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C. Ergebnisse

Die Methode der Organkultur von Haut, mit der sich die Emigration von Langerhans-
zellen untersuchen laRt, wurde von Larsen et al. (9) etabliert. Im Laufe der letzten
Jahre wurde diese Methode im Gewebekulturlabor der Universitatsklinik far
Dermatologie und Venerologie von mehreren Diplomanden und Dissertanten weiter
modifiziert (47, 48). Auf dieser Basis und mit Hilfe der ersten mit dieser Methode
erhaltenen Daten, die auf einen groRen EinfluR von TNFo und IL-1f auf die
Wanderung der Langerhanszellen hindeuten, konnten in der vorliegenden Arbeit
gezielt weitere Versuche mit diesen Zytokinen, diversen anderen Stimulantien der
Migration sowie Antikdrpern durchgefiihrt werden.

1 Optimierung der Organkultur:

Eines der groRen Probleme der Organkultur war und ist das langsame und
wahrscheinlich unvollstandige Eindringen der Zytokine und Antikérper in das Ge-
webe. Das fuhrt zu einem hohen Verbrauch an diesen Substanzen und, besonders
bei Zugabe von neutralisierenden Antikérpern, zur Unsicherheit, ob diese
Reagenzien in ausreichender Menge an den Wirkungsort gelangen. Deshalb wurden
in friheren Experimenten die Antikérper den Mausen vor der Tétung und dem Ab-
schneiden der Ohren systemisch verabreicht (intradermal oder intraperitoneal).
Dabei handelte es sich um Tierversuche im Sinne des Gesetzes. Um diesen
Problemen aus dem Weg zu gehen, wurden zu Beginn der Arbeit mehrere Versuche
zur Optimierung der Organkultur durchgefihrt.

1.1 Anderung der Bedingungen wihrend der Vorinkubation:

1. Versuchsansatz:

Die erste Idee bestand darin, die Zytokine und AntikGrper bereits wahrend einer
Vorinkubation von 26-28 Stunden im Kiihilschrank, wahrend der die endogene Zyto-
kinproduktion eingestellt wird, auf die Ohren einwirken zu lassen. Dazu wurden die
dorsalen Ohrhélften nach Desinfektion mit Ethanol auf Medium (R10-HEPES zur

Stabilisierung des pH-Wertes) mit TNFa, anti-TNFa (V1q, supernatant (54)) und
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anti-IL-1B in 24-well-Platten aufgelegt und in den Kihischrank gestellt. Nach der

Vorinkubation wurden die Platten in den Brutschrank transferiert und fur weitere

48 Stunden im gleichen Medium inkubiert.

Tab. §: Verringerte Auswanderungsrate von dendritischen Zellen (DC) nach Vorinkubation und
48-stlindiger Organkultur auf R10-HEPES mit Zusétzen

Medium widhrend | Medium wihrend | Gesamtzell- Anzahl der |Auswanderungs-
der 28h der 48h Kultur zahl/Ohr |ausgewanderten| rate in Prozent
Vorinkubation DC/Ohr
- R10 28180 14100 100%
- R10 + 35310 11550 82%
V1q (200 pliwelll)
- R10 + anti-IL-1p 20310 8900 63%
- R10 + TNFa 50 U/ml 34260 20600 146%
- R10 + 25360 13600 97%
TNFa 100 U/ml
- R10 + 19330 7800 55%
TNFe 1000 U/mi
- R10 + 10970 5020 36%
TNFa 5000 U/ml
R10-HEPES R10-HEPES 18530 8080 100%
R10-HEPES + R10-HEPES + 15410 4750 58%
V1g (500 pliwell) V1q (500 plfwell)
R10-HEPES + R10-HEPES + 21820 9080 112%
TNFo 100 U/mi* TNFa 100 U/ml*
R10-HEPES + R10-HEPES + 20660 9500 17%
V1q (500 pliwell)+  |V1q (500 pliwell)+
TNFo 1000 U/mi*  |TNFa 1000 U/mi*
R10-HEPES + R10-HEPES + 25190 9900 122%
anti-IL-1p anti-IL-1p

Legende: Mausstamm: C57BL/6, weiblich; Vorinkubation fur 28h/+4°C: Ohren auf einem feuchten
Tupfer bei den Kontrollen (R10 mit Zusatzen) bzw. auf R10-HEPES mit Antikérper- und Zytokin-
Zugabe: Inkubation fur 48h/ 37°C: R10-Anséatze auf frischem Medium, R10-HEPES-Ansétze auf
dem gleichem Medium wie wahrend der Vorinkubation, *... TNFa-Zugabe erst nach der Abliegezeit,

anti-IL-1B: 10 pg/ml; einmalige Zahlung von 5 Feldern im Hamozytometer. Die Auswanderungsrate

in den reinen Kulturmedien ohne Zusatze ist jeweils als 100% angegeben.
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Abb. 4: Darstellung der Auswanderungsrate von kutanen dendritischen Zellen im modifizierten
System, R10 ohne Zusatze und R10 mit Antikérpern und Zytokinen als Kontrollen verwendet zum
Vergleich der Wirksamkeit der Vorinkubation auf R10-HEPES (graphische Darstellung der Daten
aus Tab. 8§)

Die Z&hlung der dendritischen Zellen im modifizierten System (Tab. 5, Abb. 4) erwies
Sich als &duRerst schwierig, da die Zellen kein typisch dendritisches Aussehen
aufwiesen. Zusatzlich hatten sie eine eckigere Form als die Kontrollzellen aus dem
R10-Medium. Daraus konnte man den Schluf ziehen, dafR die Zellen im R10-HEPES
keine idealen Bedingungen vorfanden und daher sowohl die Wanderung als auch die
Reifung der kutanen dendritischen Zellen beeintrachtigt war. Die Zellviabilitat lag bei

78-80%, war also nicht erniedrigt.

2. Versuchsansatz:

Nach diesem ersten Ergebnis wurde das System nochmals abgewandelt. Die
M&useohren wurden nach der Vorinkubation im Kuhlschrank auf R10-HEPES mit
Zytokin- und Antikérper-Zusatzen nicht im gleichen Medium belassen, sondern auf
ein frisches R10-Medium ohne HEPES mit den jeweils gleichen Zuséatzen aufgelegt
und fur 48 Stunden im Brutschrank inkubiert.
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Tab. 6: Zahlung der ins Medium ausgewanderten DC im weiter modifizierten System

Medium wédhrend | Medium widhrend | Gesamtzell- Anzahl der |Auswanderungs-
der 27h der 48h Kultur zahl/Ohr |ausgewanderten| rate in Prozent
Vorinkubation DC/Ohr

R10-HEPES R10 24600 13200 100%
R10-HEPES +V1g |[R10+ V1q 27560 14600 111%
R10-HEPES+ R10+ TNFca 50 U/ml 21180 11100 84%
TNFa 50 U/ml
R10-HEPES+ R10 + 20900 9100 69%
TNFa 50 U/ml + V1q [TNFa 50 U/ml + V1gq
R10-HEPES+ R10 + 24400 8900 67%
TNFo 100 Ufml TNFa 100 U/ml
R10-HEPES + R10 + 14670 5800 44%
TNFo 5000 Uiml TNFo 5000 U/ml

Legende: Mausstamm: C57BL/6, weiblich; Vorinkubation auf R10-HEPES mit Zusatzen 27h/+4°C;
Inkubation der Organkultur auf R10 mit Zusatzen fir 48h/ 37°C, V1q: 500 pl/well, ein- bis zweimalige

Zahlung der Zellen in 5 Feldern im Hamozytometer. Die Auswanderungsrate in R10-HEPES/R10

wird mit 100% als Kontrolle verwendet.

60%

Wanderungsrate in Prozent

20%

0%

i,

R10-HEPES/R10 +
THFa 100U/mi

R10-HEPES/R10 +
TNFa S000U/ml

R10-HEPES/R10 +
THFa S0U/mi

R10-HEPES/R10 +
TNFa 50U + Vg

R10-HEPES/R10 R10-HEPES/R10 +

Vg

Abb. 5: Die Vorinkubation der Ohren auf R10-HEPES fuhrte wieder zu einer Erniedrigung der Zellzahl
(graphische Darstellung der Daten aus Tab. 6).

Die Zellzahlen sind in diesem Versuch auf dem Niveau der Kontrolle bzw. verringert
(Tab. 6 und Abb. 5). Auch bei diesem Ansatz hatte nur ein Teil der Zellen ein typisch
dendritisches Aussehen und die eckige Form einiger Zellen deutete daraufhin, daR
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die Vorinkubation der Mauseohren auf R10-HEPES wieder einen negativen Einflu®
auf die Wanderung und Reifung der kutanen dendritischen Zelilen hatte. Die Zell-
viabilitat war wieder im Bereich von 71-87%, was auf eine normale Absterberate der
Zellen hindeutete.

Zusammenfassend ist zu sagen, daR sich die Vorinkubation der Mausechren im
Kihlschrank auf R10-HEPES zur verbesserten Wirkung der Antikérper und Zytokine
als ineffektiv erwies. Bei dieser Modifikation der Organkultur kam es zu einer
allgemeinen Erniedrigung der Zellzahlen, was auf einen negativen EinfluR der
Bestandteile im R10-HEPES bzw. der Methode der Vorinkubation schlieRen lait. Die
kutanen dendritischen Zellen waren eindeutig in ihrer Wanderung und Reifung
behindert, was zu einer Deformation der Zellen und dem Fehlen der typischen veils
fuhrte. Die Erhéhung der Zellzahl im Falle von niedrigen Dosen TNFa bzw. eine
deutliche Verringerung der Zellzahl im Falle von Antikérper-Zugabe (ersichtlich aus
Tab. 5, 6 und Abb. 4, 5) war nicht zu beobachten. Da die Daten zahlreicher Vorexpe-
rimente mit diesem modifizierten System nicht reproduziert werden konnten, wurde
fir alle weiteren Versuche die urspringliche Methode (siehe B 3.1) verwendet, bei
der die Mauseohren 26 bis 28 Stunden auf einem PBS-feuchten Tupfer im Kihi-
schrank vorinkubiert werden.

1.2 Vorinkubation der Mauseohren mit der epidermalen Seite nach

unten auf R10-Medium mit Zytokinen und Antikérpern:

Die zweite Idee, wie die Wirkung der Zytokine und Antikérper verstarkt werden
kénnte, entstand auf Grundlage der Arbeiten von Rambukkana (61). Diese Gruppe
inkubierte explantierte humane Haut vor Applikation von Kontaktallergenen mit der
epidermalen statt mit der dermalen Seite nach unten auf Medium mit Antikérpern.
Durch die in die Haut diffundierten Antikérper konnte die Emigration von
Langerhanszellen nach Applikation eines Kontaktallergens verhindert werden.

Im folgenden Ansatz wurden die Ohren nach 26 5-stindiger Abliegezeit auf einem
PBS-feuchten Tupfer mit der epidermalen Seite nach unten auf das Medium
aufgelegt. Zusammen mit den Zytokinen und Antikérpern wurden sie eine Stunde
lang im Brutschrank vorinkubiert. AnschlieRend wurden die Ohren umgedreht, sodaf
sie wie Ublich mit der dermalen Seite nach unten auf dem Medium aufschwammen.
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Tab. 7: Wanderungsrate der dendritischen Zellen im zweiten Optimierungsversuch

Zusidtze Gesamtzellzahl/ Anzahl der Auswanderungsrate
Ohr ausgewanderten in Prozent
DC / Ohr

keine 34300 11640 100%
TNFa 50 Ufml 28050 11270 7%
TNFea 50 U/ml + 47000* 7500 64%
V1qg (500 pl/well)
TNFo 5000 U/ml 8650 2900 25%
keine; v 10330 2500 100%
TNFo 50 Uiml; v 12250 3030 121%
TNFo 50 U/ml + 5010 1040 41%
V1q (500 ul/well); v
TNFa 50 U/ml + 5600 1200 48%
V1ig (100 pliwell), v

Legende: Mausstamm: C57BL/6, mannlich; Vorinkubation: 26,5h/+4°C, v = verkehrt auf-
gelegte Ohren, Vorinkubation mit epidermaler Seite nach unten: 1h/ 37°C; Inkubationzeit
mit dermaler Seite nach unten: 48h/ 37°C; Zahlung von 5 Feldern im Hamozytometer
zweimal, Zellzahlen sind Mittelwerte beider Zahlungen, * ... viele Erythrozyten im Medium,
daher hohe Gesamtzellzahl. Die Auswanderungsrate in den reinen Kulturmedien ohne
Zusatze ist jeweils als 100% angegeben.

14000 - = Ere=

Ll

reines Medium  reinas Madsum TNFa 50U/ml  TNFa SOUIn'i TNFa 50U/mi + TNFa SOUWmi+ TNFa 50U/ml + TNFa 5000U/mil
Vig 500ul/well Vig S00uliwell  Vig 100ulfwell
v v

Anzahl der ausgewanderten DC/Ohr

Abb. 6: Die Organkultur, bei der die Ohren mit der epidermalen Seite nach unten vorinkubiert
wurden, zeigte keine verbesserte Wirkung der Zytokine und Antikérper (graphische Darstellung der
Daten aus Tab. 7). v...Ohren verkehrt aufgelegt
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Bei der zweiten Modifikation des Organkulturmodells war eine deutliche Steigerung
der Wanderungsrate durch TNFa 50 U/ml und eine Hemmung der Wanderung durch
anti-TNFo. und anti-IL-1B zu erkennen. Jedoch kam es im Vergleich zu den
Kontrollen zu einer starken Verminderung der Zellzahl (Tab. 7 und Abb. 6). Die
dendritischen Zellen zeigten in diesem Fall deutlich ausgepragte veils. Eine Ursache
fur die verminderte Emigration der Langerhanszellen kénnte sein, dal aufgrund der
Vorinkubation mit der epidermalen Seite nach unten die dendritischen Zellen nicht
aktiv aus den Mauseohren auswandern konnten. Wahrscheinlich bleiben die DC
durch die Anderung der Auswanderungsrichtung bzw. die umgekehrte
Einwirkungsrichtung der Stimulantien im Gewebe stecken und kénnen trotz
nachfolgender Inkubation mit der dermalen Seite nach unten nicht mehr Uber die
Lymphbahnen ins Medium auswandern. Eine weitere Erklarung ware, dall die der
Luft ausgesetzte Dermis wahrend der einstiindigen Vorinkubation ausgetrocknet ist,
und die Zellen nicht mehr durch diese Hautschicht wandern konnten.

1.3 Zusammenfassung zur Optimierung der Organkultur:

Beide Versuche, die Wirkung der Antikérper und Zytokine durch erleichtertes
Eindringen ins Gewebe zu verbessern, zeigten einen negativen EinfluR auf die
Wanderung und Reifung der kutanen dendritischen Zellen. In beiden Systemen war
die Zellzahl deutlich erniedrigt und die Morphologie der Zellen teilweise verandert
(deformierte Zellen und kein typisch dendritisches Aussehen). Aus diesem Grund
wurden alle weiteren Versuche nach dem von Monica Zanella und Ulrike Ortner
etablierten System durchgefiihrt ( siehe B 3.1, (47, 48)).
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2 Untersuchungen zur Wanderung der Langerhanszellen:

Aus Vorversuchen von Ortner, Zanella, Koch und Janke (47, 48) war bereits bekannt,
dal® TNFa in niedrigen Dosen migrationsférdernd und in hohen Dosen hemmend auf
die Wanderung der kutanen dendritischen Zellen wirkt. Mit Hilfe dieser Daten
konnten in dieser Diplomarbeit gezielt weitere Wirkungen von TNFa, vor allem in
hoher Dosis (Untersuchung zur Toxizitat), sowie Antikérper gegen TNFa und das
komplexe Wechselspiel verschiedenster Zytokine und Chemokine untersucht
werden.

2.1 TNFa kann in der Organkultur die Migration der kutanen

dendritischen Zellen beeinflussen:

2.1.1 Die TNFa-Wirkung ist dosisabhingig:

Zuerst wurden Versuche bezuglich der Wirkung von verschiedenen Dosen TNFa auf
die Wanderung der Langerhanszellen durchgefuhrt. Dazu wurde in einer TNFa-
Reihe die Anzahl der Units pro ml stindig erhoht.

Tab. 8: Die Wanderung der kutanen dendritischen Zellen ist dosisabhangig.

Zusitze Gesamtzellzahl/ Anzahl der Auswanderungs-
Ohr ausgewanderten rate in Prozent
DC/Ohr
keine 36350* 12150 100%
TNFa 50 U/mi 36430 13990 115%
TNFa 75 U/ml 22140 9300 7%
TNFa 100 U/mi 27250 12230 101%
TNFo 200 U/ml 24600 7700 63%
TNFa 500 U/mi 23430 6510 54%
TNFa 1000 U/ml 29220 6160 51%
TNFa 5000 U/ml 15420 5110 42%

Legende: Mausstamm: C57BL/6, weiblich; Vorinkubation: 27h/+4°C; Inkubationszeit:
48h/37°C; einmalige Zahlung der DC in 5 Feldern im Hdmozytometer, * ... viele Erythro-
zyten im Medium, daher hohe Gesamtzellzahl. Die Auswanderungsrate im reinen Kul-

turmedium ohne Zusétze ist als 100% angegeben.
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Abb. 7: TNFa wirkt in niedriger Dosis migrationsférdernd (50 U/ml) und in hohen Dosen (ab
200 U/ml) migrationshemmend (graphische Darstellung der Daten aus Tab. 8).

Aus diesem Versuchsansatz ist ersichtlich, daR TNFa unterschiedliche Wirkung auf
die Emigration der kutanen dendritischen Zellen hat (Tab. 8, Abb. 7). In niedriger
Dosis, das heil3t in einer Konzentration von 50 U/ml, férdert TNFo die Wanderung
der Zellen (siehe auch C 2.2.2). Bereits ab einer Konzentration von 75 U/ml bis
100 U/ml sinkt die Auswanderungsrate auf die 100% der Kontrolle bis leicht darunter.
Ab 200 U/ml findet eine immer deutlicher werdende Hemmung der Wanderung statt,
die in der Folge noch weiter untersucht wurde (siehe auch C 2.2.2). Diese
Versuchsreihe wurde dreimal durchgefiihrt und es zeigten sich immer die gleichen
Ergebnisse. In allen weiteren Versuchen wurden deshalb TNFa 50 U/ml und TNFa

5000 U/ml als Kontrollen fur die Migrationssteigerung bzw. -hemmung verwendet.

Wie unter C 2.1.1 erwahnt, wurden TNFa 50 U/ml und TNFo 5000 U/ml in allen
Wanderungsstudien als Kontrollen verwendet. Daher war es méglich, die Wan-
derungsraten aus 32 Versuchen statistisch auszuwerten.
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Tab. 9: Tabellarische Darstellung aller TNFa-Daten (50 U/ml bzw. 5000 U/ml) aus 32 Versuchen

Versuchsnr. |DC/Ohr in rei- [DC/Ohr in TNFa| Wanderungsrate | DC/Ohr in TNFa |Wanderungsrate in
nem Medium 50 Uiml in TNFa 50 U/ml 5000 U/ml TNFa 5000 U/ml

1 7840 11400 145% 5570 71%

2 6820 3750 48% 1800 23%

3 13860 13690 99% 1580 1%

4 8380 9680 116% 5520 66%

5 3970 7880 199% 2770 70%

6 11640 11800 101% 5380 46%

7 14100 20600 146% 5020 36%

8 159800 16800 106% 12400 78%

9 16800 16900 101% 10100 60%

10 11250 12920 115% 5800 52%

11 11370 9560 84% 5070 45%

12 10730 12320 115% 5110 48%

13 17370 26530 153% 12100 70%

14 21000 35980 171% 11560 55%

15 8460 13650 161% 9970 118%

16 10970 9090 83% 5200 47%

17 5380 7310 136% 2300 43%

18 10130 17650 174% 5200 51%

19 10850 15030 139% 5230 48%

20 7480 8450 113% 4290 57%

21 8880 5860 66% 2100 24%

22 10420 5460 52% 4200 45%

23 11640 11270 97% 2900 25%

24 10990 19530 178% 6830 62%

25 6040 7630 126% 2660 44%

26 15740 18880 120% 13780 88%

27 15050 18420 122% 7570 50%

28 8810 8810 100% 2580 25%

29 15060 28230 188% 10860 72%

30 10690 11640 109% 6480 61%

31 13260 16150 122% 3640 28%

32 13750 23080 168% 6500 47%
Mittelwert 11400 14250 124% 6000 52%
St.abw. 3750 7050 37% 3330 21%
Anzahl| 32 32 32 32 32
Maximalwert 21000 35980 199% 13780 118%
Minimalwert 3970 3750 48% 1580 11%
T-Test p < 0,0007 p < 0,0007 p < 0,0001 p<0,0001

Legende: Mausstamme: C57BL/6 und BALB/c, sowohl weiblich als auch ménnlich; Vorinkubation: 26-28h/
+4°C; Inkubationszeit: 48h/37°C; ein-bis zweimalige Zahlung von 5 Feldern im Hamozytometer. Die Aus-

wanderungsrate im reinen Kulturmedium chne Zusétze ist als 100% angegeben.Student's t-Test gepaart.
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Abb. 8: Graphische Darstellung der statistischen Auswertung aus Tab. 9

Aus Tab. 9 und Abb. 8 ist ersichtlich, daR TNFa 50 U/ml die Migrationsrate um 24%
steigerte, wobei in einzelnen Experimenten eine Steigerung um bis zu ca. 90%
moglich war. Die hohe Dosis von TNFa 5000 U/ml konnte die Wanderungsrate um
beinahe 48% vermindern. Die Schwankungen bei der niedrigen Dosis TNFo. kommen
wahrscheinlich dadurch zustande, dal® bei Verwendung von kleinen Mengen des
Zytokins leichter Pipettierfehler auftraten als bei der hohen Dosis. Weitere Feh-
lerquellen liegen bei der Zéhimethode und der Aufarbeitung der Zellen (siehe D 11).

2.1.2 Mechanismus der Migrationshemmung durch hohe Dosen von TNFa.:

Es ist bekannt, da® TNFa in niedrigen Dosen immunstimulierend und somit
entziindungsférdernd wirkt, in hohen Dosen aber, wie sie beim septischen Schock
auftreten, zum Tod fuhren kann. Deshalb wurde in mehreren Versuchen der
Mechanismus der Migrationshemmung durch hohe Dosen TNFo. (5000 U/ml)
genauer untersucht.

Zu diesem Zweck wurden dorsale Ohrhalften zuerst fir 48 Stunden auf R10-Medium
mit bzw. ohne TNFa 5000 U/ml im Brutschrank inkubiert. Nach dieser Zeit wurden
die ausgewanderten Zellen gezahlt und die Ohren, die auf hoher Dosis TNFa
inkubiert worden waren, fir weitere 48 Stunden auf frischem R10-Medium mit und
ohne TNFo 5000 U/ml in den Brutschrank gestellt. AnschlieBend wurden die
zwischen 48 und 96 Stunden ausgewanderten Zellen ebenfalls gez&hit und in einem
Funktionstest (OXMI) auf ihre T-Zell-Stimulationsfahigkeit untersucht. Die Ohrhaut

wurde fur Peroxidase-Farbungen zu sheets weiterverarbeitet.
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1.Versuch:

Tab. 10: Einflul von hoher Dosis TNFa in 48- bzw. 96-stindiger Organkultur

Medium von Medium von Gesamtzell- Anzahl der Auswanderungs-
0 - 48h 48h -~ 96h zahl/Ohr ausgewanderten | rate in Prozent
DC/Ohr

R10 - 15690 8380 100%
R10 + - 14820 9680 116%
TNFa 50 U/ml
R10 + - 13920 5520 66%
TNFa 5000 U/mi
R10 + R10 32200 21990 262%
TNFe 5000 U/mi
R10 + R10 + 28060 20300 242%
TNFo 5000 U/iml | TNFo 5000 U/ml

Legende: Mausstamm: C57BL/6, weiblich; Vorinkubation: 26h/+4°C; Inkubationszeit: 48h bzw. 96h/
37°C, Ohren nach 48h auf TNFa. 5000 U/ml auf frisches Medium R10 und einmal mit TNFa. 5000
U/ml aufgelegt und fur weitere 48h inkubiert; einmalige Zahlung von 5 Feldern im Hamozytometer.
Die Auswanderungsrate im reinen Kulturmedium ohne Zuséatze ist als 100% angegeben.

2.Versuch:

Tab. 11: EinfluR von hoher Dosis TNFa auf die Wanderung der kutanen dendritischen Zellen

Medium von Medium von Gesamtzell- Anzahl der |Auswanderungs-
0-48h 48h - 96h zahl/Ohr ausgewanderten| rate in Prozent
DC/Ohr

R10 - 65630* 15100 100%
R10 + - 58690* 9950 66%
TNFa 5000 U/ml
R10 + R10 70830* 21900 145%
TNFo 5000 U/mi
R10 + R10 + 60920* 21800 144%
TNFo 5000 U/ml [TNFo 5000 U/mi

Legende: Mausstamm: BALB/c, weiblich; Vorinkubation: 26h/+4°C; Inkubationszeit: 48h bzw. 96h/
37°C, Ohren nach 48h auf TNFa 5000 U/mi auf frisches Medium R10 und einmal auf TNFo 5000
U/ml aufgelegt; einmalige Zahlung in 5 Feldern im Hamozytometer, * ... viele Erythrozyten, daher
groRRe Gesamtzellzahl. Die Auswanderungsrate im reinen Kulturmedium ohne Zusatze ist als 100%

angegeben
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1.Versuch:
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Abb. 9: TNFa 5000 U/ml wirkt hemmend auf die Migration, ist aber nicht toxisch, da nach 96h
immer noch viable Zellen auswandern (graphische Darstellung der Daten aus Tab. 10).

2. Versuch:

Wanderungsrate in Prozent
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0% +— e ]

reines R10-Medium 48h THNFa 5000U/ml 48h R10 48h + THNFa 5000U/mi 86h
TNFa S000U/ml 48h

Abb. 10: Auch bei diesem Versuch nach 96h-Kultur viele viable dendritische Zellen im Medium
(graphische Darstellung der Daten aus Tab. 11).
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In beiden Versuchen waren die Zellzahlen nach Zugabe von TNFa 5000 U/ml
erniedrigt (Tab. 10, 11 und Abb. 9, 10). Nach Transfer der Ohren auf frisches Me-
dium war eine stark erhéhte Zellwanderung beobachtbar, was aber durch Zerfall des
Zellverbandes im Ohr erklérbar ist und durch Peroxidase-Farbungen gegen MHC-
Klasse Il an epidermalen sheets bestatigt werden konnte.

Die Zellviabilitat lag bei der 48h- und der 96h-Organkultur mit 78-92% im Ublichen
Bereich, was darauf schlieRen 1aRt, daR TNFa in hoher Dosis nicht toxisch auf die

Zellen wirkt, sondern die Wanderung der Zellen auf eine andere Art inhibiert.

Zur weiteren Uberpriifung der Zellviabilitdt wurde, wie oben bereits erwéahnt, mit den
in 96 Stunden emigrierten dendritischen Zellen ein funktioneller Test (Oxidative
Mitogenese, (59)) durchgefihrt.

Tab. 12: T-Zell-Stimulationsfahigkeit von ausgewanderten dendritischen Zellen

Medium von Medium von 10.000 3000 1000 300
0-48h 48 — 96h DClwell DClwell DCiwell DClwell
R10 R10 49780 24760 11700 6990
R10 + TNFa R10 69940 45840 24720 11430

5000 U/ml
R10 + TNFa R10 + TNFa 45250 24870 12820 7660
5000 U/ml 5000 U/ml

Legende: 10.000 / 3000 / 1000 / 300 DC wurden pro well ausplattiert und fir 24h bei 37°C mit syn-
genen T-Zellen inkubiert; 50 ul H3-Thymidin fur 16h bei 37°C pro well, Messung der inkorporierten
Radioaktivitat im Flussigszintillationszahler; angegeben sind cpm (counts per minute).

——reines R10-Medium IBh.
60000 ~8— R10-Medium 48h + TNFa 5000 Lumi 42

== THF 2 5000 Uiml S8h

10,000 DCAwedl 3000 DChwel 1000 DChwell 300 DChwell

Abb. 11: Die in Gegenwart von TNFa 5000 U/ml emigrierten Zellen zeigten gleiche bzw. starkere

T-Zell-Stimulationsfahigkeit wie die in reines Medium ausgewanderten dendritischen Zellen
(Daten aus Tab. 12).
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Dendritische Zellen aus Kulturen mit der hohen Dosis TNFa zeigten im Vergleich zu
dendritischen Zellen, die in reines R10-Medium ausgewandert waren, keine
Verminderung ihrer Fahigkeit, ruhende T-Zellen zu aktivieren. Im Gegenteil, das in
Tab. 12 dargestelite Einzelexperiment zeigte sogar einen positiven Effekt des TNFa.
Aus diesem Versuch kann geschlossen werden, daf3 die verminderte Emigration von
kutanen dendritischen Zellen in Gegenwart von hohen Dosen TNFa nicht auf eine

maégliche Toxizitat dieses Zytokins zurickzufihren ist.

Zusammenfassend kann man sagen, daf TNFa 50 U/ml die Emigration von
kutanen dendritischen Zellen steigern kann. Dieser Vorgang durfte in vivo sehr
ahnlich ablaufen, denn beim Eindringen von Bakterien in die Haut wird die TNFa-
Produktion induziert. Im Gegensatz dazu wirkt TNFa in hohen Dosen hemmend auf
die Wanderung, wobei dies nicht auf eine mdgliche Toxizitat des Zytokins zurick-
zufiihren ist.

Die in diesen Versuchen verwendete Ohrhaut wurde nach der Kultur in Immun-
fluoreszenzfarbungen auf morphologische Unterschiede hin analysiert. Die Er-
Qebnisse sind unter Punkt C 2.1.4 angefuhrt.

21.3 Die Zugabe von neutralisierenden Antikérpern gegen TNFa in die Kultur
hemmt die Migration der kutanen dendritischen Zellen:

Aus den Versuchen unter Punkt C 2.1.1 ist ersichtlich, daR TNFa in geringer Dosis
die Wanderung der kutanen dendritischen Zellen férdern bzw. in hoher Dosis
hemmen kann. In weiteren Untersuchungen wurde getestet, ob diese Wirkung durch
Zugabe von Antikérpern gegen TNFa wieder aufgehoben bzw. wie weit endogen
Produziertes Zytokin neutralisiert werden kann. Dazu wurden zwei neutralisierende
Antikérper verwendet: ein kauflicher, gereinigter anti-TNFo von Biosource und ein
Antikérper in Form eines Kulturlberstandes von Dr. Echtenachter aus Regensburg
(V1q) (54).
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Wirkung des kiuflichen anti-TNFa von Biosource auf die Migration der

Langerhanszellen:

Tab. 13: Wirkung von verschiedenen Konzentrationen anti-TNFa auf die Wanderung von

kutanen dendritischen Zellen

Zusétze Gesamtzellzahl/ Anzahl der Auswanderungs-
Ohr ausgewanderten | rate in Prozent
DC/Ohr

keine 12190 3970 100%
anti-TNFa (bl 150U) 17470 7070 178%
anti-TNFa (bl 450U) 2740 580 15%
TNFo 50 U/ml 19380 7880 199%
TNFa 50 U/ml + 7440 2410 61%
anti-TNFa (bl 150U)
TNFe 50 U/ml + 6830 1620 38%
anti-TNFa (bl 450U)
TNFo 5000 U/ml 7000 2510 63%

Legende: Mausstamm: C57BL/6, weiblich; Vorinkubation: 27h/+4°C; Inkubationszeit:
48h/ 37°C, anti-TNFo:: Zugabe in einer Konzentration, die laut Angaben des Herstellers
150 bzw. 450U/ml TNFa blockieren kann; einmalige Zahlung von 5 Feldern im Hadmozy-
tometer. Die Auswanderungsrate im reinen Kulturmedium ohne Zusatze ist als 100%

angegeben,

250% — —

|
200%1:

150% -

100% =

‘IR0l

reines R10- R10 + anti-TNFa R10 + anti-TNFa TNFa S0U/ml  TNFa SO0UW/ml TNFa 50U/mi TNFa 5000U/ml
Medium (bl 150U) (bl 450U) + anti-TNFa + anti-TNFa
(bl 150U) (bl 450L))

Wanderungsrate in Prozent

Abb. 12: Der Antikérper gegen TNFa von Biosource kann die Wirkung von TNFa. aufheben
(graphische Darstellung der Daten aus Tab. 13).
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Wirkung des supernatant anti-TNFa V1q auf die Wanderung:

In Experimenten konnten Echtenachter et al. feststellen, daR 16 ug/ml V1q (= 500 pl/
1,5 ml) benétigt werden, um 100 U/ml rekombinanten murinen TNFa zu blocken (54).

Daher wurden in den folgenden Versuchen 200 ul und 500 pl/well eingesetzt.

Tab. 14: Einflu® von V1q auf die Migration

Zusitze Gesamtzellzahl/ Anzahl der Auswanderungs-
Ohr ausgewanderten rate in Prozent
DC /Ohr

keine 22010 11640 100%
V1q (500 pliwell) 21290 8290 71%
TNFo 50 U/ml 24350 11800 102%
TNFa 50 U/ml + 18210 7080 61%
V1q (200ul/well)

TNFo 3000 U/ml 10000 4260 37%
TNFa 3000 U/ml + 11460 5320 46%
V1Qq(500ul/well)

TNFa 5000 U/ml 12210 5380 46%
TNFo 5000 U/ml + 9880 5750 49%
V1qg (500ul/well)

Legende: Mausstamm: C57BL/6, weiblich; Varinkubation: 26h/+4°C; Inkubationszeit: 48h/
37°C; einmalige Z&hlung von 5 Feldern im Hamozytometer. Die Auswanderungsrate im

reinen Kulturmedium ohne Zuséatze ist als 100% angegeben.

120%

100%

E |
(]
g 80% -
o
£
]
T 60% -
wy
(=]
(=
2
-7
2 40%
m
=

20% -

0% : - . r ; J
reines R10- R10+V1g TNFa50Uiml TNFa 50U/mi  TNFa TNFa TNFa TNFa
Medium S00uliwell +\Vig 3000U/ml 3000Wml+  5000U/mi S000U/mi +
200ulwell Vig V1g S00ul/mi
S00uliwell

Abb. 13: V1q kann bereits in einer Konzentration von 200 pl/well 50 U/ml TNFa blocken,

die hohen Dosen TNFa jedoch nicht mehr (graphische Darstellung der Daten aus Tab. 14).
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Wie erwartet, konnten beide Antikérper (Tab. 13, 14 und Abb. 12, 13) gegen TNFa
die migrationsfordernde Wirkung von TNFo 50U/ml aufheben. Bei Zugabe von
Antikérpern in reines R10-Medium war meistens eine leichte Senkung der Zellzahl im
Medium erkennbar, was darauf hindeutet, dal in situ bereits genug TNFa vorhanden
ist, um die Zellzahl zu erhéhen. Bei hohen Dosen TNFa (3000 U/ml und 5000 U/ml),

war mit der eingesetzten Menge Antikérper kein Einflu@ auf die Hemmung der
Wanderung mehr méglich.

2.1.4 Morphologische Aspekte:

Nach der 48h-Kultur auf R10, TNFa 50 U/ml und TNFa 5000U/ml wurden die Ohren
wie unter B 3.4 und B 3.5 beschrieben zu epidermalen und dermalen sheets
verarbeitet und in einer Einfach-Immunfluoreszenzfarbung gegen MHC-Klasse I
gefarbt. Als zusétzliche Kontrolle wurde frische Ohrhaut mitgefarbt.

Im Fluoreszenzmikroskop waren in der Epidermis eindeutige Unterschiede in der
Langerhanszelldichte vor allem zwischen frischer und kultivierter Haut erkennbar
(Abb. 14, 16). Die erhéhte Auswanderungsrate bei Zugabe von TNFa 50 U/ml ins
Medium war deutlich auf den epidermalen und dermalen sheets erkennbar (Abb. 18,
19). In der Epidermis waren kaum noch Langerhanszellen zu finden, und in der
Dermis waren zahlreiche, dicht gefiillte cords zu sehen. Dies deutet auf eine starke
Induktion der Emigration von Langerhanszellen hin. Hingegen war die verminderte
Auswanderung bei Kultur auf hoher Dosis TNFa nicht klar erkennbar. Es waren
kaum Unterschiede in der Langerhanszelldichte zwischen der auf reinem R10-
Medium und auf TNFa 5000 U/ml kultivierten Epidermis sichtbar (Abb. 16, 20).

Diese Frage war besonders bei der hohen Dosis TNFa (5000 U/ml) von Interesse.
Die Immunfluoreszenzfarbung zeigte hier ganz deutlich, daR unter diesen Bedin-
gungen die Langerhanszellen aus der Epidermis auswandern. Da sie jedoch in stark
reduzierter Zahl im Kulturmedium vorhanden waren, wurde vermutet, dal® sie auf
ihrer Wanderung in der Dermis ,steckenbleiben”. In der Dermis waren in kultivierter
Haut cords ausgebildet, wobei sie bei Kultur auf TNFa 5000 U/ml deutlicher
ausgepragt und mit mehr emigrierenden Zellen gefiillt waren als bei Kultur der Haut
auf reinem R10-Medium (Abb. 17, 21), was tatséchlich fiir ein ,Steckenbleiben” der
Zellen sprechen wiirde.
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Unkultivierte Haut:
Epidermis: Dermis:

- o+
v 4
-
b ;

S :"-a y

o e _...d;& =
Abb. 14: Immunfluoreszenzfarbung gegen MHC-Klas- Abb. 15: Immunfluoreszenzfarbung gegen MHC-Klas-
Sg |I, (2G9-FITC, 1:50), 350-fache VergroBerung; se |, (2GS-FITC, 1:50), 350-fache Vergréfberung; keine
LC bilden dichtes Netzwerk aus. cords sichtbar, dermale DC sind MHC-Klasse-Il-positiv.

Kontrolle R10:

Epidermis: Dermis:

Abb. 16: Immunfluoreszenzfarbung gegen MHC-Klas- Abb. 17: Immunfluoreszenzfarbung gegen MHC-Klas-
Se |l, (2GS-FITC, 1:50), 350-fache Vergrélerung; se ll, (2G9-FITC, 1:50), 350-fache Vergrolierung;
LC-Dichte verringert, LC vergréRert und starker MHC- deutliche cords ausgebildet.

Klasse-I1-positiv.
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TNFo 50U/ml:
Epidermis:

Abb. 18: Immunfluoreszenzfarbung gegen MHC-Klas- Abb. 19: Immunflucreszenzfarbung gegen MHC-Klas-
se ll, (2G9-FITC, 1:50), 350-fache Vergréferung; LC- se ll, (2G9-FITC, 1:50), 350-fache VergroRerung;
Dichte nimmt ab gegen die R10-kultivierte Haut, LC LC in groRer Zahl in den Lymphbahnen angeordnet.
Vergroftert und starker MHC-Klasse-ll-positiv.

INFo 5000U:
Epidermis: Dermis:

Abb. 20: Immunfluoreszenzfarbung gegen MHC-Klas- Abb. 21: Immunfluoreszenzfarbung gegen MHC-Klas-
S8 ||, (2G9-FITC, 1:50), 350-fache VergréRerung: se ll, (2G9-FITC, 1:59), 350-fache VergrolRerung;

LC-Dichte ungefahr gleich wie in R10-kultivierter Haut, LC in grofter Zahl in den Lymphbahnen angeordnet.
LC vergréRert und starker MHC-Klasse-lI-positiv.




2.2 EinfluB von IL-1 auf die Wanderung der Langerhanszellen:

Da bekannt ist, daB IL-1o von Keratinozyten und IL-18 von Langerhanszellen in der
Haut produziert wird, wurde der EinfluR von beiden Zytokinen in der Organkultur
untersucht. Aus den Versuchen von Zanella (48) waren leider keine eindeutigen
Ergebnisse ersichtlich, da die Zahl der auswandernden dendritischen Zellen sehr
Schwankte und es schwierig war, die richtigen Konzentrationen an IL-1B zu finden.
Aus den nachfolgenden Versuchen von Koch und Janke mit héheren Konzentra-
tionen waren erste Hinweise auf eine Wirkung von IL-1c und IL-1p auf die Migration
ableitbar.

2.21 Vorversuche von Koch und Janke:
IL-1q:

Tab. 15: Einflul von IL-1c in verschiedenen Dosen auf die Migration

Zusiatze Anzahl der Wanderungsrate in
ausgewanderten DC/Ohr Prozent
keine 9420 100%
TNFa 50 U/ml 16290 173%
TNFa 5000 U/ml 3880 41%
IL-1a 100 U/mi 10580 112%
IL-1a 500 U/ml 8580 91%
IL-1a 1000 U/ml 9880 105%
IL-1a 2500 U/mi 17790 189%

Legende: Mausstamm: BALB/c, weiblich; Vorinkubation: 26h/+4°C, Inkubationszeit:
48h/37°C; einmalige Zahlung von 5 Feldern im Hamozytometer. Die Auswanderungs-
rate im reinen Kulturmedium ohne Zusatze ist als 100% angegeben.
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Abb. 22: IL-1a kann die Wanderung der kutanen dendritischen Zellen erst in hoher Dosis

(2500 U/ml) beeinflussen (graphische Darstellung der Daten aus Tab. 15).

IL-18:

Tab. 16: EinfluR von verschiedenen Konzentrationen IL-1p auf die Wanderung

von kutanen dendritischen Zellen

Zusitze Anzahl der Wanderungsrate in
ausgewanderten DC/Ohr Prozent
keine 13750 100%
TNFe 50 U/ml 23080 168%
TNFe 5000 U/mi 6500 47%
IL-13 100 U/ml 11750 86%
IL-1B 500 U/ml 14330 104%
IL-1B 1000 U/m 11420 83%
IL-1p 2000 U/ml 17500 127%
IL-13 3000 U/mi 23330 170%

Legende: Mausstamm: BALB/c, weiblich; Vorinkubation: 26h/+4°C, Inkubations-
zeit: 48h/37°C; einmalige Zahlung von 5 Feldern im Hamozytometer. Die Auswan-

derungsrate im reinen Kulturmedium ohne Zuséatze ist als 100% angegeben.
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Abb. 23: IL-1p wirkt ebenfalls erst in hoher Dosis (2000-3000 U/ml) migrationsférdernd (graphische
Darstellung der Daten aus Tab. 16).

Aus den Tab. 15, 16 und den Abb. 22, 23 ist ersichtlich, daR sowohl IL-1a als auch
IL-1B im Gegensatz zu TNFa erst in sehr hoher Dosis migrationsférdernd wirken.
IL-10. erhoht die Wanderungsrate ab einer Konzentration von 2500 U/ml um 89%. In
den Versuchen mit IL-1B war ab einer Konzentration von 2000 U/ml eine Erhéhung
der Wanderungsrate um 27% erkennbar, die sich bei einer Konzentrationserhéhung
auf 3000 U/ml noch weiter steigerte. Bei niedrigeren Konzentrationen schwankten die
Zahlen der emigrierten dendritischen Zellen um den Wert der Kontrolle R10. Auf
Grund dieser Ergebnisse wurden in dieser Arbeit weitere Versuche mit IL-13 in hoher
Dosis (2800 bzw. 3000 U/ml) durchgefiihrt.

2.2.2 IL-1B wirkt in hoher Dosis in der Organkultur migrationsférdernd:

Es wurden mehrere Versuche mit IL-1f, das von drei verschiedenen Firmen bezogen
wurde, durchgeflihrt, wobei die eingesetzte Konzentration je nach erhaltener Menge
2800 U/ml oder 3000 U/ml betrug. Die folgende Tabelle soll einen Uberblick Gber die
aus 10 Versuchen erhaltenen Daten geben.
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Tab. 17: Auflistung aller 10 Experimente mit IL-1 in hoher Dosis

Versuchsnr. DC/Ohr in R10 DC/Ohr in IL-1B Wanderungsrate in
IL-1B in Prozent
1 11250 20000 (2800 U/ml) 178%'
2 8460 11780 (2800 U/ml) 139%"°
3 7480 5500 (2800 U/ml) 74%'
4 6040 4780 (3000 U/ml) 79%"
5 15740 25250 (3000 U/ml) 160%°
6 15050 13980 (3000 U/ml) 93%"
7. 8810 10780 (3000 U/ml) 122%°
8 15060 18470 (3000 U/ml) 123%°
] 13260 19420 (3000 U/ml) 147%"
10 13750 17500 (2000 U/ml) 127%*
23330 (3000 U/ml) 170%*
Mittelwert 11700 15530 128%
Standardab- 3280 6450 34%
weichung

Maximalwert 15740 25250 178%
Minimalwert 6040 4780 74%
T-Test p <0,0070 p <0,0117

Legende: Mausstamm: C57BL/6, weiblich und mannlich; Vorinkubation: 27-28h/+4°C; Inkuba-

tionszeit: 48h/37°C; ein- bis zweimalige Z&hlung von 5 Feldern im Hamozytometer. Die Aus-

wanderungsrate im reinen Kulturmedium ohne Zusatze ist als 100% angegeben.

Student’s t-test: gepaart. ' Biomol, Hamburg, Deutschland, ? Genzyme, Cambridge, USA
® PBH, Wien, Austria
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IL-1b 2800U/ml

IL-1b 3000U/ml

Abb. 24: Graphische Darstellung der stat. Auswertung aller 10 Versuche mit hoher Dosis IL-18
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Der Mittelwert aus allen Versuchen zeigte eine Migrationssteigerung von 28%.
IL-1p kann wie TNFa die Wanderung von Langerhanszellen in der Organkultur
beeinflussen, aber erst in sehr hoher Dosis steigern (Tab. 17, Abb. 24). Die
Schwankungen in der Auswanderungsrate sind sehr wahrscheinlich wie bei den
TNFa-Versuchen auf die Probleme des Systems, der Z&hlung und der Aufarbeitung
der Proben zuruckzufihren (D 11).

2.2.3 Zugabe von neutralisierenden Antikdrpern gegen IL-1a und IL-1p in die

Organkultur verhindert eine Migrationssteigerung:

Es wurden im Laufe der Versuche Antikérper von zwei verschiedenen Firmen
verwendet. Sowohl ein monoklonaler anti-IL-13 von Genzyme, als auch ein
monoklonaler anti-IL-1o bzw. anti-IL-1B von R&D-Systems konnte die Auswanderung

von kutanen dendritischen Zellen aus der Haut beeinflussen.

Tab. 18: Antikorper gegen IL-1c und IL-1pB kénnen die Migration hemmen.

Zusitze Gesamtzellzahl/ Anzahl der Wanderungs-
Ohr ausgewanderten | rate in Prozent
DC/Ohr

keine 19360 6040 100%
anti-IL-1B 10000 3380 56%
IL-1p 3000 U/m| 13500 4780 79%
TNFa 50 U/ml 14160 7630 126%
TNFa 50 U/mi + anti-IL-1p 12250 4440 74%
TNFa 50 U/ml + anti-IL-10 10590 4850 7%
TNFa 5000 U/mi 8390 2660 44%

Legende: Mausstamm: C57BL/6, mannlich; Vorinkubation: 27h/+4°C; Inkubationszeit:
48h/37°C, anti-IL-1a: R&D-Systems, 20 ug/ml, anti-IL-1B: Genzyme, 20 ug/ml, einstundige

Vorinkubation der Ohren mit Antikérpemn, dann Zugabe von Zytokinen, IL-1B:PBH; einmalige

Zahlung von 5 Feldern in Hamozytometer. Die Auswanderungsrate im reinen Kulturmedium
ohne Zusétze ist als 100% angegeben.
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Abb. 25: Der Einfluft von IL-1 auf die Wanderung der kutanen dendritischen Zellen kann durch
Antikérper aufgehoben werden (graphische Darstellung der Daten aus Tab. 18).

Im angefuihrten Versuch war die Hemmung der Migration sowohl durch anti-IL-1¢. als
auch durch anti-IL-1p eindeutig, was auf einen groRen Einflul beider Zytokine auf die
Emigration von kutanen dendritischen Zellen hinweist (Tab. 18, Abb. 25). Auch die
migrationsfordernde Wirkung von TNFa 50 U/ml konnte durch beide Antikorper
aufgehoben werden. Dies deutet, gleich wie die Zugabe von anti-TNFa ins reine
Medium, auf Vorkommen und Wirkung der Zytokine bereits in situ hin. In diesem
Versuch zeigte IL-1B keine Migrationssteigerung, was durch die gleichen Probleme
der Organkultur wie bei TNFa bedingt ist (D 11). Eine Kombination von IL-1p und
anti-IL-13 war leider aus Kostengrinden nicht durchfihrbar. Die Wiederholungen

dieses Versuches zeigten weitgehend das gleiche Ergebnis. Weitere
Versuchsergebnisse sind unter Punkt C 2.3 angefiihrt.

2.3 Kaskade:

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die von Zanella und Romani diskutierte Zytokin-
Kaskade (48) weiter untersucht. Um diese Hypothese zu Uberpriifen, wurden
mehrere Versuche mit TNFa und IL-18 in Kombination mit den jeweils anderen
Antikérpern durchgefuhrt. In der folgenden Tabelle sind die Ergebnisse aus 10
Experimenten aufgelistet. Die in manchen Experimenten mitgefilhrten Kontroll-
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dem es
IL-1 und
anti-IL-1), zeigten die erwartete Hemmwirkung. Das bedeutet, dal die verwendeten

ansatze, in denen das experimentell zugegebene Zytokin mit

neutralisierenden Antikérper getestet wurde (TNFa und anti-TNFo;

Antikorper in diesen Experimenten funktioniert haben (Daten hier nicht gezeigt).

Tab. 19: Auflistung aller Ergebnisse der 10 Experimente zur Zytokin-Kaskade

Versuchsnr. |W.ratein| W.ratein |W.rate inIL-1f |W.ratein| W.ratein W.rate in
| R10 | IL-1p 2800/ |2800/3000 U/ml| TNFa |TNFa 50 U/mi| TNFa 50 U/ml
l 3000 U/ml + anti- 50U/mI® | + anti-IL-1a” | + anti-IL-1B
TNFa/Viq
100% 178% 67%" 115% - 132%°
2 100% 139%" 134%  161% 138% 152%"°
89%’

3 100% 74%' 99%" 113% 89% 154%°

4 100% - - 66% - 39%'

5 100% 79%"° 106%"° 126% 77% 74%"°

6 100% 160%" 105% 120% - -

7 100% 93%° 92%"° 122% - -

8 100% 122%" 40%} 100% - -

9 100% 123%"° 178% 187% - -

10 100% 147% 104%> 121% - -
Mittelwert 100% 124% 103% 121% 101% 107%
Standardab- 0 34,1% 36,5% 30,8% 26,4% 439%
weichung
Maximalwert 100% 178% 178% 187% 138% 154%
Minimalwert 100% 74% 40% 66% 77% 39%
ﬁ'-Test p < 0,041 p<0418| p <0,026 p <0,475 p <0,340

Legende: Maustamm: C57BL/6, sowohl weiblich als auch mannlich; Vorinkubation: 27-28h/+4°C; In-
kubationszeit: 48h/37°C, einstundige Vorinkubation der Ohren mit Antikérpern, dann Zugabe von
Zytokinen; ein- bis zweimalige Zahlung von 5 Feldern im Hamozytometer; R10 mit 100% Wande-
rungsrate (W.rate) als Kontrolle verwendet. Student’s t-test: gepaart.

® .. Dr. G.R. Adolf, Bender&Co, Wien, Austria
7 ... R&D-Systems, Abingdon, UK

L Biomol, Hamburg, Deutschland

. Genzyme, Cambridge, USA
* . PBH, Wien, Austria
. V1q von Dr. Echtenacher, Regensburg, Deutschland (54)

- anti-TNFe von Biosource, Cambridge, USA
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Abb. 26: Graphische Darstellung der statistischen Auswertung der 10 Experimente zur Zytokin-
Kaskade (Daten aus Tab. 19).

Wie aus Tab. 19 und Abb. 26 ersichtlich ist, konnten sowohl TNFa als auch IL-1p in
bestimmten Konzentrationen die Wanderungsrate der kutanen dendritischen Zellen
Um mindestens 21% bis 24% steigern. Diese Wirkung konnte durch crossblocking mit
dem jeweils anderen Antikdrper beinahe auf die 100% der Kontrolle gesenkt werden.
Da also die Wirkung beider Zytokine durch Zugabe von Antikérpern aufgehoben
Werden konnte, deutete dies nicht auf das Vorliegen einer Kaskade hin. Es muf bei
diesen Experimenten erwéahnt werden, daR die Unterschiede (d.h. Hemmungen der

Wanderungsrate) keine statistische Signifikanz erreichten.
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2.4 Bakterielle Bestandteile wie Lipopolysaccharide wirken migra-
tionsférdernd in der Organkultur:

Die Lipopolysaccharide (LPS) aus der Zellwand von gram-negativen Bakterien (z. B.
E.coli, Salmonella etc.) gelten als starke Stimulatoren von Immunreaktionen, da sie
wahrscheinlich durch Induktion von TNFa und IL-1a die Wanderung von dendri-
tischen Zellen indirekt beeinflussen (50).

Aufgrund dieser Daten wurde der EinfluB von verschiedenen Konzentrationen LPS
auf die Wanderung von kutanen dendritischen Zellen in der Organkultur untersucht.

1. Versuch:

Tab. 20: Zugabe von verschiedenen Dosen LPS in die Organkultur

Zusitze Gesamtzell- Anzahl der Wanderungsrate in
zahl/Ohr ausgewanderten Prozent
DC/Ohr

keine 12100 5375 +672 100% + 13%
LPS 10 ng/mi 10430 3140 + 721 58% +13%
LPS 10 ng/ml 24210* 2880 + 467 54% + 9%
+Viq

LPS 100 ng/ml 12200 4665 + 375 87% £ 7%
LPS 100 ng/ml + V1q 15260 3705+ 134 69% + 3%
LPS 1 pug/ml 5610 1280 + 297 24% + 6%
anti-TNFa/V1q 37550* 4545 + 813 85% + 13%
TNFa 50 U/ml 19100 7310 +£170 136% + 3%
TNFa 5000 U/mi 8310 2295 + 205 43% + 4%

Legende: Mausstamm:C57BL/6, weiblich; Vorinkubation: 27,5 h/+4°C; Inkubationszeit: 48h/37°C,
V1q: 500 pliwell, einstindige Vorinkubation der Ohren mit Antikérpern, dann Zugabe von Zytokinen;
zweimalige Zahlung von 5 Feldern im Hamozytometer, Anzahl der ausgewanderten DC/Ohr und
Wanderungsrate sind Mittelwerte beider Zahlungen, * ... viele Erythrozyten im Medium, daher sehr
hohe Gesamtzellzahl. Die Auswanderungsrate im reinen Kulturmedium ohne Zusatze ist als 100%
angegeben.

62



2. Versuch:

Tab. 21: EinfluR von verschiedenen Konzentrationen LPS auf die Wanderung von kuta-
nen dendritischen Zellen

Zusitze Gesamtzell- Anzahl der Wanderungsrate
zahl/Ohr ausgewanderten in Prozent
DC/Ohr

keine 27070 10130 100%
LPS 10 ng/ml 42190* 10460 103%
LPS 10 ng/ml + V1q 77370* 7790 7%
LPS 100 ng/ml 27910 14310 141%
LPS 100 ng/ml + V1q 48810 12960 128%
LPS 100 ng/ml + anti-IL1a 19900 5780 57%
+ anti-IL-1p

LPS 1pg/mi 18500 6940 69%
anti-TNFa/V1q 64880* 8920 88%
TNFo 50 U/mi 42000 17650 174%
TNFea 5000 U/ml 20200 5200 51%

Legende: Mausstamm: C57BL/6, weiblich, betaubt mit Ather; Vorinkubation: 28h/+4°C,
Inkubationszeit: 48h/37°C, V1q: 500 pl/well, anti-IL1a + -B: von R&D-Systems, 20 ug/ml;
einstindige Vorinkubation der Ohren mit Antikérpern, dann Zugabe von Zytokinen; einmalige
Zahlung von 5 Feldern im Hamozytometer, * ... viele Erythrozyten im Medium, daher
Gesamtzellzahl sehr hoch. Die Auswanderungsrate im reinen Kulturmedium ohne

Zuséatze ist als 100% angegeben.

Die Ergebnisse beider Versuche, die in Abb. 27 und 28 noch graphisch dargestelit
sind, zeigten ahnliche Tendenzen. Die Zugabe von 10 ng/ml LPS in die Organkultur
fuhrte zu einer Wanderungsrate, die sich leicht unter oder genau auf dem
Kontrollniveau befand. In einer héheren Dosis von 100 ng/ml stieg die Zahl der
emigrierten kutanen dendritischen Zellen bei beiden Versuchen, wobei die Werte im
ersten Versuch immer noch unter der Kontrolle lagen. Die Emigration konnte bei
beiden LPS-Konzentrationen (10 und 100 ng/ml) durch Zugabe von sowoh! anti-
TNFa (V1q) als auch anti-IL-1oc und anti-IL-1B verringert werden, was auf eine
direkte Wirkung von LPS auf TNFa und IL-1 schlieBen laRt. LPS in hoher Dosis von
1 ug/ml scheint wie TNF« in hoher Dosis einen negativen Effekt auf die Migration zu
haben, da die Wanderungsrate bei beiden in gleichem MaRe verringert war.
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1. Versuch:

160%

140%

120% -
g
5 100% -
&
£
=
£ B0% 4
&
5
k= 60% -
m
=

40%

20% - .

0% =
reines R1 G- TNFa TNFa LPS LPS LPs LPS
Medium S50U/ml 50000/ mil 10 ng/mi 10ng/ml + 100 ng/ml 100 ng/mi + 1 ug!ml
Viq Vig

Abb. 27: Einfluf? von LPS auf die Migration von kutanen dendritischen Zellen (graphische
Darstellung der Daten aus Tab. 20).
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2. Versuch:

Wanderungsrate in Prozent

reines TNFa TNFa LPS LPS LPS LPS LPS LPS
R10- S0U/ml  5000U/mI  10ng/ml 10ng/mi+ 100ng/ml 100ng/mi + 100ng/ml+ 1ug/ml
Medium Vig Vig  anti-IL1a+b

Abb. 28: LPS kann in der Organkultur migrationsférdernd wirken (graphische Darstellung der Daten
aus Tab. 21).
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2.5 Das Chemokin MIP-1a kann die Emigration von Langerhans-
zellen steigern:

Das Chemokin MIP-1a kann chemotaktisch Leukozyten in Entziindungsorte rekru-
tieren und spielt eine sehr wichtige Rolle bei viralen Infektionen (39). Unter anderem
kann es die Wanderung von dendritischen Zellen sowie deren Vorldufern und den
spezialisierten Langerhanszellen beeinflussen (40, 41).

Tab. 22: Statistische Auswertung von 7 Versuchen mit verschiedenen Konzentrationen MIP-1a

Versuchsnr. | W.rate in W.rate W.ratein | W.ratein | W.rate in W.rate in
R10 in MIP-1a MIP-1a MIP-1a MIP-1a MIP-1a
10 ng/ml 20 ng/ml 40 ng/ml 70 ng/mi 100 ng/ml
1 100% 81% 90% 115% - 118%
2 100% 62% 85% 123% - 109%
3 100% - 108% 75% - 89%
4 100% - N% - 150% -
5 100% - 157% 148% - -
5] 100% 56% 126% 113% - -
7 100% - - - 75% -
Mittelwert 100% 66% 110% 115% 113% 105%
Standardab- 0 11% 25% 24% 38% 12%
weichung
Maximalwert 100% 81% 157% 148% 150% 118%
Minimalwert 100% 56% 85% 75% 75% 89%
T-Test p<00236 p<0220] p<0133 p<0,397 p <0,298

Legende: Mausstamm: C57BL/6, weiblich und méannlich; Vorinkubation: 27-28h/+4°C; Inkubationszeit:
48h/37°C; Zahlung von 5 Feldern im Hamozytometer ein- bis zweimal; R10 mit 100% Wanderungs-
rate (W.rate) als Kontrolle verwendet, Student’s t-test: gepaart.
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Abb. 29: Graphische Darstellung der statistischen Auswertung aller Versuche mit MIP-1a
(Daten aus Tab. 22),

Die Wirkung von MIP-1a scheint dhnlich wie die von TNFa und IL-1 dosisabhéngig
zu sein (Tab. 22, Abb. 29). Bei niedriger Konzentration, wie etwa 10 ng/ml, entsprach
die Wanderungsrate der Kontrolle bzw. war leicht verringert. In einer Menge von
20 ng/ml kann MIP-1a. die Emigration nur teilweise steigern, liegt aber bei der
statistischen Auswertung Uber dem Niveau der Kontrolle. Ab einer Dosis von
40 ng/ml kann dieses Chemokin die Auswanderung von kutanen dendritischen Zellen
fast immer fordern. Die Wanderungsrate sinkt bei hoher Dosis MIP-1a (100 ng/ml)
wieder auf das Niveau der Kontrolle. Daraus kann man schlieRen, dall MIP-1a einen
direkten (chemotaktische Rekrutierung von Vorlauferzellen aus der Dermis) oder
auch indirekten Einflu® uber inflammatorische Zytokine, wie Uber TNFa und IL-1f,
auf die Wanderung der kutanen dendritischen Zellen hat. In einem der oben
aufgelisteten Experimente wurde MIP-1o0. 40 ng/ml in Kombination mit anti-TNFa
(blockierend 150 U/ml TNFa) bzw. anti-IL-1p (20 pg/ml verwendet) eingesetzt. Bei
beiden Ansatzen konnten die Antikérper die migrationsférdernde Wirkung von
MIP-1a aufheben, was eher auf einen indirekten EinfluR dieses Zytokins Uiber TNFo
und IL-1p auf die Wanderung der Langerhanszellen hindeutet.

Auch bei diesen Experimenten muf erwahnt werden, dal® keine statistische

Signifikanz erreicht wurde und es deshalb weiterer Versuche bedarf.
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2.6 Test diverser Interleukine auf ihren EinfluB in der Organkultur:

Die Interleukine IL-4 und IL-10 spielen eine wichtige Rolle bei der Differenzierung
von T-Helfer-Lymphozyten in Th2-Zellen, induzieren einen Antikérper-Switch zu IgE
und filhren daher zu einer Uberempfindlichkeitsreaktion (Allergie). Zusétzlich kénnen
beide Zytokine die Makrophagenaktivierung und -funktion inhibieren und somit auch
auf Monozyten, die gemeinsamen Vorlaufer der Makrophagen und dendritischen
Zellen, wirken (42).

Folgende Fragen sollten in der Organkultur untersucht werden:

IL-10 ist ein Antagonist zu TNFa und IL-1p (43, 44). Méglicherweise kénnte durch
Neutralisierung dieses Zytokins mit anti-IL-10 die Wirkung von TNFa und IL-1B
verbessert und die Emigration von kutanen dendritischen Zellen weiter gesteigert
werden.

Durch Zugabe von IL-4 in die Organkultur kénnten sich eventuell Monozyten bzw.
Vorlauferzellen in der Dermis oder Epidermis zu Langerhanszellen entwickeln — so,
wie es in der Zellkultur fur dendritische Zellen gezeigt werden konnte (62).

1. Versuch:

Tab. 23: IL-4 und anti-IL-10 haben beide einen negativen Einflul auf die Migration in der

Organkultur.
Zusitze Gesamtzell- Anzahl der Wanderungsrate in
zahl/Ohr ausgewanderten Prozent
DCIOhr

keine 27500* 8880 + 178 100% + 2%
IL-4 200 U/ml 7400 2400 + 290 27% + 3%
IL-4 400 U/ml 17440 4360 + 198 49% + 2%
anti-IL-10 (10 pg/mi) 11840 3080 + 170 35% + 2%
anti-IL-10 (20 pg/ml) 16720 4400 + 970 50% + 11%
TNFo 50 Ufmi 16780 5860+ 0 66% + 0
TNFo 5000 U/ml 8260 2100 + 198 24% + 2%

Legende: Mausstamm: C57BL/6, méannlich; Vorinkubation: 28h/+4°C; Inkubationszeit: 48h/
37°C; zweimalige Zahlung von 5 Feldern im Hamozytometer; * ... einige Erythrozyten im Me-
dium, daher héhere Gesamtzellzahl. Die Auswanderungsrate im reinen Kulturmedium ohne
Zusatze ist als 100% angegeben.

67



120%

100% -
80%
B0%
40% -
0% - - - -

reines R10- TNFa TNFa IL-4 IL-4 anti-IL-10 anti-IL-10
Medium 50U/ml 5000U/ml 200U/ml 400U/ml (10ug/mi) (20ug/mil)

Wanderungsrate in Prozent

Abb. 30: IL-4 und anti-IL-10 haben einen negativen Effekt auf die Reifung und Wanderung der

kutanen dendritischen Zellen (graphische Darstellung der Daten aus Tab. 23).

Wie aus Tab. 23 und der Abb. 30 hervorgeht, bewirkte die Zugabe von 200 U/ml IL-4
in die Organkultur im ersten Versuch eine zur Wirkung von TNFa 5000 U/ml

vergleichbare Verringerung der Zellzahl. Die Verdoppelung der Dosis fihrte zu einer
Steigerung der Wanderungsrate, die aber immer noch weit unter dem Kontrollwert
lag. Unter dem Mikroskop waren sehr schéne dendritische Zellen mit deutlich

ausgebildeten veils sichtbar.
Die gleiche Wirkung war bei Zugabe von anti-IL10 zu beobachten, da sich auch hier

bei einer Konzentration von 10 pug/ml die Zahl der ausgewanderten kutanen dendri-
tischen Zellen auf dem Niveau der hohen Dosis TNFa befand. Ebenso zeigte sich bei

einer Verdoppelung der Dosis wie bei IL-4 eine gesteigerte Emigration der kutanen

dendritischen Zellen.
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2. Versuch:

Wanderungsrate in Prozent

Tab. 24: |L-4 und anti-IL-10 haben keinen migrationsférdernden Einfluft in der Organkultur

Zusidtze Gesamtzell- Anzahl der Wanderungsrate
zahl/Ohr ausgewanderten in Prozent
DC/Ohr
keine 33100 10690 + 1890 100% + 18%
IL-4 200 U/ml 27820 9805 + 1495 92% + 14%
IL-4 400 U/mi 23050 9135 + 345 86% + 3%
anti-IL-10 (10 pg/ml) 29590 9225 + 375 86% + 4%
anti-IL-10 (20 pg/ml) 19590 5310+ 710 50% + 7%
TNFo 50 U/mi 29330 11640 + 1560 109% + 15%
TNFo 5000 U/ml 23100 6475 + 535 61% + 5%

Legende: Mausstamm: C57BL/6, mannlich; Vorinkubation: 27h/+4°C; Inkubationszeit: 48h/

37°C; zweimalige Zahlung von 5 Feldern im Hamozytometer, Daten sind Mittelwerte beider

Zahlungen. Die Auswanderungsrate im reinen Kulturmedium ohne Zusatze ist als 100% an-

gegeben.

140% -

anti-IL-10
20 ug/mi

reines R10-
Medium

TNFa 50 Wml  TNFa 5000 Wml

anti-IL-10
10 wg/ml

Abb. 31: IL-4 und anti-IL-10 haben keinen deutlichen EinfluR auf die Migration (graphische Darstel-
lung der Daten aus Tab. 24).
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Im zweiten Experiment (Tab. 24 und Abb. 31) war die Wanderungsrate sowohl bei
IL-4 als auch bei anti-IL-10 wiederum geringer als bei der Kontrolle R10, aber die
Zellzahlen waren allgemein etwas héher als im ersten Versuch. Bei Zugabe von IL-4
waren wieder sehr schone dendritische Zellen unter dem Mikroskop zu sehen.

Aus diesen beiden Experimenten kann man schlieBen, daf® beide Interleukine in der
Organkultur einen eher negativen Effekt hatten und keinesfalls zu einer Migrations-
steigerung fuhrten.

Die Wirkungslosigkeit wére einerseits dadurch erklarbar, daR bei diesen Versuchen
noch nicht die optimale Dosis verwendet wurde. Andererseits kdnnte es auch sein,
dafi beide Substanzen in der Organkultur die Emigration von kutanen dendritischen
Zellen tatsachlich nicht beeinflussen kénnen.
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3 Untersuchung der Reifung von Langerhanszellen:

3.1 EinfluB von GM-CSF in der Organkultur:

GM-CSF ist das Schllsselzytokin fur die Reifung von dendritischen und somit auch
von Langerhanszellen (45, 46, 53). Die GM-CSF-Produktion wird in Keratinozyten in
der Epidermis durch diverse Stimuli induziert. Die GM-CSF-Rezeptor-Expression
wird durch IL-18 und TNFo verstarkt, was zu einer verbesserten Wirkung von
GM-CSF und somit zur Induktion der Reifung der Langerhanszellen in der Epidermis
fuhrt. Unklar ist, ob GM-CSF auch einen EinfluR auf die Wanderung hat.

1. Versuchsansatz:

Im nachfolgenden Experiment wurde GM-CSF in 2zwei verschiedenen
Konzentrationen fir 48 Stunden in die Organkultur gegeben, um den Einflu auf die
Migration zu untersuchen. Parallel dazu wurden Mauseohren nach 24-stiindiger
Inkubation auf Medium mit verschiedenen TNFa- und GM-CSF-Konzentrationen auf
frisches Medium mit den gleichen Zytokin-Zusatzen transferiert und fir weitere
24 Stunden inkubiert. Zu den in den ersten 24 Stunden ausgewanderten DC wurden
ins Medium entweder 1000 U/ml GM-CSF oder 100 U/ml bzw. 5000 U/ml TNFa
pipettiert, um deren Wirkung auf bereits emigrierte kutane dendritische Zellen zu
beobachten. AnschlieBend wurden die Zellen, die zwischen 0-24 und 24-28 Stunden
ausgewandert waren, gepoolt und zusammen gezahit.
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Tab. 25: Einflu von GM-CSF auf die Migration in der Organkultur

Zusitze Gesamtzell- Anzahl der Wanderungsrate
zahl/Ohr ausgewanderten in Prozent
DCIOhr

keine 48500 16970, 100%
TNFa 50 U/ml 61090 26870 158%
TNFa 100 U/mi 41760 17940 106%
TNFa 5000 U/ml 33270 12100 72%
GM-CSF 2000 U/mi 49880 18160 108%
GM-CSF 5000 U/ml 37980 13650 81%
keine + GM-CSF 1000 U/ml zu 45900 16800 10‘.2-),53l
e.DC

keine + TNFa. 100 U/ml zu e.DC* 51240 21690 129%
keine + TNFa 5000 U/ml zu e.DC A 41330 17500 104%
TNFa 50 U/ml + 43500 21750 130%
GM-CSF 1000 U/ml zu e.DC*

TNFa 100 U/ml + 31510 12640 75%
GM-CSF 1000 U/ml zu e.DC*

TNFa 5000 U/ml + 22400 8690 52%
GM-CSF 1000 U/ml zu e.DC*

GM-CSF 2000 U/ml + 36240 17580 105%
GM-CSF 1000 U/ml zu e.DC*

GM-CSF 5000 U/ml + 37920 18420 110%

GM-CSF 1000 U/ml zu e.DC?

Legende: Mausstamm: BALB/c, weiblich; Vorinkubation: 27h/+4°C; Inkubationszeit: 48h/37°C,
A .. GM-CSF- bzw. TNFa-Zusatze zu den in den ersten 24h emigrierten DC (e.DC), Transfer der

Ohren auf frisches, gleiches Medium, poolen beider Fraktionen vor Zahlung; einmalige Zahlung

von 5 Feldern im Hamozytometer. Die Auswanderungsrate in den Kontrollansatzen ist jeweils als

100% angegeben.
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Abb. 32: GM-CSF kann bei Zugabe in die Organkultur und zu den bereits emigrierten dendritischen
Zellen die Zellzahlen geringfiigig erhéhen (graphische Darstellung der Daten aus Tab. 25).

Aus Tab. 25 und Abb. 32 ist ersichtlich, daR 2000 U/ml GM-CSF in der 48-stiindigen
Organkultur zu einer leichten Zellzahlerhéhung, 5000 U/ml hingegen zu einer
leichten Erniedrigung filhrten. Die Zellzahlerniedrigung bei sehr hohen GM-CSF-
Dosen von 5000 U/ml kénnte auf einen negativen Effekt dieses Zytokins in zu hoher
Konzentration zuriickzufiihren sein.

Die TNFa- und GM-CSF-Zusétze hatten auf die bereits emigrierten dendritischen
Zellen eher unterschiedlichen EinfluR. Durch den Mediumwechsel nach 24h und die
GM-CSF- und TNFa-Zuséatze besaften die Zellen deutlichere veils als die Kontrollen.
Die Zellviabilitat lag bei allen Ansatzen zwischen 80-90%. Interessant war, daR auch
die TNFo-Zugabe zu den bereits ausgewanderten dendritischen Zellen zu einer
leichten Zellzahlerhéhung filhrte. Bei den GM-CSF-Zusatzen waren die Zellzahlen
eher schwankend. Sehr wahrscheinlich kénnen beide Zytokine bei den bereits
ausgewanderten Zellen die Uberlebensrate erhdhen bzw. die Reifung der kutanen
dendritischen Zellen beeinflussen. Diese Ergebnisse wurden durch zwei weitere
Versuche mit GM-CSF-Zusétzen in der Organkultur bestatigt
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2. Versuchsansatz:

Um den EinfluB des Mediumwechsels nach 24h und den der TNFa- und GM-CSF-
Zuséatze zu untersuchen, wurden die Zellzahlen folgender Anséatze verglichen:

dendritische Zellen, die in 48 Stunden auf reinem R10-Medium und TNFa 50 U/ml
aus Ohrhaut ausgewandert waren,

dendritische Zellen, die in den ersten 24 Stunden auf reinem R10-Medium und
TNFa 50 U/mi ausgewandert waren, wurden im gleichen Medium fur weitere
24 Stunden inkubiert

dendritische Zellen, die in den ersten 24 Stunden auf reinem R10-Medium und
TNFa 50 U/ml ausgewandert waren, wurden mit TNFa- bzw. GM-CSF-Zusatz fir
weitere 24 Stunden inkubiert

die Ohrhaut dieser 24-stiindigen Organkulturen wurde auf dem gleichen Medium
aufgelegt und die zwischen 24 und 48 Stunden ausgewanderten Zellen getrennt

gezahlt (Fettdruck in Tab. 26).

Tab. 26: Vergleich der zwischen 0-24h und der 24-48h auswandernden Zellen

Medium von Medium von 24— Medium von Gesamtzell- Anzahl der
0—24h, Inkubation | 48h, Inkubation mit | 24—48h, Inkubation | zahi/Ohr |ausgewanderten
mit Ohr Ohr ohne Ohr DC/Ohr
R10 R10 - 20160* 10535 + 705
R10 + TNFa 50 U/mI|R10 + TNFa 50 U/ml - 159380* 18035 + 405
R10 - R10 16430 7760 + 1350
R10 16440 9500+ 0
R10 + TNFa 50 U/ml - R10 + TNFo 50 U/ml 10120 5265 £ 875
R10 + TNFa 50 U/ml 14630 8090+ 0
R10 - R10 + GM-CSF 1000 19430 7745 + 265
Uiml’
R10 19830 9750+ 0
R10 - R10 + TNFa. 50 U/ml’ 19750 9265 + 365
R10 22280 11450+ 0
R10 + TNFa 50 U/ml - R10+ TNFa 50 Uiml + 27900 10280 +0
GM-CSF 1000 U/ml’
R10 + TNFa 50 U/ml 24940 15600 + 0

Legende: Mausstamm: BALB/c, weiblich; Vorinkubation: 27h/+4°C; Inkubationszeit: 48h/37°C, 0-24h
ausgewanderte Zellen, 24-48h ausgewanderte Zellen; zweimalige Zéhlung von 5 Feldern im

Hamozytometer, Zellzahlen sind Mittelwerte beider Zahlungen, * ...

fuhrt zu einer hohen Gesamtzellzahl.
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Abb. 33: Der Mediumwechsel nach 24h sowie die TNFa- und GM-CSF-Zusatze zu den bereits

emigrierten dendritischen Zellen flhren zu einer deutlichen Zellzahlerhéhung gegentber der Kultur
auf reinem Medium (Daten aus Tab. 26).

Durch den Mediumwechsel nach 24 Stunden kam es im Vergleich zur 48-stiindigen
Organkultur zu einer Zellzahlerhéhung. Der Zusatz von 50 U/ml TNFa zeigte bei
ginem Mediumwechsel Zellzahlerniedrigung, was aber als ,Ausreifler zu
interpretieren ist (D 11). GM-CSF- und TNFa-Zugabe zu den in den ersten 24h
ausgewanderten dendritischen Zellen fihrte zu einer Steigerung der Zellzahl
mindestens im gleichen AusmafR wie der Mediumwechsel. Aus diesem Versuch kann
man unter anderem auch schlieRen, dal von Tag 1 bis Tag 2 der Organkultur mehr
dendritische Zellen auswandern als in den ersten 24 Stunden der Kultur
(Tab. 26, Abb. 33), was durch die Experimente von Ortner bestatigt wird (47).

Zusammenfassend kann man zu diesen Experimenten sagen, da GM-CSF in der
Organkultur keinen wesentlichen EinfluR auf die Emigration von kutanen
dendritischen Zellen hat, aber die Zellzahl geringfugig erhéhen kann. Die Zugabe von
TNFo. und GM-CSF zu bereits emigrieten dendritischen Zellen und ein
Mediumwechsel nach 24 Stunden fiihrte ebenfalls zu Zellzahlerhéhungen, aber es
traten auch starke Schwankungen auf. Sowohl TNFa als auch GM-CSF kénnen
somit die Uberlebensrate der in den ersten 24 Stunden ausgewanderten DC steigern

bzw. die Reifung der kutanen dendritischen Zellen induzieren.
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4 Ergebnisse zu den TNFa-, IL-13- und GM-CSF-Elisas:

Die zellfreien Organkulturiiberstdnde wurden mit drei verschiedenen Elisas auf Vor-
kommen und Konzentrationen von TNFq, IL-18 und GM-CSF untersucht. Die
Ergebnisse dieser Messungen, die von Michaela Kind im Rahmen ihrer Diplomarbeit
durchgefiihrt wurden (63), sind in den nachfolgenden Tabellen dargestellt.

4.1 TNFa-Zusatz in die Organkultur:

Tab.27: Nachweis von TNFa, IL-1B und GM-CSF mit Elisas bei Zugabe von TNFa in die Organ-

kultur
Elisa-Art reines R10-Medium TNFa 50 U/ml TNFa 5000 U/ml
=4 ng/mi =416 ng/ml
GM-CSF 2139 pg + 70,8 pg 258,89 pg + 125,1 pg 382,7 pg + 249,0 pg
IL-1B 109,1 pg + 54,2 pg' 118,5 pg + 91,5 pg 96,7 pg + 44,8 pg*
TNFa unter 31 pg 86,6 pg + 32,1 pg 4-200ng

Legende; Werte sind Mittelwerte der MeRRergebnisse in pg/mi bzw. ng/ml; Anzah! der Messungen:
GM-CSF:n=8; IL-1B: n=8, ' ... 2 Messungen (M) unter 31 pg, %... 1 M unter 31 pg; TNFo:

n = 11; Nachweisgrenze lag bei 31 pg/mi.

Zytokine, die sich wahrend der 48-stlindigen Organkultur im Medium akkumulierten,
wurden gemessen. Die Ergebnisse beim GM-CSF-Elisa deuteten auf eine Zunahme
an GM-CSF in den Kulturiberstdnden mit steigender TNFa-Konzentration hin.
Daraus kann man auf eine Induktion der GM-CSF-Produktion durch TNFa schlieen.
Bei IL-1B schwankten die Werte bei steigender Menge an zugegebenem TNF« in die
Organkultur um ungeféhr den gleichen Wert (100 pg/ml), was darauf hindeutet, da
TNF o die Produktion bzw. den Verbrauch von IL-1B nicht beeinflut. Im TNFa-Elisa
waren wie erwartet zunehmende TNFa-Mengen nachweisbar, aber nicht in den
Konzentrationen, die in die Kultur gegeben worden waren (4 und 416 ng/ml). Dies ist

wahrscheinlich auf einen starken Verbrauch an TNFa oder Probleme beim Nachweis

des exogenen TNFa zurlickzufuhren.
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4.2 IL-1B-Zusatz in der Organkultur:

Tab. 28: GM-CSF-, TNFa- und IL-1B-Nachweis mit Elisas bei Zugabe von IL-13
in die Organkultur

Elisa-Art reines R10-Medium IL-1p 2800 - 3000 U/ml
= 280 - 300 ng/ml
GM-CSF 147,9 pg + 32,7 pg 242,4pg + 84,0 pg
IL-18 136,4 pg + 91,5 pg’ 1-323ng
TNFa unter 31 pg unter 31 pg

Legende: Werte sind Mittelwerte der Mefergebnisse in pg/ml und ng/ml; Anzahl
der Messungen: GM-CSF: n=2; IL-18: n=6, ' ... 1 M unter 31 pg; TNFo: n = 4,
Nachweisgrenze lag bei 31 pg/ml.

Wie bei der Zugabe von TNFa ins Medium erhéhte sich auch hier die Menge an
GM-CSF, wenn IL-1p in die Organkultur zugegeben wurde. Das &8t vermuten, daR
die vermehrte GM-CSF-Produktion sowohl durch TNFo als auch durch IL-1B
induzierbar ist. IL-18 war annaéhernd in den eingesetzten Mengen nachweisbar. Im
Gegensatz dazu war TNFo weder in der Kultur mit reinem Medium noch bei IL-1B-

Zugabe mefbar.

4.3 GM-CSF-Zusatz in die Organkultur:

Tab.29: GM-CSF-, TNF«- und IL-1B-Nachweis mit Elisas bei Zugabe von GM-CSF in die

Organkultur
Elisa-Art R10 GM-CSF 2000 U/ml | GM-CSF 5000 U/mi
=105 ng/ml =263 ng/ml
GM-CSF 165,2 pg + 81,2 pg 400 pg-9,8ng 490 pg- 10,6 ng
IL-1B 56,2 pg unter 31 pg -
TNFa unter 31 pg unter 31 pg unter 31 pg

Legende: Werte sind Mittelwerte der Mef3ergebnisse oder einmalige Messungen; GM-CSF:
n=6; IL-1p und TNFa: n = 1, Nachweisgrenze lag bei 31 pg/ml.

Bei diesen Messungen waren die eingesetzten Mengen an GM-CSF nicht
detektierbar, was mdglicherweise fir einen hohen Verbrauch an GM-CSF spricht.
IL-18 und TNFa waren nicht nachweisbar, wobei bei beiden Zytokinen nur jeweils

eine Messung durchgefthrt worden war.
77



4.4 Lipopolysaccharide als Stimulator in der Organkultur:

Tab.30: GM-CSF-, TNFa- und IL-1B-Nachweis mit Elisas bei Zugabe von LPS in die Organkultur
Elisa-Art R10 LPS 10 ng/ml LPS 100ng/mi LPS 1 ug/mi

GM-CSF (276 pg+74,7 pg [293,5 pg + 102,5 pg|287,2 pg + 106,3 pg|321,0 pg + 122,0 pg

IL-1B 127,7 pg + 27,1 pg' | 143,3 pg + 49,3 pg | 158,6 pg + 57,4 pg'[135,0 pg + 101,1 pg
TNFa unter 31 pg unter 31 pg unter 31 pg unter 31 pg

Legende: Werte sind Mittelwerte der MelRergebnisse; Anzahl der Messungen: GM-CSF: n = 4;
IL-18:n=3, " ... 1 M unter 31 pg; TNFa: n = 3, Nachweisgrenze lag bei 31 pg/mi.

Auch hier war eine leichte, aber nicht so eindeutige GM-CSF-Zunahme bei
steigender LPS-Konzentration zu beobachten. Bei den IL-1p-Messungen war
ebenfalls eine Zunahme der Menge zu erkennen, aber die Werte lagen sehr eng

beeinander. Die TNFa-Konzentrationen befanden sich wieder unterhalb der
Nachweisgrenze.
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5 Morphologische Untersuchungen der kutanen den-
dritischen Zellen mit Hilfe von Immunfluoreszenz-
Farbungen:

5.1 Nachweis von zwei DC-Markern (In-1, 2A1) auf LC und

dermalen dendritischen Zellen in situ und in vitro:

Wie unter B 3.4, 3.5, 3.6 und 3.7 beschrieben, kénnen Langerhanszellen in Suspen-
sion und in der Ohrhaut mit Hilfe von MHC-Klasse |l identifiziert und zusatzlich auf
andere Marker untersucht werden. Dazu wurden in dieser Versuchsreihe zwei
Marker fir dendritische Zellen verwendet. Der erste Antikérper (In-1) kann an die
invariante Kette, ein Molekiil, das bei der Produktion von MHC-Klasse-lI-Molekiilen
bendétigt wird, binden (55). Der zweite Antikérper (2A1) dient zum Nachweis eines
noch unbekannten Molekils, das als Reifungsmarker gilt (53). Die Ergebnisse dieser
Immunfluoreszenz- Doppelfarbungen wurden in nachstehender Tabelle 31 aufgelistet
und in einigen Fotos dargestellt (Abb. 34-37).

Tab. 31: Ubersicht Uber das Vorkommen von In-1 und 2A1 auf Langerhanszellen und dermalen

dendritischen Zellen in situ und in vitro

MHC Il In-1 2A1
(2G9-FITC)

unkultivierte Epidermis + ++ -
kultivierte Epidermis (R10, 48h) et + +
unkultivierte Dermis +++ + +
kultivierte Dermis (R10,48h) +44 + +
unkultivierte EC-Suspension + + N
kultivierte EC-Supension (72h) +++ + +
emigrierte kutane DC (R10, 48h) +++ + +
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Eine Farbung der invarianten Kette konnte mit dem Antikérper (In-1) in allen frisch
préaparierten und kultivierten Hautproben durch Bindung an Langerhanszellen der
Epidermis und an dermale dendritische Zellen beobachtet werden. Die deutlichste
Farbung war auf der frischen, unkultivierten Epidermis zu sehen, da hier die
Expression der invarianten Kette bei unreifen, prozessierenden dendritischen Zellen
am grolten ist (Abb. 34a,b). In den unkultivierten EC-Suspensionen waren die aus
der Haut isolierten Langerhanszellen und die reifen dendritischen Zellen nach
Kultivierung, die scheinbar noch Restmolekile von invarianter Kette besafRen oder
teilweise noch nicht ausgereift waren, mit In-1 nachweisbar. Auch in den
Organkulturiiberstdnden konnten mit diesem Antikdrper die emigrierten kutanen
dendritischen Zellen, die ebenfalls restliche Molekille der invarianten Kette
aufwiesen, sichtbar gemacht werden.

Der Reifungsmarker 2A1 war in der kultivierten Epidermis erwartungsgemaR nur
noch auf einigen wenigen LC, die reifenden, auswandernden Langerhanszellen
entsprachen, exprimiert. In kultivierten EC-Suspensionen und in den Organkul-
turliberstdnden konnte dieser Antikérper an reife dendritische Zellen binden
(Abb. 35a,b). Einige Zellen in der unkultivierten Dermis wiesen ebenfalls diesen
Marker auf — méglicherweise dermale dendritische Zellen.

Die Auswanderung von reifenden und bereits gereifen Langerhanszellen war deutlich
erkennbar, da in den cords der kultivierten Dermis MHC-Klasse-ll-positive Zellen, die
noch In-1 oder den Reifungsmarker 2A1 exprimierten, zu sehen waren (Abb. 36, 37).

80



Abb.34: unkultivierte Epidermis, a: Immunfluoreszenzfarbung gegen MHC-Klasse Il (2GS-FITC, 1:50), b: Immun-
lluoreszenzfarbung gegen In-1 (unverdinnter supernatant); netzartige Verteilung der LC, deutliche In-1-Expression
der LC sichtbar; 350-fache VergroRerung.

Abb. 35: 72 Stunden kultivierte EC-Suspension; a: Immunfluoreszenzfarbung gegen MHC-Klasse Il (2G9-FITC,

1f50}. b: Immunflucreszenzfarbung gegen 2A1 (unv. supernatant); die stark MHC-Klasse-Ill-positiven DC expri-

Mieren viel 2A1; 350-fache VergroRerung.




Abb. 36: 48 Stunden auf reinem R10-Medium kultivierte Dermis, Immunfluoreszenz-Doppelfarbung gegen MHC-
Klasse II (2GS-FITC, 1:50) und In-1 (unv. supernatant); in den cords sind emigrierende LC sichtbar, die noch

'8ilweise In-1 exprimieren; 350-fache VergréRerung.

Abb. 37: 48 Stunden auf reinem R10-Medium Kkultivierte Dermis, Immunfluoreszenz-Doppelfarbung gegen MHC-
Klasse I (2GS-FITC, 1:50) und 2A1 (unv. supernatant); in den cords sind emigrierende LC sichtbar, die schon den

Reifungsmarker 2A1 exprimieren; 350-fache Vergréflerung.
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6 Morphologische Untersuchungen der kutanen dendri-
tischen Zellen mittels Rasterelektronenmikroskopie:

In Zusammenarbeit mit Univ.-Doz. Dr. K. Pfaller vom Institut fir Histologie und
Embryologie der Universitat Innsbruck wurden rasterelektronenmikroskopische
Untersuchungen von kutanen dendritischen Zellen durchgefiihrt.

6.1 Untersuchung der Epidermis und Dermis:
6.1.1 Kultur von Epidermis:

Um die Auswanderung der Langerhanszellen in situ zu beobachten, wurden kleine
Epidermissticke entweder frisch oder nach verschieden langer Kultivierung (0, 1, 5,
10 ,15, 20, 25, 30, 45 h) genommen, wie unter B 3.10.1 beschrieben fixiert und
prapariert. Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden von der zur Dermis
gewandten Seite der Epidermis angefertigt, wo die Langerhanszellen aus der
Epidermis kommend in die Dermis und dort wahrscheinlich in die Lymphbahnen
einwandern. Das Ziel dieses Zeitverlaufes war es, auswandernde Langerhanszellen
zu sehen, die Stellen der Emigration zu erkennen und Unterschiede in der Anzahl
der Langerhanszellen im Laufe der Kultur festzustellen. Die Ergebnisse sind in den
nachsten Fotos dargestellt (Abb. 38). Bei der gewahlten Art der Trennung von
Epidermis und Dermis (60) wird die kollagenése Lamina densa von der Epidermis
entfernt. Man blickt also direkt auf die basalen Keratinozyten.

Abb. 38: (Seite 84ff.) Zeitverlauf einer 45-stindigen Kultur von Epidermis (0, 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30,
45 Stunden), dargestellt in den folgenden Fotos; die Zahl an emigrierenden Langerhanszellen nimmt

im Verlauf der Kultur zu, der Epithelverband zerféllt nach 25h; H ... Haaréffnung, L ... Langerhanszelle,
K ... Keratino-zyt, v ... villi; 0, 1, 10, 20, 25, 30, 45 Stunden-Fotos 2600-fache VergroRerung; 5
Stunden 5200-fache VergréRerung; 15 Stunden 390-fache VergréRerung; LC ungefdhr 10pm im

Durchmesser.
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Zum Zeitpunkt O, der einer frisch préparierten Epidermis entspricht, war der deutlich
strukturierte Aufbau des Epithels zu erkennen. Die Epithelzellen wiesen viele villi
auf, mit denen sie sich in situ in der Basallamina und dem Bindegewebe der Dermis
festhaken. Es waren keine emigrierenden Langerhanszellen eindeutig zu sehen,
aber vermutlich zeigten sich erste Fortsatze dieser Zellen, die zwischen den
Epithelzellen hervorragten (Abb. 38; 0).

Nach einstindiger Kultur der Epidermis auf reinem R10-Medium war das
Erscheinungsbild des Epithels unverdndert, jedoch waren schon erste wenige
Langerhanszellen, die zwischen den Epithelzellen an Zellgrenzen auswanderten,
sichtbar (Abb. 38; 1).

Bei den Kulturen uber finf und zehn Stunden entsprach das Bild der Epidermis dem
der einstiindigen Probe (Abb. 38; 5, 10).

Ab einer Kultivierung der Hautproben von 15 Stunden waren Langerhanszellen mit
deutlichen veils erkennbar, jedoch stieg die Zahl der auswandernden
Langerhanszellen erst nach einer 20-stiindigen Kultur eindeutig an. Bis zu diesem
Zeitpunkt waren auf der Epitheloberflache villi zu sehen, die aber immer kirzer und
seltener wurden (Abb. 38; 15, 20).

Auf der Epidermis, die 25 Stunden inkubiert worden war, konnte man erkennen, daR
langsam ein Zerfall des Epithels begann und die villi véllig verschwunden waren. Die
Zahl der Langerhanszellen mit schén ausgebildeten veils nahm bestandig zu
(Abb. 38: 25). '
Die letzten zwei Proben (Abb. 38; 30, 45) zeigten einen immer starker werdenden
Zerfall des Epithels, sodaR richtige Spalten zwischen den Zellen entstanden, in
denen die Langerhanszellen vermehrt hervorkamen. Die Oberflache der
Epithelzellen war vollkommen glatt, da keine villi mehr zu erkennen waren. Zusatzlich
I6sten sich bereits einige Keratinozyten von der Epidermis, weshalb die
emigrierenden Langerhanszellen nicht mehr so deutlich zu identifizieren waren.

Zusammenfassung:

Anhand dieser Bilder kann man feststellen, daR durch Zerfall des Epithels nach
bereits 25-stindiger Organkultur die Langerhanszellen méglicherweise eher passiv
ins Medium gelangen. Daher sollte die 48-stindige Inkubationszeit bei der Kultur
von Epidermis alleine nicht Oberschritten werden. Die Emigration der Langer-
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hanszellen beginnt sehr bald nach Beginn der Organkultur, wobei diese Zellen
bereits vor dem Tod der Maus zur Wanderung stimuliert worden sein kénnten. Eine
massive Auswanderung der Langerhanszellen war ab 15 bis 20 Stunden Kultivierung
auf der Epidermisunterseite und im Medium erkennbar, und die Zahl der
emigrierenden Langerhanszellen nahm im Verlauf der weiteren Organkultur

bestandig zu.

6.1.2 Kultur von Ohrhaut:

Zur Untersuchung der Emigration in kompletter Haut wurden Mé&useohren Uber
48 Stunden kultiviert und fir die Rasterelektronenemikroskopie prapariert. Das ent-
spricht dem System, das in den Auswanderungsstudien verwendet wurde. Die
Betrachtung der Unterseite der Dermis sollte AufschluR Uber die Wanderung der
Langerhanszellen in der Dermis und tiber den Verlauf der cords geben.

Wie aus den nachfolgenden Fotos (Abb. 39-41) ersichtlich ist, waren zahlreiche
emigrierende kutane dendritische Zellen zwischen den Fibrozyten und dem dichten
Bindegewebsgeflecht sichtbar. Es war keine Konzentrierung der Zellen an
bestimmten Stellen (Lymphbahnéffnungen) zu sehen, sondern eine relativ zuféllige
Verteilung. Das deutet auf eine Wanderung der kutanen dendritischen Zellen nicht
nur in den Lymphbahnen, sondern auch diffus durch das Bindegewebe der Dermis
hin.

Abb.39: 48h-kultivierte Ohrhaut von der Unterseite der Dermis fotografiert; es sind emigrierende

Langerhanszellen (L) zwischen den Fibrozyten (F) und dem Bindegewebsgeflecht (B) sichtbar;
1300-fache VergréRerung.
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Abb. 40: 48h-kultivierte Ohrhaut von der Unterseite der Dermis fotografiert; es sind emigrierende

Langerhanszellen (L) zwischen den Bindegewebsfasern (B) sichtbar; 5460—fache VergréRerung.
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Abb. 41: Langerhanszelle, die sich mit den Auslaufern an Bindegewebsfasern aus der Dermis

rauszieht; 24050 -fache Vergrdfierung.
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6.2 Untersuchung der aus der Epidermis und Dermis in 24 bzw. 48
Stunden emigrierten dendritischen Zellen und der in EC-Sus-
pensionen gereiften Langerhanszellen:

Die kutanen dendritischen Zellen, die in 24 Stunden und in 48 Stunden aus der Epi-
dermis und der Dermis auswandern, wurden getrennt im Rasterelektronenmikroskop
betrachtet.

Dabei zeigten sich kleine Unterschiede in der Ausbildung der Zytoplasmafortsatze
bei den in 24 Stunden ausgewanderten Langerhanszellen und dermalen den-
dritischen Zellen. Bei den in 48 Stunden emigrierten Zellen epidermalen und
dermalen Ursprungs waren keine Unterschiede mehr zu sehen. Beide Zelltypen
hatten deutliche veils ausgebildet (Abb. 42-45).

Langerhanszellen, die Gber 72 Stunden in epidermalen Zellsuspensionen kultiviert
worden waren, wurden mit den emigrierten Zellen aus der Epidermis verglichen. Es
waren keine Unterschiede zwischen den in situ und in vitro gereiften
Langerhanszellen zu erkennen (Abb. 46, 47).
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Abb. 42: Langerhanszelle mit Zytoplasmafortsatzen,aber noch nicht deutlich ausgeprégten veils, die

in 24 Stunden aus der Epidermis ausgewandert ist; 13000-fache VergréfRerung.

Abb. 43: Dermale dendritische Zelle mit Ansatzen von veils, die in 24 Stunden aus der Dermis
ausgewandert ist und sich im Aussehen leicht von der Langerhanszelle unterscheidet; 20800-fache

Vergréierung.
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Abb. 44: [ angerhanszellen mit deutlich sichtbaren veils, die in 48 Stunden aus der Epidermis ausge-
wandert sind; 12480-fache VergrofRerung.

s
>

Abb. 45: Dermale dendritische Zelle mit deutlich ausgepragten veils, die in 48 Stunden aus der
Dermis ausgewandert ist und sich nicht mehr von der Langerhanszelle oben unterscheidet; 18200-

fache Vergréerung.
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Abb. 46: Langerhanszellen, die Uber 72 Stunden in epidermaler Zellsuspension kultiviert wurden,

unterscheiden sich nicht von in sifu gereiften Langerhanszellen; 9720-fache VergréRerung.

Abb. 47: Langerhanszellen, die Uber 72 Stunden in epidermaler Zellsuspension Kultiviert wurden,
unterscheiden sich nicht von in situ gereiften Langerhanszellen; 6480-fache VergréRerung.
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