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4. Ergebnisse

4.1.Vergleichende Analysen der verschiedenen Ziichtungsmethoden

4.1.1. Adhiirenzmethode im Kultursystem mit fetalem Kiilberserum (FCS)

4.1.1.1. Ausbeute und Anreicherung

Die Adhiarenzmethode ist eine einfache, schnelle und kostengiinstige Methode,
sowohl dendritische Zellen, als auch MCM vom selben buffy-coat/Spender zu gewinnen.
Ausbeute und Anreicherung entspricht dem Niveau von anderen hiufig verwendeten
Methoden. Ausbeuten und Anreicherung an dendritischen Zellen wurden anhand der
Ergebnisse bei Zellzahlungen errechnet. Es wurde zwischen ,groBen“, , kleinen und
Htoten™ Zellen im Hamazytometer unterschieden. Die ,,groBen Zellen“ zeigten die typische
sonnenformige Gestalt der dendritischen Zellen und wurden im weiteren Arbeitsverlauf

phinotypisch und funktionell analysiert. Die ,kleinen” Zellen entsprachen residualen

Lymphozyten.

In diesem Punkt werden Ausbeute und Anreicherung von dendritischen Zellen, die
mit der Adhdrenzmethode gewonnen wurden, aufgezeigt. Aulerdem wird diese von mir
etablierte Methode mit DCs, die aus Ausgangspopulationen geziichtet wurden, die auf
andere Weisen von Lymphozyten depletiert worden waren (Rosettierung mit

Neuraminidase-behandelten Schaferythrozyten, magnetische Beads), verglichen.
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Ausbeute und Anreicherung von dendritischen Zellen, die mit der

Adhidrenzmethode gewonnen wurden. Die Zellen wurden aus buffy-coats gewonnen und in
R10 kultiviert. Die Prozent der Ausbeute der DCs ist auf die Zahl der Ausgangs-PBMC
bezogen. MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung

Gesamtzahl der

Zahl der PBMCs

Ausbeute der

Anreicherung

Ausbeute von

PEMC aus einem|pro IgG- DCs am Tag des |d.h. Zahl DCs (Summe wvon
buffy-coat beschichteter |Ubertragens aller lebenden |unreifen  und
(x 109 Petrischale von der groBen Zellen |reifen am d12)

d-1 (100 mm @) Petrischale in |am Tag des (%)

(x 10%) die 6-well- Ubertragens
d-1 Platte (%) d4-6
d4-6 (%)

290 58 8.1 86 1,5
300 50 12.9 85 6,2
438 54,7 10,2 77 4,1
200 50 5,0 56 5.0
503 50 4,2 80 3,6
435 50 2,2 73 1,3
556 69,5 16.4 86 5.4
348 49 8.5 78 2,9
537 59 15 93 4.0
225 45 87 76 2.2
370 61 11,4 91 2,2
600 75 7.8 94 0.4
325 54 5,0 82 4,5
447 558 4.0 83 4,6
347 50 5,0 68 6,3
350 50 36 70 3,5
300 50 4.0 70 3.4
292 487 3.0 83 0.8
720 60 3,5 81 4,7
365 52 8.5 92 8.5
378 54 3.6 91 1,7
460 51 7.0 91 5.4
360 51 58 62 39
312 52 10,2 95 54
364 40 11,8 74 52
397 39.7 6.1 60 2,2
297 42 1,5 89 0,9
496 496 1,6 86 0.8
203 44 4.2 69 3.1
481 438 2.5 92 1.4
216 432 7.0 68 3.4
255 425 9.4 72 1.8
MW 380 MW 514 MW 6,8 MW 80,0 MW 3,5
SD £120 SD+ 17,7 SD+ 3.8 SD £10,6 SD £1,9

Der aus 32 Versuchen ermittelte Mittelwert der Ausbeute von reifen und unreifen

dendritischen Zellen am Tag der Auswertung betragt 3,5 % (Standardabweichung +1,9)

(Tab.5). Diese Ausbeute liegt im Bereich von DCs die mit Neuraminidase-behandelten

Schaferythrozyten gewonnen wurden (Tab.6). Die Ausbeute mit den magnetischen Beads

ist allerdings doppelt so hoch wie bei diesen beiden Methoden (Tab.6). Die Mittelwerte der
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Ausbeute von DCs mit den Standardabweichungen sind in Abb.5 dargestellt. Die

Unterschiede waren statistisch nicht signifikant (Student’s t-Test).

Tab. 6: Ausbeute und Anreicherung von dendritischen Zellen, die mit Methoden gewonnen

wurden, in denen die Lymphozyten mit Neuraminidase-behandelten Schaferythrozyten und

magnetischen Beads depletiert wurden. Die Zellen wurden aus buffy-coats gewonnen und
in R10 kultiviert. Die Prozent der Ausbeute der DCs ist auf die Zahl der Ausgangs-PBMC
bezogen. MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung

Mit Hilfe ven Neuraminidase-behandelten Schaferythrozyten gewonnene DCs

Gesamtzahl der | Monozyten nach der |Ausbeute wvon DCs|Anreicherung von
PBMC aus einem|Depletion d0 (%) am d10 - d12 (%) DCs am d10-~d12 (%)
buffy-coat (x 109)
106 7.9 2.4 65
583 13,4 5,5 65
529 11,2 3.3 80
319 15,7 3,3 81
481 20,0 4.4 89
625 21,9 2,3 42
828 23,2 2,7 54
417 18,7 29 51
531 5,5 2.3 55
460 22,6 7.1 62
MW 488 MW 16,0 MW 3,6 MW 64
SD +181 SD 46,0 SD +1,5 SD +14,2
Mit magnetischen Beads (indirekte und direkte Depletion) gewonnene DCs
Gesamtmenge der Monozyten nach der | Ausbeute wvon DCs Anreicherung
PEMC s aus einem Depletion d0 (%) am d10-d12 (%)
buffy-coat (x 109)
- 396 27,0 8.4 90
365 23,0 8.2 87
250 14,0 10,0 84
361 9.0 1,2 58
284 19,7 5,3 79
211 35,0 7.5 52
168 10,0 1,7 67
MW 290 MW 19,7 MW 6,0 MW 74,0
SD +80 SD+ 8.8 SD 43,2 SD+14,0
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Abb.5: Vergleich der Ausbeuten am d10 — d12 von unreifen und reifen DCs mit drei unterschiedlichen
Methoden der DC-Gewinnung. Die Ausbeute wurde als Prozentsatz der Zahl der Ausgangs-PBMC
dargestellt Standardabweichungen sind dargestellt.

Die Anreicherung der dendritischen Zellen am d10-d12 betrug mit der Adharenzmethode
80%. Damit ist diese Methode effektiver als die mit Neuraminidase-behandelten
Schaferythrozyten gewonnenen DCs (Abb.6). Die Adhirenzmethode und die Verwendung
von magnetischen Beads erreichten einen annihernd im gleichen Bereich liegenden

Prozentsatz (Abb.6). Auch hier erreichten die Unterschiede keine statistische Signifikanz.

Prozent

Rosetten

Abb.6: Vergleich des Prozentsatzes der DCs von allen viablen Zellen (dh. Anreicherung) DCs am d10-d12,
die mit drei unterschiedlichen Methoden gewonnen wurden. Der Wert gibt den Prozentsatz der Zellen mit
typischer Morphologie an (grofic Zellen, unrcgelmiBig geformt).
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4.1.1.2. Morphologie und Phino

Morphologie und Phénotyp der Zellen in den Petrischalen
Mit der Adhidrenzmethode wurden PBMC auf IgG-beschichtete Petrischalen gebracht, in

Kulturmedium inkubiert und davon ausgegangen, daB3 nur Zellen adhdrieren, die sich in

dendritische Zellen umwandeln lassen oder Monozyten/Makrophagen (Abb.7).

Abb.7: Auf einer mit IgG-beschichteten Petrischale adhirierende Monozyten/Makrophagen. Die Petrischale
wurde mit IgG beschichtet und mit 50 x 10° PBMC 1 Stunde in Kulturmedium inkubiert und nicht adhirente
Zellen wurden weggewaschen.

Um zu tiberpriifen, ob nur Monozyten/Makrophagen adhérieren, wurden die PBMC iiber
einen Dichtegradienten gewonnen und MHC-Klasse IT , CD3, CD14 und CD19 Expression
mittels FACS-scan Analysen untersucht. Danach wurden die PBMC s auf die mit IgG-
beschichteten Petrischalen gebracht und 1 Stunde mit Kulturmedium inkubiert (Abb.7).
Die nicht adhérierenden Zellen wurden wieder mittels FACS-scan Analysen untersucht.
Bei der Abnahme des MCM 24 Stunden spater wurden die wenigen vom Monolayer

abgelosten Zellen nochmals analysiert (Abb.8).
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Abb.8: FACS-scan Analysen der PBMC (oben) und der Zellen im Uberstand 1 Stunde nach Inkubation (Mitte) und 24 Stunden nach Inkubation (unten). Die Analysen
wurden bei 3 Experimenten durchgefiihrt, cines davon ist hier dargestellt. Die Histogramme stellen im FSC/SSC gegateten Zellen dar. Dieses Gate schlieBt praktisch alle
Zellen in die Analyse cin. Ausgeschlossen werden lediglich subzelluliire Partikel und Debris (links der Markerlinie in den Dot Plots ganz links)



-35-

Ergebnisse
Wie man aus Abb.8 ersieht, waren nach einer Stunde Inkubation die nicht adhédrenten
Zellen CD14 negativ: alle CD14+ Zellen adhirieren also. MHC-Klasse 11 positive Zellen
wurden im Uberstand weniger und CD3-positiven Zellen wurden im Uberstand mehr.
CD19-positive Zellen schienen nach einer Stunde Inkubation im Uberstand nicht mehr auf,
d.h. die B-Zellen adhirierten ebenfalls an den Petrischalen. 24 Stunden spater zeigte sich,
daBB CD19-positive Zellen , d.h. B-Zellen sich gelost hatten und nur mehr Vorlaufer und
Monozyten/Makrophagen an das IgG gebunden waren.
Das bedeutet, daB die B-Zellen ebenfalls zum Zytokincocktail im MCM beitrugen.

Wieviele Zellen sich bis zum Tag des Ubertragen losten, war absolut unterschiedlich. Es
konnte nicht festgestellt werden wovon das Losen abhing. In manchen Fillen hatten sich
am d3-d4 schon mehr als 80% der adhirenten Zellen geldst und wurden am d4 iibertragen.
Diese Zellen stellten sich in der Regel als ,,ungewdhnlich“ heraus, da sich im Endeffekt
wenig reife ,,real DCs* bildeten. Als Norm kénnte man sagen, daB sich ca. 60% der
adharenten Zellen bis d5 losten, oft wurde an diesem Tag auf die gewaschenen Platten
nochmals Zytokine zugegeben und diese erneut 24 Stunden im Brutschrank inkubiert. Hier
16sten sich meist nochmals ca. 10% der auf den Platten verbliebenen Zellen. Diese Zellen
lieBen sich meist gut durch MCM-Zugabe zu DCs transformieren. Diese Ergebnisse
wurden durch Zihlungen der verbliebenen adhirenten Zellen verifiziert, allerdings wurden

diese Zdhlungen nicht konsequent betrieben und die Zahlen der gelosten Zellen als ,,gut*
oder ,,schlechf* bewertet.

Morphologie und Phiinotyp der dendritischen Zellen die mit der Adhirenzmethode
gewonnen wurden, vor und nach MCM

Morphologie
DCs die mit der Adhérenzmethode gewonnen wurden und sozusagen im ,.eigenen“ MCM

reiften, zeigten eine ausgepragte und typische dendritische Zellmorphologie (Abb.9).



Abb.9: (A) Morphologie von DCs die in R10+GM-CSF+IL-4 mit der Adhiirenzmethode kultiviert wurden =
unreife DCs. (B) Morphologie von DCs die mit MCM im FCS-haltigen Kulturmedium zur Reifung gebracht

wurden. Man beachte die polymorphe Form und die ausgeprigt langen zytoplasmatischen
Ausstiilpungen/Segel (,,Veils) der reifen Zellen.

Phiinotyp

reife dendritische Zellen
Der Phénotyp der reifen DC, gewonnen mit der Adharenzmethode, unterschied sich nicht
von DCs die mit anderen Methoden kultiviert wurden.
Die Zellen exprimierten groe Mengen an MHC-Klasse II, genauso wie akzessorische
Molekiile zur T-Zellstimulation ( CD40, CD80, CD86, ). CD1a, CD4 wurde ebenso stark
exprimiert wie CD45R0O. Hingegen sank die Expression von CD45RA und des
Adhasionsmolekils CD44v9 im Zuge der Reifung (Abb.10). Als typischer Reifungsmarker
von DCs wurde CD83 etabliert (Zhou and Tedder, 1995; Zhou and Tedder, 1996). CD115,
der Marker fiir den M-CSF-Rezeptor, ist bei reifen dendritischen Zellen negativ (Pope et
al., 1995) und bei unreifen positiv (Abb.12).
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Abb.10: FACS-scan Analysen von dendritischen Zellen, die mit R10+GM-CSF+IL-4 + MCM kultiviert worden sind (reife dendritische Zellen). Die Zellen wurden mit

der Adhidrenzmethode gewonnen und die Abbildung ist fiir 10 Versuche reprisentativ. Die Histogramme der FACS-scan Analysen stellen die im FSC/SSC gegateten
Zellen dar.
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Bei der Untersuchung der in R10+GM-CSF+IL-4 kultivierten Zellen, die mit der
Adhirenzmethode gewonnen wurden, zeigte sich, daf in vielen Fillen die unreifen DCs
polymorpher, granulierter und teils auch sonnenformiger mit mehr Fortsidtzen waren, als
DCs die mit magnetischen Beads oder Neuraminidase-behandelten Schaferythrozyten
gewonnen wurden.

Es wurden 26 Experimente durchgefiihrt. Dabei entsprach der Phéinotyp von unreifen DCs,
gewonnen mit der Adhdrenzmethode, entsprach in 62% der Fille (14 Experimente) dem
Bild von d7-d10 DCs die in R10+GM-CSF+IL-4 kultiviert wurden und mit anderen
Methoden gewonnen wurden. Aber in 38% der Analysen von DCs (11 Experimente), die
mit Adhdrenz gewonnen wurden, waren die ,,unreifen” DCs zu mehr als 20% CD83 positiv
(Abb.11). Im extremsten Fall wurde in einem Versuch beobachtet, dal sowohl Zellen, die
in R10+GM-CSF+IL-4 als auch die Zellen die zusédtzlich am d7 MCM erhielten, am d10
zu 80% CD83 positiv waren!

| CD83-Expression

T

Prozent

Adhérenz
I =
O unreif

Abb.11; Vergleich der CD83 Expression bei unreifen und reifen DCs, die entweder mit der
Adhérenzmethode, mit magnetischen Beads oder durch Rosettierung mit Neuraminidase-behandelten
Schaferythrozyten gewonnen wurden. Die CD83 Expression wurde in Prozent der CD83 positiven Zellen
dargestellt. Die Daten wurden mit Hilfe von FACS-scan Analysen gewonnen. Bei der Adhirenzmethode
wurden aus 26 Versuche das Mittel gebildet und bei den magnetischen Beads und Neuraminidase-
behandelten Schaferythrozyten aus jeweils 10 Versuchen.

Bei 60% der Versuche waren die Zellen CD83 negativ, CD115 und CD15s positiv. Sie
exprimierten weniger MHC-Klasse I und B7-1 und B7-2. Das Molekiil CD45RA wurde
im Gegensatz zu reifen DCs bei unreifen DCs exprimiert. Die DCs entsprachen dem

typischen Bild von unreifen dendritischen Zellen (Abb.12).
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Abb.12: FACS-scan Analysen von dendritischen Zellen die in R10+GM
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-CSF+IL-4 gewonnen wurden (unreife dendritische Zellen). Die Zellen wurden mit der

Adhiirenzmethode gewonnen und die Abbildung ist fiir 10 Versuche repriisentativ. Die Histogramme der FACS-scan Analysen stellen die im FSC/SSC (ganz oben links)
gegateten Zellen dar. Als Vergleich dazu Abb. 10 mit dem Phinotyp von reifen DCs.
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4.1.1.3. T-Zell stimulatorische Funktionn

Die Reifung der dendritischen Zellen im ,.eigenem* MCM steigert die Fahigkeit der APC's

ruhende T-Zellen zu stimulieren.

Dendritische Zellen die mit der Adhirenzmethode gewonnen wurden, zeigten nicht
nur phanotypisch, sondern auch funktionell das klassische Bild: reife dendritische Zellen
stimulieren allogene ruhende T-Zellen besser als unreife dendritische Zellen. In Abb.13
wurden die Stimulation von ruhenden T-Zellen durch DCs, die mit der Adhirenzmethode

gewonnen wurden, dargestellt.
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Abb.13: Immunostimulatorischc Funktion von rcifen (rot) und unrcifcn (blau) DCs, dic mit der
Adhiirenzmethode gewonnen wurden. Diese Abbildung ist fiir 11 Versuche repriisentativ.

Im vorherigem Abschnitt wurde gezeigt, daB3 unreife DCs (CD83, CD86, CD1159)
die mit der Adhérenzmethode gewonnen wurden, in 38% der Experimente phanotypisch
nicht unreifen DCs entsprachen. Die Féhigkeit ruhende T-Zellen zu aktivieren war bei
Zellen, die ohne MCM kultiviert wurden immer geringer, als bei Zellen, die mit MCM
kultiviert wurden, so auch in diesen Experimenten (Abb.14).
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Abb.14: Immunostimulatorische Funktion von reifen (rot) und unreifen (blau) DCs, dic mit der
Adhiirenzmethode gewonnen wurden, Die unreifen DCs exprimierten zu 27% CD83, und nur mehr zu 30%
CD115. Diese Abbildung ist fiir 6 Versuche repriscntativ.

Einzig in dem einzelnen Versuch indem sowohl R10+GM-CSF+IL-4-Zellen und
MCM-Zellen zu mehr als 80% reiften, erfolgte eine Umkehr des klassischen Bildes.
Allerdings lagen die Kurven sehr eng zusammen und liefen absolut synchron (Abb.15). Es
gab praktisch keinen Unterschied in der funktionellen Fahigkeit der Zellen, wie es auch

keinen Unterschied im Phéinotyp gab.
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Abb.15: Immunostimulatorischc Funktion von rcifen (rot) und unrcifen (blau) DCs, dic mit der
Adhiirenzmethode gewonnen wurden. Diese unreifen und reifen DCs exprimierten beide zu 80% CD83;
CD115 wurde nicht exprimiert.

Die Fihigkeit ruhende T-Zellen zu aktivieren war bei Zellen die ohne MCM kultiviert
wurden immer geringer, als bei Zellen die mit MCM kultiviert wurden; selbst dann, wenn
die mit MCM kultivierten Zellen keine oder eine sehr geringe (<5%) CD83 Expression
zeigten (Abb.16). Auch alle anderen Marker, die Reifung charakterisieren, zeigten das Bild
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von nicht vollstindig gereiften Zellen. Allein die Zugabe von MCM, selbst wenn die DCs
phéinotypisch das Bild unreifer Zellen ausbildeten, geniigte, um dendritische Zellen mit

einer signifikant hoheren immunostimulatorischen Fahigkeit zu erhalten.
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Abb.16: Immunostimulatorische Funktion von reifen und unreifen DCs . die mit der Adhiirenzmethode
gewonnen wurden. Die unreifen DCs exprimierten nur zu <5% CD83, und 40% CD115. Diese Abbildung ist

fiir 3 Versuchc repriscntativ.
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4.1.2. Adhiirenzmethode im Kultursystem ohne fetalem Kiilberserum (FCS)

In Anbetracht der Verwendung der dendritischen Zellen zur Tumortherapie wurde als

wichtiger Punkt erachtet, die DCs in einem FCS-freien System zu kultivieren. Jedes

Reagenz muf3 auf seine klinische Verwendbarkeit gepriift werden.

Es bewahrte sich, statt die Petrischalen mit kauflichen IgG zu beschichten, 100ul Serum
(nicht hitzeinaktiviert, 0,8 um filtriert) des Patienten/Spenders auf 10 ml PBS zu geben und

so die Beschichtung vorzunehmen. Mit diesem ,,autologen IgG gab es im Vergleich mit

kduflichem IgG keine chargenabhéngige Instabilitit (siehe Kapitel , MCM ist nicht

MCM*). Auch sonst zeigten sich keine nennenswerten Unterschiede, weder in der

Ausbeuten und Anreicherung noch bei der Reifung.

Und der Vorteil liegt auf der Hand: dieses IgG ist leicht erhaltlich und ,,autolog".

4.1.2.1. Ausbeute und Anreicherung

Im FCS-freien System lagen die Ausbeuten von unreifen und reifen dendritischen Zellen
am d10-d12 mit allen drei Methoden im gleichen Bereich; von 2,2% - 2,4% (Tab.7, Tab.8),

bezogen auf die Zahl der Ausgangs-PBMC (Standardabweichungen zwischen 0,8% und

1,8%).

Tab. 7: Ausbeute und Anreicherung von dendritischen Zellen mit der Adhiirenzmethode im FCS-freien
System. Die Zellen wurden aus 90 — 220 ml Blut von freiwilligen Spendern gewonnen. Die Prozent der

Ausbeute der DCs ist auf dic Zahl der Ausgangs-PBMC bezogen. MW = Mitielwert, SD =
Standardabweichung
Anreicherung Ausbeute der Ausbeute von
d.h. Prozent DCs am Tag des |unreifen und

Blutmenge (ml) | PBMC (x10°) aller lebenden Ubertragens reifen DCs am
groBen Zellen |von der d10 - d12 (%)
von allen Petrischale in
Zellen am Tag |die 6-well-
des Platte (%)

Ubertragens
(%)

90 190 86 5.0 2.3
220 238 90 2.0 L1
150 110 93 18 3,5
140 165 71 3.7 1.8
140 300 80 8.8 3.4
120 100 90 4.8 24

MW 85,0 MW 4,9 MW 24
SD 47,5 SD +2,0 SD 0.8
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Tab. 8: Ausbeute und Anreicherung von dendritischen Zellen mit magnetischen Beads und Neuraminidase-
behandelten Schaferythrozyten im FCS-freien System. Die Zellen wurden aus 100 — 200 ml Blut von
freiwilligen Spendern gewonnen. Die Prozent der Ausbeute der DCs und der Monozyten ist auf die Zahl der
Ausgangs-PBMC bezogen. MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung

Rosetten
Blut (ml) PBEMC (x 10°) Monozyten nach|Ausbeute von | Anreicherung

Depletion d0 DCs am d10-d12 |d.h. Prozent
(%) (%) aller DCs am

d10-d12
100 141 17,5 4.6 64,0
200 262 4.8 0,9 528
100 197 15,2 1,3 56,0
100 225 15,0 1,1 47.0
100 127 23,6 4,6 68,7
100 112 9.6 0.3 63,0
100 93 16,1 1.2 51,0
100 112 217 4,0 79,5
100 215 11,3 2,2 63,0
100 147 ]3|,3 2,0 55,1
MW 148 MW 2,2 MW 60,0
SD 453 SD 1,5 SD 49,1

Magnetische Beads
Blut (ml) PBMC (x 10°%) Monozyten nach|Ausbeute von|Anreicherung

Depletion d0 |DCs am d10-d12 |d.h. Prozent
(%) (%) aller DCs am

d10-d12
bezogen auf
Monozyten nach
Depletion (d0)

(%) (%)
200 260 11,5 2,6 67,0
170 222 25,0 6,7 86,0
100 110 54 0.5 61,0
100 116 7.8 1,6 54,0
100 123 6,0 0,4 80,0
100 154 4.1 0.8 79,0
100 109 18,5 33 82,0
100 115 4.0 1,5 83,0
100 198 3,5 2,0 75,0
100 201 8.3 2,7 87,0
MW 94 MW 2,2 MW 75,0
SD+ 6,7 SD £1,8 SD +10.6
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In Abb.17 wurden die Mittelwerte der Ausbeuten von DCs am d10-d12 graphisch als
Sdulendiagramm dargestellt. Man erkennt, daB von der Zahl aller anfinglich ausgesiten
PBMCs zwischen 2 und 3% nach 10 — 12 Tagen als DC geerntet werden konnten.

Ausbeute

Prozent

Adhiirenz Beads

Rosetten

Abb.17: Mittelwerte der Ausbeute von unreifen und reifen dendritischen Zellen am d10-d12, die im FCS-
freien System gewonnen wurden. Die Ausbeute wurde in Prozent dargestellt und dic Standardabweichung
wurde als Linie eingezeichnet. Die Prozentmengen bezichen sich auf die Zahl der Ausgangs-PBMC.

Bei der Anreicherung sieht man noch deutlicher als im FCS-haltigen System, daB die
Adhirenzmethode die besten Ergebnisse erzielt (Abb.18).

Anreicherung

Prozent

Abb.18: Mittelwerte der Anreicherung von unreifen und reifen dendritischen Zellen am d10-d12, die im

FCS-freien System gewonnen wurden. Die Anrcicherung wurde in Prozent dargestellt und die
Standardabweichung wurde als Linie eingezeichnet.
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Im autologen Plasmasystem konnte genauso wie im FCS-haltigen System bei der
Gewinnung der dendritischen Zellen beobachtet werden, daB3 unreife DCs die mit der
Adhédrenzmethode gewonnen wurden groBer, granulierter und mehr zytoplasmatische
Ausstiilpungen (,,veils*) hatten, als DCs die mit anderen Methoden gewonnen wurden. In

Abb.19 ist die CD83 Expression bei unreifen und reifen DCs, die mit unterschiedlichen

Methoden gewonnen wurden, dargestellt.

CD83-Expression

Prozent

| Adhirenz Beads Rosetten
| Ounreif B reif |

Abb.19: Vergleich der CD83 Expression bei unreifen und reifen DCs, die entweder mit der
Adhiirenzmethode, mit magnetischen Beads oder Neuraminidase-behandelten Schaferythrozyten im FCS-
freien System gewonnen wurden. Die CD83 Expression wurde in Prozent dargestellt. Die Daten wurden mit
Hilfe von FACS-scan Analysen gewonnen. Bei der Adhiirenzmethode wurden 6 Versuche gemittelt, bei den
magnctischen Beads und Neuraminidase-behandclten Schaferythrozyten jewceils 10 Versuche.

4.1.2.2. Morphologie und Phinotyp

Morphologie
Die Morphologie von unreifen und reifen DCs im 1 %igem Plasma System, die mit der

Adhéirenzmethode gewonnen wurden, entsprach den DCs im FCS-System (Abb.20).
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Abb.20: (A) Morphologie von DCs die in autologem Kulturmedium +GM-CSF+1L-4 mit der
Adharenzmethode kultiviert wurden = unreife DCs. (B) Morphologie von DCs in autologem Kulturmedium,
die von d7 bis d10 MCM als Reifungsstimulus erhielten = reife DCs.

Phiinotyp
Auch der Phanotyp der FCS-frei kultivierten dendritischen Zellen unterschied sich nicht

von den Zellen im FCS-haltigen System (Abb.21). Einzig die CD83 Expression war im
FCS-haltigen System im Durchschnitt um ca.10% héher.
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Abb.21: FACS-scan Analysen von dendritischen Zellen die mit autologem Kulturmedium+GM-CSF+IL-4
(unreife DCs) und mit autologem Kulturmedium+GM-CSF+IL-4 + MCM (reife DCs) kultiviert worden
sind. Die Zellen wurden mit der Adhiirenzmethode gewonnen, Die Histogramme der FACS-scan Analysen
stellen im FSC/SSC gegateten Zellen dar. In jedem Histogramm sind dic mAb (fette Linie) und die dazu
passenden Isotypkontrollen (gepunktete Linie) eingezeichnet.

4.1.2.3. T Zell stimulatorische Funktion

Reife dendritische Zellen, die im autologen System mit der Adharenzmethode gewonnen
wurden, stimulierten ruhende T-Zellen besser als unreife dendritische Zellen. Dies
entspricht dem bekannten Bild, daB reife DCs besser stimulieren als unreife dendritischen
Zellen (Abb.22).
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IH-TAR Inkarporation cpm

| —§—cline MCM —— mit MCM [

Abb.22: Immunostimulatorische Funktion von reifen (rot) und unreifen (blau) DCs, dic mit der
Adhirenzmethode gewonnen wurden. Diese Abbildung ist fiir 3 Versuche repriisentativ.
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4.2. Analyse der Entwicklung und Reifung der dendritischen Zellen

Kultivierte, reife Langerhanszellen aus der Haut sind potente Stimulatoren ruhender,
naiver T Lymphozyten und somit auf die Einleitung priméarer Immunantworten
spezialisiert. Dendritische Zellen aus dem pheripheren Blut die mit GM-CSF und IL-4
kultiviert werden, haben dhnlich niedrige stimulatorische Fahigkeit von frisch isolierten
Langerhanszellen und somit den Status von unreifen dendritischen Zellen. Den unreifen

dendritischen Zellen aus dem pheripheren Blut milssen zusitzliche Stimuli angeboten

werden, um eine vollstindige Reifung zu erzielen.

In diesem Kapitel werden unterschiedliche Stimulanzien, die zu unterschiedlichen

Zeitpunkten zugegeben wurden untersucht. Die Versuche wurden im FCS-haltigen System

gemacht.

4.2.1. Einflu der Kulturbedingungen wihrend der friihen Kulturphase

(5»priming culture®)

4.2.1.1. Ersatz von Interleukin-4 durch Interleukin-13

Piemonti et al. (1995) zeigten, daB in der Kultur von unreifen dendritischen Zellen IL-4
durch IL-13 ersetzt werden kann. Piemonti fanden weder Unterschiede in der Morphologie

der dendritischen Zellen, im Phéanotyp noch in der MLR.
Auch in dieser Arbeit konnte morphologisch zwischen in GM-CSF + [L-4 und GM-CSF +

IL-13 (20ng/ml) kultivierten Zellen kein Unterschied gefunden werden (Abb.23).
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Morphologie

in GM-CSF + [L-13 kultiviert wurden am d7 (rechts).

MLR
Auch die Fihigkeit allogene oder naive T-Zellen zu stimulieren, unterschied sich bei

dendritischen Zellen, die in GM-CSF + IL-4 oder in GM-SCF + 1L-13 kultiviert wurden
nicht (Abb.24).
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Abb.24: Immunostimulatorische Funktion von unreifen dendritischen Zellen die mit GM-CSF + [L-4 oder
GM-CSF + IL-13 kultivicrt wurden. In der Abbildung links wurden allogene T-Zellen verwendet, in der
Abbildung rechts T-Zellen aus der Nabelschnur.
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Phiinotyp

In dieser Arbeit wurden Unterschiede im Phédnotyp der unterschiedlich kultivierten
dendritischen Zellen gefunden. Dendritische Zellen die in GM-CSF und IL-13 kultiviert
wurden, zeigten eine geringere MHC II Expression, als DCs die in GM-CSF + [L-4
kultiviert wurden (Abb.25). Der M-CSF Rezeptor (CD115) wurde bei unreifen DCs, die in
GM-CSF + IL-13 kultiviert wurden, schwach bis gar nicht exprimiert. Dendritische Zellen
die in GM-CSF + IL-4 kultiviert wurden, exprimierten CD115 hingegen stark (Abb.25).
Auf das kostimulatorische Molekiil CD86 zeigté die unterschiedliche

Kultivierungsmethode keine Auswirkung.

Aufgrund dieser phénotypischen Unterschiede wurden die dendritischen Zellen
weiterhin in GM-CSF und IL-4 kultiviert.

R10+-GM-CSF+IL-4 RIO"‘GM-CSE‘FH.—] 3

Abb.25: Phiinotyp von in GM-CSF + IL-4 (links) und von in GM-CSF + [L-13 (rcchts) kultivicren Zcllen.

Die Histogramme der FACS-scan Analysen stellen im FSC/SSC gegatete Zellen dar und sind fiir drei
Versuche repriisentativ.
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4.2.1.2. Zusatz von unterschiedlichen Zytokinen und Stimulantien

Urspriinglich wurde versucht, durch anfiangliche Zugabe von zusitzlichen Stimuli zum
GM-CSF + IL-4 eine Reifung zu induzieren (Tab.8). Stammzellfaktor (SCF, c-kif) und

TNF-o wurden nur einmalig zu Beginn der Kultur zugegeben, die anderen Zytokine

wurden jeden zweiten Tag mit neuem Medium zugesetzt (,,fiittern”). Die so gewonnenen

Zellen wurden morphologisch und auf ihre stimulatorischen Funktion untersucht (Abb.26).

Tab.8: Unterschiedliche Zytokincocktails, die verwendet wurden um eine Reifung zu induzieren. d0 =
einmalige Zugabe zu Beginn der Kultur, d7 = einmalige Zugabe am siebten Kulturtag. GM-CSF wurde in
einer Konzentration von 800 U/ml und IL-4 in einer Konzentration von 500 U/ml zugegeben. Die Kulturen
wurden alle zwei Tage gefiittert und zwischen d10 und d12 ausgewertet. Diese Tabelle ist fiir 5 Versuche

repriasentativ,
Zytokincocktail Morphologische Stimulatorische
Bestimmung der Reifung Fahigkeiten
GM-CSF + IL-4 + d0 SCF Zellen rund, ohne veils, vicle Meist geringer als in GM-CSF + IL-
(20ng/ml) adhirente Zellen, adhéirente Cluster, |4
unreif
GM-CSF + IL-4 + d0 TNF Zellen rund, ohne veils, adhdrente | Immer geringer als in GM-CSF +
(50 U/ml) Zellen, schwimmende und IL-4

adhiirente Cluster, unreif

GM-CSF + IL-4 + IL-13 (d0, d2,
d4, d6, d8, d10)
(20 ng/ml)

Wie GM-CSF + IL-4, d.h. viele
runde bis polymorphe
schwimmende Zellen,
schwimmende Cluster, unreif

Wenig bis kein Unterschied zu GM-
CSF +IL-4

GM-CSF + IL-4 + IL-1B (d0, d2,
d4, d6, ds, d10)
(50 U/ml)

Zellen polymorph, grobteils
schwimmend, eine Spur reifer als in
GM-CSF +IL-4

Ahnlich wie GM-CSF + IL-4, etwas
besser

GM-CSF + IL4 + IL-15(d0, d2, dd,
de, d8, d10)
(100 ng/ml)

Wie GM-CSF + IL-4, d.h. viele
runde bis polymorphe
schwimmende Zellen,
schwimmende Cluster, unreif

Wenig bis kein Unterschied zu GM-
CSF +IL-4

GM-CSF + IL~4 + IL-12 (do, d2, Wie GM-CSF + IL-4, d.h. viele Wenig bis kein Unterschied zu GM-
d4, de, d8, d10) runde bis polymorphe CSF +IL-4
(20 ng/ml) schwimmende Zellen,

schwimmende Cluster, unreif
GM-CSF + IL-4 + d7 LPS Zellen polymorph, genoppt, Besser als GM-CSF + IL-4 und die
(20 ng/ml) teilweise adhirente und anderen Cocktails

schwimmende Cluster, vermehrt

tote Zellen (Apoptose?), teilweise

reif
GM-CSF + IL-4 + d7 SACS Zellen polymorph, nicht adhéirent, | AufFillig besser als GM-CSF + IL-4

(1: 10000)

sonnenformig, zytoplasmatische
Schieier, reif?!




T

Ergebnisse
60000
E
B
'g 40000 4- E‘
§
i -
= 20000
Z 2
L
& g
0 . . =
20:1 a6l 200:1 aa 2000:1 T T
T : APZ Ratle 661 200:1 (M | 2000:1
—— RIGIGMTL4 — i — RIGWGMHL A 50U m TNFa | : T: AVZ.Ratlo —
| =—8—RIOHIHIL-4+20ng SCF iR GV L4113 l |+R|D+l,’ﬂuﬁﬂ_rll —8— RIGGMIL-4+Sacs  =—f—RI10+-GMHL~HHL-1B
100000 - e —
i |
E ]
£ #0000 4—— 1
Bogen
X 80000 L g
o \
g AN 40000
$ oo - i &
= | Z
e "\ : =
£ 20000 S N \ ! B 20000
T = 5
] R " -
o - - e A
20:1 es8:1 2001 6661 2000:1 6611 200+ 1 6661 20001
T: AFZ Ratio T: APZ Ratlo
——RIOGM L4 — P — RIMGMHL4 +TNFaSOUml | ~—§—RIOHGM+ L4 —8— RIOHGM# L4 +Sacs ‘
- RICGHGMHL-4 +LPS 20ngimi e RGN LAHL12 | A RIGGMHLHL18 b RIOHGMHILA#IL-15

Abb.26: Immunostimulatorische Funktion von dendritischen Zellen, die mit unterschiedlichen Zytokinen
kultiviert wurden. TNF-o und Stammzellfaktor (SCF) wurden einmalig am d0 zugegeben. IL-1§, IL-12, IL-
13, IL-15 wurden am dO, d2, d6 und d8 zugegeben. LPS und SACS wurden cinmalig am d7 zugegeben.
Diese Abbildung ist fiir 5 Versuche reprisentativ.

Bei allen Versuchen bei denen am d0 zum GM-CSF + IL-4 einmalig Zytokine zugegeben
wurden, reiften die dendritischen Zellen nicht. Durch die einmalige Zugabe von
Stammzellfaktor (SCF) adhérierten die Zellen vermehrt und bildeten lange spindelformige
Vorlduferzellen aus. Die Zellen bildeten keine veils (,,Schleier”) und zeigten keine
typischen DC-Morphologie. Alle anderen verwendeten Cocktails zeigten ebenfalls keine
auffallige Wirkung. Auch die Stimulationsfihigkeit von T-Zellen zeigte keine wesentliche
Verbesserung (Abb.26).

Durch die Zugabe von LPS am siebten Tag reiften die dendritischen Zellen teilweise. In
einigen Versuchen trat ein vermehrtes Zellsterben auf. Allerdings steigerte sich im

Vergleich zu den unreifen DCs die T-Zell-Stimulationsfihigkeit der reifen DCs (Abb.26) .

Einzig durch die Zugabe von SACS am siebten Tag kam es zu einer Ausbildung von veils
und die Zellen dhnelten reifen Langerhanszellen. Die immunostimulatorische Funktion

verstarkte sich signifikant und war in allen Féllen hoher als durch Stimulation mit anderen
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Zytokinen. Im Vergleich mit LPS wirkte SACS am unteren Ende der
Stimulationstitrationskurven besser: d.h. 300 DCs die mit SACS gereift wurden
stimulierten T-Zellen besser als 300 in LPS gereifte dendritischen Zellen.

Aus diesen Ergebnissen wurde der SchluB3 gezogen, daB3 dendritische Zellen anfinglich
eine ,,priming phase“ mit GM-CSF + IL-4 brauchen, um ihre Entwicklung in Richtung
CDla’, DR', CD115", CD86" und CD14" zu vollziehen. Erst wenn dieses ,,priming*

vollzogen ist, kann mit unterschiedlichen Stimuli die Reifung induziert werden.

4.2.2. Induktion der Reifung wiihrend der spiiten Kulturphase (,,differentiation

culture®)

Um eine optimale Reifung zu erzielen, wurde die Kultivierung der dendritischen Zellen in
zwei Phasen unterteilt. |

Der erste Kultivierungsschritt war die sogenannte ,,priming phase”, in der die DCs von d0
bis d7 mit GM-CSF + IL-4 stimuliert wurden. Anschlieend folgte eine , differentiation
phase®, in der einmalig am d7 der Reifungsstimulus zugegeben wurde. Hierzu wurden die
DCs in neue 6-well-Platten tibertragen. In weiteren Versuchen, als MCM als
Reifungsstimulus verwendet wurde, bewihrte es sich, die dendritischen Zellen in
denselben 6-well-Platten zu lassen. So kam es zu einer Verringerung der Zelldichte, was
sich positiv auf die Reifung der Zellen auswirkte (Thurnher et. al., 1997).

Mit der Entdeckung des spezifischen Reifungsmarkers CD83 (Zhou and Tedder, 1995)
konnten endlich unreife von reifen dendritischen Zellen phianotypisch klar unterschieden
werden. Ein Standardrepertoire der drei Antikérper CD86, CD83 und CD115 reichte, um
unreife von reifen DCs phénotypisch zu unterscheiden (Abb.27). Erweitert wurde das
Panel mit CD15s, CD45R0, CD45RA und CD80.
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Abb.27: FACS-scan Analysen von unreifen (links) und in MCM gereiften (rechts) dendritischen Zellen. Die
Abbildung ist fiir 16 Versuche reprascntativ. Dic Histogramme der FACS-scan Analyscn stellen im FSC/SSC
gegatete Zellen dar (analog Abb.12 oder 25). In jedem Histogramm sind die mAb (fette Linie) und die dazu

passenden Isotypkontrollen (gepunktete Linie) eingezeichnet.

Durch eine FACS-scan Zeitreihe wurde ermittelt, daB drei Tage ,,Reifungskultur™ die

maximal reifen DCs lieferten (Abb.28).



Ergebnisse

-57-

¥
P T A S T T
J
N
]

Lrasdassdunsls
v

7

Ladaden Loand,y

3

Abb.28; Zeitserie der ,differentiation culture von d7 bis d10. Die Abbildung ist fiir 4 Versuche repriisentativ. Die Histogramme der FACS-scan Analysen stellen im
FSC/SSC gegatete Zellen dar.
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4.2.2.1. Bakterielle Stimuli

Wie schon in Punkt (4.2.2.1.) aufgezeigt wurde, konnte SACS eine Reifung der
dendritischen Zellen bewirken (Abb.29).

Abb.29: Morphologic von unrcifen dendritischen Zellen, dic in GM-CSF + [L-4 kultiviert wurden (links).
Morphologie von reifen dendritischen Zellen, die von d0 — d9 in GM-CSF + IL-4 und drei weitere Tage mit
SACS (1:10000) kultiviert wurden.

AuBerdem wurde noch die bakteriellen Stimuli LPS und das Mycobakterium Bacillus
Calmette Guérin (BCG) untersucht (Abb.30).
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Abb.30: FACS-scan Analysen von in SACS 1:10000 (oben), BCG 6,25 x 10’ Organismen/Well (Mitte) und
LPS 20 ng/ml (unten) gereiften dendritischen Zellen. Die Abbildung ist fiir 4 Versuche reprisentativ. Die
Histogrammc der FACS-scan Analysen stcllen im FSC/SSC gegatete Zellen dar.

Aus Abb.30 ist ersichtlich, dal sowohl SACS wie auch BCG eine komplette Reifung
induzieren. Dendritische Zellen die in SACS oder BCG kultiviert wurden, exprimieren
CD83 stark und CD115 nicht mehr.

Mit LPS konnte niemals eine vollstindige Reifung erzielt werden und es kam sogar in
einigen Versuchen zu einem vermehrten Zellsterben.

Die immunostimulatorische Funktion der mit SACS und BCG aktivierten Zellen (Abb.31)
bestitigten die phﬁnotyi:isch ermittelten Daten. Die mit LPS stimulierten Zellen zeigten
eine bessere Stimulationsfihigkeit als dendritische Zellen die ausschlieBlich in GM-CSF +
IL-4 kultiviert wurden, allerdings erreichten sie nicht ganz die immunostimulatorischen
Fihigkeiten von vollstandig ausgereiften Zellen (Abb31).
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Abb.31: Immunostimulatorische Funktion von dendritischen Zellen die am d7 mit LPS, SACS und BCG
stimuliert wurden im Vergleich mit in R10+GM-CSF+IL-4 und MCM. Die Messung erfolgte am d10 und ist
fiir 3 Versuche reprisentativ.

4.2.2.2. Definierte Cocktails verschiedener Zytokine

Durch den bakteriellen Stimulus von SACS und BCG kam es zu einer vollstdndigen
Reifung der dendritischen Zellen.

Als néchstes wurde versucht, den bakteriellen Stimulus durch einen Zytokincocktail zu
ersetzten.

Die Kulturen wurden wihrend der ersten 6 bis 9 Tage mit GM-CSF + IL-4 stimuliert und
anschlieBend folgte eine dreitdgige Differenzierungsphase mit dem jeweiligen Zytokin

oder Zytokincocktail.
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Tab.9: Unterschiedliche Zytokincocktails, die verwendet wurden um ¢ine Reifung zu induzieren. GM-CSF
wurde 800 U/ml und IL-4 500 U/ml zugegeben. Die Kulturen wurden alle zwei Tage gefiittert und zwischen
d6 und d9 mit weiteren Zytokinen stimuliert.

Zytokincocktails Phianotypische Bestimmung | Immunostimulatorische
CDB3 CD115 Fiahigkeiten

IL-1p (50 U/ml) + - +
GM-CSF + IL-4

IL-1p (500 U/ml) + - -+
GM-CSF + IL-4

IL-14 (10* U/ml) + - I+
GM-CSF + IL-4

IL-1p (10" U/ml) + IL-6 (10° U/ml) - -+
+ GM-CSF + IL-4

[L-ce (10" U/ml) + - + Nicht gemacht
GM-CSF + IL-4

IL-12 (10° U/ml) + - +
GM-CSF + IL-4

CD 40 Ligand + o+ -
GM-CSF + IL-4

TNF (10 ng/ml) ) + IL-1p + -
(10*U/ml) + CD 40 Ligand + GM-
CSF+IL-4

TNF (10 ng/ml) ) + IL-1p + - Nicht gemacht
(10° U/ml) + IL-6 (10° U/ml) +
GM-CSF+ IL-4

TNF (1 ng/ml) + » 7
GM-CSF + IL-4

TNF (20 ng/ml) + + -
GM-CSF +IL-4

Aus Tab.9 ersieht man, dafl mit allen Zytokincocktails, denen TNF (= 10 ng/ml)
beigemengt wurde die Reifung der dendritischen Zellen induzieren werden konnte. Jedoch
bereits TNF-a (10 ng/ml) allein induzierte eine vollstandige Reifung. Mit CD40-Ligand +
GM-CSF + IL-4 konnte eine teilweise Reifung induziert werden.

Die immunostimulatorischen Fahigkeiten von dendritischen Zellen die mit den
unterschiedlichen Zytokincocktails aktiviert wurden, unterschieden sich untereinander nur
schwach, egal ob sie vollstindig oder nur teilweise gereift waren (Abb.32). In GM-CSF +
IL-4 kultivierte Zellen (unreife) stimulierten immer schwicher als reife dendritische
Zellen. Die besten stimulatorische Fahigkeiten hatten immer noch dendritische Zellen die
mit SACS, BCG oder MCM gereift wurden.
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Abb.32: Immunostimulatorische Funktion von dendritischen Zellen, die am d7 mit unterschiedlichen
Zytokinen oder SACS oder MCM stimulicrt wurden und drei weitere Tage inkubicrten (differentiation

culture). Diese Abbildung ist fiir 4 Versuche reprisentativ.

4.2.2.3. Monozyten-konditioniertes Medium (MCM) als natiirlicher Zytokincocktail

Monozyten-konditioniertes Medium (MCM) induziert optimale Reifung
Die besten Ergebnisse zur Reifung der dendritischen Zellen wurde mit SACS, einem

bakteriellen Stimulus erreicht. Auch TNF-o scheint eine vollstandige Reifung zu

bewirken. Nun wurde versucht mit Monozyten-konditionierten Medien (MCM) eine

Reifung zu induzieren.
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Phiinotyp
MCM induzierte eine vollstindige Reifung der dendritischen Zellen (Abb.33). In Abb. 33

wurde die Reifungsmarker CD83 und CD115 dargestellt. Zusitzlich wurden immer wieder
verschiedene mAb auf unterschiedliche Expression bei unreifen und reifen DCs untersucht.
Hier wurde CD116 (GM-CSF Rezeptor), E-Cadherin, CD31 (PECAM-1) und CD87

(Urokinase-Plasminogen-Aktivator-Rezeptor) untersucht.
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Abb.33: FACS-scan Analysen von unreifen (links) und reifen (rechts) dendritischen Zellen. Die Abbildung
ist fiir 7 Versuche repriisentativ. Die Histogramme der FACS-scan Analysen stellen im FSC/SSC gegatete
Zellen dar. In jedem Histogramm sind die mAb (fette Linie) und die dazu passenden Isotypkontrollen
(gepunktete Linie) eingezeichnet.
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MLR
In der MLR konnte gezeigt werden, dal MCM die T-Zellstimulatorische Fihigkeit von

dendritischen Zellen genauso gut bis besser stimulierte als SACS (Abb. 34).
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Abb. 34: Immunostimulatorische Fihigkeit von dendritischen Zellen die in GM-CSF + IL-4, MCM. SACS
und dem Zytokincocktail TNF-o. + IL-13 + CD40-Ligand gereift wurden. Diese Abbildung ist fiir 4
Versuche repréisentativ.

Mit ungeprégten, naiven T-Zellen aus der Nabelschnur konnten die Ergebnisse bestitigt

werden (Abb. 35)
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Abb.35: Immunostimulatorische Fahigkeiten von dendritischen Zellen die mit R10+GM-CSF+IL-4, MCM
und SACS kultiviert wurden. Dic DCs wurden mit T-Zcllen aus der Nabelschnur stimulicrt. Dicsc Abbildung
ist fiir 3 Versuche repriisentativ.

Aus diesen Daten kann geschlossen werden, daB MCM der optimale Stimulus ist,
um dendritische Zellen zur Reifung zu bringen.
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Kritische Parameter ,, MCM ist nicht MCM “

Monozyten-konditioniertes Medium zeigte in manchen Fillen eine Instabilitit, d.h. es
konnte keine morphologische und phinotypische Reifung der dendritischen Zellen
induziert werden. Von insgesamt 47 ausgewerteten Versuchen induzierte MCM bei 7
Versuchen keine und bei wiederum 7 Versuchen nur eine teilweise Reifung.
Morphologisch und phinotypisch (CD 83 Expression) konnte keine vollstindige Reifung
bestimmt werden. In Prozent ausgedriickt,.reiften in diesen Versuchen 70 % der
dendritischen Zellen mit MCM vollstindig, 15 % teilweise und 15 % nicht. Deshalb wurde
der EinfluB einiger kritischer Variablen auf die Qualitit des MCM systematisch untersucht.

EinfluB von Immunglobulin — Vergleich verschiedener Immunglobuline
Es wurden verschiedene Immunglobuline zur Beschichtung der Petrischalen ausgetestet.

Alle Immunglobuline wurden aliquotiert, eingefroren und in einer Endkonzentration von
100 pg/ml eingesetzt.

Immunglobulin Humanes Gammaglobulin (Sigma Chemical CO, St. Louis, MO, USA)
produzierte konstant gut funktionierendes MCM, das die Reifung der dendritischen Zellen
bewirkte (Abb.36).
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Abb.36: FACS-scan Analysen von unreifen (links) und reifen (rechts) dendritischen Zellen. Die Abbildung
ist fur 10 Versuche reprisentativ. Die Histogramme der FACS-scan Analysen stellen im FSC/SSC gegatete
Zellen dar. In jedem Histogramm sind die mAb (fette Linie) und die dazu passenden Isotypkontrollen
(gepunktete Linie) eingezeichnet.
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Monomeres 7s-IgG (Biochemie GmbH., Wien, A) war chargenabhiingig, genauso wie
Endobulin, humanes Immunglobulin zur intravenésen Anwendung (Immuno AG, Wien,
A).

Die CD83 Expression und die T-Zell-Stimulationsfihigkeit der unreifen und reifen
dendritischen Zellen ist unterschiedlich (Abb.37). Nicht jedes MCM, das mit diesen zwei

Immunglobuline produziert wurde, induzierte eine Reifung.
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Abb.37a: : FACS-scan Analysen von dendritischen Zellen, die mit MCM stimuliert wurden, das mit
Monomerem 7s-IgG (oberen 2 Reihen) und Endobulin (unteren 2 Reihen) hergestellt wurde. Die jeweilige
erste Reihe stellt die CD83 und CD86 und CD115 Expression von DCs dar, die mit MCM nicht reiften. Die
zweite Reihe zeigt DCs die mit MCM stimuliert wurden, das mit dem gleichen Immunglobulin, allerdings
einer anderen Charge hergestellt wurde. Die Abbildung ist fiir 3 Versuche reprisentativ. Die Histogramme
der FACS-scan Analysen stellen im FSC/SSC gegatete Zellen dar. In jedem Histogramm sind die mAb
(vollc, grauc Pcaks) und dic dazu passenden Isotypkontrollen (schwarze Linic) cingezcichnet.



-67-
Frgebnisse

| 80000 e A m e AT m AR mn e ARE AR R .“nE
& ‘\\ ;
& e0000 — - —
E \‘\. |
B |
2 e
2
=
& 20000
T
]
0 =
20:1 651 200: 1
T: APZ Ralio
| —e—RioraM1L4 - R10+GMH+IL-4+ Endobulin MCM
[ s0000 .
| i
g i
% 1
§
§ i
4 |
E i
0 . ; ]
201 G6:1 201
T: APZ Ratio
[ —e—R10FGMHIL4 —&— RIOHGMHL -+ Biochermie MCM
‘| : RI-OMHTL~H Endobulin MCM  —— RI0+GMHT~4 Sigma MCM

Abb.37b: Immunostimulatorische Funktion von dendritischen Zellen, die mit unterschiedlichen MCMs. zu
deren Herstellung chargenunterschiedliche Immunglobuline verwendet wurden, kultiviert wurden. Diese
Abbildung ist fiir 3 Versuche repriisentativ.

In der oberen Graphik der Abb.37b wurde Endobulin zum Beschichten der MCM-Platten
verwendet. Die Inkubation mit diesem MCM zeigte keine immunostimulatorische
Verbesserung der T-Zellaktivierung im Vergleich zu unreifen (R10+GM-CSF+IL-4)
dendritischen Zellen. In der unteren Graphik wurde Endobulin einer anderen Charge
verwendet. Hier kam es zu einer Reifung der DCs. Im selben Versuch wurde auch MCM
zu dessen Herstellung Humanes Gammaglobulin von Sigma und Monomeres 7s-IgG von

Biochemie verwendet wurde, abgebildet.

EinfluB des Immunglobulins — Etablierung einer Modifikation mit autologem

Ig
Da Humanes Gammaglobulin (Sigma Chemical CO, St. Louis, MO, USA) nicht

klinisch verwendbar ist (d.h. im Rahmen von Immuntherapien mit geziichteten DCs),
wurde versucht ein stabiles MCM mit spendereigenem Immunglobulin zu erzeugen. Als
Quelle fur das Immunglobulin wurde einfach das Serum oder das Plasma des Blutspenders

verwendet.
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Die Petrischalen wurden mit 10 ml PBS inkubiert und es wurden jeweils

e 50 pl Plasma (entspricht 50pg/ml Immunglobulin unter der Annahme eines
Immunglobulin-Spiegels von 10mg/ml)

e 50 pl Serum (entspricht 50pug/ml Immunglobulin unter der Annahme eines
Immunglobulin-Spiegels von 10mg/ml)

e 100 pul Serum (entspricht 100ug/ml Immunglobulin unter der Annahme eines
Immunglobulin-Spiegels von 10mg/ml)

zugesetzt. Das Plasma oder Serum wurde nicht hitzeinaktiviert und mit einem 0,8 pm

Filter filtriert. Aus finf Versuchen wurde ermittelt, daB sowohl mit dem

Immunglobulin in 50 pl Plasma, in 50 pl Serum und in 100 pl Serum ein MCM

produziert werden konnte, das eine Reifung induzierte (Abb.38).

Morphologisch erschienen die reifen dendritischen Zellen im MCM, daB mit 100 ul

Serum gewonnen wurde, am schonsten.

50 ul Plasma 50 pl Serum 100 pl Serum

+MCM CD83 +MCM CD83 +MCM CD83
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Abb.38: FACS-scan Analyscn von dendritischen Zellen dic mit MCM stimuliert wurden, das mit
spendereigenem Immunglobulin hergestellt wurde. Die Abbildung ist fiir 4 Versuche reprisentativ. Die
Histogramme der FACS-scan Analysen stellen im FSC/SSC gegatete Zellen dar. In jedem Histogramm sind
die mAb (fette Linie) und die dazu passenden Isotypkontrollen (gepunktete Linie) eingezeichnet.
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Auch in der MLR konnte die bessere Stimulationsfihigkeit von dendritischen Zellen
gezeigt werden, die mit MCM mit ,eigenem* Immunglobulin stimuliert worden sind
(Abb.39).
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Abb.39: Immunostimulatorische Fahigkeiten von dendritischen Zellen die mit MCM stimuliert wurden, das
mit spendereigenem Immunglobulin hergestellt wurde. Diese Abbildung ist fiir 2 Versuche reprisentativ.

EinfluB der Prostaglandine
Indomethazin ist ein nicht steroidales  Antiphlogistikum, das die

Prostaglandinsynthese hemmt. Es wurde bei der MCM Produktion dem Kulturmedium mit
100 pg/ml beigemengt.

In Gegenwart von Indomethazin produziertes MCM zeigte keinen konstanten Einflul3
auf die Reifung der dendritischen Zellen. In drei Experimenten konnte Indomethazin
einmal die CD83 Expression der in MCM und TNF kultivierten DCs hemmen (Abb.40)
und in zwei weiteren Fillen nicht. Den Ursachen fiir diese Variabilitdat wurde im Rahmen

dieser Arbeit nicht weiter nachgegangen.
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Abb.40: In dieser Abbildung sind 2 Versuche abgebildet (linkes Viererpanel, rechtes Viererpanel). Beim
linken Viererpanel hemmte Indomethazin die CD83 Expression. Im rechten Viererpanel konnte kein Einfluf
des Indomethazins auf die CD83 Expression festgestellt werden.

Analyse der Zusammensetzung des Monozyten-konditionieren Mediums
Mit Hilfe von ELISA wurden die Mengen von TNF-q, IL-10, IL-12, IL-10 und Nitrit

im MCM bestimmt. In Tab.10 werden MCMs die einer Reifung und MCMs die keine

Reifung induzieren konnten dargestellt.

Tab.10: Zytokinproduktion im FCS-haltigem

MCM. N = Negativ, d.h. unter der Nachweisgrenze des

g 8
3 -MCMCDs3 84  +MCMcCD83
223 wo 1 .b
373 3 531 1
23 oi A
o 3 % o3 e
T kd ol o TrTe
1% 10! 0% 10® 10t 12 10" 10% 0% 10t
FL1-H FL1-H
MIT INDOMETHAZIN
] g
84 -MCMCDS83 83 . +MCMCD83
aod . Pr-ERLY
E%% e TR
394} 3sdl
gyl CE P
o 3 ke - L
AT 3 4 o 2 3 4
107 12! 10 10?10 10% 10" 10® 107 10
FLI-H FL1-H

ELISAs

Versuchs- | TNF IL-1p IL-12 IL-10 Nitrit CDB3
nummer pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml HM Expression
Nachweis- | 10pg/ml 10pg/ml 20pg/ml Spg/ml 1pM

grenze

231 186 5200 N 58 71 70%
236 286 5000 N N 4,2 45%
238 5000 286 N 176 42 45%
245 4800 18000 N 180 27 80%
248 400 16000 N N 2,5 75%
249 400 14000 N N 4,2 76%
256 4200 12000 N 153 16,6 80%
263 74 450 N N 1,7 50%
267 584 1290 N 80%
232 3600 16000 17 152 4,2 <10%
255 152 210 N N <10%
256 0 162 N 3,9 <10%
260 67 <10 N N 3.3 <10%
268 42 72 N 1,9 <10%
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Aus Tab.10 ersicht man, daB ,funktionierende“ MCMs viel IL-1p und TNF-o
enthielten. Zwei MCMs (236, 263) enthielten wesentlich weniger dieser beiden Zytokine
und induzierten ca. 50 % CD83 Expression. Genauso wie MCM 238, das zwar 5000 pg/ml
TNF enthielt allerdings nur 286 pg/ml IL-1B. Auch wurde in diesem MCM die grofite
Menge IL-10 produziert (180 pg/ml).

Die MCMs mit einer < 10 % CD83 Expression produzierten kaum TNF und IL-1p.
Das MCM aus Versuch 232 war die einzige Ausnahme, trotz hoher TNF und IL-1p
Produktion, zeigte sich nur eine sehr geringe CD83 Expression (< 10 %). Allerdings wurde
in 232 als einzigem MCM IL-12, wenn auch in sehr kleiner Menge (17 pg/ml), produziert.

Das produzierte Nitrit korrelierte nicht mit der Qualitat der MCMs.

Tab.11: Zytokinproduktion im FCS-freien System. N = Negativ, d.h. unter der Nachweisgrenze des ELISAs

Versuchs- |TNF IL-1P IL-12 IL-10 Nitrit CcDe3
nummexr pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml M Expression
Nachweis- 10pg/ml 10pg/ml 20pg/ml Spg/ml 1uM

grenze

237 1384 14000 N 45 60%

240 32 24 N N N 67%

248a 1088 16000 N N N 66%

261 2200 16000 82 101 2.2 50%

263 T4 450 N 60%

265 >5000 14000 325 N N 70%

Diese FCS-freien MCMs (Tab.11) wurden alle mit Humanem Gammaglobulin
(Sigma Chemical CO, St. Louis, MO, USA) produziert. Alle untersuchten MCMs
induzierten eine Reifung der dendritischen Zellen. In zwei von 6 untersuchten MCMs
wurden nur sehr geringe Mengen von TNF und IL-1p produziert. Jedoch die DCs, die mit
diesen MCMs stimuliert wurden, zeigten eine CD 83 Expression. In 2 MCMs wurde IL-12
produziert. Das war allerdings derselbe Blutspender in zwei unterschiedlichen Versuchen.

Es stellte sich die Frage, ob wihrend der drei Tage ,differentiation culture* nicht
vielleicht ein Zytokin produziert wurde, daB die Reifung induziert. Darum wurden auch
,verbrauchte®, d. h. am Ende der dreitdgigen Differnzierungskultur abgenommene MCMs

mit ELISA ausgewertet.
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Tab.12: Zytokinproduktion im verbrauchten MCM. * = Doppelt verbrauchtes MCM. N = Negativ,
d.h. unter der Nachweisgrenze des ELISAs. (Vergleiche Werte mit denen von unverbrauchten MCM in
Tab.10)

Versuchs- |THF IL-1p IL-12 IL-10 Nitrit cDB3
nummexr pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml |M Expression
Nachweis- 10pg/ml 10pg/ml 20pg/ml Spg/ml 1pM

grenze

236 124 6000 N N 5,6 86%
236 * 0 5200 N N 7.4 83%
244 198 2954 N N 4,5 79%
233 224 6000 N N 5,1 N
245 180 36 N
248 0 26 N

268 0 <10 N N 4.5 N

Bei den ,verbrauchten® MCMs zeigte sich, daB, wenn es nochmals als
Reifungstimulus eingesetzt wurde, das TNF-o. aufgebraucht wurde. Deutlich zu sehen ist
das bei Versuch 236 wo im unverbrauchten MCM 286 pg/ml (Tab.10) im einmalig
verbrauchten MCM 124 pg/ml und im doppelt verbrauchtem MCM 0 pg/ml nachgewiesen
wurden (Tab.12). In anderen Experimenten zeigte sich, daB wenn auch das IL-1p im
verbrauchten MCM fast vollstindig aufgebraucht wurde, keine Reifung mehr induziert
werden konnte. Allerdings konnte im Versuch 233 keine Reifung induziert werden,
obwohl noch 6000 pg/ml IL-1B vorhanden waren. Hier fehlten allerdings die TNF-a-
Werte des unverbrauchten MCMs. Auch wurde im verbrauchten MCM kein IL-10 und IL-
12 mehr gemessen. Das Vorhandensein von TNF-a in groBeren Mengen (= 100 pg/ml =
0,1 ng/ml) in Kombination mit den anderen entstehenden noch unbekannten Faktoren
scheint auf jeden Fall die Reifung von DCs zu induzieren. Allerdings ist eine groBe Menge
an TNF-a allein keine hundertprozentige Garantie fiir funktionierendes MCM (z.B.
Versuch 232 in Tab.10).
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4224, TNF-a als Reifungsstimulus im Vergleich mit Monozyten-konditioniertem
Medium

MCM und TNF (20 ng/ml) induzieren morphologisch, phénotypisch und funktionell
die Reifung der dendritischen Zellen. In diesem Kapitel wird untersucht, ob MCM und
TNF einen unterschiedlichen Wirkungsmechanismus besitzen und ob die Qualitdt der

Reifung sich voneinander unterscheiden.

Untersuchungen im Kultursystem mit fetalem Kdlberserum (FCS)

Konzentrationsabhingigkeit der TNF-a -induzierten Reifung
MCM wurde in der Kultur zu 33,3 % eingesetzt. Die optimale Konzentration des

TNF wurde mit Hilfe einer Konzentrationsreihe ermittelt (Abb.41).

Abb.41: TNF-Konzentrationsreihe. Diese Abbildung ist fiir 3 Versuche reprisentativ.
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Um eine vollstindige Reifung zu induzieren, lag die ideale TNF-Konzentration im
Bereich von 10 ng/ml bis 20 ng/ml (Abb.41). In allen weiteren Versuchen wurden 20
ng/ml als Reifungsstimulus verwendet.

Mit 50 ng/ml und 100 ng/ml wurde CD83 exprimiert, allerdings n_icht besser als bei
10 — 20 ng/ml. Die Morphologie dieser DCs zeigte eine Uberstimulierung, d.h. die Zellen

waren stark granuliert und wirkten ,,alt* (apoptotisch).

Morphologischer Vergleich
Morphologisch konnte zwischen dendritischen Zellen die in MCM oder in TNF

gereift wurden kein Unterschied festgestellt werden. Die DCs waren groB3, polymorph, mit
langen Veils und bildeten fast keine Zellaggregate mehr. Oft konnte man allerdings
beobachten, daB in Kulturen die mit TNF (20 ng/ml) gereift wurden sich vermehrt
adhirente Zellaggregate (sogenannte ,,bad balls“) bildeten (Abb. 42).

Abb.42: Differentiation culture von in MCM gereiften (links) und in 20 ng/ml TNF (rechts) gereiften
dendritischen Zellen am d10.
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Phanotypischer Vergleich

Die phinotypischen Unterschiede zwischen dendritischen Zellen die in MCM und
TNF-a (20 ng/ml) kultiviert wurden, sind gering. Sowohl DCs, die in MCM, als auch in
TNF-a reiften sind CD1a", CD83", CD80", CD86", CD14°, CD115,, CD45RO", CD45RA".

Einzig die Rezeptoren CDS87 (Urokinase Plasminogen-Aktivator Rezeptor und
CDIi21a (IL-1 Rezeptor, Typ I) zeigten ein unterschiedliches Expressionsmuster.

In fiinf Versuchen wurde bei drei mit Adhdrenzmethode gewonnenen DCs, sowohl
mit MCM als auch mit TNF-a, CD87 exprimiert. In zwei DC-Kulturen die mit Depletion
gewonnen wurden exprimierten die mit MCM stimulierten DCs CD87 nicht oder nur
geringfligig. Die auf gleiche Weise gewonnenen, in TNF-o gereiften dendritischen Zellen
zeigten eine CD87 positive Subpopulation.

In drei Versuchen, in denen die Expression des IL-1-Rezeptors vom Typ 1, CD121a
untersucht wurde, zeigte sich eine unterschiedliche Expression dieser Rezeptormolekiile.
Die Zellen, die in de;_ differentiation culture” in MCM kultiviert wurden, exprimierten
kein CD121a. DCs, die in TNF (20 ng/ml) kultiviert wurden, wiesen hingegen eine starke
CD121a Expression auf (Abb.43).
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Abb.43: CD87 und CD121a Expression von dendritischen Zellen die in MCM und TNF gereift wurden.
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Funktioneller Vergleich

In der MLR konnten keine eindeutigen Unterschiede festgestellt werden (Abb. 44).
Von 10 Versuchen stimulierte in 4 Versuchen MCM die T-Zellen besser als TNF. In vier
weiteren Versuchen kehrte sich das Bild um: in TNF geziichtete dendritische Zellen
stimulierten die T-Zellen besser als in MCM kultivierte DCs.

In zwei Versuchen konnte kein Unterschied in der Stimulationsfdhigkeit von T-
Zellen gefunden werden, die entweder in MCM oder in TNF kultiviert wurden (Abb.44).
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Abb.44: Immunostimulatorischc Funktion von dendritischen Zellen dic in MCM und TNF gereift wurden.
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Vergleich der Stabilitit des Reifungszustands
Hier wurde getestet, ob die von d7-d10 gereiften dendritischen Zellen nach

dreimaligem Waschen der Zellen mit PBS, in HIO0 (d.h. RPMI Medium + 10%
Humanserum), dem idealen Medium fiir die Differenzierung von Makrophagen, fiir 48
Stunden (d.h. von d10-d12) ihren Habitus als ausdifferenzierte, reifen dendritischen Zellen
behielten.

Unreife dendritische Zellen, die diesen Bedingungen ausgesetzt wurden, verloren
ihre Morphologie und wurden zu adhﬁrentén, spindelformigen Vorlauferzellen. Die
stimulatorischen Fahigkeiten sind jedoch erstaunlich gut (Abb.45b). Der Grund dafiir
diirfte sein, daB ja nur die schlecht adhdrierenden oder nicht adhérierenden Zellen fiir die
MLR verwendet wurden, d.h. die ,reifsten DCs dieser unreifen Population, die allerdings
nur einen Bruchteil der Gesamtpopulation ausmachte. Es mufiten daher auch immer mehr
Versuchsansitze von GM-CSF + IL-4 Zellen gemacht werden, damit {iberhaupt genug
Zellen fur Flow-Analysen und MLR vorhanden waren.

Im Stabilitétstest konnte bei den reifen dendritischen Zellen, die in MCM oder TNF
kultiviert wurden, weder in der Morphologie, im Phinotyp noch in der MLR ein
Unterschied gefunden werden (Abb.45).

QL D
TN g e

i' -4

|

|

e 1

e e 1 M T et ¢

MO i 10 Tl (20w ) 100

Abb.45a: CD83 Expression von dendritischen Zellen im Stabilitiitstest. Die Zellen wurden 48 Stunden ohne
Zytokine in H10 kultiviert. Diese Abbildung ist fiir 4 Versuche reprisentativ. Die Histogramme der FACS-
scan Analysen stellen im FSC/SSC gegatete Zellen dar. In jedem Histogramm sind die mAb (volle, graue
Peaks) und die dazu passenden Isotypkontrollen (schwarze Linie) eingezeichnet.
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Abb.45b: Immunostimulatorische Funktion von dendritischen Zellen nach 48 Stunden in HI10
(Stabilitéitstest). Diese Abbildung ist fiir 2 Versuche reprisentativ.

Bestimmung der Spezifitat der TNF-oo Wirkung mittels neutralisierender

Antikérper
Die grundlegende Frage, ob TNF der entscheidende Reifungsfaktor im MCM ist,

wurde mit Hilfe der Zugabe von neutralisierendem Antikérper gegen TNF zu kliren
versucht.

Die am besten wirksamste Konzentration des neutralisierenden Antikorpers wurde
durch eine Konzentrationsreihe bestimmt. Der Antikorper lag als Hybridomzell-Uberstand
vor. Die Konzentation von 10% Volumsprozent erwies sich als optimal und wurde deshalb

in allen weiteren Experimenten verwendet.

Phiinotyp
In Tabelle 13 wurden 13 Versuche aufgelistet, in denen MCM und TNF (20 ng/ml)

eine Reifung der dendritischen Zellen induzierten.

Durch Zugabe von neutralisierendem Antikorper gegen TNF wurde die Reifung der
dendritischen Zellen die mit TNF kultiviert wurden in fast allen Fallen vollstindig
blockiert.

In 8 von 13 Versuchen kam es durch Zugabe des neutralisierenden Antikorpers
gegen TNF zu in MCM kultivierten Zellen zu keiner vollstindigen Verhinderung der
CD83 Expression (= Reifung). Allerdings wurde bei Versuch 319 auch TNF + anti-TNF
nicht vollstandig blockiert.

Bei 4 Versuchen konnte die Reifung durch MCM mit der Zugabe von anti-TNF die
CD83 Expression vollstindig gehemmt werden. Allerdings erfolgte in zwei dieser
Experimente (238, 316) durch MCM nur eine teilweise Reifung der dendritischen Zellen.
Die CD83 Expression betrug dort nur ca.40 %.
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Tab.13: CD83 Expression der Versuchsansiitze MCM und TNF und neutralisicrender Antikérper gegen TNF
(a-TNF). Vsor = Versuchsnummer, F = fehlt

Versuchs- CD83 cDB3 cDh83 CD83

nummer Expression Expression Expression Expression
bei MCM bei MCM + | bei TNF-a bei TNF-o +

anti-TNF-o anti- TNF-o

206 + +/- + -

233 + -1+ + F

236 + F + -

238 +- - + -

242 + =+ + -

243 + -+ + -

301 + -+ +

302 + - + -

311 + - + -

316 +- - + -

319 + -/+ + -+

322 + -+ + -

327 + -+ + -

Aus Tab.13 sieht man, daB der neutralisierende Antikorper gegen TNF-ou die
Reifung durch MCM nicht vollstindig blockieren konnte und die Reifung durch TNF (20
ng/ml) durch neutralisierenden Antikorper gegen TNF komplett aufgehoben werden

konnte.

MLR
Um auszuscheiden, daBl der neutralisierende Antikdrper unspezifisch hemmt (z. B.

toxisch ist oder durch Verdinnung des Kulturmediums hemmt), wurde die passende
Isotypkontrolle des neutralisierende Antikorper anstelle des neutralisierenden Antikorpers
zu in MCM reifenden Zellen zugegeben.

Aus Abb.46 ersiecht man, daB MCM + Isotyp des neutralisierenden Antikorpers
keine verdnderte T-Zell-Stimulationsfahigkeit induziert.
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Abb.46; Immunostimulatorische Funktion von dendritischen Zellen die mit R10+GM-CSF+ IL-4, MCM.
MCM-+Isotypkontrolle von ncuiralisicrendem Antikdrper gegen TNF (aTNF) und MCM+ aTNF
(neutralisierender Antikorper gegen TNF) stimuliert wurden.

In sieben von zehn Versuchen stimulierten die in MCM + anti-TNF kultivierten DC
besser, als dendritische Zellen die in TNF + anti-TNF kultiviert wurden (Abb.47).

In zwei Versuchen kehrte sich das Bild um, allerdings konnte bei einem der zwei
Versuche weder mit MCM + anti-TNF noch mit TNF + anti-TNF die Reifung vollstindig

blockiert werden (319). Bei einem Versuch lagen die Kurven so eng zusammen, dal3 kein

signifikanter Unterschied bestimmt werden konnte.
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Abb.47: Immunostimulatorische Fihigkeiten von dendritischen Zellen die mit MCM + anti-TNF und TNF +
anti-TNF stimuliert wurden.

Betrachtet man nun die Gesamtheit der MLRs dieser 10 Versuche, d.h. die
Versuchsansitze R10+GM-CSF+IL-4, MCM, TNF (20 ng/ml), MCM + o-TNF und TNF +
o-TNF und staffelt die Versuchsansitze nach ihrer Stimulationsfihigkeit (Tab.14) sieht
man, da3 MCM und TNF (je 4 x 1) erwartungsgemill an der Spitze stehen, gefolgt von
MCM + a-TNF, R10+GM-CSF und zuletzt TNF + o-TNF (5 x 5). Selbst wenn die
Reifung der dendritischen Zellen mit MCM durch anti-TNF blockiert wurde, stimulieren
diese Zellen besser als unreife DCs in R10 + GM-CSF + IL-4. Auf jeden Fall sind sie
bedeutend besser als TNF + anti-TNF.

Tab.14: Tabelle von 10 unabhiingigen Versuchen mit den Stimulationsansitzen R10+GM-CSF, MCM+GM-
CSF+IL-4, TNF (20 ng/ml) + GM-CSF+ IL-4, MCM + o.-TNF+GM-CSF+IL-4 und  TNF + a-TNF+GM-
CSF+IL-4. 1 = beste Stimulationsfihigkeit, 2 = zweitbeste Stimulationsfihigkeit, 3 = drittbeste
Stimulationsfahigkeit, usw....

Vs, R10+GM- MCM TNF MCM + a-TNF | TNF + o-TNF
CSF+IL-4
238 2 1 4 3 5
242 4 2 1 3 5
243 4 2 1 3 5
300 5 2 1 4 3
302 2 1 5 4 3
311 4 1 3 2 5
316 3 2 1 S 4
319 3 5 4 1 2
322 5 3 4 1 2
327 4 1 3 2 5
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Durch einen Uberschufl an TNF-a (100 ng/ml) kann die Reifungsblockade sowohl

von TNF-¢ + anti-TNF als auch MCM + anti-TNF wieder vollstindig aufgehoben werden.

Ein UberschuB an IL-18 (500 U/ml) kann das nur ungeniigend.

Durch Zugabe von TNF-ct im UberschuB (100 ng/ml) zu TNF + anti-TNF oder
MCM + anti-TNF konnte die Reifung erneut induziert werden. Die dendritischen Zellen
exprimierten wieder CD83 und CD115 wurde herrunterreguliert (Abb.48). Durch eine

UberschuBzugabe von IL-18 (500 U/ml) konnte die Reifungsblockade nur partiell
aufgehoben werden (Abb.48).

TEA MCM

1 ¥ MCM+aTNF

[ au  MCM+aTNF
+IL-1 (500U/ml)

+TNF (100ng/mi)

\
'A‘-‘z"‘_m |

\\ aa  MCM+aTNF

i 9%y STNF (100ng/ml)
|
Abb.48: CD83, CD86 (B7-2), CD115 (cfms) und CD14 Expression von dendritischen Zellen. Versuch der

Aufhebung der Reifungsblockade durch Uberschuf an TNF-o (100 ng/ml) und IL-18 (500 U/ml). Die
Versuche mit IL-1p (500 U/ml) wurden mit zwei Versuchen getestet und mit TNF-o. (100 ng/ml) mit fiinf

1 TNF+aTNF

Versuchen.
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Die MLR bestétigte die Ergebnisse. Allerdings wurde das Experiment nur einmal
gemacht und nicht durch Wiederholung tiberpriift. In der MLR schien der UberfluB an IL-
1B in der Kultur die Stimulationsfiahigkeit der dendritischen Zellen gleich gut wie in
MCM kultivierte dendritische Zellen zu induzieren. Phéinotypisch und morphologisch
konnte der UberschuBl von IL-1B den fehlenden (durch Antikérperneutralisation) TNF-ou

im MCM zumindest teilweise ersetzen. Funktionell ersetzte IL-18 den TNF-a vollstindig

(Abb.49).
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Abb.49: Immunostimulatorische Fahigkeit der dendritischen Zellen im Vergleich. Diese Abbildung stellt ein

Einzelexperiment dar.
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Wirkt TNF-a direkt oder durch Induktion anderer Zytokinen

Um diese Frage zu beantworten, wurde verbrauchtes MCM am d10 gesammelt und
zur erneuten Stimulation eines Versuchs verwendet. Aus dem Experiment 238 ersah man
(Abb.50), daB dieses verbrauchte MCM wesentlich besser stimulierte als , frisches MCM.
Die Idee war nun: wenn sich dieses verbrauchte MCM mit anti-TNF schlechter blockieren
1aBt als frisches MCM + anti-TNF, so wurde wihrend der Reifung Zytokine produziert die

die Reifung verbessern bzw. induzieren. Versuch 238 lieB3 diesen SchluB3 vermuten.

GM-CSF+IL-4
= |
i ! [
I
e SO R AT - - R
MCM

spent MCM

¥

| e

spent MCM+anti-TNF
b

¥ oo i de

'
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Abb.50a: CD83 und CD115 Expression von dendritischen Zellen im Versuch 238. Die Histogramme der
FACS-scan Analysen stellen im FSC/SSC gegatete Zellen dar. In jedem Histogramm sind die mAb (volle,
graue Peaks) und die dazu passenden Isotypkontrollen (schwarze Linie) eingezeichnet.
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Abb.50b: Immunostimulatorische Funktion von dendritischen Zellen aus Versuch 238. Die Zellen wurden
mit der Adhidrenzmethode gewonnen . (spent MCM = verbrauchtes MCM)

Die Daten von Versuch 238 lieBen sich nur einmal reproduzieren. In fiinf weiteren
Versuchen mit ,verbrauchtem MCM* lieB sich damit keine Reifung induzieren. Auch die
MLR der spent MCM lag zwischen R10 + GM-CSF + IL-4 und MCM. Auch stellte sich
mit Durchfiihrung von mehreren Versuchen herraus, daB MCM gereifte Zellen durch anti-
TNF nicht vollstandig blockiert werden konnten. Somit fiel eine Pramisse der Uberlegung
des Versuchsansatzes weg und diese Experimente waren nicht zur Beantwortung der

gestellten Fage verwertbar.

Untersuchung im Kultursystem ohne fetalem Kdlberserum
Phianotypischer Vergleich

Im FCS-freien System konnten die Ergebnisse aus dem FCS-haltigem System
bestétigt werden. Die Morphologie der in MCM oder TNF kultivierten Zellen unterschied -
sich nicht.

Phanotypisch wurden 9 Versuche ausgewertet. CD121a und CD 87 wurden nicht

untersucht und die anderen untersuchten Antikorper zeigten keine unterschiedliche

Expression (Abb.51).
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Ergebnisse

Abb.51: : FACS-scan Analysen von reifen dendritischen Zellen die im FCS-freien System mit MCM (links)
und TNF (rechts) stimuliert wurden. Die Abbildung ist fiir 9 Versuche repriisentativ. Die Histogramme der
FACS-scan Analysen stellen im FSC/SSC gegatete Zellen dar. In jedem Histogramm sind die mAb (fette

Linie) und die dazu passenden Isotypkontrollen (gepunktete Linie) eingezeichnet,

Funktioneller Vergleich

Die immunostimulatorische Fahigkeit wurde bei 4 Versuchen bestimmt und

wiederum bestitigte sich das Bild aus dem FCS-haltigen System; bei zwei Versuchen

stimulierte MCM besser als TNF, bei einem Versuch kehrte sich das Bild um. Bei einem

Versuch waren die Kurven so dhnlich, daB3 kein Unterschied bestimmt werden konnte

(Abb. 52).
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Abb.52: Immunostimulatorische Funktion von dendritischen Zellen die in R10+GM-CSF+IL-4, MCM und
TNF gercift wurden. Dic Abbildung zcigt 4 unterschicdliche Versuche.
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Vergleich der Stabilitdt des Reifungszustands

Einzig im Stabilititstest zeigte sich ein Unterschied zwischen in MCM und TNF
kultivierten dendritischen Zellen. In TNF (20 ng/ml) gereifte dendritische Zellen, die in der
,differentiation culture“ CD83 exprimierten verloren diese Molekiil nach 48 Stunden im
Stabilitatstest. Die Zellen verloren nicht ihre typische reife Zellmorphologie und wurden

nur teilweise adhérent und der Reifungsmarker CD83 wurde herunterreguliert (Abb.53).

- GM+IL-4 MCM TNF
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Abb.53: FACS-scan Analysen von unreifen (GM+IL-4) und reifen dendritischen Zellen, die im FCS-freien
System mit MCM und TNF-« von d7 auf d10 stimulicrt wurden und anschlicBend im zytokinfreicn Medium
mit 10% Humanserum von d10 auf d12 weiterkultiviert wurden. Die Abbildung zeigt die CD83 Expression
im Stabilititstest. Die Abbildung ist fir 3 Versuche reprisentativ. Die Histogramme der FACS-scan
Analysen stellen im FSC/SSC gegatete Zellen dar. In jedem Histogramm sind dic mAb (fette Linie) und die
dazu passenden Isotypkontrollen (gepunktete Linie) eingezeichnet.
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Bestimmung der Spezifitit der TNF-o Wirkung mittels neutralisierender
Antikdrper
In drei Versuchen bestitigen sich die Ergebnisse aus dem FCS-haltigen System. Bei

zwei Versuchen wurde MCM + anti-TNF nur teilweise blockiert und im dritten Versuch
vollstindig. Die Reifung der DCs in TNF + anti-TNF wurde immer vollstindig blockiert
(Abb.54). Diese Ergebnisse wurden auch mit der MLR bestitigt.
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Abb.54a: FACS-scan Analysen von unreifen (GM+IL~4) und geblockten dendritischen Zellen, die im FCS-
freien System mit MCM + anti-TNF und TNF + anti-TNF stimuliert wurden. Die Abbildung ist fiir 3
Versuche reprisentativ. Die Histogramme der FACS-scan Analysen stellen im FSC/SSC gegatete Zellen dar.
In jedem Histogramm sind die mAb (fette Linie) und die dazu passenden Isotypkontrollen (gepunktete Linie)
eingezeichnet.
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Abb.55b: Immunostimulatorischen Funktion von dendritischen Zellen im FCS-freien System. Diese
Abbildung stellt drei unabhiingige Experimente dar.
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