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1  Einleitung

1.1  Konzept der dendritischen Zellen

Fast alle Organe des menschlichen Korpers besitzen neben den organspezifischen Zellen
weitere Zellen, die durch eine Oberflachenexpression von MHC Klasse Il Molekilen, eine
autonome Migrationsfahigkeit, eine dendritische Morphologie und ihre Fahigkeit zur
Antigenprésentation charakterisiert sind. Diese Zellen werden als dendritische Zellen
bezeichnet [39].

Dendritische Zellen kénnen auf unterschiedliche Weise aus dem Extrazellularraum 16sliche
Proteine aufnehmen. Dies geschieht unter anderem mittels Rezeptor-mediierter Endozytose
oder Makropinozytose [34]. Die so aufgenommenen Proteine werden proteolytisch in den
Endosomen in Oligopeptide gespalten und auf MHC-Molekiile geladen und an der
Zelloberflache an T-Zellen prasentiert [1].

Dendritische Zellen sind, im Gegensatz zu anderen antigenprasentierenden Zellen wie
Monozyten, Makrophagen oder B-Lymphozyten, in der Lage, eine primare Immunantwort
einzuleiten. Hierunter versteht man eine Antwort auf solche Antigene, die dem Immunsystem
bislang noch nicht bekannt waren.

Vor einigen Jahren wurde eine Technik angegeben, die aus Monozyten des peripheren
Venenblutes die Generierung denritischer Zellen ermdglicht. Die so erzeugten Zellen werden
als “‘monocyte-derived dendritic cells” (MoDC) bezeichnet [35].

1.2 Definition und Funktion von Langerhans Zellen

Der Medizinstudent Paul Langerhans entdeckte 1868 mittels einer Goldchloridféarbung eine
neue Art von Zellen, die er als intraepidermal, vorwiegend suprabasal lokalisierte, dendritisch
geformte Zellen beschrieb, und dem Nervensystem zurechnete [26]. Diese Zellen wurden in
der Folgezeit als Langerhans Zellen (LC) bezeichnet und gelten, sicherlich mitbedingt durch
ihre gunstige Erreichbarkeit, als die am besten untersuchten Zellen der dendritischen
Zellfamilie [52].

Langerhans Zellen machen in etwa 1-2% aller Epidermiszellen aus. Sie sind in einer Dichte
von etwa 450/mm? gleichmaRig tiber das gesamte Integument verteilt. An den FuBsohlen
(50/mm?) und dem Genitale (300/mm?) ist die Dichte geringer [3]. Langerhans Zellen wurden
auch in apokrinen SchweiRdruisen, Talgdrisen und Haarfollikeln nachgewiesen [9, 19].
Langerhans Zellen sind ultrastrukturell durch ein klares Zytoplasma, einen gelappten Kern,

das Fehlen von Desmosomen und Tonofilamenten, sowie die nur elektronenmikroskopisch



nachweisbaren Birbeck Granula charakterisiert. Diese tennisschldgerartigen intrazellulédren
Organelle sind das spezifischste Merkmal zur Identifikation von LC. Ein monoklonaler
Antikorper, der ein Birbeck Granula-spezifisches Protein erkennt, wurde charakterisiert [20].
Die Funktion der Birbeck Granula ist unklar.

Langerhans Zellen exprimieren wie alle Zellen des menschlichen Kérpers MHC Molekule der
Klasse I, sowie als einzige Zellen innerhalb der normalen Haut MHC-Molekiile der Klasse Il
an ihrer Oberflache. Zur Identifizierung der LC wird am h&ufigsten das nicht-klassische MHC
Molekil CD1la herangezogen, welches urspriinglich als Differenzierungsantigen fur
Thymozyten beschrieben wurde und sehr stark auf ruhenden LC exprimiert wird. Im
Gegensatz zu dermalen dendritischen Zellen sind LC negativ fir die Oberflachenmarker
CD1b und CDl1c.

Der Immunphénotyp frisch isolierter Langerhans Zellen ist gut untersucht. So exprimieren LC
wenig CD11c, jedoch kein CD1la oder CD11b, sdmtlich Integrin-Seitenketten. Auch die
kostimulatorischen Molekiile CD80 und CD86 sind auf LC nicht nachweisbar, werden
allerdings im Verlauf der Kulturnahme aufreguliert [16, 45]. Die funktionelle Relevanz des
von LC exprimierten Adhdsionsmolekiils E-Cadherin ist ebenfalls gut belegt [17]. Langerhans
Zellen konnen verschiedene IgE-Rezeptoren auf ihrer Zelloberflaiche tragen. Eine
Induzierbarkeit des niedrigaffinen IgE-Rezeptors FceRII/CD23 durch Kultur wurde bereits
1989 beschrieben [6]. Die Expression des hochaffinen IgE-Rezeptor FceRlI ist seit 1992
bekannt [5, 44]. Als dritte IgE-bindende Struktur wurde ein monovalentes IgE-bindendes
Lektin (eBP) auf Langerhans Zellen beschrieben [48].

Die Ontogenese der Langerhans Zellen ist unklar. Die Herkunft der Zellen aus dem
Knochenmark, 1979 erstmals nachgewiesen [21], wird mittlerweile allgemein akzeptiert.
Langerhans Zell-dhnliche Zellen koénnen auf unterschiedliche Art und Weise in vitro
hergestellt werden: CD34-positive Nabelschnurblutzellen exprimieren in Kultur mit GM-CSF
und TNF-a CD1a und induzieren eine T-Zell-Proliferation [11]. Deshalb wird vermutet, dal}
sich unter dem EinfluR dieser Zytokine die CD34-positiven Stammzellen aus dem peripheren
Blut, wie auch im Knochenmark, in vivo zu LC differenzieren kénnen. Es gelingt jedoch auch
aus CD14-positiven Monozyten des peripheren Venenblutes (PBMC) nach 6-8 Tagen in
Kultur mit Interleukin-4, GM-CSF und TGF-R-haltigem Medium CD1a exprimierende Zellen
herzustellen [18].

Um die kutanen Lymphknoten zu erreichen, kdnnen aktivierte LC die Epidermis verlassen
und durch die Dermis zu den Lymphgefaen wandern [24, 43]. Eine Sensibilisierung bleibt
bei einer Durchtrennung der regiondren Lymphgeféle aus, da erst in den lymphatischen



Organen eine Sensibilisierung und Proliferation der T-Zellen erfolgt [40]. Es ist jedoch
berichtet worden, dalR bereits in der Kutis zwischen LC und sensibilisierten T-Zellen
Interaktionen im Sinne einer sekundaren Immunantwort stattfinden [38].

Waéhrend dieser Wanderung &ndern die unreifen LC ihren Phanotyp und wandeln sich zu
reifen dendritischen Zellen aus. Diese Ausreifung wird durch eine Kultur nachvollzogen. So
vermindern LC ihre Expression von CD1a und verlieren ihre Birbeck-Granula. Stattdessen
werden verschiedene Adhésionsmolekile und MHC-Molekiile aufreguliert [33]. Strukturen,
die wichtig fur die Antigenprésentation sind, werden also verstarkt gebildet [4].

1.3 Definition und Funktion von Inflammatorischen Dendritischen Epidermalen
Zellen (IDEC)
Wahrend LC in normaler Haut die einzige CD1a-positive Zellpopulation darstellen, lassen
sich in entzindlich veranderter Haut mehrere CD1a-positive Subpopulationen abgrenzen. Als
Inflammatorische Dendritische Epidermale Zellen (IDEC) wird eine zweite, epidermale
CDla-positive Zellpopulation bezeichnet, die sich immunph&notypisch und ultrastrukturell
von den klassischen LC unterscheidet [51]. IDEC sind als eine epidermal lokalisierte, CD1a-
positive, CD11b-positive Zellpopulation definiert, die keine Birbeck Granula enthalten [52].
Im Gegensatz zu LC finden sich IDEC generell nur in entzindlich veranderter, nicht jedoch
normaler Haut [51, 54].
Seit 1986 ist bekannt, dal? CD1a-positive epidermale, dendritisch geformte Zellen in Lasionen
des atopischen Ekzems IgE-Molekiile auf der Zelloberflache tragen [10]. Untersuchungen mit
durchfluBzytometrischer Methodik konnten jedoch zeigen, dal IDEC und nicht LC die
relevante IgE-tragende Zellpopulation bei atopischem Ekzem darstellen [54]. Diese
Untersuchungstechnik, die eine quantitative Rezeptordichtenbestimmung aus limitiertem
Biopsiematerial ermdglicht, wird als Langerhans-Zell-Phanotypisierung [53] oder im
englischen Schrifttum als epidermal dendritic cell phenotyping bezeichnet [54]. Sie beruht auf
einer Kombination von indirekter Dreifarbenfluoreszenzfarbung und quantitativer

durchfluBzytometrischer Analyse und wird spater genauer beschrieben werden (2.2 bis 2.4).

1.4 Zellzyklus epidermaler dendritischer Zellen

Der normale Zyklus einer Zelle lauft in Phasen ab. Er beginnt mit der diploiden
postmitotischen Ruhephase (G1/GO) unter Kkontinuierlicher Erhéhung der RNA-und
Proteinsynthese. Es folgt die S-Phase, in der die DNA verdoppelt wird (Reduplikation) und

tetraploid wird. Der dritte Schritt besteht aus der pramitotischen Ruhephase, einer relativ



kurzen Periode vor der nachsten Teilung. Die M-Phase bezeichnet die Mitose, wahrend der
die Zelle ihren Chromosomensatz halbiert. Daraus entstehen dann zwei Tochterzellen. Nach
AbschluB der Mitose treten die Zellen entweder in eine neue G1-Phase ein oder sie bleiben in
einer GO-Phase (Interphase) ohne weitere Teilung [25]. Obwohl gezeigt werden konnte, dal
einzelne LC innerhalb der Epidermis in die Mitose eintreten [12, 13], ist die Relevanz dieser

Beobachtung fir die physiologische Besiedlung der Haut mit LC noch unklar.

(rnitasis)
o2 o1
{Gap 2 {Gap 1}

5 phase

Abb.1: Zellzyklus eukaryonter Zellen

Verschiedene Phasen des Zellzyklus und der Zellteilung; in der postmitotischen Ruhephase
(G1/G0) sind die Zellen diploid, es folgt die DNA-Reduplikation in der Synthese-Phase (S),
danach die pramitotische Ruhephase (G2) mit anschliefender Mitose (M).



1.5  Fragestellung
Ubergeordnete Zielsetzung dieser Arbeit war es, die IDEC innerhalb der entziindlichen Haut
im Vergleich zu LC und MoDC mit verschiedenen Untersuchungstechniken naher zu

charakterisieren. Im einzelnen wurden folgende Fragen gestellt:

1. Lassen sich durch Kultur von Monozyten in einem definierten Milieu dendritische

Zellen generieren, die phanotypische Charakteristika der IDEC aufweisen?

2. Wie andert sich der Immunphénotyp dieser MoDC nach Kulturnahme mit Interleukin-
4 (IL4), Interleukin-13 (1L13) oder Humanserum?
3. Kommt es im entzindlichen Mikromilieu in loco zu einer vermehrten Zellteilung von

LC oder IDEC, die die Vermehrung innerhalb der entziindlichen Haut beim atopischen
Ekzem erkldren kdnnen?
4. Spielt die Expression kostimulatorischer Molekile auf LC und IDEC eine Rolle bei

der immunstimulatorischen Funktion dieser Zellen?

Hierzu wurden Immunphanotypisierungen der Oberflachenantigene auf LC, IDEC und MoDC
durchgefuhrt. Weiterhin wurde es notig, eine durchflulzytometrische Methode zur
Zellzyklusanalyse gemischter Zellpopulationen zu etablieren. Diese Methode zur DNA-
Messung sollte zundchst an Zellinien erprobt werden, um dann spater auf normale und
entziindliche Haut 0bertragen zu werden. Schliellich wurde eine gemischte Haut-
Lymphozytenreaktion zur funktionellen Untersuchung der epidermalen dendritischen Zellen

durchgefihrt.



2 Material und Methodik

2.1  Gewinnung des biologischen Untersuchungsmaterials

Die im folgenden beschriebenen Untersuchungen wurden in der Klinik und Poliklinik fur
Dermatologie und Allergologie der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen (Direktor:
Prof. Dr. med Dr. h.c. G. Plewig) durchgefuhrt. Zur Untersuchung gelangten Blutproben und
Hautproben von Patienten mit unterschiedlichen entziindlichen Hauterkrankungen, sowie Blut
von hautgesunden Probanden. Samtliches biologisches Material wurde, wie von der
zustandigen Ethikkommission begutachtet, nach entsprechender schriftlicher und mundlicher
Aufklarung mit schriftlichem Einverstandnis der Patienten gewonnen und noch am selben
Tag aufgearbeitet.

Zur Etablierung der durchfluBzytometrischen Analysemethode des Zellzyklus wurden die
Zellinien U937 und MOLT4 verwendet [23].

AuBerdem wurden in Kooperation mit dem Institut fir Rechtsmedizin der Ludwig-
Maximilians-Universitat Munchen (Direktor: Prof. Dr. W. Eisenmenger) Spalthautentnahmen
mit einem Dermatom an der Oberschenkelriickseite von Leichen durchgefiihrt. Die so
gewonnenen epidermalen Zellsuspensionen wurden fir die durchflulzytometrischen

Zellzyklusanalysen (2.7) eingesetzt.

2.2 Préaparation epidermaler Zellsuspensionen

Samtliche Hautproben wurden unter sterilen Bedingungen in einer Werkbank zuerst in einer
Petrischale in PBS (Anhang 7.1) mechanisch gereinigt, dann mit der Epidermis nach unten in
den Deckel der Petrischale transferiert. Fettgewebe und mdglichst viel Dermis wurden mit
dem Skalpell entfernt, bis nur eine diinne Hautschicht tbrig blieb. Diese wurde dann in eine
neue Petrischale Uberfuhrt und in dinne Streifen geschnitten. Dann wurden etwa 200 pl
Trypsinlosung (Anhang 7.1) zwischen die Streifen pipettiert und die Petrischale fiir 90 bis 120
Minuten bei 37°C inkubiert. Sodann wurde die Epidermis mit zwei Pinzetten von der
verbliebenen Dermis getrennt. Die Epidermis wurde in ein neues steriles 15 ml Falcon-
Réhrchen (Greiner, Frickenhausen, D) uberfuhrt, sodann 2 ml Waschmedium (Anhang 7.1)
und 200 ul DNAse Losung (Anhang 7.1) zugegeben und kurz auf einem Ruttler bewegt. Das
Rohrchen wurde finf Minuten bei 37°C inkubiert, dann nochmals eine Minute méRig stark
auf dem Ruttler bewegt. Im Anschlu® wurde die Zellsuspension durch ein Nylonnetz mit 50
pm Maschenweite hindurch in ein neues steriles 15 ml Falcon-Rohrchen pipettiert. Die

Zellzahl wurde in einer Neubauer-Zahlkammer mittels Trypanblauféarbung bestimmt.



Diese Zubereitung und Anreicherung der epidermalen Zellen aus Leichenhaut folgte einem
publizierten Protokoll [46], die im wesentlichen der soeben beschriebenen Methodik

entspricht.

2.3 Immunphanotypisierung epidermaler Zellsuspensionen

Zur Farbung wurden je 2-5 x 10° Zellen der unangereicherten Zellsuspension aus
entzundlicher Haut von Probanden auf alle FACS-Réhrchen (Becton Dickinson Labware,
Franklin Lakes, USA) gleichméRig verteilt, mit FACS-Puffer (Anhang 7.1) gewaschen und
zur Féarbung eingesetzt. Das Farbeprotokoll stellt eine indirekte Dreifarbenfluoreszenzfarbung
vitaler epidermaler Langerhans Zellen dar. Alle Inkubationen erfolgten im Dunkeln bei 4°C.
Zunéchst erfolgte eine Inkubation mit dem Primarantikdrper (Anhang 7.2) in einer
Endkonzentration von 1pg/ml, anschlieBend wurde einmal in FACS-Puffer gewaschen. Es
folgte eine Inkubation fur 30 min. mit dem Sekundéarantikorper (Jackson, West Grove, USA)
in einer 1:200 Verdinnung, dann wurde einmal in FACS-Puffer gewaschen. Freie
Bindungsstellen des Sekund&rantikdrpers wurden fir 15 min. in normalem Mausserum
(Sigma, Deisenhofen, D), Endverdiinnung 1:10, geblockt, dann wurde einmal in FACS-Puffer
gewaschen. SchlieBlich wurde das membranstandige CDla Molekil Uber eine 30 min.
Inkubation in den mit Phycoerythrin (PE) markierten Antikdrper T6RD1 (Coulter, Krefeld,D)
gegengefarbt, gleichzeitig wurde eine Vitalfarbung mit dem DNA-Farbstoff 7-Amino-
Actinomycin-D (7AAD) (Sigma) in einer Endkonzentration von 1 pg/ml durchgefihrt. Als
Kontrolle wurde im letzten Rdéhrchen der unspezifische Kontrollantikorper IgG1RD1
(Coulter) zugegeben. Nach einem letzten Waschvorgang in FACS-Puffer erfolgte die
Einmessung der Zellen am DurchfluBzytometer. Eine Zusammenstellung der eingesetzten
Antikdrper findet sich im Anhang (7.2).



2.4  Durchflulizytometrische Analyse der Zellsuspensionen

DurchfluBzytometrische Untersuchungen ermdglichen bei geringem Materialverbrauch und
Farbeaufwand die hochsensitive, quantitative Analyse membranstandiger Oberflachen-
antigene und sind daher gut zur Untersuchung entziindlicher Haut geeignet. Durch
entsprechende Permeabilisierungsschritte sind auch zytoplasmatische Antigene einer
quantitativen Analyse zugénglich.

Die geféarbten Zellsuspensionen wurden mit einem FACScan Durchflulzytometer (Becton
Dickinson, Mountain View, USA) analysiert. Die Zellsuspension wurde bis zum Einmessen
bei 4°C lichtgeschitzt aufbewahrt. Die gefarbten Zellen wurden unfixiert in einer
Geschwindigkeit von 60ul/min. eingemessen.

Zur Auswertung wurde die Cell Quest Software benutzt. Die vitale Langerhans Zell-
population wurde durch eine Kombination von Vorwaérts-/Seitwértslichtstreuung (FSC/SSC)
und CD1aPE/7-Amino-Actinomycin-D (FI2/FI3) Parametern elektronisch auf die Analyse
von vitalen, CD1a-positiven Einzelzellen eingegrenzt. Fir die weitere Analyse wurde mit
Hilfe der Software die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) der eingegrenzten Zellpopulation
ermittelt [54]. Um auch an verschiedenen Versuchstagen vergleichbare quantitative Resultate
fir einen Vergleich der Rezeptordichte zu erlangen, wurde eine Normalisierung der MFI-
Werte der jeweils untersuchten Rezeptoren anhand der MFI-Werte des zugehdrigen

Kontrollantikérpers nach folgender Formel vorgenommen:

rFl = ( MFI (Rezeptor) - MFI (Kontrolle) ) / MFI (Kontrolle)

Der relative Fluoreszenzindex (rFl) ist durch die Normalisierung von Kkleineren
tagesbedingten Schwankungen der Geréteeinstellung weitgehend unabhéngig [54]. Im
Gegensatz zu der &lteren, bei geringeren Unterschieden zwischen den Fluoreszenzintensitaten
haufig verwendeten Angabe in ‘Prozent positiver Zellen’ lassen sich mit Berechnung der rFI-
Werte auch groRere Unterschiede zwischen den Fluoreszenzintensitaten zuverldssig
wiedergeben. Ein rFI-Wert von null entspricht in der grafischen Darstellung zwei
ubereinanderliegenden Histogrammkurven, ein rFI-Wert von zehn einer Verschiebung der
Histogrammkurven um eine logarithmische Dekade.

Liegen in der zweidimensionalen graphischen Darstellung mehrere Subpopulationen vor,
kann durch elektronisches Eingrenzen der Zellpopulationen, dem Setzen der ‘gates’, eine fiir

jede Subpopulation getrennte Bestimmung der rFI-Werte durchgeftihrt werden.



2.5  Kultur dendritischer Zellen aus Monozyten des peripheren Blutes (MoDC)
Venenblut wurde in Kalium-EDTA-beschichteten Monovetten (Sarstedt, Nimbrecht, D)
abgenommen und mehrfach invertiert. In einem 50 ml Gewebekulturréhrchen (Greiner)
wurden 9 Teile Venenblut mit einem Teil 6% Dextran-Ldsung (Anhang 7.1) versetzt und fur
20 - 40 min. bei Raumtemperatur (RT) stehengelassen, um das Absinken der Erythrozyten zu
erreichen. Das monozytenreiche Plasma wurde vorsichtig mit einer sterilen Pipette
abgenommen, und in Falcon-Rohrchen auf Nycoprep (Nycomed, Oslo, Norwegen)
uberschichtet.

Zum Erhalt monozytéarer Zellen wurden die Rohrchen in einer ruckfreien Zentrifuge fur 15
min. bei Raumtemperatur und 800 g (1750 rpm) zentrifugiert. Nach dem Zentrifugieren
wurde die Interphase und ein Teil des Nycoprep vorsichtig abpipettiert und Monozyten-
Waschmedium (Anhang 7.1) hinzugegeben. Zur Abtrennung von Thrombozyten folgten drei
weitere gleichartige Waschschritte mit Monozyten-Waschmedium.

Zur Kultur wurden 1 Mio. Zellen in 1 ml Monozyten-Kulturmedium (Anhang 7.1)
resuspendiert, ein Teil der Zellen wurde zur sofortigen Immunphéanotypisierung entnommen.
Sofort wurden je 1 ml Kulturmedium 500 U/ml GM-CSF (Leucomax, Sandoz, Basel,
Schweiz) und 500 U/ml Interleukin-4 (human recombinant IL-4, Gibco, Paisley, Schottland)
hinzugegeben und in eine 24-well Kulturplatte (Costar, Corning, USA) transferiert. Die
Platten wurden fur 6 Tage in einem Wassermantelinkubator bei 37°C und 5% CO, kultiviert.
Am zweiten Tag wurde nochmals die halbe Zytokindosis (250 U/ml 1L4 und 250U/ml GM-
CSF) zu den Zellen hinzugegeben, am vierten Tag wurde ein vollstandiger Mediumwechsel

unter Einsatz der vollen Zytokindosis vorgenommen.

2.6 Anreicherung epidermaler Langerhans Zellen

Zur Anreicherung der Langerhans Zellen in Suspension wurden die aus Leichenhaut
gewonnen Zellen pelletiert und fur 1 min. einer hypotonen Schockbehandlung mit 10 ml einer
hypotonen gepufferten Kochsalzlésung (Anhang 7.1) unter gleichzeitigem kraftigem
Schitteln ausgesetzt. Anschlielend wurde die Zellsuspension mit 40 ml Kulturmedium
vermischt und eine 15 minitige Dichtegradienten-Zentrifugation auf Lymphoprep (Nycomed,
Oslo, Norwegen) durchgeftihrt [46]. In Abhangigkeit des sehr unterschiedlichen biologischen
Ausgangsmaterials enthielt die Interphase zwischen 20-70 % vitale Langerhans Zellen. Zur
nachfolgenden durchfluBzytometrischen Analyse wurden zwei Waschschritte in FACS-Puffer
zwischengeschaltet.



2.7  Durchflul3zytometrische DNA-Analyse

Zur Bestimmung des DNA-Gehalts und nachfolgenden Zellzyklusanalyse wurden
verschiedene DNA-Farbstoffe wie Propidiumjodid (Sigma), SYTOX-Green (Molecular
Probes, Eugene, USA) und 7-Amino-Actinomycin-D (Sigma) in Verbindung mit Zellinien
normaler und entziindlich verédnderter Haut eingesetzt.

Zur Analyse gelangten die zellbiologisch charakterisierten Linien MOLT4 und U937 [23],
epidermale Zellsuspensionen aus frisch préaparierter Leichenhaut (2.2) beziehungsweise
entziindlicher Haut. Je 2x10° bis 5x10° Zellen wurden in ein FACS-R6hrchen pipettiert. Die
Zellsuspension wurde bei 750 g (1200 rpm) und Raumtemperatur in PBS gewaschen, in PBS
resuspendiert und nochmals abzentrifugiert.

Zur Gegenfarbung vitaler epidermaler dendritischer Zellen wurden T6RD1 und 7AAD in
einer Konzentration von jeweils 1 pg/ml hizugegeben, dann fur 30 min. bei 4°C inkubiert. Ein
Waschschritt in FACS-Puffer folgte. Zur Kontrolle der CD1a-Farbung wurde ein identisches
Réhrchen mit IgG1IRD1 (1 pg/ml) und 7AAD (1 pg/ml) vorbereitet, die Positivkontrolle mit
T6RD1 (1 pg/ml) versetzt, und nach gleichem Schema inkubiert.

Alle Réhrchen wurden nach 30 min. dreimalig mit 2 ml FACS-Puffer aufgefillt, und
dreimalig zentrifugiert. Nachdem beim letzten Schritt dekantiert wurde, wurden 100 pl
Paraformaldehyd-Losung (PFA) 4% (Anhang 7.1) zur Permeabilisierung der Zellen beim
Rihren auf dem Ruittler hinzugefugt und 30 min. bei Raumtemperatur dunkel inkubiert. Der
nachste Schritt beinhaltete die Zentrifugation der kurz zuvor mit 2 ml Saponin-Waschpuffer
(Anhang 7.1) versetzten Suspensionen. Nach zweimaligem Waschen mit dem Detergens
Saponin wurde eine 0,5 UM frisch angesetzte SYTOX-L6sung in einer Menge von 300 pl zur
DNA-Farbung eingesetzt. Nach einer Inkubationszeit von 40 min. bei 4°C wurden die Zellen
zweimalig mit FACS-Puffer gewaschen und am DurchfluRzytometer, wie unter 2.4

beschrieben, eingemessen.
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2.8  Die gemischte Haut-Lymphozytenreaktion

Zur Untersuchung der Lymphozyten-stimulierenden Kapazitat epidermaler dendritischer
Zellen wurden gemischte Haut-Lymphozytenreaktionen (SMLR) durchgefiihrt. Antigen-
prasentierende Zellen der Epidermis fungieren dabei als Stimulatoren der aus dem peripheren
Venenblut isolierten Lymphozyten.

Zunachst wurden epidermale Zellsuspensionen in der unter 2.2 beschriebenen Technik
zubereitet, zweimal in Waschmedium gewaschen und der Prozentsatz CD1a positiver Zellen
durchfluBzytometrisch bestimmt. Autologe T-Zellen wurden aus heparinisiertem Venenblut
durch Dichtegradientenzentrifugation ber einen Lymphoprep-Gradienten [7] gewonnen und
zweimal mit Waschmedium gewaschen. Zum Entfernen spezifischer Subpopulationen aus den
epidermalen Zellsuspensionen entziindlicher Haut wurde ein Inkubationsschritt mit
Antikorper-konjugierten magnetischen Partikeln, sogenannten immunomagnetischen Beads
(Dynabeads, Dynal, Hamburg, D), zwischengeschaltet. Die Beads wurden nach der Anleitung
des Herstellers vor dem Aufbringen der jeweiligen Antikérper dreimalig mit Lymphozyten-
Waschmedium (Anhang 7.2) gewaschen. Zum Entfernen von Langerhans Zellen und T-
Lymphozyten wurde eine Mischung aus 50 pl Sheep-anti-mouse 280 um beads mit 5 pl BL6-
AK (Konzentration 200 pg/ml, Immunotech, Marseille, Frankreich) und 5 pl CD3-AK
(Konzentration 200 pg/ml, Immunotech) benutzt. Zum Entfernen von inflammatorischen
dendritischen epidermalen Zellen (IDEC) und T-Lymphozyten wurde mit einer Mischung aus
CD11b-AK (Konzentration 200 pg/ml, Pharmingen, San Diego, USA) und CD3-AK erreicht.
Zum Entfernen von T-Lymphozyten als dritter Ansatz wurden 5 pl CD3-AK benutzt. Die
peripheren Lymphozyten wurden gleichfalls mittels immunomagnetischer Beads von
kontaminierenden Zellen befreit, hierzu wurden Antikérper gegen HLA-DR (BL2-AK)
(Konzentration 200 pg/ml, Immunotech), CD14 (Konzentration 200 pg/ml, Immunotech) und
CD19 (Konzentration 200 pg/ml, Immunotech) eingesetzt.

Dann wurden 1x10° T-Zellen fir 5 Tage mit der epidermalen Zellsuspension, die 2x10°
CDla-positive Zellen enthielt, in einem Gesamtvolumen von 200 ul in einer 96-well
Rundbodenplatte (Costar, Corning, USA) in Kultur genommen. Alle Kulturbedingungen
wurden mindestens dreifach angesetzt. Am fiinften Kulturtag, 18 Stunden vor Kulturabbruch,
wurde dem Kulturansatz ®H-Thymidin (Amersham International, Amersham, England) in
einer Aktivitat von 1 puCi/ well hinzugefugt. Zum Kulturabbruch wurden die Kulturplatten auf
—80°C schockgefroren. Die von den Zellen aufgenommene Aktivitat wurde nach Zugabe von
2 ml Szintillationsflussigkeit Scintillator 299 (Packard, Downers Grove, USA) in einem
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Flussigkeits-Szintillationszahler (MINAXI Tri-CARB 4000, Packard) ermittelt und als
Zerfalle pro Minute (cpm) ausgegeben. Aus diesen Werten wurden Stimulationsindices (rSl)
nach folgender Formel errechnet:

RSI=(cpm(SMLR)-cpm(T-Zellen)/cpm(T-Zellen)
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3  Ergebnisse

3.1  Immunphénotypisierungen monozytarer und Inflammatorischer Dendritischer
Epidermaler Zellen

Zum phanotypischen Vergleich der aus Monozyten generierten dendritischen Zellen (MoDC)
mit LC und IDEC wurden mehrere Versuchsreihen mit diesen Zellen durchgefiihrt. Die
Blutproben zur Monozytenisolation stammten von hautgesunden Probanden oder von
Patienten mit verschiedenen entzlindlichen Hauterkrankungen. Zundchst wurde am Tag 0 eine
durchfluBzytometrische Untersuchung der auf ihre CD214-Expression hin gegateten
Monozyten mit unterschiedlichen Oberflachenmarkern (siehe unten) durchgefiihrt. Nach 4
und 6 Tagen Kulturnahme in verschiedenen Kulturansatzen (2.5) wurde eine weitere
Immunphénotypisierung der dann CDla-positiven, unreifen MoDC durchgefihrt, um eine
vergleichende Charakterisierung der unreifen MoDC mit ihren Ursprungszellen und dem
Phéanotyp frisch isolierter IDEC zu erreichen.

3.1.1 Der Immunphanotyp unreifer MoDC entspricht weitgehend dem
Immunphanotyp der IDEC, nicht jedoch dem der LC
Der Immunphanotyp der IDEC, sowie unreifer MoDC wurde beziliglich mehrerer fir die
Differenzierung dendritischer Zellen wesentlicher Oberflachenmarker durchfluf3zytometrisch
untersucht. Der hochaffine IgE-Rezeptor auf unreifen MoDC weniger stark exprimiert wurde
als auf der Oberflache epidermaler dendritischer Zellen aus entziindlicher Haut, insbesondere
beim atopischen Ekzem. Die Integrinketten CD11a wurden sowohl auf IDEC als auch auf
MoDC gleichermalien schwach exprimiert, wohingegen eine flr beide Zelltypen gleich starke
Expression fir CD11b und CD11c nachweisbar war. Da auch LC eine, allerdings deutlich
geringere CD11c-Expression aufwiesen, erwies sich CD11b als der geeigneteste Marker zur
Differenzierung von LC und IDEC. Die kostimulatorischen Molekiile CD80 (B7.1) und CD86
(B7.2) waren auf den unreifen MoDC konstant starker exprimiert als auf frisch aus der
entziindlichen Haut isolierten LC oder IDEC. Das als ‘skin-homing molecule’ beschriebene
CLA konnte sowohl auf LC und IDEC als auch auf den unreifen MoDC nachgewiesen
werden. Frische Monozyten hingegen waren stets CLA negativ. Das fur die Einwanderung in
die Epidermis funktionell wesentliche E-Cadherin war sowohl auf LC und IDEC, nicht jedoch
auf MoDC nachweisbar. Der Mannoserezeptor, welcher als Differenzierungsantigen unreifer
MoDC beschrieben wurde, jedoch nicht auf frisch isolierten Monozyten und auf reifen MoDC
vorkommt, wurde erwartungsgemal auf den unreifen MoDC nachgewiesen. Wahrend auch

IDEC den Mannoserezeptor exprimierten, war dieses Molekil auf LC nicht nachweisbar.
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IDEC und MoDC zeigten eine mittelgradig hohe CD1b-Expression, wohingegen LC stets
CD1b-negativ waren. Der Thrombospondin-Rezeptor CD36 war sowohl auf IDEC als auch
auf MoDC stets stark exprimiert. Langerhans Zellen hingegen tragen innerhalb der normalen
Haut kein CD36 auf der Zelloberflache. In chronisch-entzindlich verénderter Haut ist auf LC
allerdings eine geringe CD36-Expression nachweisbar. Die Tabelle gibt eine vergleichende

Ubersicht des Immunphénotyps der verschiedenen Zelltypen:

Tabelle 1: Expression verschiedener Oberflachenmolekile auf LC, IDEC, unreifen MoDC
und frisch isolierten Monozyten. Die frisch isolierten Monozyten sind auf ihre CD14-
Oberflachenfarbung hin elektronisch ausgewéhlt worden, LC, IDEC und MoDC, wurden tber
ihre CDla-Expression selektiert. Einige dieser Oberflachenmarker sind diagnoseabhangig

starken regulativen Einflussen unterworfen. * nicht durchgefihrt
LC IDEC MoDC Monozyten

CDla +++ +/++ +++ 1)
CD1b ] +/++ +/++ +
CD11a 1) + g+ ++/+++
CD11b gl+ +++ +++ ++
CDl1l1c + +++ +++ ++
E-Cadherin +/++ + g 2
FceRlI o/ ++ +HA+++ +++ g1+
FceRll o/t ol+ ol+ ol+
FcyRI/CD64 al+ ++ ++ ++
FcyRII/CD32 ++ ++/+++ ++/+++ +/++
CD36 o/++ ++/+++ ++/+++ ++/+++
CLA +++ +++ ++ 2
B7.1 (CD80) ol+ +++ +++ 2
B7.2 (CD86) o/+ ol+ +/++ +
CD115 * * g ]
CD83 ] ] g+ 2
Mannose- o/+ o/+ ++/+++ 2
Rezeptor
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Abb. 2:Immunphanotyp unreifer MoDc nach 6-tagiger Inkubation mit IL4 und GM-
CSF im direkten Vergleich mit dem Immunphénotyp der entziindlichen Hautproben
(LC/IDEC)

Die linke Spalte zeigt den Immunphanotyp der unreifen MoDC, die rechte Spalte den
Immunphénotyp der LC/IDEC. Der Immunphénotyp unreifer MoDC entspricht weitgehend
dem der IDEC. Die einzige Ausnahme stellt das auf LC stark exprimierte Adhasionsmolekul
E-Cadherin dar, welches auf MoDC negativ bleibt.
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3.1.2 Der Immunphéanotyp der IDEC ist teils diagnoseabhangig moduliert, teils
diagnoseunabhéangig konstant

Im Rahmen der immunphénotypischen Untersuchungen zeigte sich, dal} einzelne

Oberflachenmolekiile der IDEC in Abhéngigkeit von der Diagnose eine starke

Schwankungsbreite der Expression aufwiesen. Dies war zum Beispiel bei FceRI, CD32 oder

CD64 der Fall. Da die diagnoseabhangige Regulation einzelner Oberflachenstrukturen jedoch

bereits untersucht ist [54], soll an dieser Stelle nicht naher darauf eingegangen werden.
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3.1.3 Eine 6-tdgige Kulturdauer mit Interleukin-4 und GM-CSF ergibt eine starkere
CDla-Expression von MoDC als eine 4-tagige Kulturdauer

Zum Vergleich der CDla-Expression Kkultivierter Monozyten wurde eine Immun-

phéanotypisierung der Zellsuspension durchgefiihrt. Diese ergab bei 1x10° fir 6 Tage

eingesetzten Zellen eine starkere CDla-Expression als fur die nur 4 Tage in Kultur

genommenen Monozyten. Eine wesentliche Steigerung der CDla-Expression durch noch

langere Kulturnahme als sechs Tage war nicht zu erreichen.
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Abb. 3 und 4: CD1la-Expression unreifer MoDC nach 4 und 6 Tagen in Kultur
Qualitative Analyse der CD1a-Expression auf unreifen MoDC nach 4 und 6 Tagen in Kultur
mit Interleukin-4 und GM-CSF. Deutliche Zunahme der Fluoreszenzintensitat der CDla
positiven Zellen wahrend der Inkubation flir zwei weitere Tage.
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3.1.4 Interleukin-13 und GM-CSF bewirken eine Ausreifung von Monozyten zu MoDC
Die Ausreifung frisch isolierter Monozyten zu MoDC mit Interleukin-4 (IL-4) und GM-CSF
ist eine seit mehreren Jahren etablierte Methode zur Gewinnung interstitieller dendritischer
Zellen [35]. Fir das kutane Mikromilieu chronisch-entzundlicher Hauterkrankungen ist
jedoch das dem IL-4 strukturell verwandte Interleukin-13 (IL-13) mdglicherweise relevanter,
da dieses die Produktion proinflammatorischer Zytokine und Chemokine reduziert, eine
Monozytendifferenzierung induziert, und mdoglicherweise von Zellen in der entziindlichen
Epidermis gebildet wird. Deswegen wurde in einigen Versuchen Interleukin-4, das von T-
Lymphozyten gebildet wird und Uber den hochaffinen IgE-Rezeptor die IgE-Synthese
stimuliert, durch Interleukin-13 ersetzt. Die durchflulzytometrische Analyse zeigte ein
durchweg identisches Phéanotypisierungsmuster der unter 3.1.1 untersuchten Oberflachen-
molekdle fiir die in IL-4 plus GM-CSF oder in IL-13 plus GM-CSF generierten MoDC bei

identischer Kinetik der CD1a-Expression.

21 Kontrolle
IL13
IL4
3
107 o - 19
CD1la

Abb.5: Vergleich der Ausreifung von MoDC mit IL-4 und IL-13 anhand des Phanotyps
Fluoeszenzintensitat bei 6-tadgiger Kulturnahme in GM-CSF und IL13-haltigen Medium im
vergleich zu GM-CSF und IL4-haltigen Medium. Es tritt keine verstarkte CD1a Expression
bei unterschiedlichen Kulturbedingungen auf.
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3.1.5 Zugabe von autologem Serum in die Kultur mit Interleukin-4 und GM-CSF
hemmt die Ausreifung von Monozyten zu MoDC

In verschiedenen Kulturansdtzen wurde bei einem Teil der Zellen dem IL-4 und GM-CSF

enthaltenden Kulturmedium 10% Humanserum des jeweiligen Monozytenspenders zugesetzt.

Die durchfluRzytometrische Analyse zeigte, dafl in Kulturen nach 6 Tagen Kultur mit

autologem Serum nur ein geringer Prozentsatz der eingesetzten Zellen (9,15 £3,31%) CD1a-

positiv wurden, wahrend die Ausbeute in Abwesenheit des Humanserums bei 70,35 + 11,8 %

lag. Zusatzlich fiel auf, dal die CDla-Expression in Anwesenheit von Humanserum deutlich

schwécher war, als in Abwesenheit von autologem Serum.

In diesen Versuchen zeigte sich auch eine geringere CDla-Expression bei den mit

Humanserum inkubierten Monozyten (Abb.6).

Zusammenfassend konnte also gezeigt werden, dafll ein Zusatz von Humanserum die

Ausreifung peripherer Blutmonozyten zu dendritischen Zellen hemmit.

n=3 Exp.1 Exp.2 Exp.3 MW  StAbw. StFehler
Ohne HS (%) 48,37 88,79 739 70,35 20,44 11,8
Mit HS (%) 13,15 11,73 2,58 9,15 574 3,31
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Abb.6: Inkubation mit autologem Serum hemmt die Genese von MoDC
Die Expression des DC-Markers CD1a nach 6-tagiger Kultur mit und ohne Zugabe von 10%
Humanserum (HS) zeigt, dall nur ein Bruchteil der eingesetzten Monozyten zu MoDCs
ausdifferenziert. Diese MoDC weisen eine geringere CD1a-Expression auf.
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3.2 Zellzyklusuntersuchungen

3.2.1 Etablierung einer durchfluBzytometrischen Methode zur Untersuchung des
Zellzyklus epidermaler Zellsuspensionen

3.2.1.1 Die gemischt logarithmisch/lineare Datenerfassung zur DNA-Analyse gemischter
Zellpopulationen
Die im DurchfluBzytometer erfalRten Fluoreszenzsignale sind in einer logarithmischen oder
einer linearen Darstellung méglich. Eine Kombination aus linearer Datenaufnahme der DNA-
Farbung (SYTOX Green) und logarithmischer Aufnahme des Immunphanotyps (CD1a-PE-
konjugierter Antikorper) erwies sich unter den vorgegebenenen Bedingungen als sinnvoliste
Losung. Dabei erfordert die Analyse des Zellzyklus mit DNA-Farbstoffen eine lineare
Darstellung der Fluoreszenzintensitat, um die Zellen den einzelnen Zellzyklusstadien korrekt
zuordnen zu konnen. Die Oberflachenfarbung, beispielsweise von Langerhans Zellen zur
Identifikation der LC in gemischten Zellsuspensionen, erfordert jedoch eine logarithmische
Darstellung der Fluoreszenzintensitat, da hier biologisch sehr hohe Schwankungen der

Fluoreszenzintensitét vorliegen.

3.2.1.2 Sheath-fluid verandert die Fluoreszenzintensitiat

Bei der Einmessung zeigte sich bereits bei den ersten Versuchen die Schwierigkeit, dal3 bei
wiederholter Einmessung des identischen Réhrchens ein langsamer Abfall der SYTOX-
Fluoreszenzintensitat auftrat. Dieser Riickgang der Flureszenzintensitdt war augenscheinlich
vom Volumen der hinzugelangten Tréagerflissigkeit (FACS-Flow; Becton Dickinson) und der
Zeitdauer, die diese Flissigkeitsmenge auf die gefarbte Zellsuspension einwirken konnte,
abhangig.

Da die FACS-Flow Trégerflissigkeit zur Vermeidung von Verkalkungen innerhalb des
Leitungssystems des Gerdts mit EDTA versetzt ist und bekannt war, dall mehrere
Fluoreszenzfarbstoffe ~ ihre  Fluoreszenzintensitdt  in  Abhdngigkeit  von  der
Kalziumkonzentration &ndern, wurde die Rolle des EDTA auf die SYTOX-
Fluoreszenzintensitét in einem weiteren Versuchsansatz naher untersucht.

Hierbei wurden 5 min. vor dem Einmessen den fertig gefarbten FACS-R&hrchen jeweils 50,
100, 200 und 300 pl einer 10mM EDTA-LGOsung, die gleichen Mengen der FACS-Flow
Losung (Becton Dickinson) und PBS als Negativkontrolle zugegeben. Die Fluoreszenz-

intensitat der mit PBS versetzten Probe blieb zeitkinetisch konstant, wahrend beide EDTA-
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haltigen Ldsungen einen Rickgang der Fluoreszenzintensitat bewirkten. In den folgenden
Versuchen wurde daher als Trégerflussigkeit im Durchflulzytometer nur noch PBS

verwendet.
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Abb.8:Fluoreszenzintensitatsverlust durch Zugabe von EDTA-haltiger FACS-Flow-
Hullflussigkeit

Fluoreszenzintensitéatsverlust nach 5 min. Inkubation mit und ohne Zugabe von 100 ul EDTA-
haltiger Tragerflissigkeit (FACS-Flow) in ein Probenréhrchen mit 100 pl einer mit SYTOX
gefarbten Zellsuspension. Die rechte Kurve zeigt die native Probe, die linke zeigt die Probe
nach Zugabe von FACS-Flow-Flussigkeit.
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3.2.1.3 Fluoreszenzintensitat ist abhangig von der Lagerung der SYTOX-L06sung

Um eine groRtmaogliche Standardisierung der Methode zu erreichen, wurde auch der Einfluf}
der Lagerungsdauer der vorbereiteten Farbelosung auf die Fluoreszenzintensitat untersucht.
Vorversuche wurden durchgefiihrt, die den Aktivitatsverlust der SYTOX-Arbeitsldsung in
einer Konzentration von 1uM im Verlauf einer Lagerdauer von 2 Wochen abschéatzten.
Hierzu wurden verschieden alte Arbeitslésungen, die auf 4°C im Dunklen gelagert waren, in
einem Parallelversuch getestet. Ausgehend von einer’maximalen® Intensitat der aus der 50
MM Stammlosung frisch hergestellten 1uM Arbeitslosung wurde der Rickgang der
Fluoreszenzintensitét in Abhéngigkeit von der Lagerdauer bestimmt. Es zeigte sich bereits mit

der 8 Tage auf 4°C gelagerten Losung ein Rickgang in der Fluoreszenzintensitat in der

durchfluB-zytometrischen Analyse.
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Abb. 9: Fluoreszenzintensitatsrickgang bei Verwendung élterer SYTOX-LOsungen
DNA-Histogramm einer U937 Zellinie, die mit einer frischen und einer 8 Tage auf 4°C
gelagerten 1uM SYTOX-Arbeitslosung angeféarbt wurden. Der Fluoreszenzintensitatsverlust
bei Verwendung der alteren Losung ist deutlich sichtbar.
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3.2.1.4 Fluoreszenzintensitat SYTOX-Green gefarbter Zellsuspensionen ist abhangig von
der eingesetzten Zellzahl im Volumen
In Vorversuchen wurde Uberprift, ob die Fluoreszenzintensitat der SYTOX-LOsung von der
im Probenréhrchen eingesetzten Zellzahl abhéngig ist, um auch bei unterschiedlich
eingesetzten Zellzahlen eine einheitliche Fluoreszenzintenstat zu erreichen. Hierzu wurden
jeweils 2 x 10° bis 1 x 10° Zellen unter sonst gleichen Bedingungen einer Farbung
unterzogen. Es zeigte sich, dal die Fluoreszenzintensitét bei golieren Zellmengen zuriickging,
was sich in einer Linksverschiebung der Kurve zeigte. Um reproduzierbar gleichmé&Rige
Fluoreszenzintensitdten zu erhalten, mufite die Zellzahl pro Réhrchen deshalb konstant

gehalten werden.
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Abb.10:Hbhere Zellzahlen bewirken eine geringere Fluoreszenzintensitat bei gleicher
SYTOX-Konzentration

Die linke Kurve zeigt bei einer hoheren Zellzahl von 5 x 10° Zellen eine niedrigere
Fluoreszenzintensitat, die rechte Kurve eine hohere Intensitdt der Fluoreszenz bei einer
Zellzahl von 2 x 10°,
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3.2.1.5 Vitalfarbung mit 7AAD kann tote Zellen von der Zellzyklusanalyse ausschliel3en
Sowohl frisch isolierte epidermale Zellsuspensionen als auch Langzeitkulturen von Zellinien
enthielten neben vitalen Zellen auch einen gewissen Prozentsatz toter Zellen. Diese Zellen
konnten das Ergebnis einer DNA-Analyse verzerren. Deshalb ist fir die DNA-Analyse ein
Verfahren notwendig, das tote Zellen von der Analyse ausschliet. Da der griine
Fluoreszenzkanal FI1 fir die Bestimmung der DNA-Menge mit dem grin fluoreszierenden
DNA-Farbstoff SYTOX vergeben war, wurde vor der Fixierung der Zellen zur DNA-Farbung
bereits eine vorangehende Vitalfarbung mit dem dunkelrot fluoreszierenden DNA-Farbstoff
7AAD durchgefihrt. Im Anschlu wurde dann die eigentliche Zellzyklusanalyse
durchgefihrt.
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Abb.11: Vitalfarbung von Keratinozyten (KC) und Langerhans Zellen (LC)

Um eine Lebend/Tot-Differenzierung zu erhalten, wurden die Zellsuspensionen vor der
Fixierung mit dem DNA-Farbstoff 7-Amino-Actinomycin-D (7AAD) gefarbt. Die toten LC
und KC stellen sich als 7AAD positive Zellen dar; die lebenden KC und LC sind negativ im
Fluoreszenzkanal 3 (FI3).
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3.2.1.6 Fixierung mit Paraformaldehyd ist Ethanol tberlegen

Um eine moglichst geringe Varianz der DNA-Férberesultate bei der quantitativen
durchfluBzytometrischen Analyse zu erzielen, ist eine Fixierung der Zellen vor Analyse des
Zellzyklus sinnvoll. Deshalb wurden verschiedene Fixierungsmethoden in Vorversuchen
verglichen. Die Zellen wurden deshalb zunédchst mit dem Vitalfalbstoff 7AAD geféarbt,
mehrfach gewaschen und dann zum Vergleich mit verschiedenen Fixierungslésungen
inkubiert. Es standen Paraformaldehyd (4%) und Ethanol (96%) zur Verfugung. Als
Detergens zur zusatzlichen Permeabilisierung der Membranen wurde ein Saponin-haltiger
Waschpuffer (7.1) eingesetzt. Die nur mit Paraformaldehyd fixierten Zellen zeigten eine
geringere Farbeintensitat als die mit Paraformaldehyd fixierten und mit Saponin
permeabilisierten Zellen. Die mit Ethanol fixierten Zellen zeigten einen starken Anstieg der
Granularitdt im Seitwartsstreulicht (SSC), was die Zellselektion Uber die physikalischen
Parameter FSC und SSC beeintréchtigte. Aus diesen Beobachtungen wurde gefolgert, dal}
eine sinnvolle Kombination von Fixierung und Farbung durch eine DNA-Farbung mit 7AAD,
eine Fixierung mit Paraformaldehyd, danach eine Permeabilisierung der Membran mittels
Saponin, und eine weitere DNA-Farbung mit SYTOX erreicht wurde.

3.2.2 Das U937/MOLT4 Zellgemisch ist ein geeignetes Modell flr dendritische Zellen
in epidermalen Zellsuspensionen
Eine Mischung der CD1a exprimierenden MOLT4 Zellen und der CD1a negativen U937
Zellen wurde als Modell fur die normale und entzundliche Haut untersucht. Hierbei sollten
die CD1a-negativen U937 Zellen als Modell fiir Keratinozyten, die CD1a-postiven MOLT4
Zellen als Modell fur die Langerhans Zellen dienen. Unter der Verwendung dieser Zellinien
konnte ein reproduzierbares Modell fir Zellzyklusmessungen epidermaler Zellsuspensionen
entwickelt werden. Insbesondere war es von Vorteil, dall der Anteil der CDla-positiven
Zellen frei wéahlbar war, und so eine optimale Gerdteeinstellung und Ausbeuteanalyse

titrierbar wurde.
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Abb. 12: MOLT4 und U937-Zellgemisch als Modell flir entztindliche Haut
Dot-Plot-Darstellung einer gemischten MOLT4/U937 Zellsuspension in der SYTOX/CD1a
Féarbung. Die CD1a-positiven MOLT4 Zellen (entsprechen den CD1a-positiven dendritischen
Zellen) lassen sich klar von den CD1la-negativen U937-Zellen (entsprechen den CDla-
negativen Keratinozyten) abgrenzen, was eine getrennte Analyse des Zellzyklus flr jeden der
beiden Zelltypen ermdglicht. Die CD1a-positiven MOLT4-Zellen enthalten mehr DNA als
die CD1la-negativen U937-Zellen.
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Abb.13: Zellinienspezifische Zellzyklusanalyse im MOLT4/U937 Modell

Die CDla negative U937 Zellpopulation und die CDla positive MOLT4 Zellpopulation
wurden elektronisch selektiert und die SYTOX-Fluoreszenzintensitét in linearer Auftragung
dargestellt. Die DNA-Histogrammkurve (links) 1403t sich fir beide Zellinien nach der CD1a-
Expression getrennt darstellen. Die verwendeten “gate settings’ sind dargestelit.
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Abb.14: DNA-Gehalt ruhender Lymphozyten

Zellzyklusanalyse ruhender Lymphozyten. Samtliche Zellen befinden sich in der G1/GO-
Phase.
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3.2.3 Wenige Keratinozyten treten in normaler Haut in den Zellzyklus ein

Die Untersuchung normaler, nicht entzindlicher Haut ist technisch einfacher als die
Untersuchung entziindlicher Haut. Als erster Schritt wurde daher die am U937/ MOLT4-
Modell etablierte DNA-Farbung auf die normale Haut Ubertragen. Hierzu wurde normale
Leichenhaut wie unter 2.2 bis 2.4. und 2.6 beschrieben angereichert und gefarbt. Die
Messungen ergaben fir die Keratinozyten reproduzierbar einen Zellzyklus mit abgrenzbarer
GO0/G1- und G2/M-Phase. Die S-Phase war nur bedingt abgrenzbar und ist daher in die G2-M-
Phase mit eingeflossen. Es zeigte sich ein Anteil von 94,75% +2,34 in der GO/G1-Phase und
5,25% £2,34 in der S/G2-M-Phase.

n=3 Exp.1 |Exp.2 |Exp.3 |MW
ruhend (%) |96,66 |97,5 90,1 94,75
teilend (%) |3,33 2,5 9,9 5,25
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Abb.15: Zellzyklus von Keratinozyten in normaler Haut

Zellzyklus von Keratinozyten in normaler Haut. Der DNA-Gehalt von Keratinozyten in
normaler Haut stellt sich als Fluoreszenz 1 in der x-Achse dar. Nur wenige Zellen befinden
sich in der Mitose. Der groRte Teil (96,66%) ist ruhend (G1/G0-Phase), ein kleiner Teil von
3,33% teilt sich.
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3.2.4 Wenige Langerhans Zellen treten in normaler Haut in den Zellzyklus ein

In normaler, nicht entztindlicher Haut ist der Zellzyklus der epidermalen Langerhans Zellen
bereits von Czernielewski und Mitarbeitern untersucht worden [13]. Sie fanden einen Anteil
von 1,3-3,3% sich teilender LC in der S-Phase in angereicherten LC-Suspensionen. In der
vorliegenden Arbeit fanden sich Werte von 7,7 % + 0,85 sich teilender LC in der S-und G2M-
Phase. Die angereicherten Langerhans Zellen waren tber ihre CDla-Expression im Kanal FI2

gut von den Keratinozyten abzugrenzen.

n=3 Exp.1 | Exp.2 | Exp.3 | MW
ruhend (%) 93,4 92,8 90,6 92,3
teilend (%) 6,6 7,2 9,4 7,7
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AbDb.16: Zellzyklus von Langerhans Zellen in normaler Haut

Zellzyklus von Langerhans Zellen in normaler Haut.. Der DNA-Gehalt von LC in normaler
Haut stellt sich als Fluoreszenz 1 in der x-Achse dar. Der grofite Teil befindet sich in der
ruhenden G1/G0-Phase (93,4%), 6,6% teilen sich.
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3.2.5 Die Zellteilungsrate der Keratinozyten ist in entziindlicher Haut erhoht

Bei den meisten chronisch-entziindlichen Hauterkrankungen ist die Proliferationsrate fir
Keratinozyten erhoht. Zundchst konnte gezeigt werden, da die CDla-negativen
Keratinozyten der entzlindlichen Haut eine hohere spontane Teilungsrate in situ aufweisen als
in normaler Haut. Es ergab sich ein Wert von 9,9%.

Diese Ergebnisse zeigen eine hohere Teilungsrate als in normaler Haut, was den Erwartungen

entspricht [2].
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Abb.18: DNA-Analyse von Keratinozyten in entziindlicher Haut

Es zeigt sich ein Anteil von 90,1% ruhender Keratinozyten, korrespondierend zu einem Anteil
von 9,9% sich teilender Zellen, der hoher liegt als der Anteil sich teilender Keratinozyten in
normaler Haut.
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3.2.6 Langerhans Zellen und IDEC teilen sich in entziindlicher Haut

Auch bei entziindlicher Epidermis wurden Zellzyklusuntersuchungen fir Langerhans Zellen
und IDEC durchgefiihrt. Die Analyse dendritischer Zellen aus entzindlicher Haut gestaltete
sich besonders schwierig, da das ohnehin sehr limitierte Zellmaterial zusatzlich einen nur
geringen Anteil von etwa 2% CD1la-positiver Zellen aufwies. Im Vergleich zu den in
entziindlicher Haut stark proliferierenden Keratinozyten war sowohl fir Langerhans Zellen
als auch fiir IDEC ein zahlenmé&Rig sehr geringer Anteil an Zellen im Bereich der S/G2M-
Phase zu sehen. Aufgrund der geringen Zellzahl konnte von drei untersuchten Proben
entziindlicher Haut nur ein Experiment quantitativ ausgewertet werden. Es fanden sich 11,7%

in Teilung befindlicher CD1a positiver Zellen.
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Abb.19: Zellzyklus CD1la-positiver Zellen in entziindlicher Haut

Es zeigt sich ein Anteil von 88,2% ruhender LC, 11,7% der LC teilen sich. Bei LC der
normalen Haut betrug die Teilungsrate 7,7%. In der Doppelfarbung fir CDla und CD11b
zeigt sich eine prozentuale Verteilung von 55,6% CD1la+/CD11lb- LC und 44,4%
CD1la+/CD11b+ IDEC innerhalb CDla-positiven epidermalen dendritischen Zellen, was
einem Prozentsatz von 1,74; % IDEC und 1,39 % LC entspricht.
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Abb. 20: Zellzyklus CD1a-positiver Zellen in entziindlicher Haut

Die DNA-Analyse zeigt einen geringen Prozentsatz proliferierender Zellen, der nach der

CD1a-Expression in Abb. 19 zu urteilen, eher der LC als der IDEC-Population entspricht.
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3.3 Funktionelle Untersuchungen epidermaler dendritischer Zellen

Dendritische Zellen sind funktionell vor allem (ber ihre Antigen-prasentierenden
Eigenschaften definiert. Die Expression kostimulatorischer Molekiile gilt als VVoraussetzung
fir eine Zelle, diese Aufgabe zu vollziehen. Daher wurde auch fir die dendritischen Zellen
der entzindlich verdnderten Epidermis die Expression kostimulatorischer Molekiile

exemplarisch untersucht. Es zeigte sich, dal3 bereits frisch isolierte IDEC B7-Molekiile

exprimieren.
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Abb. 21: Contour Plot-Analyse frisch isolierter LC und IDEC aus entzindlicher Haut
Die kostimulatorischen Molekiile CD80 (B7.1) und CD86 (B7.2) werden in entziindlich
veranderter Haut bereits auf frisch isolierten LC und IDEC exprimiert.

Um die zellbiologische Bedeutung dieser Expression zu belegen, wurden auch funktionelle
Untersuchungen an n=6 Proben durchgefuhrt. Die gemischte Haut-Lymphozyten-Reaktion ist
dabei die am haufigsten angewandte Untersuchungsmethode. Die Zellen wurden hierzu wie
unter 2.2 und 2.8 beschrieben analysiert. Es zeigte sich, dal die Stimulationsindices bei
Proben, die bei Kulturnahme mit dem CD86-Antikorper versetzt wurden, relativ zur Kontrolle

stark zurtickgingen.
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Abb. 22: Epidermale dendritische Zellen stimulieren ihre autologen Lymphozyten
in der gemischten Haut-Lymphozytenreaktion

Epidermale Zellsuspensionen wurden aus entzindlicher Haut prépariert und als
Stimulatorzellen in einer gemischte Haut-Lymphozyten-Reaktion eingesetzt. Die Ergebnisse
der Uber den Thymidineinbau gemessenen Proliferation (Zerfalle pro Minute, cpm) ist flr
reine T-Zellen ohne Stimulatorzellen (T), T-Zellen mit epidermalen Stimulatorzellen (T+E)
und T-Zellen mit epidermalen Stimulatorzellen unter Blockade des CD86 mit einem
Antikdrper bei 6 unabhéngigen Experimenten (meanzSEM) gezeigt. Die Blockierung von
CD86 reduzierte die stimulatorische Kapazitét der epidermalen dendritischen Zellen.
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4 Diskussion

Im Rahmen der vorgelegten Arbeit sollten Methoden zur Untersuchung epidermaler
dendritischer Zellen aus Zellsuspensionen entziindlicher Haut etabliert werden, um eine
vergleichende Untersuchung dieser Zellen in normaler und entzindlich veréanderter Haut mit
durch Kurzzeitkultur aus Monozyten gewonnenen MoDC zu ermdglichen.

Es zeigte sich dabei eine weitgehende Ubereinstimmung des Immunphénotyps von IDEC mit
unreifen MoDC, die sich insbesondere auf Integrinketten, kostimulatorische Molekiile,
homing Rezeptoren, den Thrombospondinrezeptor und das nicht-klassische MHC-Molekiil
CD1b erstreckte. Im Gegensatz dazu zeigten sich deutliche Unterschiede zwischen den IDEC
und MoDC einerseits und den frisch isolierten LC, sowie den frisch isolierten Monozyten
andererseits. Die Ausreifung der Monozyten zu MoDC lieR sich durch Verénderungen der
Kulturbedingungen modifizieren.

Der Schwerpunkt der Arbeit lag auf der Etablierung einer durchfluRzytometrischen Methode
zur Zellzyklusanalyse und der Beurteilung eines Zellinien-basierten Modells fiir die
gemischten Zellpopulationen entziindlicher und normaler Haut. Hierbei konnten durch
Kontrolluntersuchungen, die durch Veranderung der Zellkonzentration, der Lagerungsdauer
der Farbstoffe, der Geréateeinstellung des DurchfluRzytometers und der Art der Fixierung der
Zellen erzielten Effekte identifiziert und in ihrer Starke eingeschatzt werden. Insbesondere
zeigte sich, daB bereits einzelne Tropfen der EDTA-haltigen Hullstromfllssigkeit des
DurchfluBzytometers die Fluoreszenzintensitat der gefarbten Proben verdnderte, was einen
Austausch  der normalerweise verwandten, kommerziellen EDTA-haltigen Hull-
stromflussigkeit zu PBS hin notwendig machte. Im Endergebnis konnte eine DNA-
Analysetechnik aufgebaut werden, die eine Vitalfarbung, DNA-Farbung und Oberflachen-
farbung miteinander kombinierte und so eine Analyse der epidermalen dendritischen Zellen
aus Hautbiopsien ermoglichte. Fur alle Versuche erwies sich ein im Prozentsatz frei
einstellbares Gemisch von CD1a negativen U937-Zellen und CD1a positiven Molt4-Zellen
als Modell fir die Keratinozyten und dendritischen Zellen der Haut als sehr geeignet. Nach
Etablierung der Methodik an den Zellinien wurden auch Vorversuche an normaler und
entziindlich veranderter Haut vorgenommen, die einen normalen Zellzyklus der Keratinozyten
und epidermalen dendritischen Zellen aufzeigten.

AbschlieBend wurden funktionelle Untersuchungen der Stimulationskapazitat mittels einer
gemischten Haut-Lymphozyten-Reaktion durchgefiihrt. Diese zeigten einen Einflul des

kostimulatorischen Molekuls CD86 auf die Funktion der epidermalen dendritischen Zellen.
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4.1 Der Immunphénotyp der IDEC entspricht weitgehend dem der MoDC

Die auch in normaler Haut nachweisbaren Langerhans Zellen koénnen als
antigenprésentierende Zellen mit dendritischer Morphologie definiert werden, welche
ultrastrukturell durch die spezifischen tennisschlagerférmigen Birbeck Granula und
immunphénotypisch durch ihre CDla Expression bei fehlender CD11b Expression
charakterisiert sind [52]. Neben den klassischen Langerhans Zellen enthélt entziindliche Haut
eine weitere CDJla-positive Zellpopulation. Diese inflammatorischen dendritischen
epidermalen Zellen (IDEC) sind als in der Epidermis lokalisierte CD1a- und CD11b- positive
Zellen mit dendritischer Morphologie definiert, welche ultrastrukturell durch das Fehlen der
tennisschlagerférmigen Birbeck Granula charakterisiert sind [52]. Die Benennung der von
Langerhans Zellen abzugrenzenden IDEC beruht auf morphologischen und lokalisations-
spezifischen Eigenschaften. Sie sind in entziindlicher Epidermis regelméaRig nachweisbar. In
der vorliegenden Arbeit wurde herausgearbeitet, inwieweit sich IDEC und MoDC in ihrem
Immunphénotyp gleichen.

Die Herstellung von MoDC ist eine etablierte Methode [35], fir die bislang kein klares in vivo
Korrelat bekannt ist. Die aus der entziindlichen Haut isolierten IDEC scheinen diesen Zellen
zu entsprechen, jedoch ist deren Ontogenese noch unklar. Es war daher von Interesse, einen
mdoglichst exakten Vergleich des Immunphénotyps der MoDC und IDEC vornehmen zu
konnen, um damit einen Hinweis auf die mogliche Identitat zu erlangen. Um MoDC und
IDEC unter mdglichst gleichen Bedingungen zu analysieren, wurden samtliche Arbeitsschritte
der Immunfarbung sowie die gesamte Analysetechnik einschlieBlich der Gerateeinstellung
des DurchfluRzytometers, das sogenannte setting, fiir MoDC und IDEC identisch gehalten.
Zur Gewinnung der epidermalen Zellsuspensionen - und damit der IDEC - ist jedoch ein
enzymatischer Verdauungsschritt mit Trypsin notwendig. Die Protease Trypsin spaltet dabei
wahrend der Zellvereinzelung Proteine auf der Zelloberflache. Dies kann in Abhangigkeit von
Trypsinkonzentration, Temperatur und Zelldichte zu einer teilweisen oder vollstandigen
Abspaltung des distalen Teils eines bestimmten Oberflachenmolekdils fiihren. Je nach
Bindungsstelle des Antikdrpers kann das jeweilige Molekil dann nicht mehr nachweisbar sein
oder auch in seiner Funktion beeintrdchtigt werden. Deshalb ist es wesentlich, diese
Empfindlichkeit fur jedes zu untersuchende Molekil zu kennen. Von einzelnen Molekiilen
wie CD23 ist eine Trypsinempfindlichkeit bekannt [50], andere Molekiile wie CD1a, FceRl
oder FcyRIl sind trypsinresistent [51]. Kontrolluntersuchungen im Rahmen dieser Arbeit
zeigten, dalR CD83 und CD64 trypsinempfindlich sind, wahrend CD115, CD80 und CD86

nicht trypsinempfndlich sind. Sofern die aufgrund ihrer quantitativen Resultate viel
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aussagekraftigere durchfluBRzytometrische Methodik verwandt wird [53] missen sich die
Unteruchungen auf die trypsinresistenten Molekule beschranken.

Die in vitro gewonnenen MoDC weisen bei konstanten Kulturbedingungen einen zwar
geringgradig vom Spender abhédngigen, jedoch insgesamt relativ gut reproduzierbaren
Immunphénotyp auf. Fir die aus der Haut isolierten Zellen ist jedoch eine weitere
EinfluBgroRe, die Hauterkrankung, zu berticksichtigen. Wahrend der Immunphéanotyp der LC
in Abhéngigkeit von der Hauterkrankung nur geringgradige Schwankungen aufweist, ist er
bei den IDEC starken Schwankungen unterworfen. Diese Schwankungen sind bereits
Gegenstand immundermatologischer Untersuchungen gewesen. Das sicherlich wichtigste,
auch bereits diagnostisch genutzte Beispiel [53] stellt die Expression des FceRI-Rezeptors auf
den IDEC dar, der beim atopischen Ekzem stark aufreguliert ist [54]. Weitere
Oberflachenmolekiile wie die 1gG-Rezeptoren scheinen bei der Psoriasis vulgaris starker auf
den IDEC exprimiert zu werden [49]. Somit ist auch bei der Diagnoseabhangigkeit fur jedes
einzelne Oberflachenmolekil zu prufen, ob eine diagnoseabhéngige Regulation vorliegt.
Werden die einzelnen Molekile unter dem Gesichtspunkt des Immunphénotyps von MoDC
und IDEC verglichen, so stellte sich heraus, daf sich die Expression der Oberflachenmolekiile
CD11a, CD11b, CD11c, CD80, CD86, CLA, CD1b und CD36 auf MoDC und IDEC sehr
stark dhnelte. Einige dieser Oberflachenmarker sind fiir die Einwanderung von Zellen in die
Epidermis unerlaBlich. Der wesentlichste Marker CLA war bei MoDC wie auch IDEC
identisch aufreguliert. Kawamura et al. und Ohki et al. [22, 28] zeigten, daB DC aus
atopischer Haut kosimulatorische Molekule exprimieren. Diese Arbeiten unterschieden
jedoch nicht zwischen LC und IDEC und gingen von der mittlerweile widerlegten Annahme
aus, daR es sich bei allen CD1a-exprimierenden Zellen entziindlich veranderter Epidermis um
LC handele [47]. Die Daten von Schuller et al. bestatigten die Expression kostimulatorischer
Molekdile auf epidermalen dendritischen Zellen [36].

Somit kann festgestellt werden, dafl der Immunphdnotyp der durch IL4 und GM-CSF
erhaltenen MoDC stark dem der IDEC ahnelt. Das fiir epidermale Adhésion zustandige
Molekil E-Cadherin ist das einzige, welches auf IDEC vorkommt und nicht auf MoDC
gefunden wird. Die verbleibenden Unterschiede konnten dadurch bedingt sein, dal} die
Kultivierung der MoDC nach der Methode der Arbeitsgruppe von Lanzavecchia [35] die
Ausreifung in vivo nicht exakt nachahmen kann, da einzelne Kofaktoren wie extrazellulére
Matrixproteine fehlen. Die LC hingegen wiesen einen von MoDC deutlich unterschiedlichen
Immunphénotyp auf, was sich inbesondere an der unterschiedlichen CD11b, CD11c, CD36,
und CD1b- Expression zeigte.
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Die Inkubation frisch isolierter Monozyten in GM-CSF und IL4 enthaltendem Medium ist
eine hinreichende Voraussetzung, um unreife MoDCs zu gewinnen. Um die Hypothese zu
untermauern, daf es sich bei IDEC um in vivo entstandene unreife MoDCs handelt, ware der
Nachweis von GM-CSF und IL4 im epidermo-dermalen Kompartiment entziindlich
verénderter Haut wesentlich. Keratinozyten sind eine Quelle flir GM-CSF in entzundlicher
Haut. Im atopischen Ekzem ist die GM-CSF-Produktion der Keratinozyten noch héher [30].
De Saint-Vis und Mitarbeiter stellten fest, daB unreife dendritische Zellen, die von CD14
positiven Zellen abstammten, selbst GM-CSF produzieren [14]. Als Quellen des 1L4 kommen
die Mastzellen in Betracht, die in groRer Anzahl beim atopischen Ekzems in der Dermis
nachweisbar sind. Es ist wahrscheinlich, dafl in vivo noch weitere Einzelfaktoren im
Zytokinmilieu des epidermo-dermalen Kompartiments wesentlich fir die Ausreifung der
MoDC sind.

Die Kultivierung der MoDC aus PBMC ist ein artifizieller Vorgang, der in vivo sicher unter
ungleich komplexeren Bedingungen stattfindet. Im Rahmen dieser Arbeit wurden PBMC in
GM-CSF und 1L4 kultiviert, um ein einfaches Zytokinmilieu zu schaffen, ohne dal} weitere
Zytokine, die in vivo vielleicht an der Ausreifung beteiligt wéren, EinfluR nehmen konnten.
Dem in einigen Versuchen anstelle des IL4 zugesetzten 1L13 konnte keine Anderung des
Immunphénotyps nachgewiesen werden. Dies wurde erwartet, da bekannt ist, da IL13 an
denselben Rezeptor bindet wie IL4 [15]. Weitere Untersuchungen werden zeigen, ob durch
eine Optimierung der Kulturbedingungen eine bessere Identitdt des Immunph&notyps von
MoDC und IDEC zu erlangen ist.

Die im Rahmen dieser Arbeit generierten unreifen MoDC entsprechen vom Immunphénotyp
her weitestgehend den IDEC und nicht den LC. Wenn eine Unterscheidung von LC und IDEC
maoglich war, zeigten sich stets IDEC als die Zellpopulation, welche eher eine den MoDC
entsprechender Expression von Oberflachenmolekilen aufwies. Dies unterstiitzt unsere
Hypothese, dal} es sich bei IDEC um eine besondere Art von MoDC des epidermo-dermalen

Kompartiments handelt.
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4.2 Einordnung der eigenen Methodik der DNA -Untersuchungen

Die Untersuchungsmethode zur Analyse des Zellzyklus stellte einige Anforderungen. Es
sollten epidermale Zellen aus normaler und entziindlicher Haut durchfluBzytometrisch
untersucht werden. Auch war eine schnelle Verarbeitung der Haut zu Zellsuspensionen
erforderlich. Hierzu wurden in Vorversuchen statt epidermaler Zellsuspensionen gut
charakterisierte Zellinien benutzt, die den Vorteil boten, in beliebigen Mengen nachzuchtbar
und einsetzbar zu sein. Die Zellinien MOLT4 und U937 waren dazu gut geeignet, da
MOLT4-Zellen das LC-spezifische Oberflachenantigen CD1a tragen, und somit als Modell
fir LC dienen konnten, und U937 CD1a negativ sind, und sich mit ihnen die Population der
Keratinozyten nachahmen lieR [23].

Zur quantitativen DNA-Untersuchung wurde die durchflulzytometrische Analysemethode
gewahlt. Der Vorteil der DurchfluBzytometrie liegt in der einfachen Durchfihrung der
Farbungen, sei es die Oberflachenfarbung zur immunphanotypischen Identifizierung der
jeweiligen Zellen, oder die DNA-Férbung zur Lebend-Tot-Differenzierung des Zellmaterials.
Durch diese unterschiedlichen elektronischen Filtermechanismen war es moglich, die Zellen
zu selektieren, die lebend, CD1a positiv oder negativ waren, und damit selektiv zur Analyse
gelangen konnten. Auch die praktische und schnelle quantitative Zellanalyse wird bei der
DurchfluBzytometrie als Vorteil betrachtet. Das Immunfluoreszenzmikroskop hat den
Nachteil, dal3 es nur qualitative Aussagen uber die jeweilige Zellpopulation liefert [32].

Die besondere Herausforderung bei DNA-Messungen stellt die Erreichbarkeit und
Anfarbbarkeit der Nukleinséure dar. Da vitale Zellen eine fur die meisten DNA-Farbstoffe
nahezu undurchdringliche Doppellipidschicht als Zellmembran besitzen, muften die Zellen
permeabilisiert und gleichzeitig fixiert werden. In diesem Schritt werden jedoch die
Oberflachen der Zellen durch teilweise aggressive Detergenzien und Fixierungslésungen
veréndert, sodal} eine Gegenfarbung an der Oberflache zur Zellidentifizierung nicht mehr
funktioniert. Um dies zu vermeiden, mussen Detergens, Fixierungslosung und Reihenfolge
der Farbeschritte sorgfaltig ausgewdéhlt werden. In der vorgelegten Arbeit wurde eine
Paraformaldehydfixierung in einer Konzentration von 4% durchgefiihrt, da damit eine
homogene Farbung erzielt wurde, und gut auswertbare DNA-Kurven zustande kamen. Andere
Autoren bevorzugten eine Kombination aus Paraformaldehyd (PFA) in niedrigerer
Konzentration (0,25%) mit Methanol, da eine Erhéhung der PFA-Konzentration mit einer
Abnahme der Propidiumjodid-Férbeintensitat und mit einem hoheren Variationskoeffizienten
(CV) einhergeht. Die Konzentration von PFA wurde so niedrig gewahlt, weil bei hoheren

Konzentrationen eine Aneuploidie, also eine Abweichung des normalen DNA-Gehalts,
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nachzuweisen war, und damit das Ergebnis verfalschte [31]. Allerdings wurden hier keine
MOLT4/U937-Zellinien oder epidermale Zellen verwendet, sondern GM 131 Lymphoblasten,
weshalb ein direkter Vergleich nicht maoglich ist. Die Fixierungstemperatur von 25°C wurde
beibehalten. Als Nachteil wird bei Aldehyden wie PFA jedoch die hohe Autofluoreszenz
betrachtet.

SYTOX Green wurde als DNA-Farbstoff fur die Nukleinsauren der vitalen Zellen gewahlt, da
es mehrere Vorteile bietet. Es belegt im Gegensatz zu Propidiumjodid nur einen
Fluoreszenzkanal (FI1) im DurchfluBzytometer. Zugleich ist es gut quantitativ farbend und
erreicht so einen niedrigeren Variationskoeffizienten als andere DNA-Farbstoffe. Weitere
Vorteile sind die nur geringe Anfarbung des Zytoplasmas, der geringe Zeitaufwand fir die
Farbung und die fehlende Anféarbbarkeit der RNA.

Eine Vitalfarbung mit dem im Kanal 3 (FI3) rot fluoreszierenden 7-AAD wurde in den
Versuchen vorgeschaltet, um Artefakte durch tote Zellen zu vermeiden. 7-AAD bindet
selektiv an die GC-Regionen des Chromatins und ist wegen der Emission im
DurchfluBzytometer bei 647 nm besonders geeignet zur Analyse bei Mehrfachfarbungen wie
bei den Untersuchungen dieser Arbeit. Somit konnten tote Zellen durch einen Farbeschritt
eliminiert werden. Auch Popidiumjodid wurde als DNA-Farbstoff zur Lebend-Tot-
Differenzierung anstelle von 7-AAD in Betracht gezogen, kam aber nicht zum Einsatz, da
Propidiumjodid nicht nur mit DNA, sondern auch mit der hitzestabilen RNA reagiert. Ein
weiterer Schritt zur Elimination der RNA mittels RNAse ware ndtig gewesen. Mit 7-AAD als
Farbstoff konnte darauf verzichtet werden. Auferdem belegt Pl aufgrund des weiten
Emissionspektrums zwei Kanale (Fluoreszenz 2 und 3) am DurchfluBzytometer und war
somit flr die notwendige Erfassung dreier Parameter nicht geeignet.

Um sinnvolle quantitative DNA-Messungen am Durchfluizytometer durchfiihren zu kénnen,
mussen einige Voraussetzungen erfullt sein. Zur Standardisierung einer Methode ist es
wichtig, daB bestimmte Parameter wie Zellzahl, Konzentrationen der DNA-Farbstoffe und
Lagerung der einzelnen Losungen konstant gehalten werden. Einige Artefakte wie
Fluoreszenzintensitatsunterschiede bei unterschiedlichen Zellzahlen oder unterschiedlichen
Farbstoffkonzentrationen waren bekannt, andere nicht. So war es notwendig, die
Huallstromflussigkeit, die zur Kalziumelimination im DurchfluBzytometer Di-Natrium-
Ethylendiamintetraessigsaure (Di-Na-EDTA) enthalt, durch PBS zu ersetzen, und auch die
nur begrenzt haltbare SYTOX-LAsung zu jedem Versuch neu herzustellen. Schlielich wurde
eine Methode etabliert, die reproduzierbare Ergebnisse beziglich der zu untersuchenden

Zellen bot, und stabil in der Ausfiihrung war.
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4.3  Teilensich LC und IDEC innerhalb der Epidermis?

Neben einem veranderten Zytokinmilieu ist die erniedrigte Transitzeit der Keratinozyten
besonders beim Krankheitsbild der Psoriasis von 28 Tagen auf 3 bis 4 Tage bekannt [8].
Unsere DNA-Messungen an CD1a positiven (MOLT4) und CD1a negativen (U937) Zellinien
waren reproduzierbar und wurden somit als Modell fur epidermale Zellsuspensionen
verwendet. Fir die grofite Zellpopulation der Epidermis, den Keratinozyten, die etwa 98%
ausmachen, ergab sich ein Wert von 5,25%+2,34 in der S/G2M-Phase in normaler Haut.
Czernielewski und Mitarbeiter fanden in normaler Haut sich teilende Keratinozyten in der S-
Phase von 2,5-3,9% und 1,4-3,3% in der G2M-Phase [13]. Bei den Untersuchungen in der
vorgelegten Arbeit konnte aus technischen Griinden die S- von der G2M-Phase nicht getrennt
voneinander beurteilt werden. Dennoch liegen beide Ergebnisse im gleichen Bereich. Parent
et al. fanden 5,1% der Keratinozyten in der S-Phase, wobei seine Arbeitsgruppe eine *H-
Thymidin Inkorporation und S100-Protein Immunperoxidasefarbung benutzte, um LC von
Keratinozyten zu unterscheiden [29]. In Proben mit normalen epidermalen Zellsuspensionenn
wurden im Rahmen dieser Arbeit Zellzykluswerte gefunden, die mit den Werten anderer
Arbeitsgruppen vergleichbar waren.

Die Untersuchungen an LC in der vorliegenden Arbeit ergaben eine Teilungsrate in normaler
Haut von 7,7%=0,85. Der Anteil der sich teilenden LC in normaler Haut, lag bei Parent et al.
bei 4,02% [29]. Czernielewski et al. fanden 1,3-3,3% der LC in der S-Phase und 1,0-2,5% in
der G2M-Phase mittels DurchfluBzytometrie. Seine Arbeitsgruppe selektierte LC im Cell-
Sorter mittels CD1la-spezifischen Antikérpern. Durch verschiedene Farbetechniken
(Ethidiumbromid, mikroskopische Feulgen-Technik) wurde die DNA markiert, und am
DurchfluBzytometer ausgewertet [13]. Aullerdem wurde die Zellteilungszeit am Mausmodell
mit 16,3 Tagen extrapoliert und ware damit mehr als doppelt so hoch wie bei menschlichen
Keratinozyten [12]. Der Autor trennt nach S-und G2M-Phase, was bei den Messungen der
vorgelegten Arbeit nicht mdglich war, da der Anteil der LC in der Epidermis nur etwa 2%
ausmacht, sodafl in die endgultige Statistik beide Phasen miteinbezogen wurden. Der
Nachteil, der sich aus dieser Betrachtungsweise ergibt, ist, dal’ sich in der G2M-Phase auch
Zellen befinden konnen, die nicht an der Mitose teilnehmen, und sich voriibergehend im
Ruhezustand befinden. Die unterschiedlichen Teilungsraten in den verschiedenen
Arbeitsgruppen lassen sich am ehesten durch die unterschiedlichen Untersuchungstechniken
erklaren. Die Zellsuspensionen der vorgelegten Arbeit, sind zu einem kleinen Teil keine

reinen Einzelzellsuspensionen mehr, da durch die unterschiedlichen Farbe- und Waschschritte
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einzelne Zellen an anderen Zelloberflichen adharent geworden sind. Somit erkennt das
DurchfluBzytometer ein aus zwei Zellen bestehendes Konglomerat, auch als Doublette
bezeichnet, als nur eine Zelle an, und ordnet diese dann in eine Phase des Zellzyklus ein, in
der sie sich in Wirklichkeit nicht befindet. Dal? Doubletten nicht richtig eingeordnet werden
konnen, kann durch ein Doubletten-Differenzierungsmodul (DDM), das in einigen
DurchfluBzytometern vorhanden ist, ausgeschaltet werden. Das in der Klinik vorhandene
DurchfluBzytometer erlaubt eine DDM —Analyse jedoch nur im Fluoreszenzkanal FI2 und
nicht im SYTOX-spezifischen Fluoreszenzkanal FI1, in dem die SYTOX-markierten
Doubletten hatten differenziert werden kdnnen.

Die begrenzte Verfligbarkeit und das limitierte Material von entziindlichen Hautproben
erschwerte die DNA-Messungen in einer Weise, dall von den Proben mit entziindlicher
Epidermis in der vorliegenden Arbeit eine Probe zur Auswertung gelangte. Diese
Untersuchung ergab bei einem allergischen Kontaktekzem eine Teilungsrate der
Keratinozyten in der S/G2M-Phase von 9,9%, die im Vergleich zur normalen Haut (5,25%)
deutlich erhoht ist. Bei LC war der Anteil sich teilender Zellen bei 11,7% einzuordnen. Auch
hier wurden S- und G2M-Phase gemeinsam analysiert. Der Anteil der sich teilenden LC in
entziindlicher Haut war, wie auch bei den Keratinozyten, im Vergleich zur normalen Haut
erhdht. Das ist moglicherweise durch einen erhéhten Zellumsatz zu erkléren, alternativ ist
eine erhdhte Doublettenrate zu diskutieren. Exakte Zellzyklusangaben zu den verschiedenen
entziindlichen Hauterkrankungen liegen in der Literatur nicht vor. Die biologische
Schwankungsbreite ist bereits anhand der wenigen untersuchten Proben offensichtlich.
Deshalb sind fur einen exakten Vergleich Reihenuntersuchungen mit groRerer Fallzahl in der

nun etablierten Methodik notwendig.
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4.4  Epidermale dendritische Zellsuspensionen stimulieren autologe Lymphozyten

Durch ihre Antigen-présentierenden Eigenschaften sind dendritische Zellen funktionell
definiert. Wie bereits unter 4.1 diskutiert, ist die Expression kostimulatorischer Molekdle eine
zentral wichtige Voraussetzung zur Antigenprasentation und Initiierung einer Immunantwort.
Kawamura und Ohki zeigten schon 1995 und 1997, da DC aus lasionaler Haut des
atopischen Ekzems kostimulatorische Molekile exprimieren, und dal eine T-Zell-
Proliferation durch den CD86 Antikdrper gehemmt werden kann [22, 28]. Schuller et al.
zeigten, daf bei verschiedenen Dermatosen die hdchste in situ-Expression kostimulatorischer
Molekiile (CD80/CD86) im atopischen Ekzem beobachtet wurde. Aulerdem wurde
festgestellt, dal3 IDEC die relevante Zellpopulation ist, die CD80 und CD86 in situ exprimiert,
und nicht LC [36]. Dies gibt Anlal zur Annahme, da IDEC beim atopischen Ekzem
hyperstimulatorisch sind. Bekannt ist, daB das Gemisch von LC und IDEC in der
entziindlichen Haut hyperstimulatorisch ist [42], und daf? die relevanten Stimulatoren in der
normalen Haut die LC sind [41]. Die Arbeitsgruppe von Cooper hat Antigen-prasentierende
Zellen charakterisiert, die in das perivaskulare Gewebe der Epidermis eindringen und T-
Zellen stimulieren konnen [27, 37]. Dies lait die Annahme zu, da3 sowohl LC als auch IDEC
Antigen-prasentierende Zellen sind, die maglicherweise aus dem Blut in das Zielgewebe, wie

zum Beispiel die Epidermis, eindringen.
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5  Zusammenfassung

Die entziindlich veranderte Epidermis unterscheidet sich von der Epidermis der normalen
Haut durch das Auftreten einer zweiten dendritischen, von Langerhans Zellen (LC)
abgrenzbaren Zellpopulation. Wahrend Herkunft und Funktion dieser Inflammatorischen
Dendritischen Epidermalen Zellen (IDEC) noch unbekannt sind, deuten die bislang
durchgefuhrten immunphénotypischen Untersuchungen auf eine Monozyten-abhéngige
Genese hin. In der vorgelegten Arbeit wurden Untersuchungen an verschiedenen epidermalen
Zellsuspensionen, sowie in vitro aus Monozyten hergestellten unreifen dendritischen Zellen
(MoDC) durchgefiihrt, um durch eine standardisierte Untersuchung weiterfiihrende
Erkenntnisse zur Immunbiologie dieser dendritischen Zellen zu gewinnen.

Zunachst konnte gezeigt werden, daR die in vitro hergestellten MoDC immunphénotypisch
relativ genau den IDEC entsprechen, wéhrend der Immunphénotyp der LC deutliche
Unterschiede zu dem der MoDC aufweist: Wahrend sowohl IDEC als auch MoDC stark
CD36, CD11b und CLA exprimieren, sind auf LC CD36 und CD11b nur minimal und CLA
deutlich weniger stark exprimiert. AuBerdem konnte gezeigt werden, dal die CDla-
Expression der MoDC mit langerer Kulturdauer starker wird, und dal} eine Zugabe von
autologem Serum in die Kultur diese Ausreifung von Monozyten zu MoDC hemmt.

Der zweite Teil dieser Arbeit befasste sich mit vergleichenden Zellzyklusuntersuchungen von
LC und Keratinozyten aus normaler und entziindlich veranderter Haut. Hierzu wurde zunéchst
eine Untersuchungsmethode zur gleichzeitigen Bestimmung von Zellzyklus, CD1la-
Expression und Vitalitat etabliert. Es wurden verschiedene Parameter wie Zellzahl,
Farbstoffkonzentration, Fixierung und Vitalfarbung an einem auf den Zellinien MOLT4 und
U937 basierenden Modell optimiert, und spéater auf epidermale Zellsuspensionen Ubertragen.
Dieses aus einem Zellgemisch einer CD1a-exprimierenden und einer CD1a-negativen Zellinie
in seinen Anteilen frei wahlbare Modell erlaubte die Optimierung der Farbetechnik und wies
den vermehrten DNA-Gehalt der MOLT4-Zellen nach, was auf eine chromosomale
Aberration in der MOLT4-Zellinie hindeutet. Keratinozyten und Langerhans Zellen wiesen
einen normalen Zellzyklus innerhalb der normalen Haut auf, was die Resultate anderer
Arbeitsgruppen bestatigte. In entzlindlicher Haut war die Zellteilungsrate bei Keratinozyten
und epidermalen dendritischen Zellen erhoht. Die erhdhte Zellteilungsrate der epidermalen
dendritischen Zellen war bislang noch nicht untersucht worden.

SchlieRlich wurden funktionelle Untersuchungen der immunphéanotypisch nachgewiesenen

kostimulatorischen Molekile durchgefuhrt. Hierzu wurde die antigenprasentierende Funktion
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mit der gemischten Haut-Lymphozyten-Reaktion untersucht. Durch den CD86 Antikdrper
konnte eine T-Zell-Proliferation in vitro effektiv gehemmt werden.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit eine Methode zur Untersuchung epidermaler
dendritischer Zellen etabliert werden. IDEC &hneln in zahlreichen Aspekten den MoDC,
wogegen LC deutliche Unterschiede aufweisen. Weitere Untersuchungen am Zellzyklus
entziindlicher Haut, die auf die in der vorgelegten Arbeit etablierten Methode aufbauen,
werden AufschluR tiber die Teilungsraten von LC und IDEC geben. Anhand der Erkenntnisse
uber die Rezeptorexpression auf IDEC und MoDC ist eine genauere immunbiologische

Einordnung der IDEC in die Gruppe der myeloiden dendritischen Zellen wahrscheinlich.
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7 Anhang

7.1 Kulturmedien und Lésungen

7.1.1 Phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS)
NaCl
KCI
Na,HPO4 xH,0
KH2PO4
Aqua dest.

8,09
0,29
159
0,29

ad 1000,0 ml

Der pH der Lésung wurde mit 1 M NaOH und 1 M HCI auf pH 7.35 eingestellt.

7.1.2 FACS-Puffer
Unsteriler PBS
Inaktiviertes fetales K&lberserum (Fa. Boehringer)
10% Na-Azid-Losung (Fa Merck, Darmstadt)

Alle Zusatze (iber einen 0,2 um Sterilfilter zugeben

7.1.3 Saponin-Waschpuffer
Hank’sche Losung (Fa.Gibco)
Saponin (Fa. Sigma, St.Louis, USA)
FKS, inaktiviert

Alle Zusatze iber einen 0,2 um Sterilfilter zugeben

7.1.4 Langerhans-Zellen-Waschmedium
RPMI1640 ohne Glutamin (Fa. Seromed,Berlin, D)
L-Glutamin (Fa. Gibco)
Antibiotische/Antimykotische Losung (Fa. Gibco)
FKS, inaktiviert

Alle Zusatze (iber einen 0,2 um Sterilfilter zugeben

1000,0 ml
10,0 ml
10,0 ml

500,0 ml
059
10,0 ml

500,0 ml
5,0 ml
5,0 ml

50,0 ml
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7.1.5 Monozyten-Waschmedium

Bovines Albumin (Fa. Sigma) 500
1M EDTA-LGsung 0,85 ml
NaCl 459
Aqua bidest. ad 500,0 ml

Alle Zusatze (iber einen 0,2 um Sterilfilter zugeben

7.1.6  Monozyten-Kulturmedium

Kulturmedium wie unter 7.1.4 beschrieben 100,0 ml
GM-CSF (Leucomax, Fa. Sandoz, Basel, Schweiz) 45 ul
Interleukine 4/13 (recombinant, Fa. Gibco) 10,0 pl

7.1.7 Lymphozyten Waschmedium/Kulturmedium

RPMI 1640 (Fa. Seromed) 500,0 ml
Hepes-Puffer 1 M ( Fa. Gibco) 10,0 ml
MEM-Vitamine (Fa. Gibco) 5,0 mi
Nichtessentielle Aminoséuren (Fa. Gibco) 5,0 mi
L-Glutamin (Fa. Gibco) 10,0 ml
Antibiotische/Antimykotische Losung (Fa. Gibco) 5,0 ml
FKS, inaktiviert 50,0 ml

Alle Zusatze tiber einen 0,2 um Sterilfilter zugeben

7.1.8 0,5% Trypsin-Losung

PBS def. 1000,0 ml

Trypsin (Fa. Sigma,Typ XI) 500
Auf dem Magnetrihrer I6sen, pH auf 7,2-7,4 einstellen, steril filtrieren und aliquotiert bei —
20°C lagern

7.1.9 0,1% DNAse-LG6sung
PBS def. 250,0 ml
DNAse, bovine (Fa. Sigma, Typ 1V) 250,0 mg

Zusétze Uber einen 0,2 um Sterilfilter zugeben, aliquotieren a 4,0 ml und bei —20°C lagern.
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7.1.10 Paraformaldehyd-L0dsung (4%o)
Paraformaldehyd (Fa. Sigma) 40¢g
PBS (s. 7.1.1) 100,0 ml
Zutaten auf 60°C erwarmen, bis Losung vollig klar ist; Gber einen 0,2um Sterilfilter filtrieren

und bei 4°C dunkel lagern

7.1.11 Dextran-Losung (6%o)

Dextran (Fa. Sigma) 15049
NaCl 2,25¢
Aqua bidest. ad 250,0 ml

Zutaten mischen, 1h ruhren und autoklavieren; bei 4°C dunkel lagern; Lésung ist maximal

3 Monate haltbar.

7.1.12 Hypotone Kochsalzlésung
Agqua bidest. 100,0 ml
PBS def. ad 400,0 ml

Alle Zusatze iber einen 0,2um Sterilfilter zugeben
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7.2 Antikorper und Seren zur Bestimmung der Rezeptor-Expressionen

Name /Klon Isotyp Spezifitat Herkunft
29C6 lgG1 FceRla J. Hakimi
V.3 1gG2b CD32/FcyRIlI Medarex
4.A7.6 lgG2a CD1b Immunotech
9pP.25 IgG1l CD23 Immunotech
I0OP36 IgG1 CD36 Immunotech
25.3.1 lgG1 CD11a Immunotech
BEAR1 lgG1 CD11b Immunotech
BU15 lgG1 CDl11c Immunotech
3G8 lgG1 CD16/FcyRIII Immunotech
HP2/1 lgG1l CD49d/VLA4 Immunotech
E124.2.8 lgG1 IgE Immunotech
10.1 lgG1 CD64/FcyRI Calbiochem
L307.4 IgG1 CD80/B7.1 Camfolio
IT2.2 lgG1 CD86/B7.2 Pharmingen
HB15A 1gG2b CD83 Immunotech
HECD-1 gG1 E-Cadherin Zymed
3-4A4-E4 rigG2b CD115 Calbiochem
HECA-452 rigM CLA L. Poulter
RMO52 mlgG2a CD14 Immunotech
D547 migG1l Mannose-Rez. A. Lanzavecchia
B9.11 migG1l CD8 Immunotech
J4.119 migG1l CD19 Immunotech
BL2 mlgG2b HLA-DR Immunotech
GaM mlgG mFcy FITC Jackson
Mausserum 1) 1) 1) Sigma
Rattenserum g g g Sigma
T6RD1 lgG1 CD1la PE Coulter
IgG1RD1 migG1l 1) PE  Coulter
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CD14
CD11b
CD3

mlgG1l
migG1l
migG

CD14
CD11b
CD3

PE Becton Dickinson
FITC Immunotech
FITC Becton Dickinson
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