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Abb . 4: Darstellung der Auswanderungsrate von kutanen dendritischen Zellen im modifizierten

System , R10 ohne Zusätze und R10 mit Antikörpern und Zytokinen als Kontrollen verwendet zum

Vergleich der Wirksamkeit der Vorinkubation auf R10 -HEPES (graphische Darstellung der Daten

aus Tab . 5)

Die Zählung der dendritischen Zellen im modifizierten System (Tab . 5, Abb . 4) erwies

sich als äußerst schwierig , da die Zellen kein typisch dendritisches Aussehen

aufwiesen . Zusätzlich hatten sie eine eckigere Form als die Kontrollzellen aus dem

RlO-Medium . Daraus konnte man den Schluß ziehen , daß die Zellen im R10 -HEPES

keine idealen Bedingungen vorfanden und daher sowohl die Wanderung als auch die

Reifung der kutanen dendritischen Zellen beeinträchtigt war . Die Zellviabilität lag bei

78-80 %, war also nicht erniedrigt.

2. Versuchsansatz:

Nach diesem ersten Ergebnis wurde das System nochmals abgewandelt . Die
Mäuseohren wurden nach der Vorinkubation im Kühlschrank auf R10 -HEPES mit

Zytokin- und Antikörper -Zusätzen nicht im gleichen Medium belassen , sondern auf

ein frisches R10 -Medium ohne HEPES mit den jeweils gleichen Zusätzen aufgelegt
und für 48 Stunden im Brutschrank inkubiert.
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Tab. 6:  Zählung der ins Medium ausgewanderten DC im weiter modifizierten System
Medium während

der 27h

Vorinkubation

Medium während

der 48h Kultur

Gesamtzell¬

zahl/Ohr

Anzahl der

ausgewanderten
DC/Ohr

Auswanderungs¬
rate in Prozent

R10 -HEPES R10 24600 13200 100%

R10 -HEPES + V1q R10 + V1q 27560 14600 111%

R10 -HEPES+

TNFcc 50 U/ml

R10 + TNFa 50 U/ml 21180 11100 84%

R10 -HEPES+

TNFa 50 U/ml + V1q

R10 +

TNFa 50 U/ml + V1q

20900 9100 69%

R10 -HEPES+

TNFa 100 U/ml

R10 +

TNFa 100 U/ml

24400 8900 67%

R10 -HEPES +

TNFa 5000 U/ml

R10 +

TNFa 5000 U/ml

14670 5800 44%

Legende:  Mausstamm : C57BL/6 , weiblich ; Vorinkubation auf R10 -HEPES mit Zusätzen 27h/ +4°C;

Inkubation der Organkultur auf R10 mit Zusätzen für 48h / 37 °C, V1q : 500 jllI/well]  ein - bis zweimalige

Zählung der Zellen in 5 Feldern im Hämozytometer . Die Auswanderungsrate in R10 -HEPES/R10
wird mit 100 % als Kontrolle verwendet.

120 %

100%

80 % -

60 % -

40 % -

20 % -

R10 -HEPES/R10 R10 -HEPES/R10 + R10 -HEPES/R10 + R10 -HEPES/R10 + R10 -HEPES/R10 + R10 -HEPES/R10 +
V1q TN Fa 50U/ml TN Fa 50U + V1q TN Fa 100U/ml TN Fa 5000U/ml

Abb . 5: Die Vorinkubation der Ohren auf R10 -HEPES führte 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 , daß
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Tab . 7:  Wanderungsrate der dendritischen Zellen im zweiten Optimierungsversuch
Zusätze Gesamtzellzahl/

Ohr

Anzahl der

ausgewanderten
DC / Ohr

Auswanderungsrate
in Prozent

keine 34300 11640 100%

TNFa 50 U/ml 28050 11270 97%

TNFa 50 U/ml +

V1q (500 pl /well)

47000* 7500 64%

TNFa 5000 U/ml 8650 2900 25%

keine ; v 10330 2500 100%

TNFa 50 U/ml; v 12250 3030 121%

TNFa 50 U/ml +

V1q (500 pl /well)] v

5010 1040 41%

TNFa 50 U/ml +

V1q (100 pl/we//); v

5600 1200 48%

Legende:  Mausstamm : C57BL/6 , männlich ; 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; Zählung von 5 Feldern im Hämozytometer

zweimal , Zellzahlen sind Mittelwerte beider Zählungen , * ... viele Erythrozyten im Medium,

daher hohe Gesamtzellzahl . Die Auswanderungsrate in den reinen Kulturmedien ohne

Zusätze ist jeweils als 100 % angegeben.

1400 0 -

reines Medium reines Medium TNFa50U/ml TNFa50U/ml TNFa50U/ml + TNFa50U/ml + TNFa50U/ml + TNFa5000U/ml
v v V1q 500ul/well V1q 500ul/well V1q 100ul/well

v v

Abb . 6: Die Organkultur, bei der die Ohren mit der epidermalen Seite nach unten vorinkubiert

wurden , zeigte keine verbesserte Wirkung der Zytokine und Antikörper (graphische Darstellung der

Daten aus Tab . 7). v...Ohren verkehrt aufgelegt
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140%

120% -

reines Medium TN Fa 50U/ml TN Fa 75U/ml TNFa 100U/ml TN Fa 200U/ml TNFa 500U/ml TNFa 1000U/ml TNFa 5000U/ml

Abb . 7: TNFa wirkt in niedriger Dosis migrationsfördernd (50 U/ml) und in hohen Dosen (ab

200 U/ml) migrationshemmend (graphische Darstellung der Daten aus Tab . 8).

Aus diesem Versuchsansatz ist ersichtlich , daß TNFa unterschiedliche Wirkung auf

die Emigration der kutanen dendritischen Zellen hat (Tab . 8, Abb . 7). In niedriger

Dosis , das heißt in einer Konzentration von 50 U/ml, fördert TNFa 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 durchgeführt 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 für die Migrationssteigerung bzw . - hemmung verwendet.

Wie unter C 2 .1.1 erwähnt , wurden TNFa 50 U/ml und TNFa 5000 U/ml in allen

Wanderungsstudien als Kontrollen verwendet . Daher war es möglich , die Wan¬

derungsraten aus 32 Versuchen statistisch auszuwerten.
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180%

reines R10-Medium TNFa 5000U/ml

Abb . 8:  Graphische Darstellung der statistischen Auswertung aus Tab. 9

Aus Tab . 9 und Abb . 8 ist ersichtlich , daß TNFa 50 U/ml die Migrationsrate um 24%

steigerte , wobei in einzelnen Experimenten eine Steigerung um bis zu ca . 90%

rnöglich war . Die hohe Dosis von TNFa 5000 U/ml konnte die Wanderungsrate um

beinahe 48 % vermindern . Die Schwankungen bei der niedrigen Dosis TNFa kommen

Wahrscheinlich dadurch zustande , daß bei Verwendung von kleinen Mengen des

Zytokins leichter Pipettierfehler auftraten als bei der hohen Dosis . Weitere Feh¬

lerquellen liegen bei der Zählmethode und der Aufarbeitung der Zellen (siehe D 11).

2.1.2 Mechanismus der Migrationshemmung durch hohe Dosen von TNFa:

Es ist bekannt , daß TNFa in niedrigen Dosen immunstimulierend und somit

entzündungsfördernd wirkt , in hohen Dosen aber , wie sie beim septischen Schock

auftreten , zum Tod führen kann . Deshalb wurde in mehreren Versuchen der

Mechanismus der Migrationshemmung durch hohe Dosen TNFa (5000 U/ml)

genauer untersucht.
Zu diesem Zweck wurden dorsale Ohrhälften zuerst für 48 Stunden auf R10 -Medium

mit bzw . ohne TNFa 5000 U/ml im Brutschrank inkubiert . Nach dieser Zeit wurden

die ausgewanderten Zellen gezählt und die Ohren , die auf hoher Dosis TNFa

inkubiert worden waren , für weitere 48 Stunden auf frischem R10 -Medium mit und

ohne TNFa 5000 U/ml in den Brutschrank gestellt . Anschließend wurden die

zwischen 48 und 96 Stunden ausgewanderten Zellen ebenfalls gezählt und in einem

Funktionstest (OXMI) auf ihre T-Zell-Stimulationsfähigkeit untersucht . Die Ohrhaut

Wurde für Peroxidase -Färbungen zu sheets  weiterverarbeitet.
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WanderungsrateinProzent

1.Versuch:

300%

250%

200 %

150%

100 %

50%

0 %

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).

R10 48h TNFa 50U/ml 48h TNFa 5000U/ml 48h TNFa 5000U/ml 48h + TNFa 5000U/ml 96h
R10 48h

2. Versuch:

160%

140% -

120% -

n 100%

80% -

60% -

40% -

20 % -

reines R10-Medium 48h TNFa 5000U/ml 48h R10 48h + TNFa 5000U/ml 96h
TNFa 5000U/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 erhöhte Zellwanderung beobachtbar , was aber durch Zerfall des

Zellverbandes im Ohr erklärbar ist und durch Peroxidase -Färbungen gegen MHC-

Klasse II an epidermalen sheets  bestätigt werden konnte.

Die Zellviabilität lag bei der 48h - und der 96h -Organkultur mit 78 -92 % im üblichen

Bereich , was darauf schließen läßt , daß TNFa in hoher Dosis nicht toxisch auf die

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

Zur weiteren Überprüfung der Zellviabilität wurde , wie oben bereits erwähnt , mit den

in 96 Stunden emigrierten dendritischen Zellen ein funktioneller Test (Oxidative

Mitogenese , (59)) durchgeführt.

Tab . 12: T-Zell-Stimulationsfähigkeit von ausgewanderten dendritischen Zellen
Medium von

0 - 48h

Medium von

48 - 96h

10 .000

DC/well

3000

DC/well

1000

DC/well

300

DC/well

R10 R10 49780 24760 11700 6990

R10 + TNFa

5000 U/ml

R10 69940 45840 24720 11430

R10 + TNFa

5000 U/ml

R10 + TNFa

5000 U/ml

45250 24870 12820 7660

legende:  10 .000 / 3000 / 1000 / 300 DC wurden pro well ausplattiert und für 24h bei 37 °C mit syn-

genen T-Zellen inkubiert ; 50 jal H3-Thymidin für 16h bei 37 °C pro well; Messung der inkorporierten

Radioaktivität im Flüssigszintillationszähler ; angegeben sind cpm (counts per minute ).
80000

70000

60000 -m- R10-Medium48h+TNFa5000U/ml48h

50000

fc 40000

30000

20000

10000

10.000DCNvell 3000DCAvell 1000DC/well 300DC/well

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

T-Zell-Stimulationsfähigkeit wie die in reines Medium ausgewanderten dendritischen Zellen

(Daten aus Tab . 12).
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Wirkung des käuflichen anti -TNFa von Biosource auf die Migration der

Langerhanszellen:

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

Zusätze Gesamtzellzahl/

Ohr

Anzahl der

ausgewanderten
DC/Ohr

Auswanderungs¬
rate in Prozent

keine 12190 3970 100%

anti -TNFa (bl 150U) 17470 7070 178%

anti -TNFa (bl 450U) 2740 580 15%

TNFa 50 U/ml 19380 7880 199%

TNFa 50 U/ml +

anti -TNFa (bl 150U)

7440 2410 61%

TNFa 50 U/ml +

anti -TNFa (bl 450U)

6830 1520 38%

TNFa 5000 U/ml 7000 2510 63%

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

48h / 37 °C, anti -TNFa : Zugabe in einer Konzentration , die laut Angaben des Herstellers

150 bzw . 450U/ml TNFa blockieren kann ; einmalige Zählung von 5 Feldern im Hämozy¬

tometer . Die Auswanderungsrate im reinen Kulturmedium ohne Zusätze ist als 100%

angegeben.

250 % !-

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

(bl 150U) (bl 450U)

Abb . 12: Der Antikörper 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 , daß 16 jug/ml V1q (= 500 jul/

1,5 ml) benötigt werden , um 100 U/ml rekombinanten murinen TNFa zu blocken (54 ).

Daher wurden in den folgenden Versuchen 200 jul und 500 jnl Iwell  eingesetzt.

Tab . 14: Einfluß von V1q auf die Migration
Zusätze Gesamtzellzahl/

Ohr

Anzahl der

ausgewanderten
DC /Ohr

Auswanderungs¬
rate in Prozent

keine 22010 11640 100%

V1q (500 pl Iwell) 21290 8290 71%

TNFa 50 U/ml 24350 11800 102%

TNFa 50 U/ml + 18210 7080 61%

V1q {200\x\/well)

TNFa 3000 U/ml 10000 4260 37%

TNFa 3000 U/ml + 11460 5320 46%

V1 Qq (500 (il/we//)

TNFa 5000 U/ml 12210 5380 46%

TNFa 5000 U/ml + 9880 5750 49%

V1q (500pl Iwell)

Legende:  Mausstamm : C57BL/6 , weiblich ; Vorinkubation : 26h/ +4 °C; Inkubationszeit : 48h/

37 °C; einmalige Zählung von 5 Feldern im Hämozytometer . Die Auswanderungsrate im

reinen Kulturmedium ohne Zusätze ist als 100 % angegeben.

120 %

reinesRIO - R10 + V1q TNFa 50U/ml TNFa 50U/ml TNFa TNFa TNFa TNFa
Medium 500ul/well + V1q 3000U/ml 3000U/ml + 5000U/ml 5000U/ml +

200ul/well V1q V1q500ul/ml
500ul/well

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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Unkultivierte Haut:

Epidermis: Dermis:

^bb. 14: Immunfluoreszenzfärbung gegen MHC-Klas-

Se II, (2G9 -FITC, 1:50 ), 350 -fache Vergrößerung;
LC bilden dichtes Netzwerk aus.

Abb . 15: Immunfluoreszenzfärbung gegen MHC-Klas-

se II, (2G9 -FITC, 1:50 ), 350 -fache Vergrößerung ; keine

cords  sichtbar , dermale DC sind MHC-Klasse -ll-positiv.

fontrolle R10:

Epidermis : Dermis:

&bb. 16: Immunfluoreszenzfärbung gegen MHC-Klas-

$e II, (2G9 -FITC, 1:50 ), 350 -fache Vergrößerung;

LC-Dichte verringert , LC vergrößert und stärker MHC-

Klasse-ll-positiv.

Abb . 17: Immunfluoreszenzfärbung gegen MHC-Klas-

se II, (2G9 -FITC, 1:50 ), 350 -fache Vergrößerung;

deutliche cords  ausgebildet.
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TNFa 50U/ml:

Epidermis:

Abb. 18: Immunfluoreszenzfärbung gegen MHC-Klas-

se II, (2G9 -FITC, 1:50 ), 350 -fache Vergrößerung ; LC-

Dichte nimmt ab gegen die R10 -kultivierte Haut , LC

Vergrößert und stärker MHC-Klasse -ll-positiv.

Dermis:

Abb . 19: Immunfluoreszenzfärbung gegen MHC-Klas-

se II, (2G9 -FITC, 1:50 ), 350 -fache Vergrößerung;

LC in großer Zahl in den Lymphbahnen angeordnet.

TNFa 5000U:

jHpidermis:

Abb. 20: Immunfluoreszenzfärbung gegen MHC-Klas-

$e II, (2G9 -FITC , 1:50 ), 350 -fache Vergrößerung;

i'C-Dichte ungefähr gleich wie in R10-kultivierter Haut,

i-C vergrößert und stärker MHC-Klasse -ll-positiv.

Dermis:

Abb . 21 : Immunfluoreszenzfärbung gegen MHC-Klas-

se II, (2G9 -FITC, 1:59), 350 -fache Vergrößerung;

LC in großer Zahl in den Lymphbahnen angeordnet.
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200%

180 % -

160 % -

140 % -

120 % -

100%

80 % -

60 % -

40 % -

20 % -

reines R10 - TNFa TNFa 5000U/ml IL-1a 100U/ml IL-1a 500U/ml IL-1a 1000U/ml IL-1a 2500U/ml
Medium 50U/ml

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).

U=zlßl

Tab . 16: Einfluß von verschiedenen Konzentrationen IL-1ß auf die Wanderung
von kutanen dendritischen Zellen

Zusätze Anzahl der

ausgewanderten DC/Ohr

Wanderungsrate in
Prozent

keine 13750 100%

TNFa 50 U/ml 23080 168%

TNFa 5000 U/ml 6500 47%

IL-1ß 100 U/ml 11750 86%

IL-1ß 500 U/ml 14330 104%

IL-1ß 1000 U/ml 11420 83%

IL-1ß 2000 U/ml 17500 127%

IL-1ß 3000 U/ml 23330 170%

Legende:  Mausstamm : BALB/c, weiblich ; Vorinkubation : 26h/ +4°C, Inkubations¬

zeit : 48h/37 °C; einmalige Zählung von 5 Feldern im Hämozytometer . Die Auswan¬

derungsrate im reinen Kulturmedium ohne Zusätze ist als 100 % angegeben.
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N 120 % -

100%

80 % -

60 % -

40 % -

20 % -

reines R10 - TNFa TNFa IL-1b IL-1b IL-1b IL-1b IL-1b
Medium 50U/ml 5000U/ml 100U/ml 500U/ml 1000U/ml 2000U/ml 3000U/ml

Abb . 23:  IL-1ß wirkt ebenfalls erst in hoher Dosis (2000 -3000 U/ml) migrationsfördernd (graphische

Darstellung der Daten aus Tab . 16).

Aus den Tab . 15, 16 und den Abb . 22 , 23 ist ersichtlich , daß sowohl IL-1a als auch

IL-1ß im Gegensatz zu TNFa erst in sehr hoher Dosis migrationsfördernd wirken.

IL-1a erhöht die Wanderungsrate ab einer Konzentration von 2500 U/ml um 89%. In

den Versuchen mit IL-1ß war ab einer Konzentration von 2000 U/ml eine Erhöhung

der Wanderungsrate um 27 % erkennbar , die sich bei einer Konzentrationserhöhung

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-1ß in hoher

Dosis (2800 bzw . 3000 U/ml) durchgeführt.

2.2.2 IL-1ß wirkt in hoher Dosis in der Organkultur migrationsfördernd:

Es wurden mehrere Versuche mit IL-1ß, das von drei verschiedenen Firmen bezogen

Wurde, durchgeführt , wobei die eingesetzte Konzentration je nach erhaltener Menge

2800 U/ml oder 3000 U/ml betrug . Die folgende Tabelle soll einen Überblick über die

aus 10 Versuchen erhaltenen Daten geben.
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Tab . 17: Auflistung aller 10 Experimente mit IL-1ß in hoher Dosis
Versuchsnr. DC/Ohrin R10 DC/Ohrin IL-1ß Wanderungsrate in

IL-1ß in Prozent
1 11250 20000 (2800 U/ml) 178 %'

2 8460 11780 (2800 U/ml) 139 %^

3 7480 5500 (2800 U/ml) 74% 1

4 6040 4780 (3000 U/ml) 79% 3

5 15740 25250 (3000 U/ml) 160% 3

6 15050 13980 (3000 U/ml) 93% 3

7 8810 10780 (3000 U/ml) 122 %3

8 15060 18470 (3000 U/ml) 123% 3

9 13260 19420 (3000 U/ml) ” ~M7%'7

10 13750 17500 (2000 U/ml)

23330 (3000 U/ml)

‘\27% 2

170% 2

Mittelwert 11700 15530 128%

Standardab¬

weichung

3280 6450 34%

Maximalwert 15740 25250 178%

Minimalwert 6040 4780 74%

T-Test p < 0,0070 p < 0,0117

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

tionszeit : 48h/37 °C; ein- bis zweimalige Zählung von 5 Feldern im Hämozytometer . Die Aus¬

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

Student 's t-test : gepaart . 1 Biomol , Hamburg , Deutschland , 2 Genzyme , Cambridge , USA

3 PBH , Wien , Austria

200%

180%

^ 160%
c
CD
S 140%

CL
.£ 120 %
o

| 100%
O)c
5 80%
CD

"O
ro 60%

40%

20%

0%

Abb . 24: Graphische Darstellung der stat. Auswertung aller 10 Versuche mit hoher Dosis IL-1ß

reines R10 -Medium IL-1b 2800U/ml IL-1b 3000U/ml
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Medium anti-IL-1b 3000U/ml 50U/ml + anti-IL-1b + anti-IL-1a 5000U/ml

Abb . 25: Der Einfluß von IL-1 auf die Wanderung der kutanen dendritischen Zellen kann durch

Antikörper aufgehoben werden (graphische Darstellung der Daten aus Tab . 18).

Im angeführten Versuch war die Hemmung der Migration sowohl durch anti -IL-1a ais

auch durch anti -IL-1ß eindeutig , was auf einen großen Einfluß beider Zytokine auf die

Emigration von kutanen dendritischen Zellen hinweist (Tab . 18, Abb . 25 ). Auch die

migrationsfördernde Wirkung von TNFa 50 U/ml konnte durch beide Antikörper

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-1ß keine Migrationssteigerung , was durch die gleichen Probleme

der Organkultur wie bei TNFa bedingt ist (D 11). Eine Kombination von IL-1ß und

anti-IL-1ß war leider aus Kostengründen nicht durchführbar . Die Wiederholungen

dieses Versuches zeigten weitgehend das gleiche Ergebnis . Weitere

Versuchsergebnisse sind unter Punkt C 2.3 angeführt.

2.3 Kaskade:

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die von Zanella und Romani diskutierte Zytokin-

Kaskade (48 ) weiter untersucht . Um diese Hypothese zu überprüfen , wurden

mehrere Versuche mit TNFa und IL-1ß in Kombination mit den jeweils anderen

Antikörpern durchgeführt . In der folgenden Tabelle sind die Ergebnisse aus 10

Experimenten aufgelistet . Die in manchen Experimenten mitgeführten Kontroll-
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reines R10- IL-1b 2800/ IL-1b + anti- TNFa TNFa 50U/ml + TNFa 50U/ml +
Medium 3000 U/ml TNFa/V1q 50U/ml anti-IL-1a anti-IL-1b

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-1ß in

bestimmten Konzentrationen die Wanderungsrate der kutanen dendritischen Zellen

um mindestens 21 % bis 24 % steigern . Diese Wirkung konnte durch crossblocking  mit

dem jeweils anderen Antikörper beinahe auf die 100% der Kontrolle gesenkt werden.

Da also die Wirkung beider Zytokine durch Zugabe von Antikörpern aufgehoben

werden konnte , deutete dies nicht auf das Vorliegen einer Kaskade hin. Es muß bei

diesen Experimenten erwähnt werden , daß die Unterschiede (d.h. Hemmungen der

Wanderungsrate ) keine statistische Signifikanz erreichten.
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1. Versuch:

160%

140 % -

120 % -

g 100%

80 % -

60 % -

40 % -

20% -

reines R10 - V1q TN Fa TN Fa LPS LPS LPS LPS LPS
Medium 50U/ml 5000U/ml 10ng/ml 10ng/ml + 100ng/ml 100ng/ml + 1 ug/ml

V1q V1q

Abb . 27:  Einfluß von LPS auf die Migration von kutanen dendritischen Zellen (graphische

Darstellung der Daten aus Tab . 20 ).

2. Versuch:

TNFa TNFa LPS LPS LPS LPS LPS LPS
50U/ml 5000U/ml 10ng/ml 10ng/ml + 100ng/ml 100ng/ml + 100ng/ml + 1ug/ml

V1q V1q anti-IL1a+b

Abb . 28:  LPS kann in der Organkultur migrationsfördernd wirken (graphische Darstellung der Daten

aus Tab . 21 ).
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140% -

reines R10 - MIP-1a MIP-1a MIP-1a MIP-1a MIP-1a
Medium 10ng/ml 20 ng/ml 40 ng/ml 70 ng/ml 100ng/ml

Abb . 29: Graphische Darstellung der statistischen Auswertung aller Versuche mit MIP-1a

(Daten aus Tab . 22 ).

Die Wirkung von MIP-1oc scheint ähnlich wie die von TNFa und IL-1 dosisabhängig

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-1ot die Emigration nur teilweise steigern , liegt aber bei der

statistischen Auswertung über dem Niveau der Kontrolle . Ab einer Dosis von

40 ng/ml kann dieses Chemokin die Auswanderung von kutanen dendritischen Zellen

fast immer fördern . Die Wanderungsrate sinkt bei hoher Dosis MIP-1oc (100 ng/ml)

wieder auf das Niveau der Kontrolle . Daraus kann man schließen , daß MIP-1a einen

direkten (chemotaktische Rekrutierung von Vorläuferzellen aus der Dermis ) oder

auch indirekten Einfluß über inflammatorische Zytokine , wie über TNFa und IL-1ß,

auf die Wanderung der kutanen dendritischen Zellen hat . In einem der oben

aufgelisteten Experimente wurde MIP-1a 40 ng/ml in Kombination mit anti -TNFa

(blockierend 150 U/ml TNFa ) bzw. anti -IL-1ß (20 pg/ml verwendet ) eingesetzt . Bei

beiden Ansätzen konnten die Antikörper die migrationsfördernde Wirkung von

MlP-1a aufheben , was eher auf einen indirekten Einfluß dieses Zytokins über TNFa

Und IL-1ß auf die Wanderung der Langerhanszellen hindeutet.

Auch bei diesen Experimenten muß erwähnt werden , daß keine statistische

Signifikanz erreicht wurde und es deshalb weiterer Versuche bedarf.
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120%

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

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 führte zu einer

Steigerung der Wanderungsrate , die aber immer noch weit unter dem Kontrollwert

lag. Unter dem Mikroskop waren sehr schöne 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 jug/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:

Tab . 24: IL-4 und anti-IL-10 haben keinen migrationsfördernden Einfluß in der Organkultur
Zusätze Gesamtzell¬

zahl/Ohr

Anzahl der

ausgewanderten
DC/Ohr

Wanderungsrate
in Prozent

keine 33100 10690 + 1890 100 % ±18%

IL-4 200 U/ml 27820 9805 + 1495 92 % ±14%

IL-4 400 U/ml 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%

TNFa 50 U/ml 29330 11640 + 1560 109 % + 15%

TNFa 5000 U/ml 23100 6475 ± 535 61 % ±5%

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

37 °C; zweimalige Zählung von 5 Feldern im Hämozytometer , Daten sind Mittelwerte beider

Zählungen . Die Auswanderungsrate im reinen Kulturmedium ohne Zusätze ist als 100 % an¬

gegeben.
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reines R10- TNFa 50 U/ml TNFa 5000 U/ml IL-4 IL-4
Medium 200 U/ml 400 U/ml

anti-IL-10
10 ug/ml

anti-IL-10
20 ug/ml

Abb . 31: IL-4 und anti-IL-10 haben keinen deutlichen Einfluß auf die Migration(graphische Darstel¬

lung der Daten aus Tab . 24 ).
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160% -

reines TNFa TNFa TNFa GM-CSF GM-CSF R10 + R10 + R10 + TNFa 50U TNFa TNFa GM-CSF GM-CSF
R10- 50U/ml 10OU/ml 5000U/ml 2000U/ml 5000U/ml GM-CSF TNFa TNFa + GM- 100U + 5000U+ 2000U+ 5000U +

Medium 100U/ml 5000U/ml CSF GM-CSF GM-CSF GM-CSF GM-CSF

Abb . 32: GM-CSF kann bei Zugabe in die Organkultur und zu den bereits emigrierten dendritischen

Zellen die Zellzahlen geringfügig erhöhen (graphische Darstellung der Daten aus Tab . 25 ).

Aus Tab . 25 und Abb . 32 ist ersichtlich , daß 2000 U/ml GM-CSF in der 48 -stündigen

Organkultur zu einer leichten Zellzahlerhöhung , 5000 U/ml hingegen zu einer

leichten Erniedrigung führten . Die Zellzahlerniedrigung bei sehr hohen GM-CSF-

Dosen von 5000 U/ml könnte auf einen negativen Effekt dieses Zytokins in zu hoher
Konzentration zurückzuführen sein.

Die TNFa - und GM-CSF -Zusätze hatten auf die bereits emigrierten dendritischen
Zellen eher unterschiedlichen Einfluß . Durch den Mediumwechsel nach 24h und die

GM-CSF - und TNFa -Zusätze besaßen die Zellen deutlichere veils  als die Kontrollen.

Die Zellviabilität lag bei allen Ansätzen zwischen 80-90%. Interessant war , daß auch

die TNFa -Zugabe zu den bereits ausgewanderten dendritischen Zellen zu einer

leichten Zellzahlerhöhung führte . Bei den GM-CSF -Zusätzen waren die Zellzahlen

eher schwankend . Sehr wahrscheinlich können beide Zytokine bei den bereits

ausgewanderten Zellen die Überlebensrate erhöhen bzw . die Reifung der kutanen

dendritischen Zellen beeinflussen . Diese Ergebnisse wurden durch zwei weitere

Versuche mit GM-CSF -Zusätzen in der Organkultur bestätigt
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