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5 Diskussion

5. Diskussion.

5.1 Optimierung des Organkultursystemes.

Optimierung der Inkubationszeiten:

Die hochste Auswanderungsrate an kutanen dendritischen Zellen wurde nach 48
Stunden Inkubationszeit festgestellt. Nach 24 Stunden und 30 Stunden waren die
dendritischen Zellen zudem auch weniger ausdifferenziert: die in Suspension
befindlichen Langerhanszellen hatten kaum ausgebildete Schleier oder "veils", waren
noch klein und dadurch schwer von Keratinozyten und T-Lymphozyten zu
unterscheiden. Durch eine lingere Inkubationszeit konnten mehr Zellen aus der
Epidermis durch die Dermis hindurch in das Kulturmedium auswandern und wihrend
ihres Weges bzw. im Medium selbst heranreifen. So wurden aus den kutanen unreifen
dendritischen Zellen reife dendritische Zellen im Kulturmedium. Das Kulturmedium, in
das die Zellen auswanderten, reprisentiert die lymphatischen Organe, in die die
Langerhanszellen in vivo auswandern wiirden.

Verminderung der spontanen Auswanderung der kutanen dendritischen Zellen:

In vorhergehenden Arbeiten [Dissertation von U. Ortner (101)] konnte schon
beobachtet werden, daB eine Abliegezeit der Ohren bei 4°C die spontane
Auswanderung geringer halten konnte. Wie aus den Experimenten 4.1.2 ersichtlich ist
konnte beobachtet werden, da8 eine Abliegezeit von 30 Stunden bei 4°C geeignet
war. Denn es scheint, dal beim Abschneiden des Ohres eine Reihe von Reaktionen
induziert werden, die die Konzentration der endogen produzierten Zytokine ansteigen
1aBt, sodal die kutanen dendritischen Zellen verstarkt auswandern. Durch exogene
Zugabe von Zytokinen und anti-Zytokinen in das Kulturmedium ohne Abliegezeit der
Ohren konnte kein EinfluB auf die Auswanderung erzielt werden. Anders verhielt es
sich jedoch, sobald die anti-Zytokine nach 30 Stunden Abliegezeit dem Kulturmedium
zugegeben wurden: die Auswanderungsrate der kutanen dendritischen Zellen war
eindeutig niedriger. Eine mogliche Erklirung dieses Verhaltens wire, dafl die
dendritischen Zellen durch einen initialen Stimulus bzw. Trauma (Abschneiden der
Ohren), den Ansto zur Reifung und Auswanderung durch eine erhohte
Zytokinsynthese bekommen. Die Beobachtung, da3 die intraperitoneale Gabe von
neutralisierenden anti-TNF-o. Antikérpern mehrere Stunden vor dem Abschneiden der
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Ohren (d.h. vor dem Trauma) die Auswanderung kutaner dendritischer Zellen hemmt,
unterstiitzt diese Erklarungsméglichkeit. Unter der Annahme jedoch, daf3 die Kiihlung
bei 4°C einerseits und die Abliegezeit andererseits zu einem Abbau der Zytokine
fiihrte, die z.B. von Keratinozyten gebildet worden sind, konnte man dann durch
Zugabe von Zytokinen die unterbrochene Aktivierungskaskade wieder in Gang setzen
oder durch anti-Zytokine blockieren. Die Moglicheit, daB die Langerhanszellen schon
wihrend der Abliegezeit im Kiihlschrank auswandern kénnten, triffR nicht zu, da
immunohistochemische Farbungen am Ende der Abliegezeit im Kiihlschrank zeigten,
daB die Dichte der Langerhanszellen am epidermalen Sheet unverindert war und in
den dermalen Sheets keine Cords zu finden waren.

Ein Versuch zur Organkultur der Epidermis:

Die Langerhanszellen aus der Epidermis missen, um in das Kulturmedium zu
gelangen, durch die Dermis wandern. Dermale dendritische Zellen halten sich auch in
der Dermis auf, die dann ebenfalls in das Medium auswandern. Es wire interessant
nur epidermale bzw. dermale und nicht ein Gemisch aus epidermalen und dermalen
Langerhanszellen zu studieren. Deshalb wurde versucht die Epidermis von der Dermis
zu trennen. Dafiir wurden zwei unterschiedliche Methoden ausgetestet: Trennung der
Epidermis von Dermis durch Dispase-bzw. Trypsin. Die Ergebnisse zeigen, daB durch
die Trypsintrennung keine aktive Wanderung stattfand, sondern der Zellverband
enzymatisch aufgelost wurde und die Zellen inaktiv in das Medium gelangten. Die
Dispasetrennung ermdglichte jedoch eine aktive Auswanderung der Langerhanszellen
aus der Epidermis und Dermis: Die Zellzahlen der epidermalen ausgewanderten
Langerhanszellen waren um das 7-fache hoher als jene der dermalen ausgewanderten
Langerhanszellen. Die Ausbeute an dermalen dendritischen Zellen wire vergleichbar
den Werten, die von M.Heine gefunden wurden (103,140). Die weitaus héhere
Ausbeute an epidermalen dendritischen Zellen im Vergleich mit dermalen
dendritischen Zellen ist unterschiedlich zum Humansystem. Dort konnten aus
korrespondierender Dermis und Epidermiskultur ungefihr gleiche Zahlen an
dendritischen Zellen erhalten werden (141).

Es war auch moglich durch Zugabe von Zytokinen (TNF—at) eine gesteigerte
Auswanderung der Langerhanszellen aus der Epidermis zu erzielen, jedoch keine
Hemmung iiber die Zugabe von anti-Zytokinen (anti-TNF—ct). Warum schluBBendlich
alle folgenden Versuche mit Epidermis und Dermis zusammen gemacht wurden,
beruht auf der Tatsache, daB bei der Trennung der Epidermis von der Dermis es kaum
moglich war die Epidermis in einem Stiick abzuziehen. Die Folge davon war, daB
diese nur stiickchenweise auf das Medium auflegt werden konnte und das
Zuriickrechnen der ausgewanderten Zellzahl pro Ohrhilfte nicht mehr méglich war.
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Es wire dennoch lohnend, unter den im Verlauf der weiteren Arbeit optimierten
Reagenzien und Kulturbedingungen den EinfluB der Zytokine auf epidermale und
dermale dendritische Zellen differentiell zu untersuchen

5.2 Exogen  zugegebenes TNF—a  stimuliert die
Auswanderung kutaner dendritischer Zellen in der
Organkultur.

Es konnte deutlich gezeigt werden, daB in Organkultur zugefligtes
rekombinantes murines TNF—o eine Auswanderung der kutanen dendritischen Zellen
aus der Epidermis und Dermis ins Kulturmedium bewirkt. Die Auswanderungsrate
war von der TNF—a Konzentration abhingig, und zwar stimulierten niedere
Konzentrationen von 50 U/ml bis 100 U/ml TNF-a die Auswanderung der kutanen
dendritischen Zellen bis zu 160 %. Hohe Konzentrationen hingegen von 1000 U/ml
TNF—o hemmten die Auswanderung bis zu 35 %. Ein weiterer interessanter Aspekt
war, daB die anti-TNF—a (0,3 mg/ml) Zugabe die migrationsstimulatorische Kapazitit
von 100 U/ml TNF—a aufheben konnte, was ein Beweis dafur ist, da3 die kutanen
dendritischen Zellen wirklich aufgrund des TNF—o auswandern. Auch konnte gezeigt
werden, daf} bei Zunahme der Zahl an kutanen dendritischen Zellen im Medium eine
reziproke Abnahme der Langerhanszellen in den epidermalen Sheets stattfand und
umgekehrt.

Ahnliche Befunde, die auch dem TNF—o. in der Migration der Langerhanszellen
eine wichtige Rolle zuschreiben, konnten von anderen Arbeitsgruppen erarbeitet
werden:

M. Cumberbatch und I. Kimber (142,143) konnten zeigen, daB die intradermale
Injektion von  murinem  rekombinantem  TNF-o  eine  zeit- und
konzentrationsabhingige Anreicherung der dendritischen Zellen in den Lymphknoten
verursacht. Mit dem gleichzeitigen Anstieg der dendritischen Zellzahl in den
Lymphknoten konnte eine Abnahme der Langerhanszellen in der Epidermis
beobachtet werden, was daraus schlieBen laflt, daB die TNF-a Injektion eine
Auswanderung der Langerhanszellen verursacht hat (143). Es ist unwahrscheinlich,
daB die dendritischen Zellen im Lymphknoten aus dem Blut stammen, weil frithere
klassische Experimente zeigen, daB ins Blut gespritzte dendritische Zellen nicht in den
peripheren Lymphknoten wanderten (144). SchlieBlich kann die These aufgestellt
werden, dal die lokale Produktion oder eine gesteigerte Produktion von TNF-a
durch epidermale Zellen, wie z.B. Keratinozyten, oder auch andere Formen eines
Traumas ein wichtiges Signal fur die kutane dendritische Zell-Migration aus der Haut
darstellen (123).
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Senoo A. et al (145) konnten in ihren ultrastrukturellen und
immunohistochemischen Studien dhnliches nach intradermaler TNF— Injektion in der
Mausepidermis bzw. in den Lymphknoten feststellen: die epidermale NLDC-145+
Zellzahl in der Haut war nach TNF—a Behandlung geringer und die epidermale
NLDC-145 + Zellzahl in den Lymphknoten gestiegen (NLDC-145 ist ein
monoklonaler Antikérper, der als spezifischer Marker fiir DC verwendet wird.(146)).
Aber auch elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigten, da3 Langerhanszellen
mit Birbeck Granula im marginalem Sinus und im Parakortex der Lymphknoten
anzutreffen sind. Auch konnte gezeigt werden, daBB Makrophagen im Lymphknoten
Birbeck-Granula dhnliche Strukturen aufweisen und, daB im allgemeinen die Zahl der
endozytotischen Strukturen und die der glatten und "coated" Vesikel in den
Lymphknoten TNF—a behandelter Mause zunimmit.

Es gibt noch weitere Hinweise, da das TNF-o in vitro und in vivo auf
Langerhanszellen einen EinfluB ausiibt: Koch et al. konnten zeigen, daB eine Zugabe
von murinem TNF-o zu gereinigten Langerhanszellen deren Viabilitét erhélt ohne
jedoch eine funktionelle Reifung hervorzurufen (88). Humanes TNF—a. hatte jedoch
unter denselben Bedingungen keinen EinfluB. Nicht nur hier konnte die
speziesspezifische Selektivitit von TNF-a auf die Langerhanszell-Funktion gezeigt
werden, sondern beim intradermalen Spritzen von rekombinantem humanem TNF-o
konnte kein EinfluB auf die Langerhanszell-Emigration beobachtet werden
[Cumberbatch et al, (83)]. Im Gegensatz dazu konnten Austyn et al. auch bei
intraperitonealer Injektion von humanem rekombinantem TNF-o in Miusen eine
Langerhanszell-Auswanderung beobachten, wobei diese beiden Ergebnisse im
Widerspruch zueinander stehen. Streilein et al. konnten ebenfalls durch intradermale
Injektion in Méusen von murinem TNF—a eine rasche Abnahme der Langerhanszell-
Dichte in der Epidermis beobachten. So kénnen meine Daten z.T. auch von diesen
Befunden bestitigt werden.

Es bleibt nun noch die Frage offen, warum im meinem System TNF—c in
héheren Konzentrationen eine hemmende Wirkung auf die Langerhanszell-Migration
ausiibt. Ein Grund dafiir konnte sein, daB es toxisch auf die Langerhanszellen wirkt.
Dagegen spricht, daB die in den Sheets zuriickbleibenden Langerhanszellen nach
immunohistochemischer Farbung intakt aussahen. Es gibt jedoch auch in der Literatur
Evidenz dafir, daB TNF—-o im Organismus toxische Auswirkungen haben kann.
Verabreichung von Endotoxinen oder lebender Gram-negativer Bakterien an
Menschen oder Tieren induziert die TNF-o Produktion. Die Gabe hoher
Konzentrationen von TNF-a hat dhnliche Wirkungen wie man sie beim septischen
Schock beobachten kann, und neutralisierende anti-TNF-a. Antikérper kann die Tiere
vor dem Tod durch den endotoxischen Schock schiitzen. Das beweist, daB TNF—o.
eine zentrale Rolle in der Pathogenese des septischen Schocks spielt (147,148).
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Obwohl die direkte Wirkung von TNF-a und von Zellen die durch TNF—a. aktiviert
werden (z.B. Neutrophile) wichtig ist, scheint die Wirkung von Mediatoren, die durch
TNF—a induziert werden, wie z.B. IL-1 und IL-6, immer groBere Bedeutung in der
vermittelten Toxizitdt zu erlangen (149,150). In einem Tiermodell mit endotoxischem
Schock konnte gezeigt werden, daBl die zusdtzliche Verabreichung eines IL-1
Antagonisten die Sterblichkeit reduzierte, ohne daB sich dadurch die TNF-a
Konzentration im Serum verdnderte (151). Zusitzlich konnte durch TNF—
Antikorper die durch das Endotoxin induzierte IL-1 und IL-6 Produktion geblockt
werden (147). Weiters konnte in einigen Krankheits-Tiermodellen durch die
neutralisierende Wirkung von anti-TNF—o Antikdrper bestitigt weren, daB TNF—a
als ein wichtiger Mediator in der Toxizit4t wirkt.

5.3 Endogenes TNF—a ist ein entscheidender Mediator der
Migration kutaner dendritischer Zellen in der Organkultur.

Das gemischte in vivo/in vitro System bestehend aus der intraperitonealen
Injektion von anti-TNF—o und anschlieBender Organkultur auf Kulturmedium bzw.
auf Kulturmedium mit zugesetztem anti-TNF-a scheint fiir die Untersuchung der
Wirkung von  endogenem TNF-a auf die Migration der epidermalen
Langerhanszellen aus der Ohrhaut geeignet zu sein. Aus der Ohrhaut von
intraperitoneal behandelten Miusen wanderten weniger dendritische Zellen aus, als
aus denen von unbehandelten Mausen. Noch weniger dendritische Zellen emigrierten,
wenn die Ohrhilften zusitzlich in Anwesenheit von anti-TNF—a kultviert wurden.
Das bedeutet, daB einerseits schon das intraperitoneal gespritzte anti-TNF—a eine
Hemmung der Langerhanszell-Migration bewirkte, aber daB die weitere Anwesenheit
des anti-TNF—ot im Kulturmedium wihrend der Organkultur dieses Phinomen noch
weiter verstdrkte. Diese Daten korrelierten mit der immunohistochemischen Analyse.
Bei den Ohren von mit anti-TNF—o. behandelten Mausen konnte eine eindeutige
hdhere Zahl an Langerhanszellen in den Sheets beobachtet werden als in den Sheets
von den vergleichsweise unbehandelten Méusen (Kontrollgruppe). Dies weist darauf
hin, daB die anti-TNF—ot Antikorper wahrscheinlich mit dem intrazelluliren TNF—a
interagieren, dieses nicht mehr an die Rezeptoren der Langerhanszellen binden kann
und es so keinen Stimulus fir die Auswanderung gibt. Es zeigt auch, dal TNF-a. ein
entscheidender Mediator fiir die spontane Migration der dendritischen Zellen in Kultur
ist.

Die Nachspritzzeit, d.h. die Zeit zwischen dem Abschneiden der Ohren und dem
Auflegen in Organkultur, die gute Beobachtungen der Langerhanszell-Migration
zuldBt, betrug 16 Stunden. Kirzere Nachspritzzeiten von z.B. 3 und 6 Stunden lieBen
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keine repoduzierbaren Experimente zu. Wahrscheinlich war die Zeit zu kurz
bemessen, als daBl das intraperitoneal gespritzte anti-TNF—o an seinen Wirkort
gelangen hitte konnen.

Um die biologische Relevanz dieser Befunde zu untermauern, wire es wichtig
zu wissen, ob in den Organkulturen tatsdchlich TNF-a. produziert wird. Dariiber ist
noch nichts bekannt. Es gibt aber Daten aus dem der Organkultur sehr #hnlichen
System der experimentellen Kontakthypersensitivitit. Dort werden titsdchlich die
mRNA’s von TNF-a. und IL-1B in Antwort auf das epikutane Aufiragen von
Kontaktallergenen hochreguliert (58,93).

5.4 IL-1B stimuliert die Auswanderung kutaner dendritischer
Zellen in die Organkultur.

Ahnlich wie TNF-o fithrte auch IL-1B ab Konzentrationen von groBer als 50
U/ml zu einer gesteigerten Auswanderung der kutanen dendritischen Zellen. Bei 50
U/ml betrug sie 139 % vom Kontrollwert. Somit konnte der positive Effekt von I1-18
auch in Organkultur bestitigt werden.

Durch Zugabe von anti-II-18 konnte der stimulatorische Effekt von exogen
zugegebenem Il-18 gehemmt werden (siehe dazu Kapitel 4.4.3). Das weist darauf hin,
daB die kutanen dendritischen Zellen spezifisch auf das IL-18 ansprechen. Es erlaubt
den SchluB, daB IL-18 wie TNF—, ein wichtiger Impuls fiir die Langerhanszell-
Auswanderung ist.

AuBerdem wurde der stimulatorische Effekt auf Auswanderung der kutanen
dendritischen Zellen auch durch intraperitoneales Spritzen von IL-1B getestet, da
schon dhnliches bei TNF—a beobachtet werden konnte. Doch wie die Ergebnisse in
Kapitel 4.4.2 zeigen konnte trotz Anderung verschiedener Parameter wie z.B. die IL-
18 Konzentration und Nachspritzzeit keine signifikante Beeinflussung der
Langerhanszell-Migration beobachtet werden. Wahrscheinlich ist das darauf
zuriickzufihren, daB IL-1B ein inflammatorisches Zytokin ist und intraperitoneal
verabreicht eine Reihe von Reaktionen auslost, die keine eindeutigen und
reproduzierbaren Aussagen zulassen. Es konnte jedoch auch moglich sein, daB3 die
verabreichten IL-18 Konzentrationen nicht hoch genug waren (Vergleich dazu (92),
und ich somit die Auswirkungen auf die Langerhanszellen in der Ohrepidermis nicht
beobachten konnte.

Nylander-Lundqvist et al (92) beobachteten die Dichte und Morphologie von
epidermalen dendritischen Zellen in Mausen nach intrakutaner Injektion von
rekombinantem IL-1B. Sie konnten feststellen, daB dies eine Abnahme der
Langerhanszell-Dichte nach 2-7 Tagen nach Injektion des Zytokins verursachte.
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AuBerdem konnten sie beobachten, daB die zuriickbleibenden dendritischen Zellen
groBer waren und eine vermehrte MHC-Klasse-II Expression aufwiesen. Das zeigt,
daB in vivo Verabreichung von IL-1B in Form von intrakutaner Injektion einen
stimulatorischen Effekt auf die Langerhanszell-Auswanderung austibt und, daB es
auch die Reifung der Langerhanszellen unterstiitzt, da die MHC-Klasse-II-Expression
10 bis 36 mal intensiver als bei unbehandelten Langerhanszellen war. AuBerdem
konnten sie auch eine zeitabhangige Abnahme der Langerhanszellen beobachten, und
zwar scheint die Abnahme der Langerhanszellen nach 24 h einzusetzen, ihren
Hohepunkt nach 2 Tagen zu erreichen und nach 5 Tagen war keine Abnahme der
Langerhanszellen mehr zu beobachten. Das 14Bt somit die Spekulation zu, daB die
Langerhanszell-Aktivierung einer zeitlichen Abfolge gehorcht. Ahnliches konnten
auch Enk und Katz (58,93) beobachten: nach intradermaler Injektion von 25 ng IL-1B
konnten sie nach 15 Minuten die mRNA von IL-1B und nach 30 Minuten die von
TNF-o. messen, und mittels immunohistochemischen Firbungen der Sheets konnten
sie zeigen, daB3 die Dichte der Langerhanszellen von IL-1B behandelter Haut deutlich
geringer war. In vivo kann die IL-1B Produktion von epidermalen Zellen auch durch
UV-Bestrahlung erhoht werden (152), und als Folge kann man eine Abnahme in der
Dichte der ATPase positiven und Birbeck-Granula tragenden Langerhanszellen
beobachten (153-155). Die zuriickbleibenden ATPase positiven Langerhanszellen
waren eindeutig vergroBert, mit verlingerten dendritischen Ausldufern. Diese
Ergebnisse zusammen lassen vermuten, daB sei es UV-Bestrahlung als auch IL-1B die
Morphologie der Langerhanszellen iiber die gleichen Mechanismen steuert. Auch eine
parakrine und autokrine Regulation iiber IL-18 kann nicht ausgeschlossen werden.

5.5 Eine Zytokinkaskade aus TNF-a und IL-1R kbnnte die
Migration steuern.

AbschlieBend wurden Experimenten durchgefiihrt, in denen TNF-o und IL-18
sowie anti-TNF—-o und anti-IL-1B kombiniert in allen moglichen Kombinationen
getestet wurden. In dieser Versuchsreihe wurde versucht aufzukliren wie
moglicherweise IL-18 und TNF—a auf eine Langerhanszell-Migration wirken
konnten. Wie aus der Abb. 4.4.3 ersichtlich ist, konnte ich bei Zugabe von TNF-a
eine Erhohung der Langerhanszell-Migration von 182% beobachten. Mit anti-TNF-a.
konnte die Emigration auf 58 % vermindert werden und in Anwesenheit von beiden
erreicht die ausgewanderte Langerhanszell-Zahl ungefihr die gleichen Werte wie die
der Kontrolle. Die Zugabe von IL-1B bewirkte eine Zunahme der Migration von 140
% und durch gleichzeitige Zugabe von anti-IL-18 konnte wieder der Level der
Kontrolle erreicht werden. Interessant ist die Tatsache, dal3 bei Zugabe von IL-18 und
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anti-TNF-a die Auswanderung 110 % und bei Zugabe von TNF-a und anti-IL-18 die
Auswanderung 81 % betrigt. Diese Ergbnisse mochte ich im folgenden genau
diskutieren und interpretieren,

Heufler und Topar konnten zeigen, daB IL-1B in erster Linie von
Langerhanszellen produziert wird. Die mRNA fiir [L-1B wird wahrend der Kultur von
Langerhanszellen (d3) stark aufreguliert. Auch exprimieren Langerhanszellen wihrend
Kultur die mRNA fiir die pro-inflammatorischen Zytokine MIP-1a und MIP-2 (60).

Es liegen auch zahlreiche Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen vor, die IL-1B eine
wichtige Rolle in der Langerhanszell-Migration zuschreiben:

Enk und Katz (58,93) beobachteten, daB ein friihes Zeichen der
Langerhanszell-Aktivierung in vivo in der Zunahme von IL-1B3 mRNA besteht,
welche schon 15 Minuten nach Kontektallergenexposition auftritt. Das bestitigt auch
die Ergebnisse der in vitro Untersuchungen (60), die eine gleichartige Hochregulation
wihrend der Kultur fanden. Um den Effekt von IL-18 genauer zu untersuchen,
spritzten sie dieses Zytokin intradermal in die Ohren von BALB/c Miusen und
extrahierten vier Stunden spiter die gesamte epidermale RNA. Zum Vergleich wurden
auch IL-1a und TNF-a gespritzt, bzw. Kontaktallergen (3 % TNCB) appliziert.
AnschlieBend wurden die Veranderungen in der Expression der mRNA fur
verschiedene Zytokine und MHC-Klasse-II verglichen (Methode: quantitative,
reverse-Transkriptase-PCR) (93). Hierbei zeigte sich, daB nach Injektion von 25 ng
IL-1B die Signale fur die mRNA von IL-la, IL-18 , MIP-2, IL-10, TNF-a und
MHC-Klasse II um des 5-100-fache anstiegen, was dem RNA-Zytokin-Profil nach
Kontaktallergenexposition dhnelte. Weiters waren die Langerhanszellen aus mit IL-18
gespritzter Haut 2-3 mal stirker in den funktionellen Proliferationsassays als die
Langerhanszellen der unterschiedlich behandelten Haut. Anhand gefirbter Sheets
konnten sie auch die Bedeutung von IL-18 fir die Auswanderung demonstrieren: die
Dichte der Langerhanszellen in IL-18 behandelter Epidermis war deutlich verringert.
Injektionen von IL-lo oder TNF—o verdnderten das epidermale Zytokinprofil
unwesentlich. TNF—a sowie GM-CSF-mRNA erh6hten sich in epidermalen Zellen als
Antwort auf Allergen wie auch auf Irritantien. Dies zeigt, daB intradermales injezierte
IL1B die IL-18 Produktion von Langerhanszellen in autokriner Weise induzieren
kann, aber auch die Expression anderer Zytokine hinaufreguliert. Es 148t sich die
Hypothese aufstellen, daB nach Kontaktsensibilisierung eine rasche Induktion bzw.
erhohte IL-1B Produktion stattfindet und, daB dieses Zytokin in einer parakrinen Art
und Weise die TNF-o Sekretion von Keratinozyten stimuliert. TNF—o wiederum
interagiert direkt mit den Langerhanszellen und stimuliert deren Migration aus der
Epidermis (siche Abb.5.4).

Wie die Daten der verschiedenen Gruppen zeigen, scheinen IL-18 und TNF—a
wichtige Faktoren in der epidermalen Langerhanszell-Auswanderung zu sein. Trotz
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allem sollte nicht vergessen werden, daBl eine Zunahme der mRNA nicht immer mit
einer Produktion und Sekretion der Zytokine gleichzusetzen ist. Auch muB das nicht
immer bedeuten, daB die Zytokine dann auch in einer biologisch aktiven Form
vorhanden sind.

Neuere Studien haben noch eine zweite Facette des schon recht komplizierten
Systems aufgedeckt: wie schon in der Einleitung erwihnt wird auBer dem Il-1ct und
IL-1B ein drittes Protein, der IL-1 Rezeptor Antagonist (IL-1ra) exprimiert (156). Der
IL-1ra besitzt eine hohe Affinitit zu beiden Rezeptoren und wirkt somit kompetitiv zu
IL-1. Keratinozyten besitzen eine Form des IL-1ra dem die Leadersequenz und das
Signalpeptid fehlt, sodaB es dhnlich wie die Vorstufen von IL-1ot und IL-18 nicht
effizient von den Zellen expremiert werden kann (157,158). Nach Verletzungen der
Epidermis jedoch werden IL-1 und IL-1ra sezerniert, wobei die [L-1ra Konzentration
in Keratinozyten-Kultur 6fter hoher ist als jene von aktivem IL-1a (157). Es konnte
gezeigt werden, dal3 eine Reihe von Zellen nur sehr wenige besetzte IL-1 Rezeptoren
benétigen, damit das IL-1 Signal aufgefaBBt wird (118). So kann man das kompetitive
Verhalten von einer hohen Konzentration von IL-1ra mit dem aktiven IL-1 um wenige
IL-1 Rezeptoren beobachten. AuBBerdem konnen die meisten Zellen, die den IL-1
Rezeptor Typ II exprimieren auch in niederen Konzentrationen den Typ I Rezeptor
expremieren, und in den letzten Studien von Kupper [unverdffentliche Daten] gibt es
Hinweise, da3 Keratinozyten sogar beide IL-1 Rezeptoren exprimieren kénnen.

Zusammenfassend scheinen also aktivierte Keratinozyten folgende Merkmale zu
haben: sie regulieren die IL-1a, IL-1B Genexpression und die IL-1 Rezeptor Typ I
Expression hinauf . Gegensatzliche Ereignisse dazu sind die IL-1ra Expression und die
Aufregulierung des Typ II IL-1 Rezeptors, der als indirekter Inhibitor zu IL-10 stehen
kann,

Nun gibt es auch einige Evidenz in der epidermalen Zytokinproduktion,
insbesondere von IL-1 und TNF-a,, die darauf hinweisen, dal3 es sogenannte primire
und sekundire Zytokine gibt. So koénnte man die priméren Zytokine als solche
beschreiben, die die Fahigkeit besitzen als Antwort auf Entziindungen oder Traumata
in immunologisch kompetenten Zellen "sekundare” Zytokine und weitere Mediatoren
zu induzieren. Zu solchen Zytokine kann man sicherlich IL-1 und TNF-o zdhlen, die
sei es in autokriner als auch in parakriner Weise eine gegenseitige Induktion bewirken,
und auBerdem noch die Regulation von Rezeptoren, weiteren Zytokinen wie z.B.
GM-CSF und Adhasionsmolekiilen beeinflussen.

Ausgehend von dieser Hypothese und auch von dem in der Biologie immer
wiederkehrenden Mechanismus der offenen Systeme, in der Induktion und Repression
zu einander im Wechselspiel stehen um eine sinnvolle Anpassung an duBere Umstinde
zu gewihrleisten, mochte ich nun versuchen in vier Schritten ein Modell einer
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Zytokinkaskade vorzustellen, die die Migration und sicherlich auch die Reifung der

epidermalen Langerhanszellen beeinfluf3t.

1. Wie aus Abb.4.4.3 ersichtlich ist konnte bei niedrigen TNF—a Konzentrationen
(weniger als 100 U/ml) eine gesteigerte Auswanderung beobachtet werden, mit
anti-TNF-a Antikorper konnte dieser Effekt gehemmt werden. Es ist anzunehmen,
daB das zugegebene TNF-a einerseits einer LPS Zugabe entspricht und wie
bekannt ist, dies in den Keratinozyten zu einer vermehrten IL-1a, IL-1R1 und IL-
Ira Expression fihrt und andererseits das TNF—a direkt auf die Langerhanszellen
wirkt und dort ebenfalls eine gesteigerte IL-18 und IL-1ra Expression induziert.
Insgesamt steigt die IL-1 Konzentration, was wiederum iiber die Expression von
GM-CSF-Rezeptoren auch die Reifung begiinstigt.

TNF-alpha/LPS{Trauma

TNF-a Rezeptor

IL-18 Rezeptor
D
E
R
M
[
GM-CSF Rezeptor
S
-
E
R Legende:
REIFUNG UND
M 1 Cumberbatch et al.
AUSWANDERUNG 2 Watanaba et al.
I 3 Annahme
4 Kimpgen et al.
L4

Abb. 5.5/1: Modell zur Wirkung von TNF-o. auf die Emigration kutaner
dendritischer Zellen in Organkultur.

2. Die IL-1B Zugabe bewirkte ebenfalls eine vermehrte Langerhanszell-Migration und
die anti-IL-1B Antik6rper Zugabe eine Verminderung. Auch hier bindet das IL-1
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an die IL-1 Rezeptoren der Langerhanszellen und wirkt auf dhnliche Weise auf die
Migration wie oben besprochen.

Abb2.
IL-18 egende:
1 Kupper et al.
[ ] 2 Kimpgen et al.

\ 1
E )
P IL-18 Rezeptor o
1
D
E
R TNF-a Rezeptor
M

GM-CSF Rezeptor” >

: \
\

REIFUNG UND AUSWANDERUNG

DERMIS

Abb.5.5/2: Modell zur Wirkung von IL-18 auf die Emigration kutaner dendritischer
Zellen

3. Bei der Zugabe von IL-18 und anti-TNF—a Maus Antikérper bindet der anti-TNF-
o Antikorper das losliche TNF—a, so da es nicht an den entrsprechenden
Rezeptoren binden kann. Das IL-1B alleine hingegen kann eine gesteigerte
Auswanderung induzieren,

4. Bei Zugabe von TNF—a und anti-IL18 wird das IL-1-1B, welches von TNF-o
induziert wird, vom IL-1 Antikérper abgeblockt, sodaB es an den IL-1 Rezeptoren
nicht binden kann. TNF— alleine scheint aber nicht zu geniigen, um eine erhohte
Auswanderung der epidermalen Langerhanszellen zu bewirken.

Diese Befunde lassen die Spekulation zu, daB fiir eine erhohte Auswanderung
kutaner dendritischer Zellen das TNF-o. eine IL-18 Expression induziert. Es wire
moglich, daB exogen zugegebenes TNF-oo (LPS oder Trauma) sogar das IL-1B
Konvertase Enzym (ICE) hinaufreguliert und, daf3 als Folge davon biologisch aktives
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IL-1B von der Langerhanszelle selbst ausgeschittet wird und an die spezifischen
Rezeptoren bindet. Der Stimulus zur Auswanderung wire damit gegeben. Auch
scheint es moglich, daB das IL-18 sehr wohl alleine (d.h. wenn TNF-a neutralisiert
wird) einen Stimulus fir die Auswanderung setzen kann (Schritt 3). TNF-a allein
kann jedoch nicht eine erhohte Auswanderung induzieren, da die Anwesenheit von
IL-1B notwendig zu sein scheint (Schritt 4).

In diesem komplexen Zusammenspiel der Zytokine darf die Rolle der
Adhasionsmolekiile wie z. B. E-cadherin nicht auBer acht gelassen werden, da auch
sie im Mechanismus der Migration einen wichtigen Platz einnehmen. Insgesamt ergibt
dies ein Bild eines sehr komplexen und interagierenden Systems, indem sicherlich
nicht ein Faktor alleine sondern eine Vielzahl von verschiedenen positiv und negativ
wirkenden Mechanismen eine wichtige Rolle spielen. So soll diese Zytokinkaskade
nur eine mogliche Erkdrung fiir eine Migration der kutanen dendritischen Zellen
darstellen.

5.6 EinfluR von Adhédsionsmolekiilen, Integrine und
Chemotaxis auf das migratorische Verhalten der kutanen
dendritischen Zellen.

Da TNF-a und IL-1B ein mogliches Signal fiir die Migration der kutanen
dendritischen Zellen sein konnten, ist es interessant die Veridnderungen der Zellen
nidher zu betrachten. Eine wichtige Rolle dabei spielt sicherlich die Expression von
Adhiasionsmolekiilen, wie z.B. des E-cadherins, das von Langerhanszellen und
Keratinozyten expremiert wird. Es wird angenommen, daf3 durch einer verminderten
Expression des E-cadherins die Langerhanszellen sich von den adherenten
Keratinozyten l6sen konnen und, daB dies einen wichtigen ersten Schritt in der
Migration der Langerhanszellen aus der Epidermis darstellt (112). Diese Annahme
wird dadurch bestitigt, daB kultivierte Langerhanszellen weniger E-cadherin
exprimieren als frisch isolierte und damit eine geringere Affinitit zu Keratinozyten
besitzen (112). Weiters wurde gezeigt, daB die Applikation von Kontaktallergen
sowie die intradermale Injektion von TNF-o. und II-18 zu einer Abnahme der E-
cadherin Expression auf Langerhanszellen fiihrt (159).

Ein anderes Adhisionsmolekiil, CD44, ist von groBer Bedeutung. Die
Expression dieses Molekiils beeinflut die Beweglichkeit und die migratorische
Aktivitait von verschiedenen Zelltypen. Nach einer Behandlung von kultivierten
dendritischen Zellen mit TNF—a konnte eine erhohte Expression des CD44-Molekiils
beobachtet werden (131).

Auch Integrine, sogenannte  Zelloberflichen-Adhisions-Rezeptoren,
reprisentieren einen wichtigen Mechanismus in der Interaktion zwischen Zellen und
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extrazel lularer Matrix. Murine Langerhanszellen besitzen z.B. das a4 Integrin. Eine
sehr interessante Beobachtung ist die erhohte a4 Integrin Expression wihrend der
Kultur von Langerhanszellen und, daB antigentragende dendritische Zellen im
Lymphknoten von hautkontaktsensibilisierten Mausen dieses Molekiil expremieren
(115). Im Maussystem konnte noch nicht gezeigt werden, daB TNF—a die a4 Integrin
Expression stimuliert, im Humansystem konnte jedoch gezeigt werden, daB TNF—o
die a6-Integrin Expression auf Langerhanszellen induziert (160).

Diese Daten zeigen, daB TNF-o auch die Expression von Integrinen und
Adhisionsmolekiile beeinflut, die wihrend der Wanderung und besonders am Beginn
der Migration sicherlich eine wichtige Rolle spielen und, daB TNF-a auch die
Produktion anderer Zytokine (IL-1, IL-6, GM-CSF) induziert, die ebenfalls einen
postiven EinfluB auf die Migration ausiiben.

Fiir eine gerichtet Migration der Langerhanszellen aus der Epidermis durch die
Dermis bis hin in die Lymphknoten spielt auch die Chemotaxis eine wichtige Rolle.
Kobayashi et al.(161) konnten in ihren Experimenten zeigen, daB der Kontakt
zwischen Langerhanszellen und Hapten, nach Allergenkontakt, ein Stimulus fir die
Langerhanszell-Migration sein kénnte und, daB von den dermalen Fibroblasten
stammende Faktoren die gerischtet Migration der Langerhanszellen von der Epidermis
durch die Dermis regulieren.

Damit antigentragende Langerhanszellen aus der Epidemis zu den Lymphknoten
gelangen, miissen sie zunichst durch die extrazelluldre Matrix wandern. M. J. Staquet
et al. (162) stellten fest, daB Langerhanszellen fihig sind sich an den Proteinen der
extrazelluliren Matrix zu binden. Ist einmal der Kontakt mit den Proteinen der
extrazelluliren Matirx hergestellt, verlieren sie ihre Fahigkeit sich an das Laminin der
Basalmembran zu binden, was einen erneuten Eintritt der Langerhanszellen in die
epidermalen Kompartimente verhindert. So postulieren sie, daB der Kontakt zwischen
epidermalen dendritischen Zellen und extrazellularer Matrix und die Adhésionsaffinitét
zu Epidermis und Dermis die Richtung der Langerhanszell-Migration reguliert

5.7 Die Wirkung des CD40-Liganden auf die Viabilitit und
auf die Auswanderungsrate kutaner dendritischer-Zellen.

Um eine Antwort auf die erste Fragestellung zu geben, wird es nétig sein, die
Ergebnisse aus dem Kapitel 4.5.1 zunichst zu vergleichen: Aus den Ergebnissen der
ersten Versuche scheint klar hervorzugehen, daB durch die Zugabe des CD40-
Liganden die Viabilitit der dendritischen Zellen im Vergleich derer ohne Zugabe des
CD40-Liganden erhoht wird. Das 148t nun darauf schliefen, daB auch epidermale
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Langerhanszellen das CDA40-Protein expremieren, wobei der Zeitpunkt der
Expression, ob wihrend der Migration oder wihrend der Kultur, nicht bekannt ist.

Im Experiment 24 wurde durch Zugabe von anti-GM-CSF versucht, die
Viabilitat der DC zu erniedrigen bzw. durch gleichzeitige Zugabe vom CD40-Ligand
zu erhohen. Das gleiche Experiment mit anti-TNF—a (Experiment 25) lieB keine
Steigerung der Viabilitat durch gleichzeitige Zugabe des CD40-Liganden zu. Das 1aBt
sich dadurch erkliren, daB der CD40-Ligand dem TNF—o. sehr &hnlich ist, und
wahrscheinlich das anti-TNF—o den CD40-Liganden absittigt, sodaB dieser keine
Bindung mit dem CD40-Molekiil auf den dendritischen Zellen eingehen kann.

Aus dem Ergebnis des Experiments 27 ist ersichtlich, daB d3 und d4
ausgewanderte Langerhanszellen besser auf den CD40-Liganden ansprechen als jene
von dl und d2. Es konnte dadurch erklart werden, daB iltere und damit reifere
ausgewanderte kutane dendritische Zellen mehr CD40-Membranmolekiile
expremieren und somit eine groflere Wechselwirkung zwischen CD40 und CD40-
Liganden herrscht als bei jenen, die noch nicht herangereift sind.

Eine Expression des CD40-Liganden wihrend der Migration und Reifung
scheint biologisch sehr sinnvoll zu sein, denn erst auf dem Weg zu den lymphatischen
Geweben bzw. in den lymphatischen Geweben stoBBen die nun zu dendritischen Zellen
herangereiften Langerhanszellen auf T-Zellen. Da nun die T-Zellen den CD40-
Liganden expremieren, konnen sie mit den aktivierten und antigenprisentierenden
dendritschen Zellen in Wechselwirkung treten, und sowohl iiber T-T-Zellkontakte und
induzierter IL-2 Produktion die T-Zell-Proliferation steigern, als auch iber
dendritische Zell-T-Zellkontakte die T-Zell-Proliferation und Zytokinproduktion
steigern. So scheint es auch sinnvoll, daB antigenprisentierende dendritische Zellen
durch die CD40/CD40-Ligand Wechselwirkung langer iiberleben und am Wirkort
bleiben, um moglichst lange T-Zellen zu stimulieren. Wahrscheinlich konnen die
CD40-Ligand tragenden T-Zellen ebenso mit aktivierten B-Zellen in Wechselwirkung
treten und das B-Zellwachstum sowie die Ig-Synthese induzieren. Die Expression des
CD40-Membranproteins auf dendritischen Zellen wiirde somit die Einleitung der
primaren Immunantwort verstiarken und als Kostimulator dienen.

Fir die Beantwortung der zweiten Frage miissen zunichst die Ergbnisse des
Kapitels 4.5.2 interpretiert werden: Die Ergbnisse aus den Experimenten 28 und 29
zeigen, daB in Anwesenheit vom CD40-Ligand eine Verminderung der Migrationsrate
kutaner dendritischer Zellen stattfand. Aus den Experimente 30, 31 und 32 geht
hervor, daB die Auswanderung der Langerhanszellen anscheinend von der
Konzentration des dazugegebenen CD40-Liganden abhing. Eine Konzentration von
125 pl/well CD40-Ligand hatte in beiden Fillen eine Steigerung der Migrationsrate
von mehr als 200 % bewirkt, hohere Konzentrationen scheinen eine Migration zu
hemmen. Fiir diesen Effekt konnte es zwei Erklarungen geben.
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Erstens: Der CD40-Ligand wirkt in dhnlicher Weise auf die Migration wie das
TNF-a, das auch eine konzentrationsabhingige Migration der Langerhanszellen
bewirkt. Durch Bindung des CD40-Liganden an das CD40-Membranprotein werden
vielleicht spezifische Abldaufe in Gang gesetzt wie z.B. eine Induktion der
Zyokinsynthese, die dhnlich dem TNF—o oder anderen inflammatorischen Zytokinen
ein Auswanderung bewirken.

Zweitens: Da das CD40-Membranprotein der TNF—o-Rezeptor Superfamilie
angehort, kénnte die Moglichkeit bestehen, daB der CD40-Ligand anstatt eine
Bindung mit dem CD40-Molekiil einzugehen, sich an dem TNF—a-Rezeptor bindet
und somit eine echte TNF-o/TNF-a-Rezeptor Bindung vortiuscht. Wie im
vorangegangen Teil gezeigt wurde, induziert das TNF-o auch in niedrigen
Konzentrationen die Langerhanszell-Migration. Zu dieser Spekulation kdme auch
noch hinzu, daB eine Expression des CD40-Molekiils auf epidermalen
Langerhanszellen nicht sehr sinnvoll erscheint, da ja die CD40-Ligandtragenden T-
Zellen nicht in der Epidermis vorkommen. Leider konnte ich nicht zeigen, ob
Keratinozyten den CD40-Liganden expremieren; wire dies der Fall so ergebe eine
CD40-Expression auf epidermalen Langerhanszellen wieder einen Sinn.
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