren papillaren Dermis nach 48
Stunden Organkultur. A Darstellung der Birbeck-Granula (LAG). (x130). B Darstellung von HLA-DR. (x130).
C,D (x200) und E,F (x300) Die Doppelfarbungen verdeutliichen, daB3 ein hoher Prozentsatz der HLA-DR
positiven Zellen (griine Fluoreszenz) auch das LAG Antigen (rote Fluoreszenz) exprimieren. Daraus a8t
sich auf die epidermale Herkunft dieser Zellen schlieBen.

2. Die "Dermis-only"- Kultur

Um weitere Anhaltspunkte Uber das (migratorische) Verhalten dendritischer Zellen innerhalb der Dermis im
Verlauf einer 48-stiindigen Organkultur zu gewinnen, sollte eine alleinige Kultur vitaler frischer Dermis
erfolgen, nachdem die Epidermis mittels "Dispase-Technik" abgeldst worden war. Hierflr wurde die Dermis
unter Verwendung derselben KulturgeféBe wie bei der "Standard-Organkultur” in zwei Varianten kultiviert:
(a) Die Dermis wurde so auf der Polycarbonat-Membrane plaziert, daB die urspriinglich der Epidermis
zugewandte Seite oben zu liegen kam ("Dermis-only standard”)

(b) Die Dermis wurde genau umgekehrt aufgelegt, d.h. die urspriinglich der Epidermis zugewandte Seite
bekam Kontakt zum Nahrmedium (“Dermis-only invert").
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Mit diesem Vorgehen sollte die Frage untersucht werden, ob derart typische Anhaufungen dendritischer
Zellen innerhalb der Dermis, wie sie nach Kultur von Vollhaut auftraten, méglicherweise auch bei Fehlen
des epidermalen "Zellreservoirs™ zustandekommen warden. Die Variante der "inverten” Kultur zielte
auBerdem darauf ab, eine Richtungsabhangigkeit migratorischer Tendenzen zu demaskieren.

Nach Ablauf der Kulturperiode von jeweils 48 Stunden wurden von den jeweiligen Dermisstiicken dermale
Transversalschnitte angefertigt und diese mit den drei Standardantikérpern gegen CD7a, HLA-DR und
Birbeck-Granula nach dem Ublichen Protokoll immunhistochemisch gefarbt.

2.1. Dermis zum Zeitpunkt "48 Stunden" (standard) (n=3)

Die Anzahl und Verteilung CD1a+ Zellen unterscheidet sich grundsatzlich nicht von jener des Zeitpunktes
"Null". Auch die Suche nach Zellen mit Birbeck-Granula bleibt erfolglos. Lediglich die Detektion von HLA-
DR zeichnet ein Bild, welches von jenem der frischen Dermis abweicht. Ins Auge fallen primar die stark
positiv gefarbten GefaBe, die sich netzférmig (ber die gesamte obere Dermis erstrecken. Diesen anliegend
bzw. dazwischen liegend befinden sich zahireiche DR+ Zellen. Viele davon entsprechen dem Bild
dendritischer Zellen. Nur vereinzelt liegen grofBe, hell fluoreszierende Zellen. Sie sind meist rund bis oval
und besitzen kurze plumpe, oder gar keine Dendriten. Ansammlungen oder Zusammenlagerungen von
DR+ Zellen, wie diese nach Vollhautkultur nachweisbar waren, sind nirgendwo zu entdecken. Insgesamt
liegt die Zahl DR+ Zellen deutlich unter jener bei Vollhautkultur.

2.2. Dermis zum Zeitpunkt "48 Stunden" (invert) (n=3)
Das Bild entspricht dem unter 2.1. dargesteliten.

C. LANGERHANSZELLEN AKKUMULIEREN IN AFFERENTEN DERMALEN LYMPHGEFASSEN

Das experimentell reproduzierbare Phanomen dermaler Akkumulation dendritischer Zellen in Form von
"clustern”, Ober perlenkettenartig hintereinander liegenden Zellen bis hin zu imposanten bandférmigen
Zusammenhaufungen ganzer Zellmassen warf die Frage nach dem genauen Ort, der genau definierten
histomorphologischen Lokalisation auf. Zur definitiven Klarung dieser Fragestellung von essentieller
Bedeutung war neben der bisher angewendeten Methode der Immunhistochemie insbesondere die

Semidnn,- und Ultradiinnschnittechnik mit anschlieBender elektronenmikroskopischer Untersuchung.

1. Untersuchung der raumlichen Beziehung sémtlicher Akkumulationsmuster zum dermalen
BlutgeféBsystem (n=>5)

Vollhaut, die (ber einen Zeitraum von 48 Stunden nach der Standardmethode kultiviert worden war, wurde
mittels Ammoniumthiocyanat in Epidermis und Dermis gespalten und letztere in dermalen
Transversalschnitten aufgearbeitet. Fir die immunhistochemische Darstellung des dermalen
BlutgefaBsystems wurden Priméarantikérper gegen Faktor Vil (von Willebrand) sowie gegen
BlutgefaBenendothel (PAL-E) [siehe Tabelle 3, Abschnitt 11./15.] verwendet. .

In Doppelfarbungen, welche die intradermal akkumulierten HLA-DR/FITC gefarbten Zellen den, mit Faktor
VilllTexas Red bzw. PAL-E/Texas Red sichtbar gemachten BlutgefaBen gegendberstellen, wird die
raumliche Distanz zwischen beiden Strukturen deutlich. Dieses Ergebnis falsifiziert somit eindeutig die
These einer Akkumulation dendritischer Zellen in dermalen BlutgefaBen im Verlauf der Organkultur.
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Abb.10. Perlenkettenartige Akkumulation dendritischer Zellen in der tiefen papillaren Dermis nach 48
Stunden Organkultur. Die Doppelfaroungen A/B und C/D zeigen die klare raumliche Distanz zwischen den
HLA-DR positiven dendritischen Zellen (griine Fluoreszenz) in A,C und den Faktor VIl positiven
BlutgefaBen (rote Fluoreszenz) in B,D. Immunfluoreszenz. (x370)

Abb.11. Akkumulation dendritischer Zellen in der papillaren Dermis nach 48 Stunden Organkultur. A/B Die
Doppelfarbung von MHC Klasse |l auf den akkumulierten dendritischen Zellen (A) und dem
BlutgefdBendothelmarker PAL-E (B) zeigt eindeutig, daB sich die angesammelten dendritischen Zellen
nicht in BlutgefaBen befinden. C Doppelbelichtung. (x270)
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Abb.12. Doppelfarbungen und Doppelbelichtungen der Marker HLA-
DR und PAL-E wie in Abb.11.A-C (x230), D-F (x370)
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2. Ergebnisse der Semidlnnschnitt-Auswertung

Uber 48 Stunden kultivierte Vollhaut wurde mit einem Skalpell in winzige Stlcke zerkleinen, fixiert und in
weiterer Folge systematisch Schnitt fir Schnitt aufgearbeitet, bis Akkumulationen dendritischer Zellen
sichtbar wurden. Diese Ansammiungen entsprechen den immunhistochemisch detektierten Strukturen.
Zahlreiche Zellen, die das typische Aussehen von dendritischen Zellen zeigen, wie lange dinne
Zytoplasmafortsatze (“veils"), einen gelappten und exzentrisch positionierten Zellkern sowie ein helles
Zytoplasma, liegen in weiten Spalten der papillaren Dermis, welche von einem sehr dinnen Endothel
ausgekleidet sind. Die charakteristischen Kerne dieser Endothelzellen springen in das Lumen vor.

3. Ergebnisse der Ultrad{innschnitt-Auswertung

Die ultrastrukturelle Analysen der in der papilldren Dermis akkumulierten dendritischen Zellen zeigen
deutlich, daB jene Spalten, innerhalb derer sich diese Zellen befinden, LymphgefaBe reprasentieren. Die
Spalten sind von einer dinnen Endothelzellschicht ausgekleidet, welche einer typischerweise nicht-
kontinuierlichen Basalmembran aufsitzt. Es sind nur kurze Fragmente einer schwach entwickelten Lamina
densa erkennbar. Weibel-Palade Kdrper, charakteristisch flr Endothelzellen des BlutgefaBsystems
(158,159) fehlen. An manchen Stellen ist die Kontinuitat des Endothels unterbrochen. Perizyten sind nicht
vorhanden.

Die in den LymphgefaBen akkumulierten Zellen weisen allesamt Zeichen von reifen dendritischen Zellen
auf. So strecken sie nach allen Seiten dlnne zytoplasmatische Fortsatze (“veils") aus, welche frei von
jeglichen Organellen sind. Die Zellkerne sind stark gelappt. Im ektronen-hellen Zytoplasma sind nur eine
geringe Anzahl typischer Lysosomen erkennbar, hingegen eine grofie Menge glatten endoplasmatischen
Retikulums. Auch sog. multivesiculdare Kérperchen, die haufig in dendritischen Zellen anzutreffen sind, sind
regelmafig vorhanden. Birbeck-Granula erscheinen in einigen der Zellen. In drei von finfzehn Zellprofilen
wurden auf Anhieb (d.h. ohne Beurteilung von Serienschnitten) Birbeck-Granula gefunden. Verglichen mit
der Anzahl von Birbeck-Granula in residenten epidermalen Langerhanszellen, war die Zahl in den
akkumulierten dendritischen Zellen deutlich geringer.

Neben dendritischen Zellen kdnnen in den LymphgefaBen auch immer wieder Lymphozyten entdeckt
werden, welche gelegentlich mit dendritischen Zellen enge Konjugate bilden. Dieses Phanomen wurde erst
kirzlich beschrieben (39).
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Abb.13. Semidinnschnitte (1pm) von dber 48 Stunden kultivierter Haut. In einer weiten Spalte der
papillaren Dermis finden sich zahireiche Zellen mit einer fiir dendritische Zellen typischen Morphologie:
gelappter, exzentrisch gelegener Zellkern und helles Zytoplasma. A (x70), B (x150), C,D (x400). Der Pfeil
weist auf ein Konjugat einer dendritischen Zelle mit einem T-Lymphozyten hin.
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der abluminalen Seite der Endothelzellen (E) nur fragmentarisch vorhanden (Pfeilspitzen in B und C). Eine
kontinuierliche Basalmembran existiert nicht (B,C). D zeigt stark vergroBert das Zytoplasma einer
dendritischen Zelle in einem LymphgefaB: Birbeck-Granula (dicke Pfeile), glattes endoplasmatisches

Retikulum (kleine Pfeile) sowie multivesikulare Kérperchen (Sterne). C, Kollagenfibrillen. A (x4800),
Balken=5um B,C (x22600), Balken=1um D (x48000), Balken=0,2um

D. MECHANISMUS DER EMIGRATION VON LANGERHANSZELLEN AUS DER EPIDERMIS

Langerhanszellen verlassen ihre urspringliche epidermale Position im Verlaufe der Organkultur, wandern
aktiv in die papillare Dermis und akkumulieren schlieBlich auf charakteristische Art und Weise in den sich
dort befindenden afferenten lymphatischen GefaBen. Wenngleich auch das AusmaB der Emigration in
gewissen Grenzen variiert, so wird dieser ProzeB prinzipiell in jedem einzelnen Experiment beobachtbar.
Da experimentell keine bewuBte Stimulation "von auBen” zur Ingangsetzung der Langerhanszellwanderung
notwendig war, kdnnte man auch von einer gewissen "Spontaneitat” dieses Ereignisses sprechen. In
Wirklichkeit aber wird die Wanderung bzw. deren Indukiion natirlich keine "spontane" sein, sondern
vielmehr des Einwirkens genau definierter Signale und Informationen beddrfen. Um mehr Ober die
sogenannten "Trigger" des Emigrationsprozesses zu erfahren, sollte der Versuch unternommen werden,
die im Organkultursystem "spontan” ablaufende Emigration (a) zu stimulieren und (b) zu hemmen. Auch die
Rolle von bestimmten Adhasionsmolekilen sollte untersucht werden.

(a) ANSATZE ZUR STIMULATION DER EMIGRATION

1. Versuche mit 2,4,6,-Trinitrochlorobenzol (TNCB) (n=3)

TNCB ist eine toxische Substanz von kontaktsensibilisierender Potenz. Diese Eigenschaft sollte im Sinne
einer in vitro Haptenisierung daflir genutzt werden, eine mogliche weitere Stimulation der
Emigrationsprozesse zu erreichen. Flr den experimentellen Einsatz wurden dazu 50 mg TNCB einem
Gemisch von 4 ml Olium olivae und 1 ml Aceton zugesetzt. Diese Loésung wurde dann derart auf die

Oberflache der Hautproben aufgebracht, dafl deren Oberflache gleichmaBig diinn benetzt war. Die gelbe
Farbe der Losung war hierbei hilfreich.

Ein Experiment bestand aus jeweils drei Ansatzen:

(1) Organkultur von unbehandelter Haut Uber 48 Stunden

(2) Organkuiltur von Haut, die mit Aceton/Olivendl behandelt war (48 Stunden)

(3) Organkultur von Haut, die mit TNCB/Aceton/Olivend! behandelt war (48 Stunden)

Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte einerseits durch randomisierte Erhebung der epidermalen

Langerhanszelldichte nach 24 und 48 Stunden Kultur sowie der Beurteilung des AusmaBes dermaler
Akkumulationsprozesse.

Tabelle: EinfluB von TNCB auf die Abnahme der epidermalen Langerhanszelldichte/mm? inklusive
Standardabweichung und prozentualer Reduktion

Exp. 1 0 Std. 24 Std. Reduktion 48 Std. Reduktion
unbehandelt 800 + 124 464 + 125 42% 280+ 128 65%
Acet./Oliv. - 426 + 113 45% 271 + 138 65%
TNCB - 624 + 111 19% 498 + 109 38%
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Exp.2 0 Std. 24 Std. Reduktion 48 Std. Reduktion
unbehandelt 966 + 138 672+ 139 31% 521 + 140 46%
Acet./Oliv, - 711 + 114 27% 498 + 128 51%
TNCB - 871 + 142 13% 726 + 132 28%
Exp. 3 0 Std. 24 Std. Reduktion 48 Std. Reduktion
unbehandelt 913 + 142 612+ 126 33% 486 + 134 47%
Acet./Oliv. - 593 + 118 35% 488 + 141 47%
TNCB - 601 + 131 34% 468 + 122 49%

Aus der Tabelle wird ersichtlich, daf3 die Applikation von 1%iger TNCB-Losung keinen stimulatorischen
Effekt auf die Emigrationsrate epidermaler Langerhanszellen ausiibt. Im Gegenteil, in 2 von 3 Féllen scheint
TNCB die Auswanderung sogar leicht zu hemmen, wobei diese Wirkung bereits nach 24 Stunden deutlich
erkennbar ist. Uber die Ursache dieses unerwarteten Neutralverhaltens bzw. dieser Emigrationshemmung
laBt sich nur spekulieren. Maglicherweise spielen jedoch bei der gewahiten TNCB-Konzentration von 1%
Langerhanszell-toxische Momente eine entscheidende Rolle.

Haut, die mit Aceton/Olivendl bestrichen wurde, zeigt keine Unterschiede zur génzlich unbehandelten Haut.
Untersuchungen der jeweiligen Denmis, basierend auf der immunhistochemischen Farbung von MHC
Klasse Il (HLA-DR) an dermalen Transversaischnitten spiegeln erwartungsgemal die Ergebnisse der
"sheet"-Analyse wider. Fir die mit TNCB behandelte Haut bedeutet dies, daf} sich v.a. zum Zeitpunkt "48
Stunden" zwar deutlich mehr stark DR+ Zellen in der papillaren Dermis befinden als zum Referenz-
Zeitpunkt "Null", jedoch die Haufigkeit, charakteristische Akkumulationen dendritischer Zellen anzutreffen,
weitaus geringer ist als bei Dermis unbehandelter respektive Aceton/Olivendl-behandelter Haut. Dennoch
laBt sich folglich abschlieBend festhalten, daB selbst unter dem offensichtlich tendenziell inhibitorischen
EinfluB von TNCB, eine Emigration erfolgt und es zu Ansammlungen emigrierender Langerhanszellen in
afferenten lymphatischen GefaBen kommt.

2. Versuch der Stimulation durch Zytokine

Zytokine sind Botenstoffe des Immunsystems. Ihre Wirkungen und Einflisse auf das Zusammenspiel
einzelner Subkomponenten des Immunsystems sind vielfaltig und komplex organisiert. Auch in der Haut
und hier insbesondere in der Epidermis existieren Zellen, die das Signal "Zytokin" senden und/oder
empfangen kénnen (160). Es ist berechtigterweise anzunehmen, daf auch die dendritischen Zellen, ihre
spezifische Funktion in der Haut betrefiend, maBgeblich von komplexen und bisher wenig verstandenen
Regelkreisen beeinfluBt und gesteuert werden.

Fir die nahere Betrachtung der immunologischen Mechanismen der Emigration von Langerhanszellen aus
der Epidermis sollten folgende Zytokine auf ihre Wirksamkeit im Rahmen des Organkultursystems
untersucht werden:

Zytokin Arbeitskonzentration Spezif. Aktivitéit Quelle

TNF-alpha | 100 U/ml 6 x 107_Ufmg Dr. Adolf, Bender Immunsysteme, Wien
GM-CSF 800 U/ml 5.9 x 10° U/mg Dr. Liehl, Sandoz Forschunggsinst., Wien
IL-1 alpha | 100 LAF U/ml 3 x 10° U/mg Dr. Lomedico, H.-La-Roche, Nutley, NJ
IL-1 beta 100 U/ml 5 x 10° U/mg Genzyme Corp., Cambridge, MA
"Cocktail" jeweils detto

Die angefiihrten Zytokine wurden vor Beginn der Organkultur dem Nahrmedium zugesetzt. Die Dauer der
Organkultur betrug in allen Experimenten 48 Stunden. Nach 24 Stunden erfolgte ein Nahrmediumwechsel,
bei welchem die Zytokine in entsprechender Verdiinnung erneut zugegeben wurden.

Nach 24 und 48 Stunden erfolgte die Anfertigung von (1) Gefrierschnitten, (2) epidermalen "sheets" sowie
(8) dermalen Transversalschnitten. Diese drei unterschiedlichen Zugangsweisen sollten es ermdglichen,
erstens die Veranderungen der Marker CD1a, HLA-DR und Birbeck-Granula zu beurteilen, zweitens
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reprasentative Daten ber die emigrationskinetische Bedeutung der jeweiligen Zytokine zu aquirieren sowie
drittens Aussagen Uber die Intensitat dermaler Akkumulationsvorgange zu treffen.

2.1. Tumornekrose-Faktor alpha

2.1.1. EinfiuB auf die Expression von CD1a, HLA-DR und Birbeck-Granula

Nach Auswertung immunhistochemisch gefarbter Kryostatschnitte sowie epidermalen "sheets" kann
festgestellt werden, daB TNF-alpha auf die Expression obiger Standardmarker keinen Einflu zu haben
scheint. Die erhobenen Befunde entsprechen somit jenen der Standard-Organkultur.

2.1.2. Einflisse auf die Emigrationskinetik

Die Evaluation dreier verschiedener Experimente ergab, daB TNF-alpha in der Lage ist, die Emigrationsrate
epidermaler dendritischer Zellen i.e. Langerhanszellen geringfligig zu erhdhen. Fir Haut, welche Uber
Nahrmedium kultiviert wurde, dem 100 U/m| TNF-alpha zugesetzt worden war, lieB sich bezogen auf die
jeweils simultan und ohne TNF kultivierte Haut, eine Steigerung der Emigration um 6 - 17% erreichen.

Tabelle: EinfluB von TNF-alpha auf die Emigration von Langerhanszellen aus der Epidermis. Zahl der
LC/mm? + Standardabweichung nach 48 Stunden Organkultur.

Exp. 1 0 Stunden 48 Stunden Reduktion
Standard 895 + 96 409 + 105 56%
TNF-alpha - 315+ 87 66%
Exp. 2 0 Stunden 48 Stunden Reduktion
Standard 837 + 111 391 +76 54%
TNF-alpha - 335 + 81 60%
Exp.3 0 Stunden 48 Stunden Reduktion
Standard 924 + 124 499 + 98 46%
TNF-alpha - 342+ 72 63%

2.1.3. EinfluB auf die Akkumulationsprozesse innerhalb der Dermis
Die untersuchten dermalen Transversalschnitte lassen grundsatzlich keine Unterschiede zu jenen des
Standard-Systems erkennen.

2.2. Granulocyten/Makrophagen-Colonie Stimulierender Faktor (GM-CSF)

2.2.1. EinfluB auf die Expression von CD1a, HLA-DR und Birbeck Granula

Auch hierflir kann festgestellt werden, daB GM-CSF in der verwendeten Konzentration von 800 U/ml
keinen, in der Immunhistochemie erkennbaren Effekt auf die Quantitat oder Qualitat der Expression der drei
Standardmarker hat. Allerdings kann bei der Betrachtung von Kryostatschnitten wiederholt folgendes
Phanomen beobachtet werden: So finden sich CD1a+/DR+ dendritische Zellen regional in samtlichen
Schichten der Epidermis bis direkt unter der Hornschicht. Die am weitesten "oben" liegenden
Langerhanszellen wirken plump und lassen die ansonsten gut sichtbaren Dendriten vermissen.

Seite - 55



2.2.2. EinfluB auf die Emigrationskinetik

Die Zugabe von GM-CSF (800 U/ml) zum N&hrmedium hatin der Folge keinen ersichtlichen EinfiuB auf das
Migrationsverhalten epidermaler Langerhanszellen. Der Vergleich der prozentualen Abnahmen der
epidermalen Langerhanszelldichte nach 48 Stunden Organkultur verdeutlicht dies: Abnahmen von 56%,
54% sowie 46% bei standardmaBig kultivierter Haut stehen Abnahmen von je zweimal 55% sowie 50% bei
GM-CSF gegeniber. Dies entspricht Differenzen von maximal 4%.

Tabelle: EinfluB von GM-CSF auf die Emigration von Langerhanszellen aus der Epidermis. Zahl der
LC/mm? + Standardabweichung.

Exp. 1 0 Stunden 48 Stunden Reduktion
Standard 895 + 96 409 + 105 56%
GM-CSF - 417 + 112 55%
Exp. 2 0 Stunden 48 Stunden Reduktion
Standard 837 + 111 391 +76 54%
GM-CSF - 384 + 106 55%
Exp. 3 0 Stunden 48 Stunden Reduktion
Standard 924 + 124 499 + 98 46%
GM-CSF - 462 + 102 50%

2.2.3. EinfluB auf die Akkumulationsprozesse innerhalb der Dermis

Es bestehen keine Unterschiede zur Dermis der standardmafig kultivieten Haut. Es finden sich die
gleichen charakteristischen Anhaufungen dendritischer Zellen. Auch der Anteil an LAG+ Zellen, d.h. von der
Epidermis stammende Langerhanszellen, an der Gesamtheit der akkumulierten Zellen ist nicht signifikant
verandert.

2.3. Interleukin-1 alpha, Interleukin-1 beta

2.3.1. EinfluB auf die Expression von CD1a, HLA-DR und Birbeck-Granula

Sowohl die Auswertung von Kryostatschnitten als auch von epidermalen "sheets" brachte keine neuen
Ergebnisse. Quantitat und Qualitat der Markerexpression auf dendritischen Zellen entsprechen den
bisherigen Befunden.

2.3.2. EinfluB auf die Emigrationskinetik

Beide Zytokine, IL-1 alpha und IL-1 beta, beeinflussen die Emigration der Langerhanszellen aus der
Epidermis nicht (grundsatzlich). Wahrend sich bei Interleukin-1 alpha in drei verschiedenen Experimenten
noch eine 3 - 5%ige Steigerung der Emigration erkennen [aBt, so pendelt die Emigrationsrate bei
Interleukin-1 beta mit einer Abweichung von + einem Prozent um jene der Standard-Organkultur
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Tabelle: Einflud von Interleukin-1 alpha bzw. Interleukin-1 beta auf die Emigration
Langerhanszellen aus der Epidermis. Zahl der LC/mm? + Standardabweichung.

Exp. 1 0 Stunden 48 Stunden Reduktion
Standard 895 + 96 498 + 105 56%
Interleukin-1 alpha - 367 + 86 59%
Interleukin-1 beta - 401 + 92 56%
Exp.2 0 Stunden 48 Stunden Reduktion
Standard 837 + 111 391 +76 54%
Interleukin-1 alpha - 360 + 88 57%
Interleukin-1 beta 394 + 71 53%
Exp. 3 0 Stunden 48 Stunden Reduktion
Standard 924 + 124 499 + 98 46%
Interleukin-1 alpha - 453 + 69 51%
Interleukin-1 beta - 490 + 102 47%

2.3.3. Einflisse auf die Akkumulationsvorgénge innerhalb der Dermis
Die erhaltenen Befunde entsprechen jenen, wie sie schon in 1.3. oder 2.3. kurz beschrieben sind.

2.4. Zytokin-"Cocktail" (TNF-alpha, GM-CSF, IL-1 alpha/beta)

Hierbei kamen alle vier Zytokine simultan zum Einsatz. Die Endkonzentration der einzelnen Zytokine im
Nahrmedium wurde hierfar nicht verandert.

2.4.1. EinfluB auf die Expression von CD1a, HLA-DR und Birbeck-Granula

Auch die simultane Verabreichung der vier Zytokine fiihrt zu keiner ersichtlichen Anderung der Expression
dieser drei Standardmarker. Vor allem an Kryostatschnitten finden sich regional in der Epidermis Areale, in
denen die Zelleiber von Langerhanszellen bis knapp unter der Hornschichte detektierbar sind. Diese
eigentimliche Lokalisation konnte man schon bei der alleinigen Gabe von GM-CSF beobachten. AuBerdem
scheint die Zahl LAG+ Zellen in der oberen Dermis nach 48 Stunden erhdht zu sein, was Ausdruck einer
gesteigerten Emigration dendritischer Zellen epidermaler Provenienz ist. Ahnliche Befunde sind schon unter
dem EinfluB von TNF-alpha erhoben worden. Somit 1Bt sich festhalten, daf die, im Vergleich zur Standard-
Organkultur zusatzlich aufgetretenen Veranderungen vor allem Effekte der Zytokine TNF-alpha sowie GM-
CSF zu sein scheinen. Effekte, die aus einer etwaigen Summenwirkung aller vier Zytokine resultierten oder
aber soiche, welche spezifisch fir eine Interleukin-1 Wirkung sein kdnnten, wurden nicht gefunden.

2.4.2. EinfluB auf die Emigrationskinetik

Aus dem simultanen Einwirken der vier Zytokine auf die kultivierte Haut resultiert eine geringgradige
Steigerung der Emigration. Die prozentuale Reduktion der Langerhanszelldichte Ober 48 Stunden
Organkultur liegt im Mittel etwa 7% (minimal 3%, maximal 10%, n=3) Ober jener der Standard-Kultur. Diese
Abweichungen liegen somit im Rahmen derer, wie sie in etwa bereits bei alleinigem Zusatz von TNF-alpha
erreicht wurden.
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Tabelle: EinfiuB eines Zytokin-"Cocktails" bestehend aus TNF-alpha, GM-CSF, IL-1 alpha/beta auf die
Emigration von Langerhanszellen aus der Epidermis. Zahl der LC/mm? + Standardabweichung.

Exp. 1 0 Stunden 48 Stunden Reduktion
Standard 895 + 96 409 + 105 56%
"Cocktail" - 374+85 59%
Exp. 2 0 Stunden 48 Stunden Reduktion
Standard 837 + 111 391 +76 549,
"Cocktail" - 308 +74 64%
Exp. 3 0 Stunden 48 Stunden Reduktion
Standard 924 + 124 454 + 98 46%
"Cocktail" - 418 + 92 55%

2.4.3. Einflisse auf die Akkumulationsvorgédnge innerhalb der Dermis
Die Untersuchung dermaler Transversalschnitte ergab keine neuen Aspekte.

(b) ANSATZE ZUR HEMMUNG DER EMIGRATION

1. Versuche der physikalischen Emigrationshemmung durch Kihlung

Die Wahl dieses experimentellen Ansatzes wurde durch Vorversuche von U. Ortner angeregt, der es
gelang, die "spontane" Emigration von Langerhanszellen aus abgetrennten und danach kultivierten
Mausochren dadurch zu hemmen, daB sie die Ohren vor dem Einbringen in die Kultur fir etwa 24 Stunden
bei 4°C “kihite". Interpretiert wurde die anschlieBende Emigrationshemmung ihrerseits durch den infolge
der niederen Temperatur nachhaltig erloschenen Entziindungsreiz, der urspringlich mit dem Abschneiden
der Ohren gesetzt worden war (161).

Die emigrationsinhibitorische Potenz dieser MaBnahmen sollite auch fir das Humansystem evaluiert
werden. Die fir die Organkultur vorbereitete Haut wurde also zunachst fir 24 Stunden bei 4°C im
Kuhlschrank deponiert. AnschlieBend erfolgte eine standardmaBige Organkultur Gber 48 Stunden sowie die
entsprechenden immunhistochemischen Auswertungen von Epidermis und dermalen Transversalschnitten.

1.1. EinfluB auf die Emigrationskinetik

Der EinfluB einer 24-stindigen Kalteeinwirkung auf die emigrationsbedingte Abnahme der
Langerhanszelldichte im epidermalen "sheet" erweist sich als sehr heterogen. Wahrend in zwei von
insgesamt drei Experimenten der Trend tatsachlich in Richtung Emigrationshemmung geht (6 - 19%), so
verwundert im anderen Fall die 8%ige Steigerung der Emigrationsrate. Die Ergebnisse im Humansystem
weichen somit klar von den im Maussystem erhobenen Daten ab. Wenngleich sich auch fallweise ein
gewisser negativer EinfluB auf das Wanderungsverhalten zeigt, so kann von einer effizienten
Emigrationshemmung oder Blockade wohl kaum die Rede sein.
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Tabelle: EinfluB von Kélte auf die Emigration von Langerhanszellen aus der Epidermis. Zahl der

LC/mm2 + Standardabweichung.

Exp. 1 0 Stunden 48 Stunden Reduktion
Standard 853 + 106 383 + 56 56%

Kélte 4°C - 433 + 67 50%

Exp. 2 0 Stunden 48 Stunden Reduktion
Standard 872 + 89 426 + 61 52%

Kalte 4°C - 384 + 67 46%

Exp. 3 0 Stunden 48 Stunden Reduktion
Standard 894 + 98 372+ 45 59%

Kalte 4°C - 544 + 78 40%

1.2. Einflisse auf die Akkumulationsvorgénge innerhalb der Dermis

Auch die Exploration dermaler Transversalschnitte, welche aus "gekihiter Haut" gewonnen wurden, ergab
keine Hinweise fir eine signifikante Hemmung der Langerhanszell-Emigration. Nach 48 Stunden Kultur
finden sich groBe Mengen DR+/LAG+ Zellen in der papillaren Dermis. Neben zahllosen einzelstehenden
Zellen mit teils noch dendritischem Charakter sind auch jene typischen gruppierten Akkumulationen
detektierbar, welche "cluster-artig" oder "perlenketten-artig" aneinander gelagert sind. Ein Gberwiegender
Teil dieser stark HLA-DR+ rundlichen und adendritsch-anmutenden Zellen ist LAG+ und enthalt somit
Birbeck-Granula.

2. Versuch der Emigrationshemmung durch Anti-TNF-alpha

Nachdem im Rahmen der Stimulationsversuche ausschlieBlich fiir TNF-alpha ein, wenn auch méaBiger, die
Emigration steigernder Effekt eruiert werden konnte, lag es nahe, die Bedeutung dieses Zytokins indirekt
durch dessen Blockade in der kultivierten Haut naher zu erforschen. Hierfir wurde anti-human TNF-alpha
(Kultursupematant, ATCC: HB9228, Kion: SDW18.1.1, IgG ykappa, Rockefeller University, NY (162)) dem
Nahrmedium zu einem B0%igen Anteil zugeflgt. Die Organkulturdauer betrug 48 Stunden. AuBerdem sollte
versucht werden, eine potentielle emigrationshemmende EinfluBnahme durch anti-TNF-alpha durch
gleichzeitige Zugabe einer "exzessiven" Menge von TNF-alpha (i.e.1000 U/ml) zu neutralisieren.

2.1. EinfluB auf die Emigrationskinetik

Anti-TNF-alpha ist in der Lage, die Emigration von Langerhanszellen aus der Epidermis substantiell zu
hemmen. In drei Experimenten lag die prozentuale Reduktion der Langerhanszelldichte nach 48 Stunden
im Mittel um 28% (12 - 41%) unter derjenigen der Standard-Kultur. Dies bedeutet im Mittel eine Hemmung
der Emigration um 52% (28 - 76%). Wird dem Nahrmedium neben anti-TNF-alpha zusatzlich TNF-alpha im
UberschuB (excess TNF-alpha, 1000 U/ml) zugesetzt, so resultiert eine Antagonisierung der
emigrationshemmenden Wirkung von anti-TNF. Dariiber hinaus ist iberschissiger TNF-alpha in der Lage,
die Emigration von Langerhanszellen aus der Epidermis im Vergleich zur Standardkultur zu stimulieren. Im
Mittel lag die Reduktion der Langerhanszellzahl/mm?2 8% (5 - 10%) Gber jener der Standardkultur. Dies
entspricht einer mittleren Stimulation der Emigration um 13% (8 - 19%).
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Tabelle: EinfluB von anti-TNF-alpha autf die Emigration von Langerhanszellen aus der Epidermis.
Zahl der LC/mm? + Standardabweichung.

Exp. 1 0 Stunden 48 Stunden Reduktion
Standard 904 + 121 353 +99 61%
anti-TNF-alpha - 644 + 97 29%
anti-TNF-alpha - 307 + 71 66%

+ excess TNF-alpha

Exp. 2 0 Stunden 48 Stunden Reduktion
Standard 829 + 98 407 + 49 51%
anti-TNF-alpha - 513 +89 39%
anti-TNF-alpha - 323 + 82 61%

+ excess TNF-alpha

Exp.3 0 Stunden 48 Stunden Reduktion
Standard 886 + 105 390 + 67 57%
anti-TNF-alpha - 832 + 107 16%
anti-TNF-alpha 310+78 65%

+ excess TNF-alpha

2.2. Einflisse auf die Akkumulationsprozesse innerhalb der Dermis

Wider Erwarten sind trotz der Gegenwart von anti-TNF-alpha wahrend der 48-stindigen Kulturperiode
zahlreiche charakteristische Akkumulationen aus stark MHC-Klasse Il exprimierenden, rundovalen Zellen
entstanden. Prima vista entspricht das immunhistochemische Bild der Dermis dem aller vorangegangenen
Experimente. Erst eine Doppelfarbung, welche denjenigen Anteil an akkumulierten dendritischen Zellen in
den afferenten lymphatischen GefaBen demaskiert, die neben der intensiven HLA-DR Expression auch
Birbeck-Granula enthalten, offenbart: DR+/1LAG+ Zellen i.e. dendritische Zellen epidermaler Provenienz,
welche bis dato immer die DR+/LAG- Zellen an Zahl deutlich Gbertrafen, sind plotzlich in der Minderheit.
Nur mehr 30 - 50% der im LymphgefaBsystem angeh&uften dendritischen Zellen enthalten offensichtlich
Birbeck-Granula respektive stammen somit aus der Epidermis. Wurde im experimentellen Ansatz auch
TNF-alpha im UberschuB zugeflhrt, so werden wiederum alle Merkmale einer intensiven Auswanderung
deutlich: Massen dendritischer Zellen in der papillaren Dermis sowie prall mit Langerhanszellen gefilite
afferente Lymphgefafie.

Es kann somit festgehalten werden, dal3 Prozesse dermaler Akkumulation dendritischer Zellen unter dem
EinfluB von anti-TNF-alpha weniger in ihrer Quantitat, denn vielmehr in ihrer Qualitat moduliert werden. Mit
dieser Qualitat ist in erster Linie die Provenienz der akkumulierten dendritischen Zellen gemeint ist. TNF-
alpha im UberschuB ist in der Lage die dargestellten Effekte zu antagonisieren.

2.3. Emigrationshemmende Wirkung von anti-TNF-alpha im
"Epidermis-only"-System

Zur weiteren Absicherung der im Standard-Organkultursystem erhobenen Daten sollte der EinfluB von anti-
TNF-alpha auch im sogenannten "Epidermis-only"-System evaluiert werden. Dieses System schien zu
diesem Zweck deshalb besonders geeignet, weil hier das AusmaB an sog. "spontaner” Emigration
betrachtlich héher ist und somit zu erwarten ist, da das System folglich sensibler auf eine potentiell
emigrationsinhibitorische EinfluBnahme Uber anti-TNF-alpha reagieren wirde. Auch hier solite zudem
Uberprift werden, ob die gleichzeitige Zugabe von TNF-alpha "im Uberschuf3" (excess TNF-alpha) zu einer
Neutralisierung der anti-TNF Wirkung fuhrt.
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2.3.1. EinfluB auf die Emigrationskinetik

Epidermis, welche dem EinfluB von anti-TNF-alpha ausgesetzt war, weist nach 48 Stunden eine
Langerhanszelldichte auf, welche im Mittel um 31% (27 - 51%) Uber jener der Referenzepidermis liegt. Dies
entspricht einer Hemmung der Emigration um durchschnittich 50% (40 - 53%). Die im Standard-
Organkultursystem sowie "Epidermis.only"-System erhobenen Daten korrelieren somit miteinander.

Unter dem zusatzlichen EinfluB von TNF-alpha im UberschuB wird die inhibitorische Wirkung von anti-TNF-
alpha neutralisiert. Die Emigration entspricht hierbei jener des Standardsystems. Geringfligige zusatzliche
Steigerungen der Emigration durch Gberschissigen TNF-alpha, wie dies im klassischen Organkultursystem
nachweisbar war, ist nicht feststellbar.

Tabelle: Wirkung von anti-TNF-alpha im "Epidermis-only"-System. Zahl der LC/mm2 #
Standardabweichung.

Exp. 1 0 Stunden 48 Stunden Reduktion
"E-only" Standard 865 + 123 120 + 43 87%
"E-only" + anti-TNF - 510+ 74 M%
"E-only" + anti-TNF - 121 + 63 86%

+ excess TNF-alpha

Exp.2 0 Stunden 48 Stunden Reduktion
"E-only" Standard 916 + 99 100 + 39 90%
"E-only" + anti-TNF - 558 + 89 39%
"E-only" + anti-TNF - 138 + 46 85%

+ excess TNF-alpha

Exp.3 0 Stunden 48 Stunden Reduktion
"E-only" Standard 826 + 102 164 + 44 81%
"E-only" + anti-TNF - 387 + 56 54%
"E-only" + anti-TNF 122 + 44 85%

+ excess TNF-alpha

3. Versuch der Emigrationshemmung durch humanen TNF- Rezeptor

Es sollte untersucht werden, ob die Zugabe eines geldsten TNF-Rezeptors (soluble human TNF receptor
P80 linked to the Fc portion of human IgG1, Immunex-Seattle, WA., (163)) zum Nahrmedium in der Lage ist,
EinfluB auf die Emigration von Langerhanszellen aus der Epidermis zu nehmen. Die Endkonzentration des
Rezeptors im Medium betrug 100 pg/mi.

3.1. EinfluB auf die Emigrationskinetik im Standardsystem

Nach vergleichender Betrachtung der in drei verschiedenen Experimenten erhobenen Daten |aBt sich
festhalten, dafl die Zugabe loslichen TNF-Rezeptors zum N&hrmedium, zumindest in der gewahlten
Konzentration von 100 pug/ml, keinen signifikanten Effekt auf die Emigrationskinetik der Langerhanszellen
auszuiben scheint.
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Tabelle: EinfluB von léslichem TNF Rezeptor auf die Emigration von Langerhanszellen aus der

Epidermis (im Standardsystem). Zahl der LC/mm? + Standardabweichung.

Exp. 1 0 Stunden 48 Stunden Reduktion
Standard 974 + 102 500 + 98 47%
TNF Rezeptor - 565 + 91 42%
Exp. 2 0 Stunden 48 Stunden Reduktion
Standard 933 + 122 438 + 88 53%
TNF Rezeptor - 467 +97 50%
Exp. 3 0 Stunden 48 Stunden Reduktion
Standard 899 + 108 391 + 89 56%
TNF Rezeptor - 387 + 93 57%

3.2, EinfluB auf die Emigrationskinetik im "Epidermis-only"-System
Auch fur dieses System ist kein emigrationsmodulierender bzw. womdglich emigrationshemmender Einflu
des TNF-Rezeptors nachweisbar.

Tabelle: EinfluB von l&slichem TNF Rezeptor auf die Emigration von Langerhanszellen aus der
Epidermis (im "Epidermis-only"-System). Zahl der LC/mm? + Standardabweichung.

Exp.1 0 Stunden 48 Stunden Reduktion
"E-only" 918 + 110 201 +83 78%
"E-only"+TNF Rez. - 185 + 91 80%
Exp.2 0 Stunden 48 Stunden Reduktion
"E-only" 967 + 132 182 + 90 81%
"E.only"+TNF Rez. - 164 +79 83%
Exp.3 0 Stunden 48 Stunden Reduktion
"E-only" 869 + 121 244 +74 72%
"E-only"+TNF Rez. - 213+82 78%

4. Versuch der Emigrationshemmung durch Interleukin-1 Rezeptor Antagonist Protein
Rekombinantes humanes Interleukin-1 Rezeptor Antagonist Protein (164) (von Daniel E. Tracey, The
Upjohn Gompany, Kalamazoo, MI) wurde dem Nahrmedium in einer Konzentration von 100 ng/ml
zugesetzt. Analog zu den Untersuchungen mit I6slichem TNF Rezeptor sollten die Auswirkungen eines
etwaigen emigrationsmodulierenden Effektes erfaBt werden.

4.1. EinfluB auf die Emigrationskinetik im Standardsystem

Da die Reduktionsraten der Langerhanszelldichte unter dem EinfluB von IL-1 Rezeptor Antagonist in drei
verschiedenen Experimenten nur unwesentlich und ungerichtet von jenen der Referenzexperimente
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abweicht, ist zu folgern, daB die Zugabe obigen Proteins in der gewahiten Konzentration von 100 ng/ml
keinen substantiell emigrationsmodulierenden Einflu3 ausibt.

Tabelle: EinfluB von Interleukin-1 Rezeptor Antagonist Protein auf die Emigration von
Langerhanszellen aus der Epidermis (im Standardsystem). Zahl der LC/mm? + Standardabweichung.

Exp. 1 0 Stunden 48 Stunden Reduktion
Standard 974 + 102 500 + 98 47%

IL-1 RA - 552 + 101 43%

Exp. 2 0 Stunden 48 Stunden Reduktion
Standard 933 +122 438 + 88 53%

IL-1 RA - 418 +92 55%

Exp. 3

Standard 899 + 108 391 +89 56%

IL-1 RA - 430 + 81 52%

4.2. EinfluB auf die Emigrationskinetik im “"Epidermis-only"-System
Es bestehen keine ersichtlichen Effekte.

Tabelle: EinfluB von Interleukin-1 Rezeptor Antagonist auf die Emigration von Langerhanszellen aus
der Epidermis (im "Epidermis-only"-System). Zahl der LC/mm? + Standardabweichung.

Exp. 1 0 Stunden 48 Stunden Reduktion
"E-only" 918 + 110 201 + 83 78%
"E.only” + IL-1 RA - 194 + 98 79%
Exp. 2 0 Stunden 48 Stunden Reduktion
"E-only" 967 +132 182 + 90 78%
"E-only" + IL-1 RA - 154 + 76 84%
Exp.3 0 Stunden 48 Stunden Reduktion
"E-only" 896 + 121 244 + 74 72%
"E-only" + IL-1 RA - 109 + 64 68%

(c) EXPRESSION VON ADHASIONSMOLEKULEN

Im folgenden soll auf vier verschiedene Adhasionsmolekile eingegangen werden, die mehr oder weniger
im Verdacht stehen, an Prozessen der spezifischen Ansiedelung ("homing") von Leukozyten beteiligt zu
sein bzw. durch eine mdgliche Fluktuation deren Expression induktiv oder regulatorisch in
Wanderungsprozesse einzugreifen. Um zu einem besseren Verstandnis der Mechanismen der Emigration
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von Langerhanszellen aus der Epidermis zu gelangen, sollte die Expression dieser vier gewahiten
Adhasionsmolekile im Rahmen der Organkultur mittels immunhistochemischer Methodik erfafit und
beurteilt werden.

1. E-CADHERIN

Cadherine sind Calcium?2* abhangige homophile Adhasionsmolekiile, welche fiir eine normale Entwicklung
und Funktion epithelialer Gewebe unerlaslich sind (165). Besonders desmosomale und extradesmosomale
Cadherine (E- und P-Cadherin) sind in starkem MaBe in der Epidermis von Saugern reprasentiert und sich
wesentlich an der Keratinozyten-Keratinozyten Adhasion beteiligt (168). Tang et al. (167) berichteten, daB
murine Langerhanszellen E-Cadherin exprimieren und dieses maBgeblich an der Bindung der
Langerhanszellen an die Keratinozyten beteiligt sei und mutmagten, daB diese Interaktion auch im Rahmen
der Langerhanszellemigration eine entscheidende Rolle spiele. Auch fir das Humansystem konnte erst
jingst nachgewiesen werden, daB3 Langerhanszellen E-Cadherin exprimieren (168). Die Expression von E-
Cadherin wird wahrend der Kultivierung (167) oder als Antwort auf die Applikation von Kontaktallergenen
(169) vermindert.

Im Zuge der vorliegenden Arbeit sollte deshalb untersucht werden, wie sich die Expression von E-Cadherin
auf Zellen innerhalb der Epidermis im Rahmen der Organkultur immunhistochemisch darstellen 1aBt und ob
Uber den Beobachtungszeitraum von 48 Stunden, also wahrend des Exodus epidermaler
Langerhanszellen, Fluktuationen der E-Cadherin Expression nachweisbar sind. Das Motiv dieser
Untersuchungen lag hierbei darin, das Verhalten der E-Cadherin Expression im Rahmen der Initiation der
Langerhanszellemigration zu untersuchen und somit Aufschliisse Uber die Interaktion zwischen Keratinozyt
und Langerhanszelle zu erhalten. Gefrierschnitte und epidermale “"sheets” der Zeitpunkte "null”, 24" und
"48 Stunden" wurden nach der Farbung mit dem gegen E-Cadherin gerichteten Antikérper (E-Cadherin,
HECD-1, Maus IgG1, Takara Inc., Otsu, Japan) ausgewertet.

Ergebnis

Die immunhistochemische Darstellung der Expression von E-Cadherin in drei verschiedenen Experimenten
zeigt in frischer, nicht kultivierter Haut eine zarte aber deutliche Farbung im gesamten epidermalen
Interzellularraum. Die Intensitdt des Farbemusters ist Ober die gesamte Epidermis hinweg von
gleichméafigem Charakter. In der Dermis 1aBt sich E-Cadherin nicht nachweisen.

An diesem Ergebnis andert sich auch nach 24 bzw. 48 Stunden der Organkultur nichts. Man findet weiters
die retikular-erscheinende Anfarbung des epidermalen Interzellularraumes in derselben Intensitat wie zum
Zeitpunkt "null Stunden". Auch die sorgfaltige Untersuchung der Dermis liefert keine Hinweise auf E-
Cadherin exprimierende Zellen. Eine Beurteilung der Expression dieses Molekils auf Langerhanszellen ist
in diesem System somit nicht méglich.

2. CD44-MOLEKUL

Dieses weit verbreitete 90-kDa Glycoprotein (170) der Zelloberflache scheint an einem weiten Spektrum
immunologischer Funktionen beteiligt zu sein. So kann es unter anderem als kostimulierendes Signal in
CD2 oder CD3-mediierter T-Zell Aktivierung und Zell-Proliferation (171,172) und als Promotor
homotypischer T-Zell Adhasion (173,174) fungieren. AuBerdem spielt es eine Rolle bei der Zelladhasion an
bestimmte Komponenten der extrazellularen Matrix (175) bzw. an sogenannte "high endothelial venules”
(176). Dies ist im besonderen bei der Lymphozyten-Rezirkulation bzw. "homing" von Bedeutung.

Die differentielle Expression der CD44 Isoformen (177) in der Haut sollte mittels immunhistochemischer
Methoden zur Darstellung gebracht werden und Uber den Verlauf von 48 Stunden Organkultur beobachtet
werden um potentielle Verdnderungen im Rahmen der Langerhanszellemigration feststellen zu kénnen.
Bezugnehmend auf eine Arbeit von Aiba et al. (178), die eine im Vergleich zu frisch gewonnenen
Langerhanszellen héhere Expression von CD44 auf kultivierten Langerhanszellen auswies, sollte zudem
das Augenmerk auf emigrierende Langerhanszellen gerichtet werden.
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Ergebnis

Bei allen immunhistochemisch dargestellten CD44 Isoformen (CD44s,- 4v,- 6v,- 9v) zeigt sich eine sehr
intensive und gleichmaBige Farbung des gesamten epidermalen Interzellularraumes und der Haarfollikel.
Mit Ausnahme von CD44-4v lassen sich alle anderen Isoformen auch auf SchweiBdrisenepithel
nachweisen. Die Dermis weist kein CD44 auf.

Nach 24 bzw. 48 Stunden Organkultur lassen sich in der Epidermis keine nennenswerten Abweichungen
der Verteilung oder Intensitat von CD44 erkennen: Sowoh! Keratinozyten unkultivierter Haut als auch jene
kultivierter Haut exprimieren in hohem MaBe CD44. Inwieweit die Expression dieses Adhasionsmolekiles
an Emigrationsprozessen von Langerhanszellen beteiligt ist, 1Bt sich, zumindest anhand der
immunhistochemischen Darstellungsweise, nicht genauer evaluieren. Emigrierende Langerhanszellen in
der Dermis erscheinen CD44-negativ.

3. ALPHA-4 INTEGRIN

Im murinen System konnte gezeigt werden, daB kultivierte Langerhanszellen im Vergleich zu frisch
isolierten Langerhanszellen eine starke Aufregulation an Alpha-4 Integrinen aufwiesen. Ein analoges
Verhalten war auch bei in vivo aktivierten Langerhanszellen in der Epidermis sowie in den drainierenden
Lymphknoten nach Hapten-Applikation beobachtbar (178). Auch humane Langerhanszellen erhGhen
wahrend der Kultur die VLA-4 Expression (A. Lenz, N. Romani, unveréffentlichte Beobachtung).

Diese Ergebnisse lassen vermuten, daB VLA-4 im Rahmen der Migration von Langerhanszellen eine Rolle
spielen konnte. Deshalb sollte die Expression von Alpha-4 Integrin auch im Organkultursystem Uber 48
Stunden untersucht werden.

Ergebnis

Frische, nicht kultivierte Haut zeigt in der Epidermis keine Expression von Alpha-4 Integrin. Dieses Ergebnis
korreliert mit den Befunden der oben zitierten Arbeit von Aiba et al.. Jedoch ist im Verlauf der Organkultur
keine Zunahme der Expression dieses Adhéasionsmolekils - weder in der Epidermis, noch auf
emigrierenden Langerhanszellen in der Dermis - zu bemerken. Entweder bleibt die Aufregulation des
Integrins im Humansystem ganzlich aus, oder aber eine existente, jedoch moglicherweise sehr moderate
Aufregulation bleibt infolge der, im Vergleich zur Fluoreszenz-DurchfluBzytometrie (FACS) relativ wenig
sensitiven immunhistochemischen Darstellung unentdeckt.

4. KUTANES LYMPHOZYTEN-ASSOZIIERTES ANTIGEN (CLA)

CLA, welches durch den monoklonalen Antikérper HECA-452 erkannt wird, spielt eine wichtige Rolle im
Rahmen des, Gber die Bindung an E-Selektin dermaler mikrovasculdrer Endothelzellen gebundenen
"homings" bestimmter Gedéachtnis T- Zellen in der Haut (179-182). In der Annahme, daB das “homing"
verschiedener Leukozytenpopulationen in der Haut sich ahnlicher Mechanismen bedienen kdnnten, konnte
far das Humansystem gezeigt werden, daf CDia+ Langerhanszellen der Epidermis CLA in
unterschiedlichem, aber generell eher schwachen MafBe exprimieren (183). Unverdffentlichte Daten aus
diesem Labor (A. Lenz, N. Romani) konnten zeigen, daB die Expression von CLA wahrend der Kultur
humaner Langerhanszellen verringert wird. Um mehr 0Ober eine magliche Beteiligung dieses
Adhasionsmolekils im Rahmen der Emigration von Langerhanszellen aus der Epidermis zu erfahren, sollte
die Expression von CLA im Rahmen der Organkultur evaluiert werden.

Ergebnis

Frische, nicht kultivierte Haut zeigt lediglich in der papillaren Dermis einige schwach CLA+ Zellen von
runder Kontur, welche sich in der Nahe von kleinen BlutgefaBen befinden. Hierbei dirfte es sich um T-
Lymphozyten handeln. In der Epidermis ist keine Expression von CLA ersichtlich.

Untersuchungen an Gefrierschnitten von Haut, die Ober 24 bzw. 48 Stunden kultiviert wurde, brachten
dieselben Ergebnisse zutage. Eine Beteiligung von CLA im Rahmen der Emigration von Langerhanszellen
erscheint deshalb als fraglich.
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E. CHARAKTERISIERUNG EMIGRIERTER KUTANER DENDRITISCHER ZELLEN

Wie im Rahmen der vorangegangen Kapitel dargestellt wurde, verlassen die epidermalen dendritischen
Zellen ie. Langerhanszellen im Verlaufe der Organkultur die Epidermis und erreichen, offensichtlich
gemeinsam mit Zellen der Subpopulation dermaler dendritischer Zellen Uber die papillare Dermis afferente
LymphgefdBe. Innerhalb dieser akkumulieren sie in mehr oder weniger starkem MaBe in Form
traubenférmiger Zusammenballungen.

Prozesse der Migration sind jedoch wahrend der Organkultur nicht ausschlieBlich auf die epidermo-dermale
Junktionszone beschrankt, sondern finden auch an allen, dem Nahrmedium zugewandten Grenzfléchen
der kultivierten Hautstlicke statt. Diese Migration 148t sich indirekt dadurch feststellen, als daf am Boden
der KulturgeféBe teilweise beachtliche Mengen von Zellen phasenkontrastmikroskopisch nachgewiesen
werden koénnen (siehe Abb.15.), die zum groBten Teil aufgrund ihrer charakteristischen Morphologie
eindeutig den dendritischen Zellen zugeordnet werden kdnnen.

Abb.15. Phasenkontrastmikroskopie von emigrierten kutanen dendritischen Zellen am Boden des
KulturgefaBes. An der Oberflache der Zellen erkennbar sind kurze Zytoplasmaausstiilpungen bzw. kleine
dendritische Fortsatze. (x400)

Es sind deutlich die ex-, und retrahierenden Bewegungen ihrer segelartigen Fortsétze (“veils") zu
erkennen. Bei langerer Beobachtung sind ungerichtete, orientierungslos anmutende Lageveranderungen
einzelner Zellen auszumachen. Gelegentlich stéBt man auf dendritische Zellen, welche in der Tat ihrem
Namen alle Ehre machen: so weisen diese einen eher polygonal geformten Zelleib auf, von welchem aus
dinne Fortsatze von bisweilen beachtlicher Lange fortstreben. Von diesen Dendriten abgeschnirt
erscheinen immer wieder kleinste vesikel-férmige Gebilde. Bei geduldiger Betrachtung sind tastende
Bewegungen der Fortsatze zu bemerken, ohne daf die Zelle den Ort wechselte. Flhrt man zarte manuell
induzierte Schaukelbewegungen der Kulturgefafe unter gleichzeitiger mikroskopischer Betrachtung durch,
so zeigt sich, dafB gerade solche Zellen mit langen Fortsatzen wie erstarrt am Boden der GeféaBe verharren,
wahrend das Gros der restlichen dendritischen Zellen nicht adharent ist. Manche der dendritischen Zellen
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bilden Paare oder kleine Gruppen. Immer wieder kann man auch kleinere runde Zellen aufspiren, bei
welchen es sich meist wohl um emigrierte T-Lymphozyten handeln dirfte, was die Ergebnisse der erst
kirzlich publizierten Arbeit von Pope et al. bestatigt (39). Sie sind sowohl einzelstehend, als auch an
dendritische Zellen gekoppelt anzutreffen. Letzeres Phanomen wird an der Mitbewegung der Lymphozyten
mit den Bewegungen der dendritischen Zellen deutlich. Als weitere, allerdings in sehr bescheidenem MaBe
am Boden der KulturgefaBe vertretene Zellpopulation, sind noch einzelne Keratinozyten zu erwahnen.

Zur Verdeutlichung der immensen migratorischen Potenz dendritischer Zellen sei an dieser Stelle daran
erinnert, daB3 diese Zellen, um Uberhaupt den Boden der KulturgefaBBe erreichen zu kénnen, de facto die
kdnstliche Barriere eine Polycarbonat-Membran (berwinden missen. Diese Membran ist von Poren
durchsetzt, welche einen Durchmesser von 3.0 um (!) aufweisen. Hierbei sei erwahnt, daB der
Durchmesser der dendritischen Zellen, wie sie am Boden der KulturgefaBe zu finden sind, etwa 12 um
betragt.

Eine nahere, vor allem immunhistochemische Charakterisierung der Gesamtheit jener, im Rahmen der
Organkultur emigrierter dendritischer Zellen, hatte sich demnach sowohl auf die in afferenten dermalen
LymphgefaBen akkumulierten Zellen, als auch auf jene am Boden der KulturgefaBe gefundenen
dendritischen Zellen zu erstrecken. Von der Annahme ausgehend, daB es sich bei ersteren vorwiegend um
dendritische Zellen epidermaler Provenienz i.e. Langerhanszellen handle, bei letzteren weitgehend um
dermale dendritische Zellen (9), sollten potentielle Unterschiede im Marker-Profii der beiden
"Zielpopulationen" ermittelt werden. Von besonderem Interesse war die Frage, ob dendritische Zellen im
Zuge ihrer Emigration und unter den besonderen Einflissen wahrend der Organkultur auch Merkmale
eines, dem System dendritischer Zellen attestierten Maturationsprozesses (siehe Kapitel "Einleitung”)
aufweisen wlrden.

Ausgewertet wurden immunhistochemische Farbungen dermaler Transversalschnitte von Gber 48 bzw. 72
Stunden kultivierter Haut sowie Zytozentrifugenpraparate. Als Referenz dienten Langerhanszellen
unkultivierter Haut. Diese entsprechen sogenannten unreifen dendritischen Zellen.

1. IMMUNHISTOCHEMISCHE CHARAKTERISIERUNG

1.1. Expression von CD80/B7-BB1 auf emigrierten kutanen dendritischen Zellen

Dem sowohl auf reifen humanen als auch murinen Langerhanszellen exprimierten B7-BB1 Molekal wird
eine essentielle Bedeutung im Rahmen der Aktivierung primarer T-Zellen durch reife dendritische Zellen
zugesprochen (85,86,144,184-186). B7-BB1 fungiert dabei abseits der obligaten Interaktion von T-
Zellrezeptor/CD3-Komplex und den MHC-Antigenen auf der dendritischen Zelle als zusétzliches,
kostimulatorisches Signal.

Ergebnis

Dendritische Zellen epidermaler Provenienz i.e. Langerhanszellen, aber auch dermale dendritische Zellen,
welche in akkumulierter Form in den afferenten LymphgefaBen der papillaren Dermis aufgefunden wurden,
zeigten in der Immunfluoreszenz dermaler Transversalschnitte einer Gber 48 bzw. 72 Stunden kultivierten
Haut keine sicheren Anzeichen einer B7-BB1 Expression. Auch der Versuch des Nachweises des
kostimulatorisch-wirkenden Molek(ls auf dendritischen Zellen, welche vom Boden der KulturgefaBe
eingesammelt wurden, blieb erfolglos. (n=3)

1.2. Expression von CD86/B7-2 auf emigrierten kutanen dendritischen Zellen

Hierbei handelt es sich um ein weiteres T-Zell-kostimulatorisches Molekdl, welches als zweiter Ligand far
CD28 und CTLA-4 fungiert (150). Seine Expression auf dendritischen Zellen wird im Zuge deren
Kultivierung aufreguliert (87,184) und darf somit als Anzeichen eines ablaufenden Reifungsprozesses
aufgefaBt werden.

Ergebnis
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Far die Expression von B7-2 auf im Rahmen der Organkultur emigrierten dendritischen Zellen gilt dhnliches
wie fUr jene von B7-BB1. In der Immunfluoreszenz war keine sichere Auspragung dieses Markers zu
erkennen, weder auf emigrierten Langerhanszellen, noch auf dermal dendritischen Zellen. (n=3)

1.3. Expression von CD40 auf emigrierten kutanen dendritischen Zellen

Es handelt sich hierbei um ein Adhasionsmolekdl, dessen Expression auBer auf B-Lymphozyten auch auf
reifen dendritischen Zellen nachweisbar ist (9,79). Seine Bedeutung wird im Zusammenhang mit der
akzessorischen Funktion dendritischer Zellen gesehen.

Ergebnis

In den afferenten LymphgefaBen der papilldren Dermis akkumulierte dendritische Zellen i.e.
Langerhanszellen und dermale dendritische Zellen erscheinen in der Immunfluoreszenz zu einem
Oberragenden Teil CD40-negativ. Lediglich einige wenige Zellen erscheinen im Vergleich mit der
Isotypkontrolle schwach positiv.

Analoge Verhéltnisse treffen auf jene dendritischen Zellen zu, welche aus der Haut in das Nahrmedium
emigriet waren. Eine wahrend der 48-stindigen Organkultur generell im Zuge des
Auswanderungsprozesses initierte und in der Folge gesteigerte Expression von CD40 darf, zumindest
ausgehend von einer immunhistochemischen Bewertung, bezweifelt werden. (n=3)

1.4. Expression von CD83 auf emigrierten kutanen dendritischen Zellen

CD83 ist ein Glycoprotein, welches auf der Zelloberfliche von bestimmten Subpopulationen des
dendritischen Zellsystems (Langerhanszellen, interdigitierende Retikulumzellen) sowie aktivierten T-
Lymphozyten exprimiert wird (151). In der Haut 1a8t sich HB15 auf einigen wenigen, in der Epidermis
(Langerhanszellen) und in der Dermis gelegenen dendritischen Zellen detektieren. CDB3 erscheint derzeit
als einer der zuverlassigsten Marker fir reife dendritische Zellen (173,174,187).

Ergebnis

Emigrierte dendritische Zellen, welche vom Boden der KultugefaBe eingesammelt worden waren, waren in
der Immunfluoreszenz eindeutig als HB15-positiv einzustufen. Die immunhistochemische Darstellung zeigt
eine homogene Verteilung von HB15 auf der gesamten Zelloberflaiche. Der Grad der Farbeintensitat kénnte
als durchschnittlich bezeichnet werden, die interzellulare Variabilitat ist aligemein gering. (n=3)

Diese Befunde wurden von S. Ebner in unserem Labor mittels Fluoreszenz-DurchfiuBzytometrie (FACS)
bestatigt. Dies deutet sehr stark auf einen wahrend der Organkultur ablaufenden Reifungsprozef3 der
Langerhanszellen hin..

1.5. Expression von TRAP (humaner CD40-Ligand) auf emigrierten kutanen dendritischen Zellen
(154)

Ergebnis
Der Versuch der immunhistochemischen Detektion des TRAP-Molekils auf emigrierten dendritischen
Zellen blieb in allen Experimenten erfolglos.

1.6. EinfluB von Zytokinen auf die Expression von CD80/B7-BB1, CD86/B7-2 und CD40 auf
emigrierten kutanen dendritischen Zellen

Nach jeweiliger Zugabe von TNF-alpha (100 U/ml), GM-CSF (800 U/ml) sowie Interleukin-1 alpha (100 LAF
U/ml) bzw. beta (100 U/ml) zum Nahrmedium erfolgte die standardméaBige Durchflihrung einer Organkultur
Gber 48 Stunden. Es sollte untersucht werden, ob die genannten Zytokine in der Lage sein wirden, eine
Aufregulation der Expression einiger sog. Reifungsmarker wahrend der Emigrationsphase zu induzieren
oder zu verstarken. Beachtung galt dabei vor allem GM-CSF, einem Zytokin, dem eine besondere
Bedeutung im Rahmen der Langerhanszelireifung zugeschrieben wird (77,78,98).
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Ergebnis
Keines der genannten Zytokine war dazu in der Lage, die Expression von CD80/B7-BB1, CD86/B7-2 bzw.

CD40 auf emigrierenden bzw. emigrierten dendritischen Zellen in einem MaBe zu steigern, als daf3 dies mit
der zur Verfligung stehenden immunhistochemischen Methodik erkennbar ware, Die Befunde entsprachen
im wesentlichen jenen, wie sie bereits im klassischen Organkultursystem - ohne den Einsatz von Zytokinen

- vorgefunden wurden.

2. FUNKTIONELLE CHARAKTERISIERUNG

Im AnschiuB an einzelne Organkulturen erfolgte fallweise eine funktionelle Charakterisierung von
emigrierten dendritischen Zellen mit Hilfe der sogenannten "mixed leukocyte reaction” (MLR), wodurch ihre
T-Zell stimulierende Kapazitat und somit ihr funktioneller "Reifegrad” evaluiert werden sollte. Zu diesem
Zweck wurden all jene dendritischen Zellen untersucht, welche im Rahmen der Organkultur die Haut bzw.
die Epidermis verlassen hatten und sich am Boden der KulturgetdBe angesammelt hatten. Die hierbei
erhobenen Daten sollten, nicht zuletzt aufgrund der geringen Anzahl an Experimenten, im wesentlichen
eine Orientierungshilfe darstellen. Vor allem aber galt es, im Zusammenhang mit Fragen der
Langerhanszellreifung, Hinweise Ober die Sensitivitdt und Aussagekraft der in dieser Arbeit angewandten

immunhistochemischen Darstellungsweise zu gewinnen.

Ergebnis
Die ausgewanderten dendritischen Zellen stimulierten ruhende allogene T-Lymphozyten sehr effizient und

entsprachen somit reifen kutanen dendritischen Zellen, wie sie von Pope et al. (39) sowie Lenz et al. (9)
beschrieben wurden.
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Al_)b.16. Die "Mixed leukocyte reaction” (MLR) zeigt eine gute immunstimulatorische Kapazitat der,
wahrend der 48 stiindigen Organkultur aus epidermalen "sheets" emigrierten Langerhanszellen.
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