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A. Einleitung

1 Das System der dendritischen Zellen:

1.1 Die Entdeckung:

Die dendritischen Zellen wurden erstmals 1974 von Steinman und Cohn an der
Rockefeller University / New York in der Milz von Méausen entdeckt (1). Anfangs
wurden sie fir spézialisierte Makrophagen gehalten und aufgrund ihres Aussehens
als dendritische Zellen bezeichnet. Im Laufe der Jahre wurden sie als eigene Zellinie
anerkannt, da sie zwar von einer gemeinsamen pluripotenten Stammzelle
abstammen, sich dann jedoch getrennt von den Makrophagen weiterentwickeln (2).

1.2 Herkunft und Vorkommen:

Dendritische Zellen sind CD45-positive Leukozyten und entstehen aus hamatopoe-
tischen Stammzellen im Knochenmark. In der myeloiden Reihe entwickeln sie sich
neben den Phagozyten und Granulozyten, wobei die genauen Entwicklungsstadien
noch nicht bekannt sind (Abb. 1).
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Abb. 1: Mégliche Abstammung und die Entwicklungsstadien von dendritischen Zellen (3).

Dendritische Zellen sind in beinahe allen Geweben zu finden, wobei sie je nach
Lokalisation unterschiedliche Ph&notypen ausbilden und verschiedene Funktionen
erfullen.



Ubersicht tiber die Verteilung von dendritischen Zellen:

Tab. 1: Vorkommen der dendritischen Zellen im Gewebe

Kompartiment Zellen Lokalisation
nicht lymphatische Gewebe Langerhanszellen Epidermis, Schleimhaute
dermale dendritische Zellen Dermis

interstitielle dendritische Zellen | Schleimhéaute, Herz, Lunge,
Niere, Leber, Darm

Zirkulation Jveiled cells” afferente Lymphe
dendritische Zellen peripheres Blut
lymphatische Gewebe interdigitierende Zellen T-Zell-Areale der sekundaren

lymphatischen Gewebe
(Lymphknoten, Peyer sche
Plagues), Medulla des Thymus
marginale dendritische Zellen marginale Zone der Milz

1.3 Phénotyp der dendritischen Zellen:

Die aus dem Knochenmark stammenden Vorlaufer der dendritischen Zellen wandern
in verschiedene Gewebe und Organe. Diese ,Gewebs-dendritischen Zellen“ werden
als unreife dendritische Zellen bezeichnet, da sie noch einige Mono-
zyten/Makrophagen-Marker exprimieren. Zu diesen zéhlen der Fc- (CD32) und der
Komplement-Rezeptor (iC3b, CD11b) (4), F4/80-Makrophagenantigen, Membran-
ATPasen, unspezifische Esterasen (5), endogene Peroxidase und der Rezeptor flr
Makrophagen-Kolonie-Stimulierenden Faktor (M-CSF, CD115) (6). Ein weiteres
Kennzeichen der dendritischen Zellen ist eine konstitutive Expression von MHC-
Klasse I, die im Laufe der Reifung verstarkt wird (7). Als Beispiele fur unreife
dendritische Zellen in nicht lymphatischen Geweben sind die Langerhanszellen der
Epidermis, die dermalen dendritischen Zellen der Dermis und die interstitiellen
dendritischen Zellen in Herz, Lunge, Niere, Leber, Darm und Schleimhauten zu
nennen.

Auf bestimmte Stimuli, wie zum Beispiel Eindringen von Bakterien, Reizung durch
Kontaktallergene etc., reagieren die unreifen dendritischen Zellen mit einer
Wanderung via afferenter Lymphe in lymphatisches Gewebe. In dieser Phase
werden sie als veiled cells bezeichnet, da sie im Zuge der Reifung lange,
bewegliche, segelahnliche Zytoplasmafortsatze (veils) ausbilden.

Im Laufe dieser Migration entwickeln sie sich zu reifen dendritischen Zellen.
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Nach dem Erreichen der sekundaren lymphatischen Organe, wie zum Beispiel der
Lymphknoten, werden sie auch als ,lymphoide dendritische Zellen“ bezeichnet. Die
phénotypischen Veranderungen wahrend der Reifung beruhen auf einer verstarkten
Expression von MHC-Klasse Il und einer erhéhten bzw. einer de novo Expression
von Adhéasionsmolekilen, wie zum Beispiel CD11¢c, ICAM-1 (CD54), LFA-3 (CD58),
CD44v9. Weiters werden zur T-Zell-Aktivierung benétigte costimulatorische
Molekile, wie B7-1 (CD80), B7-2 (CD886), vermehrt exprimiert. Gleichzeitig kommt es
Zu einer Reduktion bzw. zu einem Verlust der vorher erwdhnten Monozyten/Makro-
phagen-Marker (7, 8, 9).

Tab. 2: Der Phanotyp von residenten und kultivierten murinen Langerhanszellen (LC) im Ver-
gleich zu lymphoiden dendritischen Zellen (DC) und Makrophagen (7)

Marker residente LC | kultivierte LC| MilzDC | Thymus DC | Makrophagen
Birbeck-Granula + - - - -
Phagozytose + - - - T
MHC-Klasse | + ++ ++ ++ +
MHC-Klasse Il ++ +4+ ++ +HH+ +
F4/80 + + - - oy
C3bi/CD11b + + + + ++
FcRIICD32 + + - + y
NLDC-145’ + + - + -
33D1° - - + - -
J11D° + + - + -
IL-2 Rezeptor - + + + -
ATPase - - - n.g. +
nichtspezifische + - - ng. +
Esterase
endogene + n.g. - n.g. +
Peroxidase
$-100 + + + + -

Legende: ' ... Marker for interdigitierende Zellen in den Lymphknoten, Lektin-ahnlicher
Rezeptor DEC-205 (10)
2 ... Klassischer DC-Marker in der Maus
® .. B-Zell-Marker, hitze-stabiles Antigen
+ ... vorhanden, ++/+++ . maRige/starke Zunahme, - ... nicht vorhanden
n.g. ... nicht getestet



1.4 Funktionen der dendritischen Zellen:

Die Aufgaben und Fahigkeiten der dendritischen Zellen sind vielfaltig. Sie sind die
wichtigsten Induktoren der Immunabwehr, da sie als einziger Zelltyp in der Lage sind,
naive T-Zellen zu stimulieren. Die drei verschiedenen Funktionsbereiche von dendri-
tischen Zellen sind raumlich wie auch zeitlich getrennt (11):

1.4.1 Wichterfunktion:

Die unreifen dendritischen Zellen in den nicht lymphatischen Geweben sind aufgrund
ihrer Fahigkeit zur Endozytose dazu geeignet, fremde Antigene aufzunehmen und zu
verarbeiten. Durch Makropinozytose und Rezeptor-vermittelte Aufnahme (12) kénnen
Moleklle, durch Phagozytose ganze Mikroorganismen (13) von den Zellen aufge-
nommen werden. In spezialisierten Organellen (endosomales-lysosomales System)
findet die Zerlegung der Proteine in Peptide statt. Die prozessierten Peptide werden
nach Koppelung an MHC-Molekile an die Zelloberfliche weitergeleitet und dort
T-Lymphozyten présentiert.

1.4.2 Migratorische Funktion:

Um die MHC-Peptidkomplexe effektiv den T-Zellen prasentieren zu kénnen, mussen
die dendritischen Zellen an Orte wandern, an denen T-Zellen zahlreicher vorkommen
als in den nicht lymphatischen Geweben. Dazu missen sie von den Grenzflachen
Uber die afferente Lymphe in die lymphatischen Organe emigrieren. Die fur die
Wanderung benétigten Adhasionsmolekille werden de novo oder verstérkt exprimiert
und helfen den Zellen, an den Ort der Antigenprasentation zu gelangen. Wahrend
der Wanderung verlieren sie die Fahigkeit, Antigene zu prozessieren, steigern jedoch
ihre Antigenprasentations- und T-Zell-Stimulationsfahigkeit durch Expression von
costimulatorischen Molekulen (CD80, CD86).

1.4.3 Adjuvansfunktion:

Die dendritischen Zellen werden als Adjuvans der Natur (11,14) bezeichnet, da sie in
der Lage sind, eine starke primare Immunantwort auszulésen. In den T-Zell-Arealen
von Milz und Lymphknoten ist die Wahrscheinlichkeit, einen passenden T-Zell-Kion
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zu finden, am gréRten. In einer antigen-unabhangigen Weise nehmen die
dendritischen Zellen Uber Adhasine Kontakt zu den T-Zellen auf und gehen eine
dauerhafte Bindung ein, wenn sie den passenden T-Zell-Rezeptor vorfinden (15,16).
Dabei spielen wiederum die Adh&sionsmolekile ICAM-1 und LAF-3 und die
costimulatorischen Molekiile CD80 und CD86 eine wichtige Rolle. In den DC-T-Zell-
Clustern kommt es zur T-Zell-Proliferation und zur Bildung von Zytokinen, welche die
Immunantwort durch Aktivierung weiterer Zellen verstérken.

Precursor mode: Activation mode: Antigen-presentation mode:
no response innate immune response adaptive immune response

{a) Bacterial and viral products (e.g.
LPS, mannans, glycans and dsANA)
binding to receptors that recognize
common microbial patterns

~
Costimulatory

I"‘\. molecules \\

Antigen processing and DC migration

I/ el

Costimulatory
molecules

~
{b) Microenvironmental tissue or
cell injury (associated with apoptosis/
necrosis, free radicals, cytokines,
| complement and extracellular matrix
L degradation products) N

DC as sentinel DC as receptor DC as presenter

Abb. 2: Lebenslauf einer dendritischen Zelle (17)

2 Die Haut als Immunorgan (skin-associated lymphoid
tissue, SALT (18)):

2.1 Aufbau der Haut:

Die Haut als Grenzfliche zur Umgebung hat vielfdltige Aufgaben. Neben der
Barrieren-Funktion gegen mechanische, chemische und thermische Noxen und
gegen das Eindringen von Krankheitserregern dient sie der Temperaturregulierung,
spielt eine Rolle bei der Steuerung des Wasser- und Elektrolythaushaltes, fungiert als
Sinnes- und Kommunikationsorgan und (bernimmt nicht zuletzt sehr wichtige
Aufgaben des Immunsystems.



Die Oberhaut (Epidermis) besteht aus einem mehrschichtigen verhornenden
Plattenepithel, das aus Keratinozyten aufgebaut ist. In den basalen Schichten
Zwischen den Epithelzellen befinden sich Melanozyten, die durch Pigmentbildung vor
Schadlichen UV-Strahlen schitzen, Merkelsche Tastscheiben zur Sinneswahr-
nehmung und die Langerhanszellen, die eine Art Wachterfunktion im Rahmen der
Immunabwehr einnehmen.

Die Lederhaut (Dermis) besteht aus einem dichten Kollagenfasergeflecht, in
welches Blut- und LymphgefaRe, Nervenaufzweigungen und Nervenendkérperchen,
Bindegewebszellen, Hautdrisen und Haarwurzeln, sowie verschiedenste
Immunzellen, wie dermale dendritische Zellen, Lymphozyten und Makrophagen,
eingelagert sind.

Zwischen diesen zwei Hautschichten liegt die Basalmembran, tber die Epidermis
und Dermis durch Bindegewebspapillen und Zytoplasmafortsatze miteinander
verbunden sind (epidermal-dermale Junktionszone).

Abb. 3: Aufbau der Haut, histologische Ubersicht (19)

1 — 5 Cutis = Epidermis und Dermis
1 - 3 Epidermis

1 Regenerationsschicht

2 Hornbildungsschicht

3 Hornschicht

4, 5 Dermis

4 Papillarschicht

5 Geflechtschicht

6 Retinacula cutis

7 Tela subcutanea

8 Meissnersches Tastkorperchen

9 Vater-Pacinisches Lamellenkérperchen




2.2 Die dendritischen Zellen der Haut:

Die kutanen dendritischen Zellen werden in zwei Zelltypen unterteilt:

Die dermalen dendritischen Zellen sind in situ nicht eindeutig definiert. In der
Zellkultur nach Auswanderung aus dem Gewebe besitzen sie den gleichen Phénotyp
wie reife dendritische Zellen, zum Beispiel hohe MHC-Klasse |l-Expression, Fehlen
der Monozyten/Makrophagen-, Lymphozyten- und Endothelzell-Marker, Expression
von Adhéasions- und costimulatorischen Molekulen (CD11/CD18, CD54, CD8O0,
CD86, CD40) und starke T-Zell-Stimulationsfahigkeit (20).

Die Langerhanszellen der Epidermis ahneln unreifen dendritischen Zellen aufgrund
des Vorhandenseins von MHC-Molekilen in geringen Mengen, von Monozyten/Ma-
krophagen-Markern, NLDC-145 (21) und der fiir sie typischen Birbeck-Granula,
deren Funktion nach wie vor nicht geklart ist (4,7). Langerhanszellen werden als
spezialisierte unreife dendritische Zellen angesehen, die aus dem Knochenmark
stammend (2) in der Epidermis Antigen aufnehmen und prozessieren kénnen (22).
Nach Antigenaufnahme und durch diverse inflammatorische Zytokine stimuliert,
beginnen sie, Uber die afferente Lymphe in die Lymphknoten zu wandern (23), um
dort effektiv T-Zellen zu stimulieren und eine primare Immunantwort auszulésen.
Dieses Modell der Langerhanszell-Reifung und -Wanderung wird durch in vitro-
Experimente gestitzt, die zeigten, daR frisch isoliete Langerhanszellen sehr gut
Antigene prozessieren kénnen. Nach Kultivierung sind die reifen Langerhanszellen in
der Lage, prozessierte Proteine effektiv T-Lymphozyten zu prasentieren (24).

Eine weiterer Zelltyp, der in der Dermis vorkommt und fir die Immunfunktion der
Haut wichtig ist, sind die Vorldufer der kutanen dendritischen Zellen. Sie stammen
aus dem Knochenmark und wandern vermutlich Gber die Dermis in die Epidermis ein,
um dort durch Emigration der Langerhanszellen entstandene Licken wieder
aufzufillen.

2.3 Zytokinproduktion in der Haut:

Zytokine sind Immunbotenstoffe, die von verschiedensten Zellen gebildet werden.
Sie vermitteln und regulieren in einem sehr komplexen Wechselspiel die
Immunantwort sowoh!l im Rahmen der angeborenen als auch der erworbenen

Immunabwehr. Sie werden als Reaktion auf Kontakt mit bakteriellen
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(Lipopolysaccharide) und viralen Bestandteilen, Kontaktallergenen oder Parasiten
von Immunzellen de novo gebildet und rasch sezerniert. In einer Kaskade kbnnen sie
die Produktion anderer Zytokine beeinflussen und mit diesen synergistisch oder
antagonistisch wirken. Die Wirkung beruht auf einer Bindung an spezifische
Rezeptoren, wobei sie autokrin auf die gleiche Zelle, parakrin auf die Nachbarzellen
und endokrin auf entfernt liegende Zellen wirken kénnen. Durch die Zytokin-
Rezeptor-Bindung werden in der Zielzelle verschiedenste Signaltransduktionswege
und Transkriptionsfaktoren in Gang gesetzt, die zu einer verstarkten Proliferation,
Zytokin- oder Antikérperfreisetzung fithren.

Die Epidermis ist hinsichtlich inres Zytokinmusters besser untersucht als die Dermis,
da sie weniger verschiedene Zelltypen enthalt. Keratinozyten und Langerhanszellen
sind die Hauptquellen fir Zytokine, wobei aber auch Melanozyten und epidermale
dendritische T-Zellen Zytokine sezernieren kénnen. Die Dermis enthalt viel mehr
Immunzellen (dermale dendritische Zellen, Lymphozyten, Makrophagen etc.), die
Zytokine freisetzen kénnen, die unter anderem in die Epidermis diffundieren kénnen.
Daher wird in dieser Arbeit hauptsachlich auf die Zytokininduktion und -produktion in
der Epidermis eingegangen.

2.3.1 Zytokinproduktion der Keratinozyten:

Zur Untersuchung des Zytokinvorkommens in situ werden Keratinozyten isoliert und
ihre mRNA-Expression gemessen. Durch Vergleich mit dem mRNA-Muster nach
Kultivierung der Zellen konnte festgestellt werden, da? Zytokine im Laufe der Kultur
vermehrt freigesetzt werden (25). Es konnten die mRNA’'s fur IL-1a und IL-18
nachgewiesen werden, wobei nur IL-1a in biologisch aktiver Form von Keratinozyten
sezerniert werden kann (26). Weiters konnte die Produktion von GM-CSF, M-CSF
(27), TNFa (28, 29) und diverser anderer Interleukine, wie zum Beispiel IL-6 (30),
IL-10 (31) gemessen werden. In Tab. 3 ist die mMRNA-Expression der Keratinozyten
im Vergleich zu Langerhanszellen dargestelit.

2.3.2 Zytokinproduktion in Langerhanszellen:

Auch hier unterscheidet sich das Zytokinmuster der frisch isolieten und der
kultivierten Zellen. Im wesentlichen waren mRNA’s fur IL-1p, IL-6, MIP-1a und MIP-2
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nachweisbar, wobei die IL-1B-Produktion in der Kultur erhéht wurde (25, 28, 32).
Nach Stimulierung mit Lipopolysacchariden (LPS) oder Phorbol Myristat Azetat
(PMA) konnte auch in Langerhanszellen eine TNFa-Produktion festgestellt werden

(33) (Tab. 3).

Tab. 3: Zytokin-mRNA-Expression von Langerhanszellen und Keratinozyten in sifu oder in Kultur

Zytokine

frisch isolierte
Langerhanszellen

kultivierte

Langerhanszellen

frisch isolierte

Keratinozyten

kultivierte

Keratinozyten

IL-1a

++

IL-1B

++

7

GM-CSF

++

TNFa

++

IL-6

IL-10

MIP-1a

++

MIP-2

++

Legende: Langerhanszellen und Keratinozyten tber 72 h kultiviert;
-... nicht nachgewiesen
+ ... hachgewiesen
++ ... Zunahme
' .. nichtin biologisch aktiver Form nachgewiesen
Z .. nur nach Stimulierung mit LPS oder PMA nachgewiesen

2.4 Beeinflussung der Wanderung kutaner dendritischer Zellen
durch in der Haut gebildete Zytokine:

Die Zytokine, die in der Epidermis und Dermis gebildet werden, beeinflussen die
Emigration der kutanen dendritischen Zellen aus der Haut in die Lymphknoten. In
komplexen synergistischen und/oder antagonistischen Wechselwirkungen kann die
Wanderung und die Reifung der Zellen induziert werden. Im Rahmen dieser Arbeit
wurden einige der oben genannten Zytokine auf ihren EinfluB auf die Wanderung
kutaner dendritischer Zellen mit Hilfe der Organkultur untersucht.

TNFa, das vor allem von sensibilisierten Keratinozyten, aber auch unter bestimmten
Bedingungen von Langerhanszellen gebildet wird, gilt als einer der wichtigsten
Induktoren zur Emigration von Langerhanszellen aus der Epidermis (34). Zuséatzlich

kann TNFa die Zellviabilitat steigern bzw. erhalten (35).
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In engem Zusammenspiel mit diesem inflammatorischen Zytokin wird IL-1B, das von
Langerhanszellen gebildet wird, als zusatzlicher Induktor betrachtet (36). Inwieweit
diese zwei Zytokine in einer Kaskade wirken, ist Gegenstand der laufenden
Forschungsarbeit. Das eng verwandte IL-1a wird von Keratinozyten gebildet und
kann die Funktion von IL-1p ersetzen (36), wobei der genaue Wirkungsmechanimus
und die biologische Funktion dieses Zytokins nicht geklart sind. Sehr wahrscheinlich
spielt es durch Erhdéhung der T-Zell-Stimulationsfahigkeit von dendritischen Zellen
eine wichtige Rolle bei der Induktion der priméren Immunantwort (37).

Das von Langerhanszellen sezernierte Chemokin MIP-1a,, das durch IL-1p und LPS
induziert wird (38), spielt eine wichtige Rolle bei viralen Infektionen (39) und kann
eine gerichtete Migration von dendritischen Zellen auslésen (40). Eine weitere
mogliche Funktion ist die Rekrutierung von Vorlaufern der Langerhanszellen in die
Haut ; dies ist fur MCP-1, ein ahnliches Chemokin, beschrieben worden (41).

IL-10 gilt als tolerogenes Zytokin fur dendritische Zellen, da es einen inhibitorischen
Effekt auf die Aktivierung und Reifung von Langerhanszellen und dendritischen
Zellen aufweist (42). Es kann in mononukledren Zellen die Expression von TNFa,
IL-18 und MIP-1a inhibieren (43, 44). Als Antagonist zu TNFa und IL-1 spielt es bei
der Induktion einer Immunantwort in der Haut eine wichtige Rolle, da es deren
Entstehung inhibieren kann.

GM-CSF kann in Kulturen mit Blut- oder Knochenmark-Vorldufern eine Reifung der
dendritischen Zellen induzieren und die Zellviabilitdt erhéhen (45, 46), aber der
genaue EinfluR auf die Migration kutaner dendritischer Zellen ist noch nicht bekannt.
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3 Zielsetzung der Diplomarbeit:

Die Methode der Wahl in dieser Arbeit war die Kultivierung von muriner Haut nach
dem Modell von Larsen et al. (9). Die Organkultur war weiter modifiziert worden und
erwies sich als geeignet fUr die Untersuchung der Emigration von kutanen
dendritischen Zellen und deren Induktoren (47, 48, 49). Durch Zugabe von verschie-
denen Konzentrationen an Zytokinen und Antikérpern in das Medium, auf dem die
Hautproben aufschwimmen, kénnen dosisabhédngige migrationssteigernde und
inhibitorische Effekte durch Veranderungen der Zahl an emigrierenden Zellen im
Medium bestimmt werden. Bei vorheriger Trennung der Epidermis und Dermis
kdnnte das Migrationsverhalten von Langerhanszellen und dermalen dendritischen
Zellen getrennt untersucht werden, was aber aufwendiger und kostenintensiver ware.
Daher wurde die Organkultur mit kompletter muriner Haut durchgefiihrt und die
Wanderung beider Zelitypen beobachtet. Durch ihr ahnliches Aussehen ist eine
Unterscheidung der epidermalen und der dermalen Zellen im Lichtmikroskop hierbei
nicht moéglich.

3.1 Optimierung der Organkultur:

Zu Beginn wurden Versuche zur Optimierung der Organkultur durchgefiihrt. Der hohe
Verbrauch an Zytokinen und Antikérpern und die teilweise unvollistandige Wirkung
der Reagenzien sollten vermieden werden.

Fragestellungen:

1. Kann durch Veranderung der Bedingungen wahrend der Vorinkubation bei +4°C
eine bessere und gezieltere Wirkung der Zytokine und Antikérper erreicht
werden?

2. Fihrt die Vorinkubation der Mauseohren mit der epidermalen Seite auf dem
Medium zur verbesserten Diffusion der Zytokine und Antikérper zwischen den
verhornten Keratinozyten in die Epidermis?

1



3.2 EinfluR der inflammatorischen Zytokine TNFo und IL-1pB auf die
Emigration von kutanen dendritischen Zellen:

Die zwei in der Epidermis gebildeten Zytokine kénnen die Zahl der Langerhanszellen
in der Haut verringern. In den Lymphknoten waren Anh&aufungen von dendritischen
Zellen zu beobachten, was auf eine gerichtete Wanderung in lymphatisches Gewebe
hindeutet (34, 36, 50). Auf der Grundlage der Vorarbeiten von Ortner und Zanella
(47, 48) war eine gezielte Untersuchung der Wirkung von TNFa und IL-1B auf die
Migration méglich.

Fragestellungen:

1. Ist die TNFa-Wirkung dosisabhangig?

2. Wirken hohe Dosen von TNFa toxisch auf die kutanen dendritischen Zellen?

3. Kénnen Antikorper gegen TNFa die migrationsférdernde Wirkung aufheben und
die Wanderung im reinen Kulturmedium beeinflussen, d.h. wirkt in den Kulturen
endogener TNFa?

4. Kann IL-18 in hoher Dosis die Migration steigern?

5. Kénnen die Antikérper gegen IL-1p die Wirkung von TNFa und die Wanderung im
reinen Medium verandern, d.h. wirkt in den Kulturen endogenes IL-1p7?

6. Gibt es eine Kaskade zwischen TNFa und IL-1B, d.h. induziert ein Zytokin das
andere?

7. Kénnen mit Hilfe von Elisa die Konzentrationen an endogenem TNFo und IL-13

bestimmt werden?
3.3 Lipopolysaccharide als Induktoren der Wanderung:
Die im Rahmen der Immunabwehr von gram-negativen Bakterien aus der Zellwand
freigesetzten Lipopolysaccharide (LPS) wirken als Endotoxine. Sie flihren durch

Induktion von Zytokinen, in der Epidermis hauptsachlich von TNFa und IL-1a, zu

einer Stimulation der Emigration von Langerhanszellen (50).
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Fragestellungen:

Fuhrt eine Zugabe von LPS ins Medium zu einer Steigerung der Migrationsrate?
Ist die LPS-Wirkung dosisabhangig?
Wird die LPS-Wirkung von TNFa vermittelt?

Kénnen durch LPS induzierte Zytokine, wie z.B. TNFa, mit Elisa nachgewiesen

> O N =

werden?
3.4 Die Rolle von MIP-1a bei der Migration:

In der Epidermis werden neben inflammatorischen Zytokinen auch Chemokine, die
auf Zellen chemotaktisch wirken und ihre Wanderung induzieren kénnen, von
Langerhanszellen produziert. Die durch die Auswanderung von Langerhanszellen
entstandenen Licken in der Epidermis mussen durch nachkommende Vorlaufer aus
dem Knochenmark wieder aufgefiillt werden. Bei einer Migrationsauslésung durch
Antigenkontakt kénnen die Langerhanszellen zusatzlich zu den inflammatorischen
Zytokinen Chemokine freisetzen, die eine Rekrutierung von Vorlauferzellen in die
Haut bewirken (41). Weiters kann MIP-1a die Produktion der inflammatorischen
Zytokine IL-1, IL-6 und TNFa induzieren (51).

Eragestellungen:

1. Kann MIP-1a die Migration steigern?

2. Ist die Wirkung dosisabhangig?

3. Fuhrt eine Zugabe von anti-TNFa und anti-IL-18 zu einer Beeinflussung der
MIP-1a-Wirkung?

3.5 IL-10 und IL-4 als inhibitorische Zytokine fiir kutane
dendritische Zellen:

IL-10 und IL-4 haben eine inhibitorische Wirkung auf Monozyten/Makrophagen,
Langerhanszellen und dendritische Zellen. Beide Zytokine konnen die Synthese von
zahlreichen anderen Zytokinen verhindern (52). Der inhibitorische Effekt von IL-4 ist
nicht ganz so offensichtlich und gut untersucht wie bei IL-10. Im Gegenteil, IL-4 wird
mittlerweile zusammen mit GM-CSF dazu verwendet, Monozyten aus peripherem

humanen Blut in Kultur zur Entwicklung in dendritische Zellen zu stimulieren (45).
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Fragestellungen:

1. Fihrt eine Zugabe von anti-IL-10 in die Organkultur durch Abblocken des
endogenen IL-10 zu einer Steigerung der Migrationsrate?

2. Hat IL-4 EinfluR auf die Wanderung durch Stimulation von Monozyten-Vorlaufern
in der Dermis zur Entwicklung in Langerhanszellen?

3.6 EinfluB von GM-CSF in der Organkultur:

Das von Keratinozyten produzierte GM-CSF kann die Reifung und Zellviabilitat von
Langerhanszellen férdern (37). Den gleichen Effekt hat es in Kulturen mit Blut-
Monozyten zur Generierung von dendritischen Zellen (45) und in Kulturen von
murinen Knochenmarksvoridufern dendritischer Zellen (53). Ein méglicher Einflul
auf die Wanderung dieser Zellen ist noch nicht genau untersucht, aber es scheint
durch Hochregulierung des GM-CSF-Rezeptors durch TNFa und IL-1 zu einer
gesteigerten Reifung der Zellen und somit zu einer Induktion der Emigration zu
kommen.

Fragestellungen:

1. Kann GM-CSF die Wanderung von kutanen dendritischen Zellen in der
Organkultur beeinflussen?
2. Ist endogenes GM-CSF in den Kulturiberstanden mit Elisa meRbar?

3.7 Morphologische Untersuchungen der kutanen dendritischen
Zellen und der Haut nach der Organkultur:

Erganzend zu den Studien Uber die Emigration der kutanen dendritischen Zellen in
der Organkultur wurden die Hautproben vor und nach der Kultur mit Immun-
fluoreszenz-Farbungen und Rasterelektroenenmikroskopie urtersucht.
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3.7.1 Immunfluoreszenz:

Fragestellungen:

1. Sind Unterschiede in der Langerhanszelldichte in der Epidermis vor und nach der
Kultur zu erkennen?

2. Kann man cords in der Dermis sehen?

3. Sind die dendritischen Zellmarker In-1 und 2A-1 auf den Zellen in situ und in vitro
nachweisbar?

3.7.2 Rasterelektronenmikroskopie:

Fragestellungen:

1. Sind emigrierende Langerhanszellen an der Epidermisunterseite zu beobachten?

2. Wie sieht die Dermisunterseite aus?

3. Kann man einen Unterschied zwischen den in 24 und 48 Stunden und den aus
der Epidermis und der Dermis getrennt ausgewanderten Zellen sehen?

4. Unterscheiden sich die in epidermalen Zellsuspensionen gereiften Langerhans-
zellen von den aus der Epidermis ausgewanderten Zellen?
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