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1. Einleitung

1.1 Der Typ-1-Diabetes und seine Pathogenese beim Menschen

Der Diabetes méllitus ist gekennzeichnet durch eine Stérung des Glukosestoffwechsels mit
pathologisch erhthtem Serumglukosespiegel. Der Typ 1 Diabetes resultiert aus ener
Destruktion der insulinproduzierenden b-Zellen der Langerhans schen Inseln des Pankress.
Etwa 90% der Féle entstehen durch eine autoimmune Zerstorung der Betazellen (Typ la
Diabetes), 10% werden as nicht immunogene, idiopathische Form bezeichnet (Typ 1b
Diabetes), d.h. hier ist die Pathogenese bisher unbekannt (ADA Klassifikation 1997). Hiervon
abzugrenzen ist der Typ 2 Diabetes, bei dem sowohl eine Stérung der Insulinsekretion als
auch eine periphere Insulinresistenz eine wichtige Rolle spielen. Zur Zeit sind in Deutschland
etwa 8% der Bevilkerung am Diabetes mellitus erkrankt. Davon entfallen etwa 10% auf den
Typ 1 des Diabetes.

Durch das Polypeptid Insulin wird die Aufnahme von Glukose in die Zelle vermittelt. Dies
geschieht Uber die Bindung von Insulin an den zellmembranstandigen Insulinrezeptor, wobei
durch Phosphorylierungs- und Dephosphorylierungsvorgange verschiedene intrazellulére
Signaltransduktionswege  aktiviert  werden, die die  Proteinbiosynthese  von
Glukosetransportern, insbesondere des insulinabhdngigen GLUT 4, sowie die Lipidsynthese
und Glykogensynthese steuern. Diese Glukosetransporter werden in die Zellmembran
integriert und ermoglichen die Aufnahme von freier Glukose in die Zele. Eine
insulinunabhéngige Aufnahme von Glukose in das Zdlinnere ist nur in wenigen Organen wie
der Leber mdglich, wo insulinunabhéngige Glukosetransporter existieren.

Die Pathogenese des Diabetes Typ la ist zur Zeit noch nicht eindeutig gekléart. Es werden
verschiedene Mechanismen, beziehungsweise eine Kombination mehrerer Faktoren diskutiert.
Die autoimmune Zerstbrung der Inselzellen tritt gehduft bel Menschen mit bestimmten
genetischen Merkmalen auf. In genomweiten Untersuchungen wurden bisher 18 Risikogene
identifiziert (IDDM1-IDDM18) (Todd et al., 1995, Schranz et al., 1998, Bach et a., 2001).
Die stérkste Assoziation bestent mit bestimmten Subtypen der HLA Molekile (Human
Leukocyte Antigen), die bel der Maus MHC (Mgjor Histocompatibility Complex) genannt
werden. Diese Molekile stellen membranstdndige Proteinkomplexe dar, die die Fahigkeit
besitzen, in einer aus einer a- und einer b-Kette gebildeten Mulde Peptide dem T-Zellrezeptor
von T-Lymphozyten zu prasentieren und somit eine spezifische Immunreaktion zu initiieren,
In Studien wurde gezeigt, dass HLA-Gene in bis zu 40 % fir die familisre Haufung des
Diabetes Typ 1 verantwortlich sind (Davies et a., 1994). Familidre und geographische
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Risikostudien untermauern die Relevanz der HLA-Molekile (Atkinson et al., 1994; Redondo
et a., 1999; Kaprio et a., 1992; Muntoni et a., 1997). Folgende HLA-Subtypen sind
demnach mit einem besonders hohem Risiko, einen Diabetes Typ 1 zu entwickeln, assoziiert:
HLA DQA1*0501-DQB1*0201 und DQA1*0301-DQB1*0302. Uber 90% der Patienten mit
Typ | Diabetes tragen einen dieser Marker. Patienten, die beide Haplotypen aufweisen, tragen
ein besonders hohes Diabetesrisiko (Tisch et a., 1996).

Andere Studien belegen, dass Infektionserreger die Diabetesentstehung triggern oder férdern
konnen. Insbesondere Viren konnen sowohl durch direkten Befall der b-Zellen, as auch
durch Initiation enes autoimmunen Geschehens zu ener Schadigung der
insulinproduzierenden Zellen fuhren konnen (Szopa et a., 1993; Yoon et a., 1979). Eine
besondere Rolle spielen Infektionen mit Coxsackievirus B, Mumps, Eppstein-Barr-Virus und
Zytomegalievirus (Foulis et a., 1997).

Als Zielantigene der Autoimmunreaktion beim Typ 1 Diabetes konnten in den letzten Jahren
mehrere Proteine identifiziert werden. Zu den wichtigsten Vertretern zahlen Insulin,
Inselzellantigen-2  (1-A2) und das Enzym Glutaminsdure Decarboxylase mit einem
Molekulargewicht von 65 kDa, genannt GADG65. Es konnte gezeigt werden, dass
Lymphozyten aus dem Blut von frisch manifesten Typ 1 Diabetikern mit Insulin reagieren
(Miller et a., 1987; Naquet et a., 1988). Verwandte ersten Grades zeigen ebenfalls dieses
Phanomen (Keller, 1990). Vergleichbares lie3 sich in Bezug auf GADG65 nachweisen
(Atkinson et al., 1992; Harrison et a., 1993), wobei die Immunreaktion gegen dieses Protein
eine besondere Rolle zu Beginn der Erkrankung zu spielen scheint. Dariiber hinaus ist erkannt
worden, dass die bei dem Diabetes mellitus Typ 1 bekannten Autoantikorper, die
zytoplasmatischen Inselzellantikorper (ICA), mit GADG5 und |A-2 reagieren (Baekkeskov et
al., 1990; Christie et al., 1994).

Die Krankheitsentwicklung des Typ 1 Diabetes erstreckt sich Uber viele Monate bis Jahre, in
denen der Patient asymptomatisch ist und einen euglykamischen Metabolismus aufweist. Dies
ist darauf zurtickzufiihren, dass eine beginnende Zerstérung der b-Zellen in bezug auf die
Insulinsekretion durch verbleibende, intakte Zellen kompensiert werden kann. Zur Zeit
herrscht Unklarheit Uber das Ausmal® der b-Zellzerstérung, ab dem sich der Diabetes
manifestiert. Es ist eine gangige Auffassung, dass etwa 90% der insulinproduzierenden Zellen
zerstbrt sein missen, um den Diabetes symptomatisch werden zu lassen. Neuere
Forschungsergebnisse an Pavianen mit dem b-zeltoxischen Préparat Streptozotocin zeigen
alerdings, dass bereits eine Zerstorung von 50 bis 70% ausreicht, einen Typ 1 Diabetes
klinisch erfassbar zu machen (McCulloch et a., 1991). Inwieweit bei diesem Versuch andere,
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beim humanen Diabetes nicht auftretende Mediatoren oder Zytokine eine Rolle spielen, ist

Gegenstand aktueller Untersuchungen.

1.2 Das NOD-Mausmodell

Die NOD (non obese diabetic) - Maus wurde erstmalig in den 70er Jahren des vergangenen
Jahrhunderts in Japan beschrieben. Diese Mause entwickeln einen autoimmunen Diabetes, der
dem humanen Typ 1 Diabetes dhnlich und vergleichbar ist. Wichtigstes Korrelat des Diabetes
der NOD-Maus ist das Auftreten ener Insulitis, ener Infiltration des Pankreas mit
autoreaktiven mononuklegren Zellen, was zu ener Zerstbrung der b-Zelen des
pankreatischen Inselgewebes fuhrt (Atkinson und McLaren, 1994). GrofRere Abweichungen
des Tiermodels bestehen darin, dass vorwiegend weibliche Individuen erkranken und die
Tierein einer apathogenen Umgebung gehalten werden missen.

Ahnlich dem humanen Diabetes existieren mehrere pradisponierende genetische Faktoren, die
mit der Entstehung des Diabetes mellitus der NOD-Maus in Verbindung gebracht werden.
Von besonderer Bedeutung ist der Genlocus Idd-1, der fur die MHC Il Molekile der Maus
kodiert (Hattori et al., 1986; Prochazka et al., 1987; Livingstone et al., 1991). Hier besteht
eine direkte Paradlele zum humanen Diabetes. Das murine MHC Il Molekdl mit der
Bezeichnung 1-A% weist bemerkenswerte Ubereinstimmungen mit dem humanen MHC Allél
DOB*0302 auf (Kwok et al., 1996). Als pathologisches Korrelat wird das Fehlen der
Aminosdure Aspartat in der b-Kette dieses Molekils angenommen, da sdmtliche andere
murine MHC-Moleklle an entsprechender Stelle Aspartat aufweisen. Sowohl bei dem MHC-
Molekill 1-AY as auch bei dem humanen Alld kann ein Hitzeschockprotein, hsp60, eine
Dimerisation und somit eine Beeintrdchtigung der Funktion des MHC Molekils bewirken,
jedoch nicht bei anderen I-A- oder DQ-Molekilen (Reizis et a., 1997). Bestétigt wird dies
durch die Beobachtung, dass eine Injektion von hsp60 oder ein Polypeptid aus dessen
Aminosauren 437 — 460 eine Exazerbation des Diabetes bewirkt (Elias et a., 1995). Darlber
hinaus zeigt das 1-AY-Molekill eine ausgepragte Schwache bei der Bindungsstérke zu
Peptiden. In Bindungsversuchen mit radioaktiv markierten Peptiden an 1-AY zeigte sich eine
Bindungsrate von lediglich 1% (Carrasco-Marin et d., 1997), die Halbwertszeit von 1-AY in
der SDS-PAGE betrug 5,5 h (Carrasco-Marin et al., 1997). Auch diese Phédnomene wurden
bei oben erwahntem humanen MHC-11 Molekil gefunden (Johansen et al., 1996; Buckner et
al., 1996). Bel einem weiteren MHC-II Alld, 1-A¥, fanden sich ahnliche Eigenschaften,
wenngleich nicht derart ausgepragt, wie bei 1-AY. Die Halbwertszeit von 1-A* in der SDS-
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PAGE betrug 8 bis 22 Std. (Nelson et a., 1993, 1994). Diese Funktionsainschrankungen
waren nachweidich nicht auf eine Denaturierung oder Dissoziation der Untereinheiten
zurickzufihren (Carrasco-Marin et a., 1996). Die Bedeutung dieser Ergebnisse bleibt
alerdings Spekulation. So konnte eine schwache Prasentationskapazitét der Antigen
prasentierenden Zellen (APC: engl.. antigen presenting cells) zu einer reduzierten negativen
Selektion im Thymus fuhren und somit zu einer erhdhten Zahl vorhandener, autoreaktiver

Lymphozyten.

Bel der NOD-Maus konnten verschiedene Defekte in der Regulation der Immunantwort
nachgewiesen werden. Beschrieben wurde eine generelle verminderte Sekretion von IL-1 und
IL-4 (McAuthor et al., 1993; Taylor-Robinson et al., 1994, Rapoport 1993), eine erhdhte
Sekretion von Prostaglandin E-2 (PGE2) (Robinson et al., 1993) und eine gestorte T-Zdll
Apoptose (Chervonsky et al., 1999). Es wird vermutet, dass diese Defekte
zusammengenommen das Auftreten und die Aktivierung autoreaktiver T-Lymphozyten
fordern.

Der Diabetes der NOD Maus beginnt durchschnittlich im Alter von 3-4 Wochen mit der
Infiltration der Langerhans'schen Inseln durch Einwandern von dendritischen Zellen und
Makrophagen (Jansen et a., 1994). Anschlief3end folgen autoreaktive T-Lymphozyten, die
wie beim Menschen unter anderem gegen Insulin und GADG65 gerichtet sind und eine
Hauptrolle bel der progredienten autoimmunen Zerstorung der b-Zellen einnehmen (Roep
1996, Wegmann et al., 1994, Elias et a., 1997, Daniel 1995, Wong 1999). Unterstiitzt wird
diese Hypothese durch Erkenntnisse, dass NOD-Mause, denen rekombinantes IL-1 injiziert
wurde, keinen Diabetes entwickeln (Jacob et al., 1990).

Die Hypothese der autoimmunen Genese der Insulitis wird dadurch gestiitzt, dass sich mittels
Transfer von Lymphozyten einer erkrankten Maus auf ein nicht erkranktes Tier der Diabetes
Ubertragen lasst (Bach, 1994, Wegmann et a., 1993, Chervonsky et al., 1997b). Experimente
zeigten, dass sowohl CD 4- als auch CD 8-Lymphozyten Ubertragen werden missen, um in
einer syngenen Maus Diabetes hervorzurufen (Bendelac et a., 1987, Wicker et a., 1986). Auf
der anderen Seite kann jede Lymphozytengruppe alein den Diabetes in eine sogenannte
NOD-scid-Maus Ubertragen, ein Mausmodell, welches genetisch der NOD Maus entspricht,
aber keine T- und B-Lymphozyten besitzt (Peterson and Haskins, 1996, Wong et al., 1996).
Zahlreiche Studien konnten Ubereinstimmend zeigen, dass die Diabetesentwicklung vom
Auftreten autoreaktiver T-Lymphozyten der Subpopulation T-Helfer 1 (Thl) abhéngig ist
(Liblau et al., 1995, Elias et al., 1997). Die Thl Zellen produzieren die Zytokine IL-2 und
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Interferon-g, welche dendritische Zellen und Makrophagen stimulieren und die Aktivierung
CD 8-positiver, zytotoxischer T-Zellen férdern, was zu einer Zerstérung des Zielgewebes
fuhrt. Th-2 Zellen sind charakterisiert durch die Produktion von IL-4, IL-10 und IL-13 und
vermitteln B-Zellen Hilfestellung bei der Antikdrperproduktion. Wichtig ist, dass sich die Thl
und Th2 Zellen durch die sezernierten Zytokine gegenseitig hemmen (Kolb 1997, Nicholson
1996). Die Bedeutung der Th1/Th2 Baance konnte in Studien mit transgenen NOD Mé&usen
belegt werden. Tiere, deren T-Zellen ein bestimmtes Inselzellantigen erkennen, werden
diabetisch, wenn die T-Zelen einen Thl Phanotyp aufweisen, wahrend Th2 Zellen mit
identischen T-Zellrezeptor protektiv wirken (Katz 1995). Eine Stérung des Gleichgewichts
zwischen Thl und Th2 Zellen konnte auch beim Typ 1 Diabetes des Menschen nachgewiesen
werden (Schloot et a., 1998, Kallan et a., 1997, Kallmann et al., 1999). Da aber in der NOD
Maus und beim Menschen immer auch autoresktive Th2 Zellen nachweisbar sind, wird
verstandlich, dass den autoreaktiven T-Zellen auch gleichzeitig Autoantikérper gegen die
gleichen Antigene aufweisen (Schranz et a., 1998).

Neben der Klérung der grundiegenden Mechanismen der T-Zellimmunantwort beim Typ 1
Diabetes konnten Studien bei der NOD Maus auch einen wichtigen Beitrag fur die
Entwicklung von Préventionsstrategien leisten. In verschiedenen Interventionsstudien konnten
durch subkutane oder orale Immunisierungen mit Insulin und GAD die Diabetesentwicklung
bei der NOD Maus signifikant verzogert und reduziert werden (Tian et al, 1996, Tisch et al.,
1993, Kaufman et al., 1993, Elias et al., 1997). Dies erfolgte entweder durch die Entwicklung
einer T-Zellanergie oder durch die Induktion von regulatorischen T-Zelen, die die
diabetogenen, autoreaktiven Thl-Lymphozyten aktiv supprimieren (Tisch et a., 1998,
Roncarlo et a., 2000). Allerdings sind die bisherigen Versuche bel Pradiabetikern, wie z.B.
die parenterae Immunisierung mit Insulin in der DPT-1 Studie, alesamt enttéuschend
verlaufen. Dies konnte auf die Unterschiede in der Antigenkonzentration und dem Zeitpunkt
der Immunisierung zurlickzufihren sein. Es besteht deshalb weiter ein sehr hohes Interesse,
neue Strategien zu entwickeln, mit denen moglichst antigenspezifisch der Autoimmunprozess
so moduliert werden kann, dass die Diabetesentstehung kompl ett verhindert wird.
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1.3 Dendritische Zdlen

Effektorzellen der erworbenen Immunitét sind insbesondere T- und B-Lymphozyten. Ihre
aleinige Présenz im Organismus fuhrt jedoch nicht zu einer Immunreaktion. Es bedarf einer
weiteren Population an Zellen, die die Immunreaktion initiiert. Diese zweite Gruppe umfasst
die sogenannten Antigen-présentierenden Zellen. Zu dieser Gruppe zdhlen dendritische Zellen
und Makrophagen. Der Name dendritische Zelle leitet sich von der Morphologie der Zellen
ab, die sowohl bei der mikroskopischen Betrachtung von Gewebepréparaten als auch in der
Zdlkultur zu beobachten ist. Es sind lange zytoplasmatische Zellaudéufer zu erkennen, die
der Interaktion mit weiteren Zellen des Immunsystems dienen. Der erste Vertreter dieser
Zdlpopulation sind die Langerhans Zellen der Haut, die erstmals im Jahr 1868 beschrieben
worden sind. Die genaue Charakterisierung der dendritischen Zellen begann alerdings erst
vor etwa 30 Jahren.

B-Lymphozyten sind in der Lage, Antigene direkt zu erkennen und spezifische Antikorper zu
produzieren und zu sezernieren. T-Lymphozyten hingegen benttigen zur Aktivierung APC's,
die die entsprechenden Antigene prozessieren und auf ihrer Zelloberflache prasentieren. Diese
Interaktion findet zwischen den MHC Molekilen der dendritischen Zellen und den T-Zdll-
Rezeptoren auf der Oberflache der T-Zellen statt. Auf der Ebene der MHC Molekile
unterscheidet man zwei Typen: MHC Klasse |, was an CD 8-positive T-Lymphozyten bindet
und MHC Klasse I, das sich mit dem T-Zell-Rezeptor CD 4-positiver T-Lymphozyten
verbindet. Durch zusétzliche Interaktion mit kostimulierenden Signalen und Zytokinen
werden die T-Lymphozyten aktiviert, was im Fale der CD 8-positiven T-Lymphozyten zu
einer zelluldaren Immunantwort fihrt, bei CD 4-positiven T-Lymphozyten hingegen nach der
Aktivierung von B-Zellen die Produktion von Antikorpern unterstitzt oder CD 8-Zellen und
APC aktiviert.

Dendritische Zellen besitzen eine herausragende Rolle bel der Induktion einer Immunreaktion
naiver und T-Gedéchtniszellen. Normale Zellen tragen wenige MHC | Molekille (etwa 100
pro Zelle), keine MHC Il Molekule und kostimulierenden Oberfl&chenproteine, so dass das
Auftreten einer Autoimmunreaktion verhindert wird. Zur Aktivierung gegen Fremdproteine
(Viren, Tumorzellen) missen die T-Zellen durch zwei Signae aktiviert werden: 1. das
spezifische Antigen im Kontext von MHC | oder 1l Molekilen; 2. kostimulierende Signale
vermittelt Gber die Interaktion von CD 80 und CD 86 mit der B-7 Familie und aktivierende
Zytokine (Coyle et al., 2001). Diese Funktionen werden hocheffektiv von dendritischen
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Zdlen Ubernommen. Sie nehmen Antigene in der Peripherie auf, prozesseren sie und
présentieren se nach Migration in lymphatisches Gewebe dortigen T-Lymphozyten.
Dendritische Zellen tragen auf ihrer Oberflache eine grole Zahl an MHC Molekilen,
zusétzlich werden die n6tigen kostimulatorischen Proteine exprimiert und Zytokine wie IL-12
sezerniert.  Somit kann im lymphatischen Gewebe eine effektive Stimulation von
Lymphozyten dtattfinden, die nach Auswandern aus diesem Gewebe eine starke
immunol ogische Reaktion in der Peripherie bewirkt.

Nach heutigen Erkenntnissen verléuft das Leben einer dendritischen Zelle in zwei Phasen:
Die erste, unreife Phase der dendritischen Zelle findet in peripherem Gewebe statt. Die dort
resdenten DC's sind hocheffiziente Antigen-aufnehmende Zellen. Dementsprechend
befinden sie sich verstarkt in Geweben, die besonders mikrobieller Invasion ausgesetzt sind,
so zum Beispiel in der Haut (mit insgesamt etwa 10° epidermalen Langerhans Zellen), dem
Respirationstrakt und dem Gastrointestinaltrakt. Ihre Moglichkeiten zur Antigenaufnahme
sind Phagozytose (Inaba et al., 1993; Moll et al., 1993; Reis e Sousa et al., 1993; Svensson et
a., 1997), Makropinozytose (Salusto et a., 1995) und rezeptorvermittelte Aufnahme, wie
durch den Mannose-Rezeptor und FcgRezeptor (Sdlusto et a., 1995). Die
rezeptorvermittelte Aufnahme ist besonders effektiv, da so Antigene, die in picomolaren und
nanomolaren Konzentrationen vorliegen, aufgenommen werden konnen (Sallusto et al.,
1994). Aufgenommene Antigene werden in den Endosomen prozessiert, in Peptidform an
MHC |1 gebunden und danach zur Zelloberfléache transportiert und dort prasentiert (Sallusto et
al., 1995; Winzler et d., 1997; Nijman et a., 1995; Pierre et al., 1997; Cella et al., 1997).
Dendritische Zellen besitzen dartber hinaus die Fahigkeit exogen aufgenommene Antigene,
z.B. aus nekrotischen Zellen, nicht nur auf MHC Klasse 1| Molekilen sondern auch auf MHC
Klasse | zu exprimieren. Durch diese Eigenschaft kénnen dendritische Zellen CD8-positive
Zellen aktiviert werden (Crosspriming) und zu einer effektiven zytotoxischen Reaktion z.B:
gegen virusinfizierte Zellen fuhren (Larsson et al., 2001, Hegth et al., 2001). In der Phase der
Antigenaufnahme ist die Kapazitdt der dendritischen Zellen zur Aktivierung von
Lymphozyten gering, was auf die niedrige Expression von MHC IlI- und kostimulierenden
Molekilen wie CD 80, CD 86 sowie LFA-3, ICAM-1 und der fehlenden Sekretion von
Zytokinen zurlickzufthren ist. Nach der Aktivierung der dendritischen Zellen z.B. durch
bakterielle Antigene erfolgt die Ausreifung der Zellen in eine zweite Phase. Die dendritischen
Zelen verlieren ihre Fahigkeit zur Antigenaufnahme, erhdhen im Gegenzug ihre Kapazitét
zur T-Zdl-Stimulation durch Einbau der MHC I1-reichen Endosomen in die Zellmembran und

Expresson von kostimulierenden Molekilen. Diese Signale an weitere Zellen des
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Immunsystems bleiben mehrere Tage an der Zelloberfldche nachweisbar (Cella et al., 1997).
Neben der Antigenaufnahme existieren weitere Faktoren, die zur Reifung von dendritischen
Zellen fihren. So wirken in vitro die Zugabe von Bakterien, des mikrobiellen
Zellwandbestandteils LPS, CD 40-Ligand und Zytokine wie IL-1, GM-CSF und TNF-a
stimulierend auf dendritische Zellen, wohingegen IL-10 diesem Vorgang entgegenwirkt
(Buelens et al., 1997). Seit kurzem ist bekannt, dass gewisse GpC-Motive in DNA-
Sequenzen, die vermehrt in Bakterien vorkommen, dendritische Zellen ausreifen lassen
(Schattenberg et al., 2000; Sparwasser et a, 1998).

MHC |l intrazdlular akkumuliert MHC Il auf der Zdloberflache
Schwache Expression von CD 80, 86 Hohe Expression von CD 80, 86
Schwache Expression von CD 40 Hohe Expression von CD 40
Hohe Endozytosefahigkeit Geringe Endozytosefahigkeit

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der Charakteristika bei Reifung der dendritischen
Zdlen. Reifung der DC's wird beispielsweise Uber LPS, TNFa oder
CD 40-Ligand induziert. IL-10 inhibiert diesen Ausreifungsprozess.

In vivo wandern dendritische Zellen nach der Antigenaufnahme aus ihrem Ursprungsgewebe
heraus in lymphoide Gewebe wie Lymphknoten und Milz. Dort findet die Interaktion mit
weiteren Zellen des Immunsystems, wie B- und T-Zellen, statt. Bel dieser Migration wird die
Ausreifung komplettiert. B- und T-Zellen werden durch sezernierte Chemokine angelockt;

rezirkulierende T-Lymphozyten erhalten iiber diesen Mechanismus ihre Uberlebensfahigkeit.
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Die Richtung, in die dendritische Zellen wandern sollen, wird nach heutigen Erkenntnissen
durch Chemokine vermittelt. Wichtige Vertreter dieser Gruppe sind SLC (engl.: secondary
lymphoid-tissue chemokine, sekundéres Chemokin |ymphoiden Gewebes), das an den
Rezeptor CCR7 von DC's bindet und eine Wanderung in Richtung lymphoide Gewebe
vermittelt, MIP 3a (engl.. macrophage inflammatory protein, Makrophagen-
Entziindungsprotein), das an den Rezeptor CCR6 von DC's bindet und eine Wanderung in
Richtung Haut vermittelt sowie RANTES, MIP 1la und andere, die an den Rezeptor CCR1
von DC's binden und eine Wanderung in Richtung Entziindung vermitteln (Mackay et a.,
2000). Diese Chemokinrezeptoren befinden sich ebenfalls auf weiteren Zellen des
Immunsystems, wie Lymphozyten, so dass Uber Chemokine ene Zusammenkunft
verschiedener Zellpopulationen an demselben Ort vermittelt wird.

Die Effizienz dendritischer Zellen zur T-Zdl-Stimulation wird unter anderem bei der
sogenannten gemischten Leukozyten Reaktion (MLR, engl. mixed leukocyte reaction)
deutlich. Dabei werden APC's und T-Zellen verschiedenen MHC-Typs koinkubiert und die
Proliferation der T-Lymphozyten gemessen. Normalerweise bedient man sich gleicher Zahlen
von APC's und T-Zellen; mit dendritischen Zellen as antigenpréasentierende Zellen lassen
sich aber deutlich weniger APC’s einsetzen. Eine dendritische Zelle stimuliert anhaltsweise
100 bis 3.000 T-Zellen. Entsprechend effektiv ist die Stimulation via MHC 11 in bezug auf
bestimmte Proteine und prozessierte Peptide, inklusive Bestandteile von Infektionserregern
und Tumorantigene (Zitvogel et a., 1996; Paglia, 1996, Mayordomo et al., 1995; Hsu et al.,
1996). In vivo formen dendritische Zellen sogenannte Cluster, in denen sie mit T-Zdlen in
Interaktion treten und ein Mikromilieu mittels wechselseitig sezernierter Zytokine und
Chemokine bilden. Dendritische Zellen besitzen die Fahigkeit, die Immunreaktion in eine
Thl- oder Th2-Resktion zu lenken. Wird seitens der dendritischen Zellen IL-12 sezerniert,
entwickeln sich CD4-positive T-Lymphozyten bevorzugt zu Thl Zellen. Bel Fehlen von IL-
12 oder wenigen kostimulierenden Molekilen (CD80, CD86, CD40) entstehen Th2 Zellen
oder es wird eine Anergie oder Toleranz der T-Zellen induziert (Jonuleit 2001, Roncarlo
2001). Mittels CD 40 und einem neuen Rezeptor, genannt TRANCE/RANK, beides
Mitglieder der TNF-Rezeptorfamilie, treten DC's mit aktivierten und T-Gedéachtniszellen in
Kontakt, was zu einem verlangerten Uberleben der dendritischen Zellen fiihrt. Eine
Aktivierung von CD 40 fuhrt darlber hinaus zu einer Hochregulation von kostimulierenden
Molekilen der dendritischen Zellen (Caux et a., 1994; Wong et a., 1997; Anderson et al.,
1997).
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Das Knochenmark dtellt nach heutiger Auffassung das Hauptursprungsgewebe fir
dendritische Zellen dar. Daneben existieren weitere Gewebe, wie die Leber, die Milz und dem
Thymus, die Vorlauferzellen von dendritischen Zellen enthalten. Dendritische Zellen kénnen
sch aus lymphoiden und myeloischen Vorlauferzellen entwickeln. Diese Unterscheidung
zeigt sich in der Expression der Oberflachenmolekiile CD 11b und CD 8a. Dabel spricht eine
Population mit starker Expression von CD 11b und gleichzeitig niedriger Expression von
CD 8a fur das Vorliegen von myeloischen DC’s, wohingegen ein weitgehendes Fehlen von
CD 11b bei positivem Test auf CD 8a fiur lymphoide dendritische Zellen spricht (Ardavin et
a., 1993; Wu et a., 1995; Wu et a., 1996). Neue Untersuchungen zeigen alerdings, dass
CD 8a auch auf reifen myeloischen dendritischen Zellen exprimiert werden kann (del Hoyo
et a., 2002). Generell kénnen unreife dendritische Zellen in periphere Gewebe einwandern
und dort, gesteuert von lokalen Zytokinen und Chemokinen, in verschiedene Subpopulationen
differenzieren, die sich in ihrer Expression verschiedener Oberflachenmarker widerspiegelt.
Zu der Familie der dendritischen Zellen zéhlen die Langerhans Zellen der Haut, dendritische
Zelen im Thymus, die mit fir die Selektion von T-Lymphozyten verantwortlich sind,
dendritische Zellen in der Leber und DC's in Milz und Lymphknoten, die man zusétzlich
noch in follikulére dendritische Zellen (FDC) und interdigitierende dendritische Zellen (IDC)
unterteilt. FDC nehmen eine gewisse Sonderstellung unter den dendritischen Zellen ein, dasie
nicht aus dem Knochenmark stammen (Matsumoto et al., 1997) und eine enzigartige
Zusammensetzung ihrer Oberflachenmolekile aufweisen, indem sie zum Beispid sdmtliche
Rezeptoren fur Komplement exprimieren (Liu et al., 1996, Liu et a., 1997). Gemal3 ihrem
Namen findet man FDC's vor alem in B-Zell-Areden des Lymphfollikels. Dort présentieren
se den B-Lymphozyten Immunkomplexe, die an den Fc-Rezeptoren der FDC's gebunden
sind, was das Uberleben dieser B-Lymphozyten gewéhrleistet und sie zur Differenzierung zu
Plasmazellen und Antikorperproduktion anregt.

Wie in den vorangehenden Abschnitten beschrieben, ist die Aktivierung einer zelluléren
Immunantwort abhéngig vom Reifungsstadium der dendritischen Zellen. Nicht aktivierte
dendritische Zellen spielen eine bedeutende Rolle bei der Aufrecherhaltung der peripheren
Toleranz gegen Autoantigene (Kurts et al., 1996, Forster et a., 1996). Der Triggerpunkt, ob
eine Immunreaktion oder eine Toleranz erzeugt wird, ist abhéngig von der Produktion
proinflammatorischer Zytokine und der Anzahl kostimulierender Molekile, wie CD 80 und
CD 86 (Lu et a., 1997; Jonuleit et a., 2001). Dendritische Zellen sind somit von
entscheidender Bedeutung fur die Weichenstellung des Ablauf einer Immunreaktion. Diese
Erkenntnisse erdffnen eine Reihe von neuen Ansdtzen fur die praktischen klinischen
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Anwendung von dendritischen Zellen. Insbesondere T-Zdl-modulierte pathologische
Prozesse, wie Allergien, Autoimmunerkrankungen, Transplantationsreaktionen und
Tumortherapie, sind ins Zentrum fir Therapieansiize geraten. Bel  einigen
Autoimmunerkrankungen, wie der Psoriasis und der rheumatoiden Arthritis, ist eine direkte
Involvierung von dendritischen Zellen beobachtet worden. Durch eine entsprechende
Behandlung dendritischer Zellen, sai es mittels IL-10 oder der Transduktion mit Plasmiden,
die fur Th2 Zytokine kodieren, kann die Immunantwort so moduliert werden, dass eine T-Zéll
Suppression erzielt wird (Morita et al., 2001, Kim et al., 2001, Menges et a., 2002, Xiao et
al., 2001, Prud”homme 2000).

Daneben existieren erste Ansdtze zur Immuntherapie viraler Erkrankungen (Infektion mit
Zytomegalievirus, Hepatitis C, humanen Immundefizienzvirus-1) bei immunsupprimierten
Patienten mittels dendritischer Zellen, die mit viralen Antigenen gepulst sind (Geisder et al.,
1997, Larsson et al., 2002, Ito et al., 2001, Cho et al., 2001). Dendritische Zellen wurden
bereits erfolgreich in Phase | und Il Studien bel Patienten mit metastasierten Karzinomen und
Lymphomen beschrieben. Dabel werden autologe dendritische Zellen entweder mit einem
tumorspezifischen Antigen, Tumorlysat, viralen Vektoren oder DNA, die die Information
Uber das Protein enthalten, inkubiert und anschlief3end dem Patienten verabreicht. In einigen
Falen konnten mit dieser Methode komplette oder partielle Remissionen erzielt werden
(Okada et al., 1998; Thurnher et a., 1997; Timmerman et al., 1998; Nestle et a., 1998; Schott
et al., 2000).

Es existieren verschiedene Moglichkeiten und Protokolle, dendritische Zellen zu erhaten.
Eine der ersten Methoden war die Dichtegradientenzentrifugation mit einer BSA-
Konzentration von 1,06 g/ml in PBS oder kommerziell hergestellte Lésungen. Dabel werden
einer Maus die Milz entnommen und samtliche Splenozyten durch Ausspulen der Milzkapsel
und anschlief3endem Kollagenaseverdau gewonnen. Nach der Trennung durch Zentrifugation
lassen sich die Makrophagen durch einen Adhérenzschritt an Plastikschalen von den
dendritischen Zellen trennen (McLellan et al., 1995). Alternativ kdnnen dendritische Zellen in
groferer Menge aus murinen Knochenmarkszellen geziichtet werden. CD 34-positive
Vorlauferzellen im Knochenmark kénnen aus dem Femur einer Maus gewonnen werden und
durch eine einwochige Inkubation mit GM-CSF und IL-4 zu reifen dendritischen Zellen
selektiv  herangeziichtet werden. Zur Anzucht dendritischer Zellen aus weiteren
Ursprungsgeweben wie Thymus, Lymphknoten, Leber und Blut bedient man sich im
wesentlichen einer der oben aufgefiihrten Methoden (Lu et al., 1994; Inaba et al. 19923
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Vremec et al., 1997). Eine dritte Methode, dendritische Zellen zu ziichten, ist die Generierung
einer kontinuierlich proliferierenden Zelllinie. Dazu werden Splenozyten in einem durch
Uberstand einer Fibroblastenkultur ~ konditionierten Medium  unter  Zugabe von
Wachstumsfaktoren inkubiert. In der Suspension der Splenozyten befinden sich ebenfalls
spezielle Vorlauferzellen, die gezielt zur Proliferation stimuliert werden. Durch
kontinuierlichen Wechsdl des Kulturmediums lasst sich die Vermehrung der dendritischen
Zéellen aufrecht erhalten. Diese Methode der Anzucht ist erstmals von Winzler et a. 1997 fur
dendritische Zellen aus der C57BL/6-Maus beschrieben und entwickelt worden.

Aufgrund der oben beschriebenen Befunde sind dendritischen Zellen sehr interessante
Kandidaten fur die Entwicklung eine Vakzine zur antigenspezifische Modulation der
Autoimmunreaktion bei der NOD-Maus. Voraussetzung fur diese Therapie ist die
Bereitstellung einer homogenen Quelle von dendritischen Zellen, mit denen verschiedene
Formen der Praaktivierung, der Antigenbeladung und der Zellapplikation getestet werden
koénnen. Es war deshalb von Interesse zu prifen, ob es méglich ist, eine voll funktionsfahige
DC-Zdllinie aus de NOD-Maus zu generieren, die as Adjuvants fir
I mmunisierungstherapien eingesetzt werden konnte.
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2. Material und Methoden

2.1 Reagenzien und Puffer

Chemikalien

2-Mercaptoethanol
Ammoniumchlorid, NH,Cl
Aquaad iniectabilia

BSA, Fraktion V

Calcium lonophore A23187
Concavain A

EDTA (Versen)

EDTA Dinatriumsalz Dihydrat

FITC-Dextran

Formaldehyd

GM-CSF

Gold-Partikel, £1 nm
H3-Thymidin
Kaliumdihydrogenphosphat,
K H2P04

Latex Beads, FITC markiert,

A11mm
LPS

miL-1b Kit DuoSet
miL-12p70 Kit Quantikine
miL-6 Kit DuoSet

mMTNFa Kit DuoSet
Murines IL-10

Natrium-Azid
Natriumpyruvat
Nutridoma-SP
Penicillin/Streptomycin
Saccharose
Schwefelsdure (H2SO.)
Tween 20

Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Fresenius AG, Bad Homburg, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Seromed, Biochrom, Berlin, Deutschland
Fa. Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Fa. Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
PharMingen, San Diego, CA, USA
Biorad, Mnchen, Deutschland
Amersham,

Merck, Darmstadt, Deutschland

Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Sigma, Deisenhofen, Deutschland
R&D Systems, Minneapolis, USA
R&D Systems, Minneapolis, USA
R&D Systems, Minneapolis, USA
R&D Systems, Minneapolis, USA
PharMingen, San Diego, CA, USA
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Gibco, Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland



Dissertation

Sate 17

Verbrauchsmaterial

12 well Platten

15 ml Réhrchen

2,5 ml Aufsétze f. Multipette
24 well plates, Pronectin F-
coated

50 ml Rohrchen

6 well Platten

96 well Platten, Rundboden
96 well Platte Immuno;
Maxisorp

FACS-Rohrchen

Film, 36 Bilder
Filtrierplatte Unifilter GF/C fur
Zéllharvester

Kanlle, 25 G

Petrischalen
Pipettenspitzen; 0,1-10 m,
1-100 m, 100-1000 mi
Serolog. Pipette 1 ml
Serolog. Pipette 10 ml
Serolog. Pipette 2 ml
Serolog. Pipette 25 ml
Serolog. Pipette 5 ml
Spritze 10 ml; "Discardit”

M edien und Pufferldsungen

DMEM

Fetales K@ berserum

IMEM

MEM non-essential amino acid
solution

PBS (ohne Ca™ und Mg*™)
RPMI 1645

Substrate Reagent (TMB)

Linbro, Flow Lab.,

Corning Costar, Wieshaden, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

ICN, Eschwege, Deutschland

Corning Costar, Wiesbaden, Deutschland
Corning Costar, Wiesbaden, Deutschland
Greiner, Frickenhausen, Deutschland

Nunc, Wieshaden, Deutschland

Falcon, Karlsruhe, Deutschland
Kodak, Deutschland
Packard, Dreieich, Deutschland

Terumo, Leuven, Belgien
Corning Costar, Wiesbaden, Deutschland
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

Corning Costar, Wiesbaden, Deutschland
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

Corning Costar, Wiesbaden, Deutschland
Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Seromed, Biochrom, Berlin, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Gibco, Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland
Gibco, Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland
R&D Systems, Minneapolis, USA
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Geate

Cellwasher ,,Harvester”
ELISA Software, easywin®
EL1SA-Reader

FACS Software Lysis ||
FACScan

Inkubator Hera Cell
Kamera, Vario-Orthomat 2
Maus-T-Lymphozyten -
Anreicherungssaulen
Mikroskop Fluovert
Multipette

Multipipette, 8-Kand,

50 — 300 mi

Pipetboy accu-jet

Pipette 0,5 — 10 mi

Pipette 10 — 100 i

Pipette 100 — 1000 m
Sterilbank Herasafe
Szintillationszéhler
Zentrifuge Megafuge 1.0R

Antikor per, Anti-M aus

Packard, Dreieich, Deutschland
Tecan, Crailsheim, Deutschland
Tecan, Crailsheim, Deutschland

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

Heraeus, Hanau, Deutschland
Leica, Bensheim, Deutschland
R&D Systems, Minneapolis, USA

Leica, Bensheim, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Brand, Wertheim, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland
Packard, Dreieich, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland

| sotyp

Antikor per Markierung Hersteller

CD 3 PE PharMingen
CD 4 FITC PharMingen
CD 8a PE PharMingen
CD 11b PE PharMingen
CD 1i1c FITC PharMingen
CD 14 FITC PharMingen
CD 16/32 unmarkiert PharMingen
CD 19 FITC PharMingen
CD 34 unmarkiert PharMingen
CD 40 unmarkiert PharMingen
CD 80 FITC PharMingen
CD 86 FITC PharMingen

rat 19G 2b, k

rat 1gG 2a, k

rat 1gG 2a, k

rat 19G 2b, k

Armen. Hamster 1gG 1
rat 1gG 1, k

rat 19G 2b, k

rat 1gG 2a, k

rat 1gG 2a, k

rat 1gG 2a, k

Armen. Hamster 1gG 2, k
rat 1gG 2a, k

Klon

17A2
H129.19
53-6.7
M1/70
HL3
rmC5-3
2.4G2
1D3
RAM34
3/23
16-10A1
GL1
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1-AX FITC PharMingen mouse 1gG 2a 10-3.6
| sotyp unmarkiert PharMingen rat IgG 1, k R3-34
|sotyp FITC PharMingen  Armen. Hamster 1gG 2, k Ha4/8
| sotyp unmarkiert PharMingen rat IgG 2b, kappa A95-1
| sotyp FITC PharMingen rat 1gG 2a, kappa H129.19
| sotyp PE PharMingen Armen. Hamster IgG 1 G235-2356
rat anti-mouse  unmarkiert serotec rat 1gG 2 MIDC-8
dendritic /
interdigitating
cdls
Anti-rat FITC PharMingen mouse IgG 2a G28-5
19gG 1/2b
F 4/80 unmarkiert BMA rat 1gG 2 Cl:A3-1
NLDC 145, anti unmarkiert BMA rat 1gG 2b NLDC 145
mouse dendritic
cells (DEC-205)
Anti IL-4 unmarkiert PharMingen Rat1gG1 11B11
Anti IFNg unmarkiert PharMingen RatlgG 1 XMG1.2

Hersteller der Antikorper:

Fluorospheres zur Qualitétskontrolle des Durchflul3zytometers:
DakoBeads, Dako, Wiesentheid, Deutschland

Die Méause der Linien NOD und C57BL/6 entstammen dem Tierstall des DDFI.

Die Fibroblastenlinie NIH/3T3 wurde von der ATCC erhalten.

PharMingen, San Diego, CA, USA
BMA Biomedicals, Augst, Schweiz
serotec, Raleigh, NC, USA
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2.2 Methoden

2.2.1 Kulturmedium

Zur Herstellung einer dendritischen Zelllinie aus der non-obese diabetic (NOD) Maus wurde
IMDM-Medium mit 30% Zelkulturiberstand der NIH/3T3-Fibroblastenkultur, 10%
hitzeinaktiviertem FKS, 100 U/ml Penicillin und 100 ng/ml Streptomycin, 2 mM L-Glutamin,
50 M b-Mercaptoethanol und 10 ng rekombinantem murinen GM-CSF pro ml verwendet.
Hitzeinaktiviertes FKS wurde durch Erhitzen im Wasserbad auf 56°C fur 30 Minuten
hergestellt. Das Kulturmedium wurde vor der Verwendung frisch zusammengesetzt, um
gleichbleibende Bedingungen fir die dendritischen Zellen zu gewéhrlei sten.

Fur die Kultur der dendritischen Zellen aus Knochenmark wurde das Medium RPMI 1640
verwendet, das mit 10 % hitzeinaktiviertem FKS, 100 U/ml Penicillin und 100 ng/ml
Streptomycin sowie 50 nmM b-Mercaptoethanol versetzt war. Dieses Medium wird im
folgenden as RPMI+ bezeichnet. Alle Zellen wurden im Brutschrank bei 37° Celsius, 95%
relativer Luftfeuchtigkeit und 5% CO, kultiviert.

2.2.2 Fibroblastenkultur

Zur Kultivierung der Fibroblasten der Linie NIH/3T3 wurde DMEM mit 10%
hitzeinaktiviertem FKS und 100 U/ml Penicillin und 100 ng Streptomycin benutzt. Die Zellen
wurden im Brutschrank bei 37° C, 95 % relativer Luftfeuchtigkeit und 5 % CO;
herangeziichtet. Da durch kontinuierliche Proliferation der Fibroblasten der Boden der
Zellkulturflaschen nach etwa 4 Tagen Uber das Stadium eines Monolayers hinaus bedeckt
war, mussten die Zellen dle vier Tage auf neue Platten verteilt werden. Der
Zd lkulturtiberstand wurde jewells abgenommen, steril filtriert und bei —20° C gelagert.

2.2.3 Generation der Zdllinie dendritischer Zellen

Die dendritischen Zellen wurden wie von C. Winzler et. al. (1997) beschrieben angezlichtet.

Der Vorgang wird im folgenden beschrieben.
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Einer 6 Wochen alten NOD-Maus wurde unter sterilen Kautelen die Milz entnommen und in
ein 50 ml Rohrchen mit 10 ml eisgekihitem PBS gegeben. Bis zur Weiterverarbeitung wurde
se auf Eis belassen. Alle weiteren Prozeduren wurden unter einer Sterilbank sowie mit
sterilen  Einwegmateriadlien  beziehungsweise  autoklavierten ~ Mehrwegmateriaien
durchgefuhrt. Zundchst wurde die Milz mit einer Pinzette in eine Petrischale gelegt und mit
einer feinen Schere von anhdngendem Fett- und Bindegewebe befreit. Anschlief3end wurde
eine mit einer 26G-Kanule versehene 10 ml Spritze mit IMDM-Medium gefillt. Die Milz
wurde mit der Pinzette gehalten und die Milzkapsel mit der gefillten Spritze punktiert, so
dass das Medium injiziert und die Kapsel auf diese Weise ausgespiilt werden konnte. Die so
gewonnene Zellsuspension wurde in der Petrischale aufgefangen. Um die Ausbeute zu
erhdhen, wurde die Milz anschlief3end mit dem Stempel der Spritze durch ein steriles Sieb
gerieben; das Sieb wurde schliefdich mit enigen Millilitern frischen IMDM-Mediums
gesplilt.

Diese Zellsuspension wurde mit 250 ~ g fir 10 Minuten zentrifugiert, der Uberstand
abgegossen und verworfen, das Pellet in frischem RPMI-Medium resuspendiert und erneut
zentrifugiert. Das neue Pellet wurde nach Dekantieren in Erythrozyten-Lyse-Puffer
resuspendiert. Die eingesetzte Menge des Puffers richtete sich nach dem abgeschétzten
Volumen des Pellets, wobei das zehnfache Volumen an Erythrozyten-Lyse-Puffer eingesetzt
wurde. Durch anschliefendes Auf- und Abpipettieren mit einer 1000 mi-Pipette erhielt man
eine Einzelzellsuspension. Diese wurde funf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Der
Hyperosmolaritét des Lyse-Puffers kann die Membran der Erythrozyten nicht standhalten, so
dass sie ihre Integritét verliert und zerreif. Im Anschluss wurde erneut mit 250 © g fur 10
Minuten zentrifugiert und der Uberstand dekantiert. Der dekantierte Uberstand war durch das
freigewordene Hamoglobin rot geférbt. Ein Waschschritt in PBS schloss sich an. Die
Erythrozytenfraktion war nach diesem Vorgang makroskopisch nicht mehr zu erkennen, d.h.
das Pellet war weifdich.

Dieses Pellet wurde in Kulturmedium, das zuvor auf 37° C angewd&mt worden war,
resuspendiert und die erzeugte Zellsuspension gezdhit. Die Zelen wurden in ener
Konzentration von 5 ~ 10° Zelen / ml in eine 12-well-Platte ausgesit, wobei in jede
Vertiefung 2 ml der Zellsuspension gegeben wurden. Die Kulturplatte wurde im Brutschrank
bei 37° C, 95 % relativer Luftfeuchtigkeit und 5 % CO, herangeziichtet. Alle drel bis vier
Tage wurden 80% des in den Vertiefungen befindlichen Kulturmediums abgesogen und
verworfen, was im Anschluss durch das entsprechende Volumen an frischem Kulturmedium
ersetzt wurde. Dieser Vorgang war notig, da nach dieser Zeit die Nahrstoffe des
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Kulturmediums zu einem groeren Tell verbraucht waren und der pH-Wert der
Zelsuspension nicht mehr im Optimalbereich lag, was sich an einer Farbveranderung des pH-
Indikators Phenolrot zeigte, der sich in dem Kulturmedium befand. Waren die Zellen zu einer
Dichte von mehr als 80% herangewachsen, erfolgte ein Ablésen durch Inkubation in einer
PBSEDTA-L6sung fur 10 min. Durch Auf- und Abpipettieren |Gsten sich mehr als 90% der
Zelen, die anschlief?end auf drei neue Platten in IMDM Medium mit GM-CSF ausgesét
wurden. Fest adhédrente Zellen wurden belassen und verworfen. Durch kontinuierliche
Passagen in RPMI mit GM-CSF konnte nach 12 Wochen eine stabile, langsam proliferierende
Zellpopulation gewonnen werden, die alle zwel Wochen auf neue Platten ausgesdt wurde.
Diese Zellen werden als NOD-DC-1 Zellen bezeichnet.

Die Zdlvitaitdt wurde in den verschiedenen Experimenten durch Anfarben mit ener
Trypanblau-L6sung (Endkonzentration: 1:10) und Auszéhlen in einer Neubauer-Zahlkammer
bestimmt. Trypanblau farbt abgestorbene Zellen bléulich, da die erhGhte Permeabilitét der
Zellmembran toter Zellen das Eindringen des Farbstoffes in die Zelle ermdglicht. Beim
Ernten von unbehandelten Zellkulturplatten war die Vitalitéat immer grofer als 95%.

2.2.4 Prgparation von dendritischen Zellen aus Knochenmark

Die Praparation richtete sich nach dem Protokoll von Inaba et. a., 1992a. Zur Anzucht
dendritischer Zellen aus murinem Knochenmark wurden NOD-Mé&use unter Nembutal narkose
mittels Dekapitation getttet. Unmittelbar im Anschluss wurden den Mé&usen unter sterilen
Bedingungen jewells beide Femura und Tibiae entnommen. Nach Entfernung sémtlichen
Muskel- und Bindegewebes wurden sie durch einminitiges Waschen in 70 %igem Ethanol
gereinigt und anschlief3end in PBS gewaschen. In RPMI 1640 wurden die Kondylen von den
Diaphysen mit einer sterilen Schere getrennt. Mittels einer 25G-Kanile und einer 10 ml
Spritze wurde das Knochenmark mit RPMI 1640 aus den Diaphysenschéften und Kondylen
gespult. Das ausgeloste Knochenmarkgewebe musste durch Auf- und Abpipettieren
suspendiert werden. Die erhatene Zellsuspension wurde anschliefend bei 250 “~ ¢
zentrifugiert und in Erythrozytenlysepuffer resuspendiert. Um samtliche Erythrozyten zu
entfernen, wurde die Suspension 10 Minuten bel Raumtemperatur inkubiert. Anschlief3end
wurde die Zellsuspension erneut zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das verbleibende
Pellet in RPMI+ aufgenommen und gezahlt. Im Durchschnitt wurden auf diese Weise ca. 30~

10° Knochenmarkszellen isoliert. In einer Konzentration von 2 ~ 10° Zelen pro Milliliter
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wurden die Zellen in einer 6-well Platte mit 4 Milliliter pro Vertiefung ausgesét. Um die
Differenzierung zu dendritischen Zellen zu fordern, wurden 5 ng GM-CSF / ml hinzugegeben.
Im Anschluss kam die Platte in einen Brutschrank mit 37° C, 95 % relativer Feuchtigkeit und
5% CO:..

Die Pflege der Zelkultur lief nach einem festen Zeitplan ab, wonach an Tag 1, 3 und 5 nach
Praparation der Knochenmarkszellen 75 % des Mediums nach Schwenken der Platte
entnommen und verworfen und durch gleiches Volumen frischen Mediums ersetzt wurde. Es
wurden erneut 5 ng GM-CSF / ml und ab Tag 1 IL-4 in einer Konzentration von 50 U / ml
zugesetzt. An Tag 5 wurde zur Ausreifung der dendritischen Zellen 1000 U TNFa / ml
zugefugt. An Tag 7 konnten Experimente mit den dendritischen Zellen unternommen werden.
Im folgenden werden diese Zellen as BMDC (bone marrow derived dendritic cells)

bezeichnet.

2.25 Charakterisierung der dendritischen Zellen
2.2.5.1 Durchflusszytometrische Analysen der Oberflachenmarker

Die dendritischen Zelen wurden mit Hilfe von monoklonaen, fluorochromkonjugierten
Antikdrpern in einem Durchfluf3zytometer (FACSO Gerdt) charakterisiert. In der Regel
wurden Zweifarbanalysen durchgefihrt, wobel zum einen der FITC-Kana und zum anderen
der PE-Kanal des Durchfluf3zytometers aktiviert waren. Diese Kande sind optimal zur
Absorption des vom entsprechend markierten Antikorper emittierten Lichtspektrums geeicht.
Eine Kompensation, um ein individueles Uberlappen der Absorptionsspektren der
Fluorochrome auszugleichen, wurde anhand von markierten Zellen durchgefuhrt. Die zeitlich
gleichbleibende Qualitdt der Detektion des emittierten Lichts wurde mit Hilfe von
fluorochrommarkierten Beads zu Beginn jeder Analyse sichergestellt und dokumentiert.
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FITC | |PE IllI APQ Fluorochrom | Emission” | Molekulargewicht
FITC 519 nm 389 Da
PE 578 nm 240.000 Da
APC 660 nm 104.000 Da
PE-Cy5 670 nm 250.000 Da

Y bei Anregung mit einem 488 nm Argon-L aser

300 400 500 60D 700 800

Wellenlange (nm)

Abbildung 2.1: Emissionsspektren gebrauchlicher Fluorochrome

Die Markierung erfolgte entweder direkt mit FITC- oder PE-konjugierten monoklonalen
Antikoérpern oder mit unmarkierten monoklonalen Antikdrpern, die im zweiten Schritt mit
einem FITC- oder PE-markierten Sekundéarantikorper detektiert wurden, dessen Zielantigen
der speziesspezifische Isotyp des unmarkierten Antikorpers ist.

Die FACS-Andyse der dendritischen Zellen begann nach dem Abldsen der Zellen von der
Kulturplatte durch Inkubation in 5 ml PBS und 10% Ethylendiamintetraazetat (EDTA).
EDTA ist ein Komplexhildner, der freie zweiwertige lonen (Ca®*, Mg®) in der Losung zu
binden vermag. Kazium ist ein notwendiger Bestandtell fur die Adh&renz der Zellen an die
Zdlkulturplatte und die Ausbildung von Zdlhaufen. Nach der Herstellung einer
Einzelzellsuspension erfolgte eine Inkubation in 10 % gepooltem Mausserum. Das Serum
wurde durch einminitige Zentrifugation mit 13.000 © g aus dem Blut von NOD-Mausen
gewonnen. Verwendet wurde eine Mischung zu gleichen Anteillen aus 8 verschiedenen
Maéauseseren. Die Inkubation erfolgte 15 Minuten auf Eis. Dadurch wurde eine ausreichende
Blockierung der Fc-Rezeptoren der dendritischen Zellen erreicht. Der Vorgang setzte sich mit
einem welteren Waschschritt fort. Anschliefend wurden die Zellen in 05 ml PBS
resuspendiert und durch Zugabe von 0,1 ng Antikérper pro 1~ 10° Zellen markiert. Die
Farbung wurde in 1 ml PBS fir 30 Minuten auf Eis durchgefiinrt. Nach zwei weiteren
Waschvorgadngen wurden die Zellen in 0,5 bis 1 ml reinem PBS aufgenommen und im
DurchfluRzytometer analysiert. Fir samtliche Wasch- und Férbeschritte wurde eiskaltes PBS
mit 5 % hitzeinaktiviertem FK'S benutzt.
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Da monoklonale Antikorper nicht nur spezifisch an ihrem Zielantigen, sondern auch
unspezifisch an weiteren Strukturen der Zelloberflache, wie zum Beispiel an noch freien
Fc-Rezeptoren, gebunden sein konnen, wurde zur klaren Abgrenzung der spezifischen
Bindung zur unspezifischen eine Farbung der Zelen mit einem Antikorper vom gleichen
Isotyp durchgeftihrt. Bel diesen Isotypkontrollen ist die Spezies des Ursprungs ebenfalls
gleich; das Zielantigen wird dabei entweder vom Hersteller als unbekannt angegeben oder der
Antikorper richtet sich gegen ein irrdlevantes, das heild auf Zeloberfldchen nicht
vorkommendes Antigen. Auf jeden Fall ist sichergestellt, dass sich das Zielantigen nicht auf
der Zelloberflache der zu untersuchenden Zellpopulation befindet. In der Darstellung der
Ergebnisse der FACSO-AnaIy$n wurde die Kurve der Isotypenkontrolle unmittelbar an die
y-Achse gelegt, um einen optimalen Vergleich von unspezifischer zu spezifischer Bindung zu
gewdhrleisten. Als Antikdrper wurden verwendet: CD 11c (Klon HL3), Klon NLDC 145 und
Klon MIDC-8 as Nachweis DC-spezifischer Marker sowie CD 11b (Klon M1/70), CD 40
(Klon 3/23), CD 80 (Klon 16-10A1), CD 86 (Klon GL1), I-Ak (Klon 10-3.6) zur genaueren
Differenzierung der dendritischen Zellen; CD 3 (Klon 17A2), CD 4 (Klon H129.19) und
CD 8a (Klon 53-6.7) zum Nachweis von T-Zelen; CD 14 (Klon rmC5-3) und F 4/80 (Klon
Cl:A3-1) as spezifische Marker fir Makrophagen; CD 19 (Klon 1D3) zum Nachweis von
B-Zellen, sowie CD 34 (Klon RAM34) as Marker fur medull&re Vorlauferzellen. Zum
Nachweis von Fc-Rezeptoren wurde der Antikorper CD 16/32 (Klon 2.4G2) verwendet.
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Tabelle 2.1: Verwendete Antikorper und Charakteristika der entsprechenden Antigene

Antigen Funktion Vorkommen
Ch4 Tell des T-Zell-Rezeptors T-Lymphozyten
CD 8a Tell des T-Zell-Rezeptors T-Lymphozyten
CD 11b Adhésionsmolekil; bildet mit CD 18 Mac-1 MF, DC, T-Lymphozyten,
(CR3) Granulozyten
CD 1i1c Extrazellulére Adhésion; bildet mit CD 18 CR4 | DC, NK, T-Lymphozyten,
MF
CD 14 Antigen der myeloischen Differenzierung Makrophagen,
Granulozyten
CD 16/32 | Fcglll- und Fcg l1-Rezeptor NK, Monozyten, MF, DC,
Granulozyten, B-Zdlen
CD 19 Co-Rezeptor des B-Zellrezeptors B-Lymphozyten
CD 34 Ligand fur L-Selectin Unreife
Knochenmarkszellen
CD 40 APC — T-Zdl-Interaktion, T-Zell-/B-Z€ll- DC, T- und B-Zdll-
Kostimulation untergruppe
CD 80 T-Zdl - B-Zdl-Interaktion, DC, MF
CD 86 T-Z€l - B-ZdI-Interaktion, DC, MF, B- und T-Zdlen
DEC-205 | 205 kDa— Membranprotein, Funktion Dendritische Zellen
unbekannt
F4/80 Funktion unbekannt Makrophagen
I-Ak MHC I1-Molekill, Antigenprasentation MF, DC
MIDC-8 Intrazelluléres Protein, Funktion unbekannt Dendritische Zellen

DC: Dendritische Zellen, NK: natUrliche Killerzellen, MF : Makrophagen

Die durchfluRzytometrische Messung wurde mit dem Software-Programm ,Lysis [I*

Uberwacht, die Auswertung erfolgte mit dem Programm ,WinMDI®*, Verson 2.8,

entwickelt von J. Trotter, Scripps Research Institute, USA.
Bel jeder Messung wurden mindestens 10.000 Zellen analysiert.
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FACScano,
Beckton Dickinson
PE-Cy5-Kand 4-Farben-Detektor

28 Cy5-Kand

90° light scatter
» Granulierung”

@ﬂ FITC-Kana

2° - 16° light scatter
» Partikelgrofe”

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung des Aufbaus eines Durchflusszytometers am
Beispiel des Modells FACScan® der Firma Beckton Dickinson;

FL1 — 4 stellen die Detektoren der verschiedenen Fluoreszenzspektren dar;
FSC (forward scatter) und SSC (side scatter), benannt nach der Streurichtung
des empfangenen Lichtsignals, messen Partikelgrofe und deren Granulierung.
Die Kande FL3 und FL4 sind im Rahmen dieser Arbeit nicht benutzt worden.

2.2.5.2 Analyse des Phanotyps der dendritischen Zellen nach der Zellaktivierung

Zur weiteren Analyse wurden die dendritischen Zellen mit verschiedenen Stimulanzien
behandelt. Bei einer Zelldichte von 5~ 10° Zellen / 2ml wurden Zellen mit LPS (1000 ng/ml),
anti-CD 40 Antikorper (1 nmg/ml), 1L-10 (10 ng/ml) oder TNFa (1000 U/ml) fur 24 Std.
inkubiert. Anschlief3end erfolgte eine Analyse der Oberflachenmarker CD 11c, CD 40, CD
80, CD 86 und I-A,

Es befanden sich bei keiner Betrachtung mehr als ca 5 % abgestorbene Zellen in der
Suspension.
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2.2.5.3 Detektion von intrazytoplasmatischen Antigenen

Zur Charakteriserung von Zellpopulationen ist es von Interesse, spezifische antigene
Strukturen auch im Zellinneren zu detektieren. Man bedient sich dazu einer Methode, wie sie
von Jung et al. 1993 beschrieben wurde. Darauf aufbauend wurde in dieser Arbeit ein Kit der
Firma PharMingen benutzt. Der Prgparationsablauf wird im folgenden kurz beschrieben.
Insgesamt 0,5 bis 1~ 10° dendritische Zellen wurden nach ersten Waschschritten mit PBS in
100 ml PBS aufgenommen und mit 0,25 ng eines oberfléchenspezifischen Antikorpers, vor
alem CD11b, CD11c und CD3, fur 30 Minuten bel 4° C inkubiert. Nach einem weiteren
Waschschritt wurden die Zellen in 250 m einer Formaldehydlésung fixiert und 20 Minuten
bei 4° C inkubiert. Nach einem Waschschritt erfolgte die Permeabiliserung der Zellen durch
Inkubation mit 5004 einer 1%igen saponinhatigen Losung fur 20 min. Alle weiteren
Waschschritte wurden nun mit dieser Saponinldsung durchgefiihrt. Die Inkubation zur
Permeabiliserung dauerte 20 Minuten. Anschlief?end wurden die Zdlen in 100 i
Saponinlésung aufgenommen und mit 0,5 ny des Antikorpers gegen das intrazellulére
Antigen fir 30 Minuten bei 4° C inkubiert. Hier wurde der DC-spezifische Antikorper MIDC-
8 eingesetzt. Nach einem letzten Waschschritt wurden die Zellen in 50 i einer 0,5 % igen
Formal dehydl 6sung zur durchflul3zytometrischen Analyse aufgenommen.

2.2.5.4 Analyse der funktionellen Aktivitat der dendritischen Zellen

2.25.4.1 Bestimmung der Pinozytose und Phagozytoseaktivitét

Die Fahigkeit der Antigenaufnahme wurde durch zwei Versuche untersucht, in denen die
Aufnahme von |6slichen Molekilen durch Pinozytose und von Partikeln durch Phagozytose
getestet wurden.

Fir beide Experimente wurden 0,5 — 1~ 10° NOD-DC1 Zellen auf 24-well Platten ausgesét.
In dem Pinozytoseversuch wurde nach 48 Std. 200 pg/ml mit dem Fluoreszenzfarbstoff FITC
(Fluorisothiocyanat) markiertes bovines Albumin hinzugeben (Sigma). Es folgte eine
Inkubation fur 5, 10, 20, 30 und 60 min bel 37° C oder 4° C. Anschlieffend wurden die Zellen
geerntet, mit eisgekihitem PBS gewaschen und mit einem PE-markierten anti-CD 11c
Antikorper markiert. Ausgewertet wurden die Zahl der doppelt-positiven Zelen im
Durchflusszytometer.
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Die Phagozytoseeigenschaft der dendritischen Zellen wurde mit Hilfe von Goldpartikeln, die
einen Durchmesser von 1 nmm besal3en, dargestellt. Dazu wurden 40 und 80 ny der
Goldpartikel in eine Vertiefung mit NOD-DC-1 Zellen oder BMDC der 12-well Platte
gegeben und durch Schwenken der Platte vermischt, so dass eine mdglichst gleichméfidige
Vertellung der Partikel erreicht wurde. Unter dem Mikroskop wurde eine homogene
Ausbreitung der Partikel kontrolliert. Anschliefiend wurden die Zellen wieder bei 37° C,
95 % relativer Feuchtigkeit und 5 % CO; inkubiert. Das Fortschreiten der Phagozytose wurde
nach Zugabe der Partikel jeweils nach 15, 30, 45, 60, 120 und 180 Minuten unter dem
Mikroskop verfolgt. Dazu wurden 100fache und 320fache Vergrof3erungen verwendet. Es ist
besonders wichtig, dass die Zellen sich zwischen den Betrachtungen unter dem Mikroskop
wieder im Inkubator befinden, da die Phagozytose unter Raumluftbedingungen erheblich
langsamer verlauft. Mit der angeschlossenen Fotokamera wurden nach obigen Zeitabsténden
Fotos zur Dokumentation erstellt.

Bei der zweiten Methode wurden FITC-markierte Latex-Beads (1,1 pm, 1 x 10 pro well)
(Sigma) fiur 10, 20, 30 und 60 min bei 37°C oder bei 4°C zu den Zellen gegeben. Am Ende
der Inkubation wurden die Zellen mit eiskatem PBS gewaschen, mit einem PE-markierten
anti-CD11b Antikorper markiert und wie fur den Pinozytoseversuch beschrieben im
Durchflusszytometer analysiert.

2.25.4.2 Analyse der Zytokinproduktion

Zur Detektion von Zytokinen, die von den dendritischen Zellen produziert werden, wurde die
Methode des enzymgekoppelten Immunosorbent Assay benutzt.

Gemessen wurden die Zytokine im Mediumiiberstand nach der Stimulation von 2 x 10° NOD-
DC1 Zdlen (in 1 ml Medium auf einer 24-well Platte) fur 24 h, 3 und 7 Tage, wobei die
Zellen am Tag 3 mit neuem Medium gefittert wurden (inklusive Stimulanz) und jeweils 24
Std. vor der Mediumabnahme neues Medium (inklusive Stimulanz) zugegeben wurde.
Gemessen wurde somit jeweils die akkumulierte Zytokinfreisetzung Uber 24 h. Bis zur
Testung wurden die Mediumibersténde bei —80° Celsius eingefroren. Insbesondere wurde
darauf geachtet, dass moglichst wenige Auftau- und Einfriervorgange durchgefthrt wurden,

um eine Degradation der untersuchten Zytokine zu vermeiden.
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Mit folgenden Reagenzien wurde stimuliert:

LPS mit 1000; 100; 10; 1; 0,1; 0,01 ng/ml

TNFa mit 1000; 750; 500; 250; 100 U/ml

Anti-CD 40 mit 0,25 ng/ml

IL-10 mit 40; 20; 10; 5; 2,5 ng/ml
Folgende Zytokine wurden analysiert:

IL-1b

IL-6

TNFa

Es wurden ELISA-Kits der Firma R&D benutzt. Die Technik und Versuchsablauf eines
werden im Folgenden beschrieben.

Eine Multiwell ELISA Platte mit 96 Vertiefungen (Nunc Maxisorb) wird mit der
erforderlichen, vom Hersteller angegebenen Menge an sogenanntem Capture-Antikorper
beschichtet, das heildt, in jede Vertiefung wurden 100 ml der Antikérperldsung gegeben und
Uber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Dieser erste Antikorper lagert sich an die Wand
der Vertiefung und dient dazu, die im Zellkulturliberstand befindlichen Zytokine spezifisch zu
binden. Die Multiwellplatte zeichnete sich nach Angaben des Herstellers Nunc durch eine
hohe Bindungskapazitét fur Antikorper aus. Nach der Inkubationszeit wurde die
Multiwellplatte gewaschen. Dazu wurden 300 mi PBS mit 0,05 % Tween 20 bel einem pH
von 7,4 pro Vertiefung gegeben und anschlief3end wieder entfernt. Insgesamt waren drel
Waschschritte erforderlich, wobei nach dem dritten Waschschritt die FlUssigkeit durch
Klopfen gegen Zellstoff besonders grindlich entfernt wurde. Im folgenden werden diese drei
Waschschritte zusammenfassend nur noch als Waschvorgang bezeichnet.

Nach Entfernen der Antikorperlésung wurden in die Vertiefungen 300 m einer 1 % igen
BSA-Ldsung gegeben. Sie bewirkt eine Blockierung freier, unspezifischer Bindungsstellen.

Im Anschluss an einen Waschvorgang erfolgte die Zugabe von jeweils 100 ni
Zelkulturiberstand. Parallel musste zur Ermittlung einer Standardkurve eine vom Hersteller
mitgelieferte und definierte Menge an dem zu untersuchenden Zytokin in einer exponentiell
aufsteigenden Konzentration in die Vertiefungen gegeben werden. Ebenso musste zu
demselben Zweck ein Leerwert auf der Platte vorhanden sein. S&mtliche Proben wurden als
Doppelansatz messtechnisch untersucht. Die Ergebnisse sind Grundlage fir die Ermittiung
von Mittelwerten.

Nach einer Inkubationszeit von zwei Stunden wurde die Platte einem weiteren Waschvorgang
unterzogen. Nun wurden 100 pl einer Biotin-gekoppelten Detektions-Antikorperlésung in die
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Vertiefungen fir 2 Std. gegeben. Anschlielend erfolgte die Zugabe von 100 pl
Meerretichperoxidase (HRPO)-konjugiertem Streptavidin fir 20 min, welches eine starke
Bindung mit Biotin eingeht. Nach einem Waschvorgang wurde die Substratldsung bestehend
aus gleichen Telen aus Tetramethylbenzidin (TMB) und Wasserstoffperoxid (H205)
hinzugegeben und fir weitere 20 Minuten in Dunkelheit bei Raumtemperatur inkubiert.
Durch Redoxreaktionen von Wasserstoffperoxid mit Tetramethylbenzidin, die durch die
HRPO katalysiert werden, féarbt sich Tetramethylbenzidin blaulich; nach anschlief3ender
Zugabe von 1 N Schwefelsaure (H,SO,) kommt es zu einem Farbumschlag; die Ldsung
erscheint nun gelblich. Die Intensité der Farbe ist dabel von der Konzentration des
zugegebenen Zytokins beziehungsweise der Konzentration des im  Kulturiberstand
befindlichen Zytokins abhangig.

Die Multiwellplatte wurde nun im Spectrophotometer der Firma Tecan, Crailsheim,
Deutschland, analysiert. Der optische Filter war auf eine dem Farbstoff entsprechende
Wellenlénge von 450 nm geeicht, ein zweiter Filter fir eine Wellenlange von 620 nm wurde
als Korrektionsfilter gewahlt.

Die Detektionsbereiche der IL-1b, IL-6 und TNFa ELISASs lagen jeweils zwischen 15,6 und
1000 pg/ml.

22543 Simulation allogener  T-Lymphozyten in  einer  gemischten
Leukozytenreaktion (MLR)

Um die Fahigkeit der NOD-DC1 Zellen zu testen, allogene T-Lymphozyten zu stimulieren,
wurden isolierte T-Lymphozyten von C57BL/6-Méausen zusammen mit den DC’s inkubiert.
Als Stimulatorzellen dienten die dendritischen Zellen der Langzeitkultur, die mit 3000 rad
bestrahlt wurden und zu 2.000, 4.000, 20.000 und 40.000 Zellen pro Vertiefung einer 96-Well
Rundboden-Mikrotiterplatte (Corning) eingesetzt wurden. Als Negativkontrolle dienten
Ansétze ohne Zugabe von dendritischen Zellen.

Fur die Isolierung von allogenen T-Lymphozyten wurde eine Aufreinigung mit Maus CD 3+
Anreicherungssaulen der Firma R&D durchgefihrt. Zunéchst wurden Splenozyten wie unter
Punkt 2.2.3. beschrieben isoliert. Nach einem Waschschritt wurden die Splenozyten in
speziellem Isolierungspuffer, der dem Kit beilag, aufgenommen und gezahlt. Die Isolierung
der T-Lymphozyten erfolgte mit Hilfe von Saulen, die mit antikorperbeschichteten
Glaspartikeln beladen sind. Das Prinzip der Isolierung beruht auf negativer Selektion der
Zellen (Wigzdll, H., 1976). Hierbel werden die B-Lymphozyten durch die Interaktion mit
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anti-lmmunglobulin-Antikérper gebunden und die Monozyten durch Bindung ihrer Fc-
Rezeptoren an weitere, immunglobulinbeschichtete Glaspartikel entfernt.

Nachdem eine Konzentration von 50 © 10° Zellen pro Milliliter eingestellt worden war, wurde
ein Milliliter der Zelsuspension in die Glassiule eingelassen und fur 10 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen mit Isolierungspuffer eluiert, bei
250 " g fir 10 Minuten zentrifugiert und in RPMI+ resuspendiert. Die eluierte Zellsuspension
ist hoch angereichert mit T-Lymphozyten und konnte nun fir weitere Experimente verwendet
werden.

Die frisch isolierten T-Lymphozyten wurden in einer konstanten Konzentration von 2~ 10°
Zéellen pro Vertiefung zu den vorgelegten NOD-DC1 Zellen pipettiert. Das Endvolumen pro
Vertiefung betrug jeweils 200 m. So wurden DC / T-Zdll-Relationen von 0, 0,01, 0,02, 0,1
und 0,2 eingestellt. Nach einer dreitdgigen Inkubationsphase bel 37° C, 95 % relativer
Feuchtigkeit und 5 % CO, im Brutschrank wurde jedem Ansatz radioaktives [H]— Thymidin
in einer Aktivitét von 1 nCi pro well zugesetzt. Dies wurde unter Einhaltung der gangigen
Strahlenschutzmal3nahmen  durchgefiihrt. Nach 18 Std. wurden die Zellen in einem
Zellharvester auf eine Filterplatte Uberfuhrt, wobel von den Zellen nicht inkorporiertes
radioaktives [H*]— Thymidin ausgewaschen wurde. Die Filterplatte konnte nach Zugabe von
je 20 m Szintillatorflissigkeit im Szintillationszdhler analysiert werden. Dabel wurde jeweils

der Mittelwert aus Doppel ansétzen bestimmt.

2.25.4.4 Messung der Zytokinproduktion der T-Zellen nach MLR

Da T-Lymphozyten nach Stimulation durch Antigen présentierende Zellen Zytokine
produzieren, wurden wie oben beschrieben gemischte Leukozytenreaktionen durchgefihrt
und anschlielend die produzierten Zytokine in den T-Lymphozyten mittels
intrazytoplasmatischem FACS anadysiert. Fur die Durchfiihrung wurden hier alerdings
folgende Modifikationen vorgenommen:

1) Eswurden 1~ 10° T-Lymphozyten mit 1~ 10° dendritischen Zellen inkubiert, wobei
sowohl die NOD-DC1 Zédllinie as auch BMDC zweier NOD-Méause eingesetzt
wurden.

2) Die Zdlen wurden mit einem Volumen von 1 ml pro Vertiefung in 24-well Platten
ausgesét und fur 3 Tage inkubiert.
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3) Die eingesetzten FITC-markierten Antikorper waren gegen die Zytokine IL-4 und
IFNg gerichtet; der eingesetzte PE-markierte Oberflachenantikbrper war gegen CD 3
gerichtet.

4) Die Zellen wurden 18 Stunden vor dem Ernten mit 10 ng Phorbolmyristat (PMA) / ml
und 1 mM lonomycin stimuliert und 8 Stunden vor Analyse mit Brefeldin A versetzt.
Dieser Versuchsaufbau entspricht einem gangigen Verfahren zur Stimulation von T-
Lymphozyten und Blockierung der Zytokinsekretion.

Im Anschluss wurden die Zellen wie unter Punkt 2.2.5.3. beschrieben fixiert, permeabilisiert
und im FACS analysiert. Als Kontrolle dienten frisch isolierte T-Zellen, die ohne dendritische
Zellen nur mit PMA, lonomycin und Brefeldin A in denselben Zeitraumen inkubiert wurden.

2.2.6 Satistische Auswertung

Die Ergebnisse samtlicher Experimente sind as Mittelwerte + Standardabweichung (SEM)
dargestellt. Die jeweilige Signifikanzberechnung erfolgte mit Hilfe des ungepaarten Student
t-Tests, der unter Annahme unterschiedlicher Varianzen der Stichproben durchgeftihrt wurde.
Entsprechend gangigen Kriterien gilt ein Unterschied as dgnifikant, wenn die
Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,05 ist.
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3. Ergebnisse
3.1 Generierung der dendritischen Zelllinie NOD-DC1

Die Langzeitkultivierung der murinen Milzzellen in IMDM Medium mit GM-CSF und 3T3-
Uberstand fiihrte zur Etablierung einer neuen Zellinie, die als NOD-DC1 bezeichnet wurde.
Diese Zellen wuchsen langsam, aber stabil Uber jetzt mehr als 24 Monate und sind streng
abhangig von der Zugabe des Wachstumsfaktors GM-CSF und eines oder mehrerer bisher
unbekannter Faktoren im 3T3-Uberstand. Das Entfernen eines dieser Faktoren fihrt zur
sofortigen Abnahme der Zellproliferation und anschlief3end zum Zelltod.

Die mikroskopische Beobachtung des Zellwachstums zeigte eine koordinierte Anderung der
Zellmorphologie abhéngig von der Zeit seit dem letzten Aussden und der Zelldichte. Nach
Splitten der Zellen und dem Uberfilhren auf eine neue Platte wuchsen die Zellen als einzelne,
lose adhérente Zellen mit nur wenigen langen Zellaudaufern. Im zweiten Stadium formten die
Zellen fokale Aggregate mit einigen runden Zellen im Zentrum. Nach weiterem
Zdlwachstum waren zunehmend runde bis ovae Zellen zu sehen, die die typische
Morphologie von dendritischen Zellen besitzen, d.h. es sind zahlreiche zytoplasmatische
Audéufer zu sehen. Diese Zdlen salen meist als Zellhaufen auf adhérenten Zellen oder
flotierten as Einzelzellen free im Medium (Abb. 3.1). Die Hypothese, dass die
unterschiedliche Morphologie vom Reifungsgrad der Zellen abhéangig ist, konnte bestatigt
werden durch die Beobachtung, das die Zellen im ersten Stadium durch die Zugabe von
Aktivierungssignalen wie z.B. LPS rasch in das dritte Stadium tberfihrt werden konnen.

Nach der Etablierung der Zdllinie konnten die dendritischen Zellen kontinuierlich in
ausreichender Menge angeztichtet werden, so dass jeweils etwa in 14-tégigem Abstand eine
durchschnittliche Anzahl von 1 ~ 10° Zellen fiir Experimente zur Verfiigung stand. Die
Qualitét der Zelllinie wurde in regelmélligen Abstdnden unter dem Lichtmikroskop und
zusdtzlich zu durchflusszytometrischen  Analysen begutachtet. Fir ale nachfolgenden

Experimente wurden die Zellen nach dem Erreichen einer Konfluenz von 70-90% geerntet.
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DC Tag 14

Abbildung 3.1: Mikroskopische Aufnahme der NOD-DC1 Zélllinie zu verschiedenen Zeiten nach
dem Aussden auf eine neue Platte. Mit zunehmender Zelldichte entwickeln sich

Zdlhaufen mit Zelen, die die typische Morphologie von dendritischen Zellen
zeigen.
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3.2 Herstellung von dendritischen Zellen aus Knochenmark

Das beschriebene Protokoll zur Anzucht von dendritischen Zellen aus murinem Knochenmark
liefert eine zweite Mdglichkeit, grol®e Mengen dendritischer Zellen in relativ kurzer Zeit zu
erhalten. Der Erfolg konnte wahrend der Kulturperiode unter dem Mikroskop begutachtet
werden. Abschliefiende durchflusszytometrische Anaysen bestétigten die Reinheit der
erhaltenen Zellkultur.

et
{ lllﬂ"'fj'i'-lﬁ k =

KM-DC (Tag 10) NOD—DCl

Abbildung 3.2: Mikroskopische Aufnahme der dendritischen Zellen isoliert aus dem
Knochenmark und der NOD-DC1 Zdllinie. In die Vergrof¥erung sind die
charakteristischen feinen Audéaufer der reifen DC zu erkennen.
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3.3 Durchflusszytometrische Auswertung der dendritischen Zelllinie NOD-DC1

Zur Durchflusszytometrie wurden die dendritischen Zellen nativ der Kulturplatte entnommen;
eine Fixierung der Zellen wurde nicht durchgefihrt. Um die Zédllinie in ihrer Qualitét zu
kontrollieren, wurde zu Beginn jeder durchflusszytometrischen Anayse eine Darstellung der
Grofse und Granulierung der untersuchten Zellen angefertigt. Dadurch konnte gewahrleistet
werden, dass Uber die Zeit eine konstant homogene Zellpopul ation angeztichtet worden ist.
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Abbildung 3.3: Darstellung von Grofe und Granulierung der dendritischen Zellen. Es
handelt sich bel dieser Darstellung um unbehandelte Zelen. Sie it
représentativ fur sdmtliche Analysen der Zdlllinie.

Um eine unspezifische Bindung der Antikorper zu verhindern, war es notwendig, die Fc-
Rezeptoren der Zellen zu blockieren, die auf dendritischen Zellen nachgewiesen wurden. Es
erschien sinnvoll, gepooltes Mausserum zum Blockieren zu verwenden, um ene sichere
Blockade zu erreichen. Die anschliefienden Analysen im Durchflusszytometer bestétigten dies
durch fehlende Markierung mit dem spezifisch gegen Fc-Rezeptoren gerichteten Antikorper
CD 16/32, wiein Abbildung 3.4 dargestellt.
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Abbildung 3.4: Darstellung représentativer Ergebnisse der Markierung dendritischer Zellen
mit anti-CD 16/32 — IgG nach 10minttiger Inkubation mit 10 % gepooltem
Mausserum.
Die unterbrochene Kurve stellt die Isotypkontrolle dar.

VVon besonderer Wichtigkeit war es, die Farbung mit monoklonalen Antikorpern in eiskaltem
PBS und auf Eis durchzufiihren. Da dendritische Zellen, wie andere antigenprasentierenden
Zéellen, Proteine phagozytieren konnen, besteht diese Gefahr ebenso fir Antikérper wahrend
des Farbevorgangs. Wird dies nicht verhindert, resultiert eine unspezifisch postive
Markierung der Zellen in der durchflusszytometrischen Analyse. Mit Markierungsvorgangen
auf Eis konnte dies wirkungsvoll verhindert werden, wie Negativ- und Isotypférbungen
beweisen.

Als spezifischer Erkennungsmarker fur dendritische Zellen wurden zum einen der Antikorper
der gegen das Oberflachenantigen CD 11c gerichtet ist, sowie der anti-DEC-205 Antikérper
mit der Bezeichnung NLDC 145 gewdahlt. Weitere Oberfléchenantigene wurden mit
monoklonalen Antikérpern, die spezifisch gegen CD 11b, CD 40, CD 80, CD 86, MHC II
(spezifische Bezeichnung des MHC II-Molekills bei NOD-Méusen: 1-A¥) und MIDC-8
gerichtet waren, untersucht.

Um aussagekréftige Ergebnisse zu erhalten, wurden nur Partikel oberhalb einer bestimmten
GrofRe registriert. Dazu wurde am Durchflusszytometer eine Grenze (,threshold®) von
200 ~ €" eingestellt; Partikel unterhalb dieser Grenze flossen nicht in die Registrierung ein.
Diese Grenze wurde nach Erfahrungswerten gewahlt, wie sie bei durchflusszytometrischen

Analysen von diversen Zellkulturen, sowie von Vollblutproben gewonnen worden waren. Bei
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weiterem Absenken der Grenze wurde das Ergebnis durch starke unspezifische Signale
verfascht.

Die anayserten Zelen wiesen eine starke Expresson der fir dendritische Zellen
charakteristischen Oberfldchenantigene CD 11c und DEC-205 auf. Beide Antigene sind
unabhéngig vom Ausreifungsstadium auf dendritischen Zellen vorhanden. Ebenso wurde das
intrazelluldre Protein MIDC-8 stark detektiert, was einen weiteren Erkennungsmarker fir
dendritische Zellen darstellt. Hinweise auf die funktionellen Eigenschaften der untersuchten
Zdlllinie ergaben die positiven Analysen der Marker CD 40, CD 80 und CD 86 (sogenannte
kostimulierende Faktoren auf antigenprasentierenden Zellen) sowie auf MHC 11 (I-A¥). Die
Expression dieser Marker zusammen mit der stark positiven Farbung auf CD 11b zeigt, dass
die NOD-DC1 Zellen einen charakteristischen Phanotyp von reifen dendritischen Zellen
aufweisen, die von der myeloischen Zellreihe abstammen.

Eine Stimulation der Zellen mittels LPS zu maxima 1 ng/ml oder TNFa zu 1000 U/ml
erbrachte eine geringe, aber nicht signifikante Hochregulation der Expression von
Aktivierungsmarkern wie CD 40, CD 80, CD 86 und MHC 1.



Dissertation

Seite40

a0

Events

CD 11b

il

Everts

g0

Everts

100

Everts

CD 40

' e
ch 40

'

10

an

CD 11c

Everts

104
=
oo
CD 86
00
=
I
>
w
= T T T ol
10% 101 10% 10 10%
AR
=
[fu]
DEC-205
B
I
N {EN
L Ty

b
(RN

=] T T h
10% 10° 10* 10°* 10%
MLDC 145
%_
MIDC-8

Events

Abbildung 3.5: Darstellung représentativer Ergebnisse der FACSP Analyse exprimierter
Oberflachenmarker und des intrazellula&ren Molekils MIDC 8 der Linie

NOD-DC1
Fluoreszenzintensitdt auf der Abszisse, lineare Auftragung der Anzahl

entsprechend detektierter Zellen auf der Ordinate.
Unterbrochene Linie: Darstellung der jeweiligen Isotypenkontrolle.
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Um die Z€llinie umfassend zu charakterisieren, war es nétig, weitere Oberflachenantigene zu
untersuchen. Dabei wurde das Augenmerk besonders auf spezielle Antigene gerichtet, die sich
spezifisch auf weiteren Zellen des Immunsystems befinden. Diese Untersuchung war as
Negativkontrolle konzipiert und umfasste den Einsatz von Antikorpern gegen CD 4, CD 8,
CD 14, CD 19, CD 34 und F 4/80. Die Auswertung in Hinblick auf diese Oberflachenmarker
ergaben negative, beziehungsweise sehr gering positive Ergebnisse, wie in Abbildung 3.6
aufgeftihrt. Dies ergéanzt die oben angefihrten positiven Auswertungen und unterstreicht die

Reinheit der entwickelten Zdllinie.
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Abbildung 3.6: Darstellung reprasentativer Ergebnisse der FACS® Analyse nicht oder
schwach exprimierter Oberflachenmarker der Linie NOD-DC1 ds
Histogramm; logarithmische Auftragung der Fluoreszenzintensitét auf der
Abszisse, lineare Auftragung der Anzahl entsprechend detektierter Zellen auf

der Ordinate.
Unterbrochene Linie: Darstellung der jeweiligen Isotypenkontrollen.
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Wie die zum Teil vollstandige Uberlappung der Kurven fir die Oberflachenmarker und ihrer
Isotypenkontrollen zeigt, ist die Verunreinigung der Zellkultur mit weiteren Zellen des
murinen Immunsystems sehr gering. Dies beweist den Erfolg bel der Herstellung einer

permanenten Zelllinie dendritischer Zellen.

Tabelle3.1: Prozentséize dendritischer Zellen der Linie NOD-DC1 bezuglich

Expression spezieller Oberflachenmarker

Antigen | Mittelwert | Standardabweichung
(%0)
CD 11b 67,4 131
CD 11c 55,9 6,4
CD 40 68,0 15,2
CD 80 62,7 5,6
CD 86 50,7 7,6
MHC I 41,8 81
DEC-205 53,5 10,0
MIDC-8 25,5 17,3
Ch4 19 1,2
CD 8 1,6 1,6
CD 14 55 25
CD 19 44 2,1
CD 34 6,5 32
F 4/80 2,1 2,6
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AuRerdem wurden Versuche unternommen, inwieweit sich die Differenzierung der NOD DC1
Zellen andert, wenn M-CSF anstatt GM-CSF als Wachstumsfaktor eingesetzt wird. Nach 7
Tagen Stimulation mit M-CSF war keine Differenzierung der Zedllinie in Richtung
Makrophagen zu beobachten, was durch die negative Anfarbung mit dem Makrophagen-
spezifischen Marker F 4/80 bestétigt werden konnte (Abb. 3.7).

g0

Everts

10° 104

Abbildung 3.7: Logarithmische Auftragung der Fluoreszenzintensitét dendritischer Zellen
beziuiglich des Markers F4/80 der Linie NOD-DC1 nach 7tagiger Stimulation
mit M-CSF; die unterbrochene Linie stellt die | sotypenkontrolle dar.
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3.4 DurchfluRzytometrische Analyse von Knochenmark — DC’s

Die Oberflachencharakteriserung der dendritischen Zellen aus Knochenmarkanzucht wurde
unter denselben Gesichtspunkten wie die der Zéllinie vorgenommen. In Anlehnung an das
Protokoll von Inaba et. a. (1992) wurden Zellen des Knochenmarks Uber 7 Tage mit
GM-CSF und IL-4 angezlichtet. In den letzten zwei Tagen wurden diese Zellen mit TNFa

ausgereift.
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Abbildung 3.8: Durchflusszytometrische Analyse der dendritischen Zellen aus dem
Knochenmark. Reprasentative Darstellung der Farbung spezifischer Marker
fur dendritische Zellen (CD 11c, DEC-205, MIDC 8) und des MHC Klasse 1
Molekills 1-A¥. Logarithmische Auftragung der Fluoreszenzintensitit der
Zelen auf der Abszisse, lineare Auftragung der Anzahl entsprechend
detektierter Zellen auf der Ordinate.
Unterbrochene Linie: Darstellung der | sotypenkontrolle.
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Abbildung 3.9: Durchflusszytometrische Analyse der dendritischen Zellen aus dem
Knochenmark. Reprasentative Darstellung der Farbung spezifischer Marker
fur kostimulierende Moleklle (CD 40, CD 80, CD 86) und den myeloischen
Marker CD 11b. Logarithmische Auftragung der Fluoreszenzintensitét der
Zelen auf der Abszisse, lineare Auftragung der Anzahl entsprechend
detektierter Zellen auf der Ordinate.

Unterbrochene Linie: Darstellung der Isotypenkontrolle
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3.5 Untersuchung zur Antigenaufnahme der dendritischen Zellen
3.5.1 Darstellung der Pinozytoseeigenschaft der dendritischen Zellen

Um die Pinozytosefahigkeit der Linie NOD-DC-1 zu demonstrieren, bot sich die Analyse der
Inkorporation eines |6slichen Proteins mit Hilfe durchflusszytometrischer Methoden a's sehr
anschaulich an. Nach der Inkubation der NOD DC1 Zelen konnte eine eindeutige
zeitabhangige Aufnahme von FITC-Albumin beobachtet werden. Die Gegenférbung mit PE-
anti-CD 11b belegt die Aufnahme in die NOD-DC1 Zellen. Abb. 3.10 zeigt die zunehmende
FITC Fuoreszenzintensitét der CD 11b positiven Zellen Uber die Zeit.
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Abbildung 3.10: Durchflusszytometrische Analyse der dendritischen Zellen nach Zugabe von
FITC-markierten Albumin und Inkubation bei 37°C (5, 10, 20, 30 und 60
min, A) und bei 4°C (60 min, B). Représentative Darstellung nach Féarbung
mit einem PE-markierten CD 11b Antikorper (Abszisse). Auf der Ordinate
ist die Intensitét der FITC Farbung angegeben.
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Abbildung 3.11: Aufnahme von FITC markiertem Albumin Uber die Zeit ba Inkubation in

37°C und 4°C. Dargestellt ist die Zahl der CD 11b und FITC-postiven
dendritischen Zellen in Prozent der Gesamtzellpopulation.

Der Versuch zeigt eine schnelle Aufnahme von FITC-Albumin durch die NOD-DC1 Zellen.
Nach 60 min hatten 87% adler Zellen das Protein aufgenommen. Durch die pardlele

Inkubation bei 4°C konnte eine unspezifische Adsorption von FITC-Albumin an die
Z€lloberflache ausgeschlossen werden.
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3.5.2 Phagozytose

Eine Moglichkeit, die Phagozytosefdhigkeit der entwickelten Zélllinie darzustellen, war eine
mikroskopische Dokumentation mithilfe von Goldpartikeln. Diese Partikel besal3en mit
1 mm Durchmesser zum einen eine optimae GrofRe, um von dendritischen Zellen

aufgenommen zu werden, zum anderen auch eine ausreichende Grofde, um unter dem

Mikroskop deutlich erkannt zu werden.
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Abbildung 3.12: Mikroskopische Aufnahmen der Zelllinie NOD-DC1 des Experiments der
Phagozytose von Goldpartikeln; es wurden fir jeden Zeitabschnitt ahnliche

Bildausschnitte gewahit.

a) DC vor Zugabe von Goldpartikeln, 320fach

b) DC unmittelbar nach Zugabe von Goldpartikeln, 320fach
c) DC 15 Minuten nach Zugabe von Goldpartikeln, 320fach
d) DC 30 Minuten nach Zugabe von Goldpartikeln, 320fach
e) DC 45 Minuten nach Zugabe von Goldpartikeln, 320fach
f) DC 60 Minuten nach Zugabe von Goldpartikeln, 320fach
g) DC 80 Minuten nach Zugabe von Goldpartikeln, 320fach

Abbildung 3.13: Ansatz wie unter Abb. 3.5
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a) DC unmittelbar nach Zugabe von Goldpartikeln, 100fach
b) DC 80 Minuten nach Zugabe von Goldpartikeln, 100fach

Diese Bilder beweisen eindrucksvoll die Fahigkeit der dendritischen Zellen, die Goldpartikel

aus ihrer Umgebung zunéchst férmlich an sich zu ziehen und anschlief3end aufzunehmen.
Unter 320facher VergrofRerung erkennt man deutlich, dass sich die Partikel innerhalb der

Zellgrenzen befinden (Abbildungen 3.12 f und Q).

Die Aufnahmen mit 100facher

VergroRerung in Abbildung 3.13 zeigen im Uberblick die anfangs ungeordnete Verteilung der
Goldpartikel und nach 80 Minuten deren fast vollstdndige Aufnahme durch die dendritischen
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Zdlen. Zum Teil ist das gesamte Zytoplasma mit Goldpartikeln ausgeflllt, so dass nur der
Bereich des Zellkerns ausgespart bleibt. Nach 60 Minuten wurde keine weitere signifikante
Phagozytose von Partikeln beobachtet. Aufnahmen, die 18 Stunden nach Zugabe der
Goldpartikel gemacht wurden zeigen, dass keine weiteren Partikel aufgenommen worden sind
(nicht dargestellt). Obige Fotografien zeigen ebenso, dass adhérente dendritische Zellen, zu
erkennen an den langen Fortsdtzen, besser zur Phagozytose der Goldpartikel beféhigt sind als
solche, die vom Boden der Kulturschale abgeldst sind und somit abgerundet erscheinen.
Aufgrund dessen war es wichtig darauf zu achten, dass bei der Zugabe der Goldpartikel die
auf dem Boden der Platten haftenden Zellen nach M6glichkeit nicht abgel 6st wurden.

Dendritische Zelen aus Knochenmarkanzucht wurden ebenfalls auf ihre Fahigkeit zur
Phagozytose untersucht. Dazu wurde obiger Versuch mit Goldpartikeln durchgefuhrt. Hier
wurden mikroskopische Fotoaufnahmen vor und 45 Minuten nach Zugabe der Goldpartikel

angefertigt.
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Abbildung 3.14: Mikroskopische Aufnahmen dendritischer Zellen aus Knochenmarkanzucht
im Experiment der Phagozytose von Goldpartikeln.
a) BMDC vor Zugabe von Goldpartikeln, 100fach
b) BMDC 45 Minuten nach Zugabe von Goldpartikeln, 320fach

Neben der mikroskopischen Analyse der Phagozytose wurden Versuche mit FITC-markierten
Latex Beads durchgefiihrt, die eine Grofke von 1,1 um besalen. Nach der Zugabe von 1 x 107
Beads wurde wie fur die Pinozytose eine zeit- und temperaturabhéngige Aufnahme der
Partikel beobachtet. Nach 60 min konnte bei 41% der CD 11b positiven Zellen eine FITC-
Signal detektiert werden. Dem gegentiber waren nur 3% der Zellen nach 60 min FITC- positiv
wenn die Inkubation bei 4°C durchgefihrt wurde (Abb. 3.15).
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Abbildung 3.15: Aufnahme von FITC-Latex Beads Uber die Zeit bei Inkubation bei 37°C und
bei 4°C. Dargestellt ist die Zahl der CD 11b und FITC-positiven
dendritischen Zellen in Prozent der Gesamtzellpopulation.

3.6 Ermittlung der Zytokinproduktion der Linie NOD-DC-1 mittels ELISA

Eine wesentliche Funktion der dendritischen Zellen ist die stimulusabhéngige Produktion und
Sekretion von Zytokinen. Diese initileren und modulieren die Immunreaktion, indem sie
wichtige Signalstoffe fir weitere Zellen des Immunsystems darstellen. Die Zytokinproduktion
wird insbesondere nach Stimulation der Zellen erwartet. In dieser Arbeit wurden die Zellen
mit LPS, TNFa und anti-CD 40 Antikorper stimuliert und die Konzentrations- und
Zeitabhangigkeit ermittelt.

Die ELISA-Platten wurden unverziglich nach Beendigung des Protokolls im ELISA-Reader
als Endpunktmessung analysiert.

Nach der Stimulation mit LPS Uber 24 Std. konnte eine konzentrationsabhangige Sekretion
von IL-6, TNF-a und IL-1b beobachtet werden (Abb. 3.16 - 3.18 und Tabelle 3.2).
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Abbildung 3.16: IL-6 Sekretion dendritischer Zdlen der Linie NOD-DC1 nach

konzentrationsabhéngiger Stimulation mit LPS Uber 24 Std.; Darstellung
der Mittelwerte (n = 3).
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Abbildung 3.17: TNFa Sekretion dendritischer Zellen der Linie NOD-DC1 nach
konzentrationsabhangiger  Stimulation mit LPS; Darstellung  der
Mittelwerte (n = 3).
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Abbildung 3.18: IL-1b Sekretion dendritischer Zellen der Linie NOD-DC1 nach Stimulation

mit 1000 ng / ml LPS im Vergleich zum Basawert; Darstellung der
Mittelwerte (n = 4).

Tabelle 3.2: Sekretion von IL-6, TNF-a und IL-1b nach Stimulation mit LPS; Angabe in

pg/mi
LPS (ng/ml)
basal 0,01 0,1 1 10 100 1000
IL-6 46,8 36,6 92,2 1278 1727 3852 5097

+ 13,7 +6,8 +9,0 + 78,7 + 135 + 75,2 + 1683

TNF-a 138 140 218 1258 1660 3028 1659
+ 18,8 + 18,1 + 18,3 + 94,2 + 90,1 + 18,3 + 937

IL-1b <25 <25 <25 <25 <25 <25 328,5
+ 133,7

Eine signifikante Sekretion von IL-1b liefd sich in Konzentrationen unter 1000 ng / ml LPS
nicht feststellen. Nach Stimulation mit weniger als 1000 U/ml TNFa waren eine Sekretion
aller gemessenen Zytokine nicht ermittelbar, beziehungsweise ergaben keinen signifikanten

Unterschied zu unstimulierten Ansétzen.



Dissertation Setex4

Eine Stimulation mit anti-CD 40 Antikorper zeigte eine signifikante Erhdhung der
Zytokinproduktion vor alem von TNFa und IL-6 (Abb. 3.25).
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Abbildung 3.19: Sekretion von IL-6 der NOD-DC1 Zelen. Stimulation der Zellen mit
1000 U / ml TNFa fur 24 Std. Darstellung der Mittelwerte aus 2
unabhangigen Versuchen.
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Abbildung 3.20: Sekretion von IL-1b der NOD-DC1 Zdlen. Stimulation der Zellen mit
1000 U/ml TNFa fur 24 Std. Darstellung der Mittelwerte aus 2
unabhangigen Versuchen.

Nach Stimulation mit 1000 U /ml TNFa wurden 53,5 £ 43,1 pg/ ml IL-6 und 7,4 + 0,57

pg/ ml IL-1b sezerniert.
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In einigen Arbeiten wurde gezeigt, dass IL-10 eine hemmende Wirkung auf dendritische
Zéellen hat. Hier wurde untersucht, ob IL-10 die durch LPS stimulierte Sekretion von IL-1b,
IL-6 und TNFa beeinflussen kann. Die folgenden Abbildungen zeigen Zytokinsekretionen
einer Vorbehandlung der Zellen mit 10 ng/ ml IL-10 fir 5 Tage.
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Abbildung 3.21:  Sekretion von IL-1b ohne und mit Vorbehandiung der NOD-DC1 Zellen
mit IL-10 (20 ng / ml fur 5 Tage). Stimulation der Zellen mit 1000 ng / ml
LPS fur 24 Std. Darstellung der Mittelwerte aus 3 unabhéngigen
Versuchen.
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Abbildung 3.22:  Sekretion von IL-6 ohne und mit Vorbehandlung der NOD-DC1 Zellen mit
IL-10 (10 ng / ml fir 5 Tage). Stimulation der Zellen mit 1000 ng / ml LPS
fir 24 Std. Darstellung der Mittelwerte aus 3 unabhangigen Versuchen.
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Abbildung 3.23:  Sekretion von TNFa ohne und mit Vorbehandlung der NOD-DC1 Zdllen
mit 1L-10 (10 ng / ml fur 5 Tage). Stimulation der Zellen mit 2000 ng / ml
LPS fur 24 Std. Darstellung der Mittelwerte aus 3 unabhangigen
Versuchen.

Nach ener Stimulation mit 1000 ng / ml LPS Uber 24 Std. wurden 313 £ 152,7 pg / ml
IL-1b sezerniert. Durch Vorbehandlung mit IL-10 wurde die IL-1b Sekretion leicht gehemmt
(279 = 345 pg / ml). Die IL-6 Sekretion wurde durch IL-10 Behandlung von 5097 + 1683
pg / ml auf 1504 + 90 pg / ml gehemmt (p < 0,07). Eine ebenfalls signifikante Inhibition
konnte bei der TNFa Sekretion beobachtet werden (Reduktion von 1659 + 937 pg / ml auf
596 + 239 pg / ml) (p< 0,03).

In weiteren Experimenten wurde die Zeitabhangigkeit der Zytokinsekretion nach Stimulation
mit LPS und dem anti-CD 40 Antikorper untersucht. Hierzu wurden die NOD-DC1 Zellen mit
1000 ng/ml LPS oder 0,25 pg/ml anti-CD 40 Antikorper fur 24 h, 3 Tage und 7 Tage
inkubiert. Gleichzeitig wurden die Zellen zum Zeitpunkt der Mediumentnahme
mikroskopisch Uberprift. Die maximale Stimulation durch LPS fand sich bereits nach 24 Std.
Danach war ein deutlicher Abfal zu verzeichnen, der, wie die parallele Beobachtung unter
dem Mikroskop zeigte, im wesentlichen auf eine Uberstimulation der Zellen mit
nachfolgendem Absterben der Zellen durch die hohe LPS Konzentration zurtickzufihren ist.
Nach Gabe von anti-CD 40 Antikoérper wurde eine kontinuierliche Zunahme der IL-6
Sekretion beobachtet. In der mikroskopischen Beurteilung fanden sich ab dem Tag 3-4 grol3e
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Zdlhaufen mit Zellen, die lange dendritische Audéaufer im Sinne einer deutlichen Stimulation

der Zdllreifung aufwiesen.
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Abbildung 3.24: Darstellung der Sekretion der Zytokine TNF a, IL-1b und IL-6 der NOD-
DC-1 Zellen nach Stimulation mit 1000 ng/ml LPS Uber 24 Std., 3 und 7
Tage. Eswurden jeweils mindestens drel unabhéngige Versuche analysiert.

Tabelle 3.3: Konzentrationen sezernierter Zytokine nach Stimulation mit 1000 ng / ml LPS
Uber 24 Std., 3 und 7 Tagen, Angabe in pg/ml; in Klammern Angabe der SEM

Zytokinkonzentration (pg/ml)
Nach 24 Std. Nach 3 Tagen Nach 7 Tagen
TNFa 1659 + 937 172+ 70 244 + 93
IL-1b 313+ 152 82+ 97 280 + 377
IL-6 5097 + 1683 1406 + 345 1766 + 1016
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Abbildung 3.25: Darstellung der Sekretion der Zytokine TNF a, IL-1b und IL-6 der NOD-
DC-1 nach Stimulation mit 0,25 ng / ml anti-CD 40 Antikorper Uber 24
Std.,, 3 und 7 Tage. Es wurden jewells mindestens drei unabhangige
Versuche analysiert.

Tabelle 3.4: Konzentrationen sezernierter Zytokine nach Stimulation mit 0,25 ng/ml anti-CD
40 Antikorper tber 24 Std., 3 und 7 Tagen, Angabe in pg / ml; in Klammern

Angabe der SEM.
Zytokinkonzentration (pg/ml)
Nach 24 Std. Nach 3 Tagen Nach 7 Tagen
TNFa 91+45 82+ 44 194 + 85
IL-1b 8+4 26 + 37 68 + 80
IL-6 397 + 65 1812 + 141 3341 + 1456
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3.7 Durchfiihrung einer gemischten Leukozytenreaktion

Dendritische Zellen gehdren zu der Gruppe der antigenprasentierenden Zellen (APC). Um die
Fahigkeit der Induktion einer gemischten Leukozytenreaktion zu untersuchen, wurden die
NOD DC1 Zellen mit allogenen Lymphozyten der C57BL/6 Maus kultiviert.

Im ersten Schritt mussten die T-Lymphozyten aus einer Splenozytensuspension Uber eine
negative Separation mit CD3 Isolierungssdulen isoliert werden. Aus einer Milz konnten
durchschnittlich 15~ 10° Lymphozyten gewonnen werden. Die Zellen wurden im Anschluss
unter dem Mikroskop und durch FACS begutachtet. Dadurch konnte die Vitalitét und die
Reinheit der Zelsuspension ermittelt werden. Ein reprasentatives Ergebnis ist in Abbildung
3.26 dargestellt. Durchschnittlich wurden Uber 80 % CD 3-positive Lymphozyten detektiert.
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Abbildung 3.26: Reprasentative Darstellung einer durchflusszytometrischen Anayse von
isolierten murinen T-Lymphozyten. In unterbrochener Linie ist die
| sotypkontrolle dargestellt.

Fur die Durchfuhrung der Versuche wurden die NOD-DC1 Zellen geerntet und mit 3000 rad
bestrahlt. Dies war von besonderer Wichtigkeit, um eine Proliferation der dendritischen
Zdlen zu vermeiden. Anschlief3end wurden die Zellen in unterschiedlicher Konzentration mit
2 x 10° gereinigten T-Lymphozyten fiir 3 Tage inkubiert und fiir die letzten 18 Stunden mit
[*H]-Thymidin radioaktiv markiert.

Das in Abbildung 3.27 dargestellte Ergebnis dieses Versuches macht deutlich, dass die
eingesetzten NOD-DC1 Zellen eine von der DC / T-Zell Ratio abhangigen Proliferation der
zugesetzten T-Lymphozyten induzieren.
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Abbildung 3.27: Induktion einer Alloreaktivitét durch NOD-DC1 Zellen durch Kokultur mit
T-Lymphozyten der C57BL/6 Maus. Kultiviert wurden 2 x 10° T-Zellen
mit 2000, 4000, 20000 und 40000 NOD-DC1 Zelen fur 3 Tage.
Dargestellt ist die Proliferation der T-Lymphozyten gemessen in cpm des
inkorporierten [*H]-Thymidins.

Tabelle 35: Darstellung der Mittelwerte der cpm des inkorporierten [*H]-Thymidins in
Abhangigkeit des jeweiligen DC/T-Zdl Verhdtnisses, in Klammern Angabe

der SEM
DC/T-Zdl Verhdtnis
0 ‘ 0,01 ‘ 0,02 ‘ 0,1 ‘ 0,2
CPM | 146+66 | 553+282 | 1280728 | 2824+508 | 4008+ 565

3.8 Untersuchung der Zytokinantwort der Lymphozyten nach MLR

Die Zytokinproduktion von T-Lymphozyten l&sst Rickschlisse auf die Induktion ener
proinflammatorischen  Reaktion  (Thl-Immuantwort: IFNg, IL-2) oder ener
antiinflammatorischen  Immunantwort  (Th2-Antwort:  1L-4, 1L-10, IL-13) zu. Zur
Differenzierung der T-Zell Reaktion in der gemischten Lymphozytenreaktion wurden die T-
Zellen nach 3 Tagen Inkubation mit NOD-DC1 Zellen oder BMDC Zellen unspezifisch mit
PMA und lonomycin stimuliert und die Zytokinsekretion mit Brefeldin A inhibiert. Auf diese
Weise wird die Zytokinproduktion so gesteigert, dass sie durch eine intrazytoplasmatische



Dissertation Sate 6l

FACS Anayse detektiert werden kann. Die T-Zellen wurden zur ldentifizierung mit einem
PE-markierten anti-CD 3 Antikorper und FITC-markierten Antikorpern gegen IFN-g oder
IL-4 markiert.

Aus Abbildung 3.28 wird ersichtlich, dass nach dreitdgiger Inkubation das Verhdtnis
zwischen den IFN-g und IL-4 produzierenden Zellen im Vergleich zu den frisch isolierten
Zdlen abnimmt. Diese Reaktion war sowohl nach Stimulation mit BMDC als auch mit den
NOD-DC1 Zellen zu verzeichnen und dirfte auf die Zellkulturbedingungen zuriickzufihren
sein. Das Resultat verdeutlicht, dass die NOD-DC1 Zellen auch in der MLR den frisch aus

Knochenmark préparierten dendritischen Zellen vergleichbar ist.

Verhaltnis IFN gamma/ IL-4 sez. Zellen

Maus 2 NOD-DC-1

vor MLR nach MLR

Abbildung 3.28: Darstellung des Verhdltnisses IFNg sezernierender zu IL-4 sezernierender
Zellen vor und 3 Tage nach Zugabe von DC (entspricht vor und nach
MLR). Die DC entstammten Zweier unabhangiger
Knochenmarkspréparationen (Maus 1 und 2) sowie der entwickelten
Zdllinie (DC-Linie).

Vor MLR betrug das Verhdltnis IFNg sezernierender zu IL-4 sezernierender T-Zelen im
Mittel 50 + 02 (n = 2). Nach Zugabe von DC’'s zweer unabhdngiger
Knochenmarkspréparationen (Maus 1 und 2) und dreitdgiger Kokultur dnderte sich dieses
Verhdtnis der gleichen T-Zellen auf 1,4 + 0,54 beziehungsweise 1,2 + 0,2 und auf 1,8 + 0,1
nach Zugabe der entwickelten Zelllinie NOD-DCL. Es wurden jeweils drei Ansétze analysiert.
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4. Diskussion

Dendritische Zellen sind nach heutigem Wissensstand die Antigen-prasentierenden Zellen mit
der hochsten Potenz zur Induktion einer zelluléren Immunantwort. Da dendritische Zellen die
zelluldre Immunreaktion durch Stimulation bzw. Suppression von T-Helferzellen und
zytotoxischen T-Zellen aktiv regulieren, stehen sie im Zentrum aktueller Forschungen zur
Pathogenese und Therapie immunologisch ausgeloster Krankheiten. Ziel der vorliegenden
Arbeit war es, en permanente Zelllinie von dendritischen Zellen herzustellen, die als
Ausgangsmaterial  fur die Entwicklung ener DC-Vakzine dienen konnte. Durch
kontinuierliche Subkultivierung einer Population von Milzzellen ist es in der vorliegenden
Studie erstmals gelungen, eine permanente Zellinie aus der NOD-Maus zu generieren, die
sowohl phanotypisch wie auch funktionell typische Eigenschaften von dendritischen Zellen
aufweist. Diese Zélllinie eignet sich somit in idedler Weise als homogene Quelle von gut
charakterisierten dendritischen Zellen zur Testung verschiedener Immunisierungsstrategien
fur die Modulation der Autoimmunantwort bei der NOD Mauss.

Als gangige Methoden fur die Isolierung von murinen dendritischen Zellen dirfen die
Protokolle betrachtet werden, die sich einer Dichtegradientenzentrifugation bedienen (Vremec
et a., 1992) sowie solche, die die Anzucht aus murinem Knochenmark beinhalten (Inaba et
al., 1992a). Beide Préparationsmethoden bedienen sich der Zugabe von GM-CSF und IL-4 as
notige Wachstumsfaktoren. Nach einer Dauer von 8-10 Tagen stehen reife Zelen fur die
Experimente zur Verfligung. Eine Kultivierung Uber diesen Zeitraum hinaus fuhrt jedoch zum
Absterben der Zelen. Fir die vorliegende Arbeit wurde deshalb eine von Winzler und
Mitarbeitern 1997 beschriebene Methode eingesetzt, dendritische Zellen ohne einen
Transformationsschritt as permanente Langzeitkultur anzuzichten (Winzler et al. 1997).
Nach etwa 3 Monaten waren Verunreinigungen, soweit in der Phasenkontrastmikroskopie
beurteilbar, weitgehend entfernt. Nach 6 Monaten war eine homogene Zélllinie etabliert, die
as NOD-DC1 Zdllen bezeichnet wurde. Diese Zellen wurden seitdem tber mehr as 2 Jahre
(> 50 Passagen) in gleichbleitbender Qualitdt kultiviert. Es ist anzunehmen, dass unter den
beschriebenen Bedingungen bisher nicht charakterisierte adulte Stammzellen aus der Milz
anwachsen, aus denen sich fortlaufend dendritische Zellen ausbilden. Die Zellen zeigen
ahnlich wie von Winzler et a. beschrieben einen stabilen Phénotyp und sind streng von dem
Vorhandensein sowohl von GM-CSF as auch des NIH/3T3-Uberstandes abhéngig. In einer
anderen Arbeit war Uber die Herstellung einer Zelllinie aus Langerhans Zellen der Haut
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berichtet worden. In diessm Ansatz wurde ebenfalls neben GM-CSF  NIH/3T3-Uberstand
verwendet (Xu et a., 1995b). Der Zelkulturiberstand der NIH/3T3 Zellen scheint somit
einen oder mehrere bisher nicht genau definierte Faktoren zu beinhaten, die essentiell sind
fur das Anwachsen und/oder die Proliferation der Stammzellen bzw. notwendige
Differenzierungsfaktoren fur die dendritischen Zellen darstellen. Die Charakterisierung

des/der Faktor(en) soll in zukinftigen Studien erfolgen.

Eine hohe Reinheit an dendritischen Zellen ist eine Voraussetzung fur das weitere Arbeiten
mit der Zelllinie NOD-DC1. Charakteristische Oberfléchenmarker dendritischer Zellen, von
T- und B-Lymphozyten, Monozyten, Makrophagen und hamatopoetischen Stammzellen
dienten deshalb sowohl zur phénotypischen Charakteriserung der Zelllinie as auch zum
Ausschluss von kontaminierenden anderen Zellen des Immunsystems. In FACS Anaysen
konnten die fur dendritische Zellen charakteristische Kombination der Oberflachenmarker
CD 11c, DEC-205, CD 80, CD 86 und MHC Il nachgewiesen werden (Grabbe 2000; Ardavin
2001). Die nur teilweise Positivitét DC-assoziierter Marker (53-67%) a3t sich am ehesten auf
das Nebeneinander von Zellen in verschiedenen Differenzierungsstadien, ausgehend von der
Stammzelle bis zur voll ausgereiften dendritischen Zelle, zurlickfuhren. Die Koexpression
von CD 11c und CD 11b bei Fehlen von CD 8a spricht fir die Entwicklung der dendritische
Zdlen aus der myeloischen Zelreihe und gegen eine Abstammung aus lymphatischen
Stammzellen (Vremec und Shortman, 1997; Kraal et al., 1986, Grabbe 2000, Ardavin 2001).
Die NOD-DC1 Zellen unterschieden sich von dendritischen Zellen, die aus dem Thymus oder
der Leber gewonnen wurden. Thymus-DC's exprimieren kein oder wenig CD 11b (Vremec
und Shortman, 1997), was aber auf Zellen der Zelllinie eindeutig detektiert werden konnte.
Subpopulationen dendritischer Zellen der Leber scheinen nicht den charakteristischen
Oberflachenmarker CD 11c zu exprimieren (Woo et a., 1994). Bei einer Subpopulation
dendritischer Zellen, die aus Monozyten des peripheren Blutes der Maus gewonnen wurden,
wurde das Fehlen des Markers DEC-205 (NLDC-145) beschrieben (Inaba et al., 1992b).
Andere Studien konnten DEC-205 auf DC, die aus Monozyten generiert worden waren,
nachweisen (Schreurs et al., 1999). Die hier von uns generierten NOD-DC1 Zellen zeigen
somit Marker, die in anderen Studien auf myeloischen dendritische Zellen aus der Milz oder
dem Knochenmark von Mausen beschrieben worden waren. Darlber hinaus konnte gezeigt
werden, dass keine Lymphozyten, Monozyten, CD 34-positiven Stammzellen oder
Makrophagen kokultiviert wurden. Die geringgradige Detektion von CD 4, CD 8, CD 14,
CD 19, und CD 34 (1-6%) ist an ehesten auf eine unspezifische Hintergrundsférbung im
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FACS zurickzufiihren. Insbesondere war es wichtig die Abwesenheit von Makrophagen zu
beweisen, da diese Zellen Eigenschaften von APC aufweisen und, wie im Fale der
Monozyten gezeigt werden konnte, sich aus den gleichen Vorlauferzellen entwickeln kénnen
(Allavena et a., 1998, Cella, et a., 1997). Hier ist der fehlende Nachwels des fir
Makrophagen charakteristischen Oberflachenmolekiils F 4/80 auf den Zellen der Linie NOD-
DC1 wegweisend. In einem Ausreifungsversuch, bel dem GM-CSF durch M-CSF ersetzt
worden ist, konnte kein Auftreten von F 4/80 positiven Zellen beobachtet werden. Dies deutet
darauf hin, dass die Zellen der Kultur soweit differenziert sind, dass eine Entwicklung in
Richtung Makrophagen nicht mehr moglich ist oder eine spezifischen Vorlauferzelle der
dendritsichen Zdllen kultiviert wird. Diese postulierte Fraktion von Vorlduferzellen lief? sich
alerdings weder mit einem spezifischen Marker eindeutig darstellen noch in der
Gesamtpopulation im FSC/SSC-Diagramm abgrenzen.

Der Nachweis der intakten Funktion der dendritischen Zellen in der Langzeitkultur ist ein
besonders wichtiger Aspekt, da er darlber entscheidet, ob diese Zdllinie fir wetere
Experimente in vitro und eventuell in vivo genutzt werden kann. Zu den wichtigsten
Funktionen von dendritischen Zellen zéhlen die Aufnahme, die Prozesserung und die
Prasentation von Antigenen auf MHC Molekilen. Daneben beeinflusst die Expression
kostimulierender Molekile und die Zytokinsekretion die Interaktion mit Effektorzellen des
Immunsystems (Jonuleit et al., 2001, Moser et a., 2000).

Dendritische Zellen nehmen Antigene mittels Pinozytose und Phagozytose auf, wobel gelOste
Bestandteile via Pinozytose, feste Partikel via Phagozytose inkorporiert werden. Zur
Demonstration der Pinozytose wurde FITC-markiertes Albumin verwendet, das zeitabhéngig
von den dendritischen Zellen aufgenommen wurde. Hier konnten eindrucksvolle Ergebnisse
erzielt werden: Nach 60 Minuten Inkubation hatten knapp 90% der Zellen FITC-Albumin
aufgenommen. Diese hohe Aktivitédt der Aufnahme gelosten Antigens konnte auf die
Expression des DC-Markers DEC-205 zuriickzufiihren sein. Neuere Studien belegen, dass
DEC-205 as Rezeptor dient und direkt in die Antigenaufnahme (Pinozytose) involviert ist
(Jang et al., 1995). Eine hohe Phagozytoseaktivitdt konnte durch die Aufnahme von
Goldpartikeln und FITC-markierten Latex Beads demonstriert werden. In beiden
Experimenten belegt die fehlende FITC-Fabung be 4°C die Abhangigkeit der
Antigenaufnahme vom Zellstoffwechsel und die Spezifitdt der Reaktion. Vergleichbare
Ergebnisse wurden bei Verwendung von murinen und humanen dendritischen Zellen aus dem
Knochenmark oder dem peripheren Blut mit FITC-markiertem Dextran, Albumin oder Latex
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Beads beschrieben (Sallusto et a. 1995, Vermaelen et a., 2001; Werling et a., 1999; Lutz et
al., 1997). Sallusto und Kollegen beschrieben dartiber hinaus die Aufnahme von FITC-
Dextran as eine vom Mannoserezeptor vermittelte Aufnahme. Diese unterstitzt die
Makropinozytose, indem sie eine verstérkte Anreicherung von gelésten Substanzen niedriger
Konzentration erméglicht. Ob der Mechanismus der Aufnahme von FITC-Albumin ebenfals
rezeptorvermittelt ist, ist zur Zeit noch nicht geklart.

Ein weiteres wichtiges Kriterium fur den Nachweis einer adéguaten Funktion der DC's waren
durchflusszytometrische Analysen der kostimulierenden Molekiile CD 40, CD 80 und CD 86
sowie des MHC-II Molekills I-A¥. Das Vorhandensein der kostimulierenden Molekiile zeigt
deutlich, dass die generierten dendritischen Zellen die Féhigkeit besitzen, Uber die Ligation
von B-7 Molekilen und des CD 40 Liganden T-Lymphozyten zu aktivieren. Die hier
beschriebene Pravalenz CD 40-, CD 80- und CD 86-positiver NOD-DC1 Zellen und die
mittlere Fluoreszenzaktivitét ist vergleichbar mit primér isolierten dendritischen Zellen des
Knochenmarks und der Milz (Inaba et al., 1992a, Lutz et al., 1999). Der Nachweis von [-A¥
beweist die Expression des spezifischen auf NOD-Zelen exprimierten MHC Klasse I
Molekiils. I-A war aber im Vergleich zu den in der Literatur beschriebenen Expressionsraten
bei Bab/c oder C57/BI6 Méausen nur mittelgradig exprimiert (Schreurs et a., 1999, del Hoyo
et a., 2002). Dies konnte auf eine nur teilweise erfolgte Ausreifung der NOD-DC1 Zellen
zuriickzufiihren sein. In Versuchen, in denen die Zellen durch Zugabe von TNF-a oder LPS
stimuliert wurden, konnte nur eine geringe Erhdhung der Expression von I-A* sowie von
CD 40, CD 80 und CD 86 beobachtet werden. Wichtig war, dass im direkten Vergleich der
MHC Il Molekile auf den NOD-DC1 Zellen und primé&ren BMDC der NOD Maus ahnliche
Signaintensitéten nachweisbar waren. Dies lasst den Schluss zu, dass die NOD-DC1 Zdlen,
wie in anderen Studien bei der NOD Maus beschrieben, das MHC-Molekiil 1-A* nur
mittelgradig exprimieren (Lee et al., 2000, Strid et al., 2001). Die NOD-DC-1 Zellen weisen
somit auch in diesem Marker ein den priméren DC’s der NOD-Maus vergleichbares Muster

auf.

Dendritische Zellen zeigen eine stimulusabhéngige Sekretion proinflammatorischer (TNFa,
IL-1b, IL-6, IL-12) oder anti-inflammatorischer (IL-10) Zytokine. Reize, die eine Infektion
mit Bakterien oder Viren anzeigen wie z.B. LPS oder Aktivierungssignae von T-
Lymphozyten (Ligation von CD 40) fuhren zu einer Sekretion proinflammatorischer Zytokine
(Celaet d., 1996). Demgegeniber kann die Behandlung mit TGF-b zur Sekretion von IL-10
fuhren, welches die Aktivierung von T-Lymphozyten supprimiert (Mitra et al., 1995, Koch et
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a., 1996, Steinbrink et al., 1997, Liu et al., 1998, Strobl et a., 1999). In der vorliegenden
Studie wurde die Sekretion von TNFa, IL-1b und IL-6 nach verschiedenen Stimuli mit LPS,
anti-CD 40 und TNFa im Zdlkulturiberstand mit einem ELISA-Verfahren bestimmt. IL-1b
und IL-6 werden auf einen Reiz wie zum Beispiel durch die Bindung von dem bakteriellen
Zellwandbestandteil LPS an den entsprechenden Rezeptor CD 14 von antigenprésentierenden
Zellen ausgeschittet. TNFa wird ebenfdls von DC's, Makrophagen, Monozyten und
Lymphozyten infolge einer Infektion sezerniert.

Um ene Degradation der Zytokine zu vermeiden, wurden mehrmalige Einfrier- und
Auftauzyklen sowie ein langeres Stehenlassen der aufgetauten Proben vermieden.

In zahlreichen Studien wurde gezeigt, dass dendritische Zellen aus dem Knochenmark, aus
dem peripheren Blut, aus der Milz und die Langerhans'schen Zellen der Haut IL-6
sezernieren konnen (Sparwasser et al., 1998, Schreiber et al., 1992). IL-6 besitzt Bedeutung
bel der Differenzierung von T-Zellen und Stimulierung von Plasmazellen zur der Produktion
von Antikorpern (Akira et a., 1993; Cerutti et a., 1998). Neben der Stimulation von
Effektorzellen scheinen die Zytokine auch einen autokrinen Effekt auszutiben. IL-6 hat einen
Einfluss auf die Proliferation von Vorlaufern dendritischer Zellen und erhoht die
Antigenprasentation via MHC Klasse |1 (Hacein-Bey et a., 2001; Epstein et a., 1991; Lyman
und Jacobsen 1998; Berthier et al., 2000).

Ein zweites wichtiges Zytokin, das von DC’s produziert werden kann, ist TNFa (Morelli et
al., 2001; Zhou et al., 1995; Rescigno et al., 2000). Es ist ein wichtiges proinflammatorisches
Zytokin, das eine Rolle bel der generellen Infektabwehr spielt und eine Ausreifung von
dendritischen Zellen (Verstarkung der Expression von CD 80, CD 86 und der MHC Klasse Il
Molekile) bewirkt (Yamaguchi et al., 1997). Mause, denen das Gen zur Produktion von
TNFa fehlt, erliegen frih verschiedensten Infektionen wie zum Beispiel hervorgerufen durch
Listeria monocytogenes (Lehner et al., 2002, Eugster et a., 1996). Pathologische Korrelate
sind das Ausbleiben einer organisierten Bildung von B-Follikeln in Lymphknoten und das
Fehlen von follikuldren dendritischen Zellen (FDC), die fur die Generierung ener
Immunantwort eine Ubergeordnete Rolle spielen (Pasparakis et al., 1996). Insbesondere bei
der NOD-Maus sind infiltrierende Makrophagen und dendritische Zellen in den Inseln des
Pankreas die Hauptproduzenten dieses Zytokins, das zusammen mit IL-1b zur Produktion
von Stickstoffmonoxid fuhrt und direkt toxisch auf die Betazellen wirkt (Dahlén et al., 1998,
Rabinovitch et a. 1998). Bei der hier generierten Linie NOD-DC1 wurde eine starke
Sekretion von TNFa beobachtet. Die Verringerung der TNFa-Sekretion bel der hdchsten LPS
Konzentration (1000 ng/ml) ist am ehesten auf eine Uberstimulation der Zellen
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zurtckzufiihren, da hier ein Teil der Zellen abstirbt. Dies war mikroskopisch am AblGsen
eines Teils der Zelen zu erkennen. Dartiber hinaus ist beschrieben worden, dass nicht voll
ausgereifte dendritische Zellen weitaus mehr TNFa produzieren as nach Ausreifung mit LPS
oder anti-CD 40 Antikorpern (Morelli et a., 2001). Es ist somit denkbar, dass eine
Stimulation mit 1000 ng/ml LPS die dendritischen Zellen so schnell und stark ausreifen lief3,
dass die TNFa-Sekretion nach 24 Std. schon herunter reguliert worden ist.

Bel sehr starker Stimulation war auch eine Sekretion von IL-1b zu verzeichnen. IL-1b ist
involviert in die Aktivierung von T-Lymphozyten und Antigen-présentierenden Zellen wie
Makrophagen und dendritische Zellen. Dartiber hinaus besitzt es Bedeutung fur die Initiierung
der Migration von Langerhans Zellen (Cumberbatch et al., 1997; Cumberbatch et a., 1998).
Ubereingtimmend mit verschiedenen Arbeiten wurde I1L-1b erst bei starker Stimulation mit
LPS oder CD 40 produziert (Kitgjimaet al., 1995, Morelli et a., 2001; Schreiber et a., 1992;
Cumberbatch et al., 1998; Xu et al., 1995a).

Vor enigen Jahren konnte die Bedeutung des Zytokins IL-1b in Kontext zum Diabetes der
NOD-Maus gebracht werden. Stass und Kollegen beobachteten 1997, dass b-Zelen der
Langerhans schen Inseln im Pankreas auf eine Inkubation mit IL-1b mit einer Expression von
Fas-Molekilen reagierten. Aus dieser Fas-Expression resultierte nach Kontakt mit aktivierten
T-Lymphozyten eine Zerstorung des Inselgewebes. Ein weiterer Stimulus zur Sekretion von
IL-1b ist andererseits eine Interaktion zwischen Fas und Fas-Ligand, der auf dendritischen
Zdlen exprimiert wird. Somit existiert eine Signalkaskade mit positivem Feedback, wobel
unklar ist, was dessen auslgsendes Moment ist. Chervonsky und Mitarbeiter zeigten 1997,
dass Fas-Ligand exprimierende b-Zellen empfindlicher auf diabetogene T-Zellen reagieren
(Chervonsky et al., 1997a). Dementsprechend traten bei NOD-Mausen nach Transplantation
von  Bauchspeicheldrisen mit  Fas-Ligand  exprimierenden  b-Zellen  akute
Abstollungsresktionen auf (Allison et a., 1997). Die IL-1b-Sekretion mag somit eine
besondere Bedeutung bei dendritischen Zellen der NOD-Maus in Hinblick auf die
Pathogenese des murinen Diabetes Typ 1 haben.

Ein weiteres wichtiges von dendritischen Zellen sezerniertes Zytokin ist 1L-12, das as
Heterodimer aus zwel Ketten, IL-12p40 und IL-12p35, aufgebaut ist. IL-12 aktiviert in seiner
bioaktiven Form (IL-12p70) Th Zellen und fordert die Entwicklung einer Thl Reaktion und
einer zytotoxischen Immunreaktion, die vor alem fur die Abwehr viraler und intrazellulér
bakterieller Infektionen sowie bei der Bekampfung von Tumoren Bedeutung besitzt (Huang et
al., 2001; Shimizu et a., 2001; Madonado-Lopez et a., 2001; Grufman et al., 2000;
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Trinchieri 1995; Macatonia et al., 1995; Heufler et al., 1996). IL-12 wird ebenfals nach
Stimulation von DC's sezerniert (Jakob et al., 1999, Moser et a., 2000). In allen hier
durchgefuhrten Stimulationsversuchen liefd sich allerdings keine signifikante Sekretion von
IL-12p70 erkennen. Viele Ergebnisse lagen an der Detektionsgrenze des ELISA-Kits (23,4
pg/ml, Firma R&D) und kdnnen somit nicht quantitativ ausgewertet werden. In Studien mit
den NOD-DC1 Zelen, die nach der Anfertigung der vorliegenden Promotionsarbeit
durchgeftihrt worden sind, konnte bei sehr starker Stimulation (1000 ng/ml LPS) mit deutlich
mehr Zelen (1 x 10%ml ), eine geringgradige 1L12p70 Sekretion detektiert werden. In
anderen Arbeiten wurde ebenfals Uber eine geringe IL-12 Sekretion bel  bestimmten
Subpopulationen von dendritischen Zellen berichtet. So konnte bel myeloischen DC's, die
dem Thymus oder dem Mukosaassoziierten lymphatischen Gewebe (MALT) der Maus
entstammen, keine oder nur geringe IL-12 Produktion nachgewiesen werden (Martinon-Ego
et al., 2001; Iwasaki et d., 2001). Andere Befunde zeigen, dass dendritische Zellen der NOD-
Maus im Vergleich zu M&usen vom Stamm C57/B6 funktionelle Defekte in der Stimulation
von T-Zellen besitzen, deren Ursachen in niedrigerer Expression kostimulierender Molekile
und einer niedrigeren Sekretionsrate von IL-12p70 liegen (Lee et a., 2000; Feili-Hariri et al.,
2001). O'Keeffe und Kollegen haben beobachtet, dass die Untergruppen dendritischer Zellen,
die kein CD 8a exprimieren, wie die dendritischen Zellen dieser Arbeit, signifikant weniger
IL-12p70 sezernieren. Weitere Studien zeigen, dass unter bestimmten Umsténden eine
Stimulation mit LPS oder anti-CD40 Antikorper aleine nicht zu einer detektierbaren
Sekretion von 1L-12 fuhren. Lediglich eine gleichzeitige Anwendung dieser Stimulanzien
fuhrt zu einem Nachweis dieses Zytokins (Berthier et al., 2000; Snijders et al., 1998). Da es
unser Anliegen ist, durch DC Vakzinierung bel der NOD-Maus eine Th2 Immunreaktion oder
eine T Zell Anergie zu erzeugen, erscheint die geringe Potenz der NOD-DC1 Zdllen zur IL-12
Produktion als sehr ginstig. Ob diese Einschdtzung richtig ist, muss in zukinftigen
Experimenten geklart werden.

Die Studien zur konzentrations- und zeitabhangigen Sekretion von IL-1b, IL-6 und TNFa
nach Stimulation mit LPS zeigen, dass die NOD-DC1 Zellen sich auch auf der Ebene der
Zytokinproduktion und Sekretion @hnliche wie primér isolierte dendritische Zellen verhalten.

Viele Arbeitsgruppen haben sich mit der Mdglichkeit der Hemmung der stimulierenden
Eigenschaften der dendritischen Zellen befasst. Es konnte dabel beobachtet werden, dass das
Zytokin IL-10 einen hemmenden Einfluss auf die von dendritischen Zdlen initiierte

Immunreaktion hat. Die Folgen sind eine geringere Aktivierung von Thl Zellen und
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zytotoxischen T-Zellen, was sich unter anderem in einer Suppression der Immunantwort
gegen Tumore oder eine schwéchere Antwort gegen Infektionserreger zeigt (de Vries 1995).
In vitro konnte nachgewiesen werden, dass unter 1L-10-Einfluss die Funktion zytotoxischer
T-Lymphozyten in der allogenen Leukozytenreaktion gehemmt wird (Wang et al., 1994).
Untersuchungen auf Zytokinebene zeigten, dass zum einen das fir eine Th2-Antwort
charakteristische Zytokin IL-4 verstarkt von T-Lymphozyten nach Aktivierung durch IL-10
behandelten dendritischen Zellen sezerniert wird (Liu et al., 1998). Zum anderen wird von IL-
10 vorbehandelten dendritischen Zellen das Zytokin IL-12 vermindert produziert (Huang et
a., 2001; de Smedt et al., 1997). Darlber hinaus wird unter IL-10 Einfluss die
Aggregationsfahigkeit (Qin et al., 1997) und die Antigenprésentation gehemmt (Faulkner et
al., 2000; Beissert et al., 1995) und kostimulierende Oberflachenmarker werden vermindert
exprimiert (Ozawa et a., 1996; Ding et a., 1993). Als intrazelluldrer Mechanismus der
Ligation des IL-10 Rezeptor konnte eine Erhthung des zyklischen AMP-Spiegels identifiziert
werden (Kambayashi et al., 2001).

Um die Reaktion der NOD-DC1 Zdlen auf IL-10 zu Uberprifen, wurde in der vorliegenden
Studie die Modulation der Zytokinsekretion untersucht. Die Resultate nach Vorbehandlung
mit IL-10 reihen sich gut in die Ergebnisse verschiedener Arbeitsgruppen ein. Durch eine
deutliche Inhibierung der Zytokinsekretion wurde nachgewiesen, dass die NOD-DC1 Zellen
in ihrer stimulatorischen Aktivitdt modulierbar sind. Die Zytokinsekretionen von IL-1b, IL-6
und TNFa konnten sowohl nach LPS-Gabe wie auch unter Behandlung mit dem anti-CD40
Antikorper durch parallele IL-10 Behandlung deutlich reduziert werden. Dies ist insbesondere
im Hinblick auf die geplanten Versuche zur Vakzinierung mit den NOD-DC-1 Zellen von
besonderer Wichtigkeit und ertffnet eventuell die Moéglichkeit der gezielten Induktion einer
Th2-Reaktion.

Im Gegensatz zur Zytokinsekretion konnten weniger deutliche Effekte nach Stimulation mit
LPS oder anti-CD40 auf die Expresson von MHC Il und kostimulierender
Oberflachenmolekiile beobachtet werden. Die Gabe von LPS, TNFa oder anti-CD40
Antikorper fuhrte nur zu einer geringen Hochregulation von CD 80, CD 86 und MHC II.
Anaog hierzu war nach Inkubation mit IL-10 keine signifikante Verringerung der Expression
dieser Aktivierungsmarker zu beobachten. Der geringe Effekt auf die Oberflachenmolekiile
konnte zum einen auf die NOD-DC1 Zdlen selbst und zum anderen auf die Kinetik der
Synthese und Degradation der Oberflachenmarker der NOD-DC1 Zellen zurtickzufUhren sein.
Eine Reihe von Studien konnte zeigen, dass verschiedene Populationen von DC
unterschiedlich auf IL-10 reagieren und der immunsuppressive Effekt von IL-10 unter
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bestimmten Bedingungen weniger stark auf die Expression von MHC Il und CD 86 als auf
die Zytokinsekretion wirken kann (Hart et a., 1995).

Die gemischte Leukozytenreaktion (auch MLR, mixed leukocyte reaction) ist in vielen
Publikationen als Mal3 fur die Fahigkeit der APC verwendet worden, tiber die MHC Molekile
allogene T-Lymphozyten zu stimulieren (Lu et al., 1995; Metlay et a., 1989; Nussenzweig
und Steinman 1980). In Ubereinstimmung mit Arbeiten, die primér isolierte DC's verwendet
haben, konnte in den hier durchgefihrten Experimenten eine hohe Stimulationsféhigkeit der
NOD-DC1 Zellen anschaulich demonstriert werden. Die Anayse der von den T-Zelen
produzierten Zytokinen in der MLR diente zum Vergleich der Linie NOD-DC1 mit
konventionell geziichteten DC's aus dem Knochenmark. Weiterhin sollte gepriift werden, ob
die dendritischen Zellen die T-Lymphozyten in einer MLR in Richtung einer Thl (IFNg) oder
Th2 (IL-4) Reaktion lenken. Im direkten Vergleich der NOD-DC1 Zelen mit primér aus dem
Knochenmark isolierten DC konnte kein signifikanter Unterschied in der IL-4 und IFNg
Sekretion beobachtet werden. Man kann bel der Interpretation der Ergebnisse aber auch die
durchschnittliche IL-4 — Produktion der von IFNg gegenlberstellen. Dabei féllt auf, dass vor
MLR mehr IFNg als IL-4 produziert wird, was einer Thl-Reaktion entspricht, wie sie beim
Diabetes Typ 1 vorliegt. Nach Durchfihrung der MLR liegt das Verhdltnis der IFNg
Produktion zu IL-4-Produktion bei etwa 1, das heil, es werden in etwa gleiche Mengen an
IFNg wie IL-4 produziert. Die Interpretation dieser Beobachtung ist mit den hier vorliegenden
Ergebnissen schwierig. Die Verschiebung des Verhdltnisses kann zum enen auf die
Anderung der Immunantwort in Richtung einer Th2-Antwort deuten, wenngleich noch kein
Uberwiegen der IL-4-Produktion vorliegt. Eine Erklarung fir diese Theorie ist die
Beobachtung, dass dendritische Zellen 1L-10 sezernieren kdnnen (Iwasaki et al., 2001). IL-10
ist nétig, eine Th2-Antwort zu generieren (Maldonado-Lopez et al., 2001). Uber diesen Weg
koénnte eine Herunterregulation von IFNg getriggert werden. Iwasaki und Mitarbeiter haben
alerdings 1999 erkannt, dass DC's der Milz kein IL-10 produzieren. Es miissen somit weitere
Experimente hinsichtlich der 1L-10-Produktion von DC's der Zelllinie durchgefuhrt werden,
um diese Mdglichkeit der MLR-Reaktion zu kléren.



Dissertation Sate 71

4.1 Ausblick

Mit NOD-DC1 steht eine permanente Zelllinie zur Verfigung, mit der Versuche zur
Immunisierung mit DC vereinfacht werden. Bidang ist keine Methode der DC-Vakzinierung
beschrieben worden, mit der Antigen-spezifisch eine Diabetesprotektion erzielt werden
konnte. In drei Studien war bisher eine Reduktion der Diabetesinzidenz bei NOD Mausen
nach Injektion von autologen DC beschrieben worden. In der ersten Arbeit wurde von der
Arbeitsgruppe von Clare-Sazler die Entstehung eines Diabetes durch Injektion von
unbehandelten dendritischen Zellen, die aus den regionalen pankreatischen Lymphknoten
isoliert worden waren, verhindert beziehungsweise hinausgezogert (Clare-Salzer et al., 1992).
Da DC aus der Milz oder dem Knochenmark keinen Effekt hatten, ist die Wirkung
wahrscheinlich auf die Expression von Autoantigenen zuriickzufiihren, die nach Freisetzung
aus den Pankreas diabetischer Mause von DC aufgenommen wurden und in den
Lymphknoten den T-Zellen prasentiert werden. In anderen Arbeiten konnte schon der
Transfer von DC, in Antigen-unspezifischer Weise, die Diabetesentwicklung bei NOD
Mausen reduzieren (Shinomiya et a., 1999, Feili-Hariri et al., 1999, Papaccio et al., 2000).
Diese Resultate konnen vermutlich durch eine unspezifische Immunstimulation durch die
Kultivierung mit FCS-haltigem Medium, die eine generelle Th2 Immunreaktion beglinstigt,
und auf diese Weise die Diabetesentwicklung reduziert, erklart werden. Die oben genannten
Studien belegen, dass die DC auch bel der NOD-Maus eine zentrale Rolle bei der Modulation
der Immunresktion spielen. Im Hinblick auf die Entwicklung einer DC-Vakzine beim
Menschen ist es notwendig, eine moglichst Autoantigen-spezifische Immunisierung zu
entwickeln. Fir die Weiterentwicklung dieser Methode konnten die NOD-DC1 Zellen das
ideale Werkzeug darstellen, da mit diesen Zellen ein homogenes Zellmaterial zur Verfigung
steht, die Zellen eine hohe Antigenaufnahme zeigen und in ihrer stimulatorischen Aktivitét
modulierbar sind. So wére es denkbar, die Zellen mit im Medium gelGsten Autoantigenen,
wie Insulin, GAD oder 1A-2, zu beladen. Bei der experimentellen allergischen
Enzephalomyélitis (EAE) konnte mit dieser Strategie durch die Vakzinierung mit Myelin-
basischem-Protein gepulsten DC die Entstehung einer EAE verhindert werden (Huang et al.,
2000).

Als Alternative konnte die Antigenbeladung der dendritischen Zellen durch Transfektion mit
cDNA, die fur Antigene kodiert oder durch eine Transduktion mit adenoviralen Vektoren
durchgefuhrt werden. Beide Strategien wurden im Tierversuch erfolgreich fir die
Immuntherapie von malignen Tumoren eingesetzt (Ribas et al., 1997; Wan et a., 1997,
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Brossart et al., 1997; Kim et a., 2001). Weiterhin kdnnte die Antigenexpression mit der
Expression von Th2 Zytokinen in den DC kombiniert werden, um den immunsuppressiven
Effekt zu verstdrken. Mehrere Arbeitsgruppen konnten im Tiermodell der Kollagen-
induzierten Arthritis durch Gabe von mit IL-4-transduzieten DC erfolgreich die
Krankheitsentwicklung hemmen oder bei manifester Erkrankung die Krankheitsaktivitét
reduzieren (Kim et al., 2001, Morita et al., 2001). Dartiber konnte nach Transduktion von DC
mit IL-10 die TransplantatabstofRung nach Hauttransplantation reduziert werden (Coates et al.,
2001). Mit IL-10 transduzierte DC's exprimieren kein CD 80 und CD 86 und sezernieren
nicht das proinflammatorisch wirkende Interleukin I1L-12. Gleiches konnte bei M&usen nach

Nierentransplantation beobachtet werden (Gorczynski et al., 2000).

Die Verflgbarkeit einer permanenten, voll funktionell aktiven DC-Zdllinie der NOD-Maus
bietet zahlreiche Vorteile hinsichtlich der Standardisierung der DC-Vakzinierung bei der
NOD-Maus. Die Testung der Antigenbeladung, der Applikationsform, der notwendigen DC-
Konzentration und -Zahl sowie der Moglichkeiten der DC-Transfektion/-Transduktion dirften
hiermit wesentlich vereinfacht werden. Zur Beurteilung der Effektivitdt der DC-
Immunisierung bel der NOD-Maus fur die Antigen-spezifische Pravention des Diabetes
muissen die momentan laufenden Studien bei NOD Mausen abgewartet werden. Da bei der
Immunisierung mit dendritischen Zellen bisher bei Tumorpatienten kaum Nebenwirkungen
beobachtet worden sind (Steinman et al., 2001), kénnte dieser Ansatz, bei positiven Befunden
im Tierversuch, auch ene vieversprechende Alternative fir Pravention der

Diabetesentwicklung beim Menschen darstellen.
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8. Zusammenfassung

Die vorliegende Studie hatte zum Ziel, eine permanente Zelllinie dendritischer Zellen der
NOD-Maus zu erzeugen, die fur die Durchfihrung von Vakzinierungsversuchen geeignet ist.
Um dies zu erreichen, wurde dendritischen Zellen aus der Milz eéiner NOD-Maus isoliert und
in IMDM-Medium mit GM-CSF und Mediumiberstand von 3T3-Fibroblasten ds
Wachstumsfaktor kultiviert. Durch kontinuierliche Passagen wurde eine homogene Zéelllinie
(NOD-DC1 Zellen) gewonnen, die anschlief3end durch FACS-Anaysen, Proliferationsassays
und Zytokinbestimmungen genau charakterisiert worden ist. In der durchflusszytometrischen
Analyse zeigten die NOD-DC1 Zellen die fur dendritische Zellen charakteristische
Kombination von Oberflachenmarkern, insbesondere CD11c und DEC 205. Des weiteren
konnten die kostimuliernden Molekile CD40, CD80 und CD86 sowie MHC Klasse Il
Molekile nachgewiesen werden. Eine Kontamination mit Lymphozyten, Monozyten und
Makrophagen konnte ausgeschlossen werden. In der gemischten Leukozytenreaktion wurde
eine konzentrationsabhangige Proliferation allogener T-Lymphozyten nachgewiesen.
Weiterhin wurde die Fahigkeit zur Phagozytose und Pinozytose durch den Nachweis einer
zeit- und temperaturabhangigen Aufnahme von FITC-markierten Albumin, FITC-markierten
Latex-Beads und 1 pm messenden Goldpartikeln belegt. Die Sekretion von Zytokinen wurde
nach Gabe von LPS und einem anti-CD40 Antikorper im ELISA untersucht. Hierbei konnte
eine stimulusabhéngige starke Sekretion von IL-6 und TNFa beobachtet werden. IL-1b
wurde nur in geringen Mal¥e freigesetzt und die IL-12 Produktion lag unterhalb des
Messbereiches. Wie bei primér isolierten dendritischen Zellen war die Zytokinsekretion der
NOD-DC1 Zdllen durch Vorinkubation mit IL-10 modulierbar.

In der vorliegenden Studie ist es esmas gelungen ene permanente
wachstumsfaktorabhéngige Langzeitkultur dendritischer Zellen aus der NOD-Maus zu
generieren. Diese Zellen besitzen charakteristische phanotypische und funktionelle Marker
reifer dendritischer Zellen. Die NOD-DC1 Zelen konnen somit in Zukunft fir die
Entwicklung von DC-Vakzinen verwendet werden, um eine neue Immuntherapie zu
entwickeln, den autoimmunen Diabetes bel der NOD-Maus zu verhindern.

gez. Priv. Doz. Dr. med. J. Seif3ler



