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Zusammenfassung 

Im Rahmen von Tumorerkrankungen werden Immuntherapien erforscht, um  

neue Therapieoptionen zu entwickeln. Für das metastasierte medulläre 

Schilddrüsenkarzinom z.B., existiert bisher keine kurative Therapie. In einem 

neuen Therapieansatz wird versucht Dendritische Zellen (DCs), die eine 

Schlüsselposition im Rahmen der Immunantwort einnehmen, therapeutisch 

nutzbar zu machen. Um DCs für Immuntherapien verwenden zu können, müssen 

diese in ausreichender Zahl vorliegen und gut charakterisiert sein. Hier soll die 

vorliegende Arbeit einen Beitrag leisten. 

Eine Möglichkeit DCs zu generieren, wurde im Jahr 2000 von Santini beschrieben. 

Hierbei werden aus humanem peripherem Blut Monozyten gewonnen, die mit 

IFN-α und GM-CSF inkubiert werden. Dabei entstehen sogenannte IFN-DCs. In 

der vorliegenden Arbeit wurde diese Methode angewendet. 

Dabei wurden zunächst die IFN-DCs durchflusszytometrisch nach typischen  

DC-Oberflächenmarkern charakterisiert, um die Entstehung von IFN-DCs zu 

bestätigen. Desweiteren konnte das für Natürliche Killer-Zellen (NK) und 

Natürliche Killer-T-Zellen (NKT) bekannte Oberflächenantigen CD56 auf den  

IFN-DCs durchflusszytometrisch nachgewiesen werden. Interessant für die 

Entwicklung von Immuntherapien ist CD56, da es auf eine zytolytische Potenz der 

IFN-DCs hinweist. 

Um die Frage zu klären, ob es sich bei den CD56-positiven und CD56-negativen 

DCs um unterschiedliche DC-Zellpopulationen oder um eine DC-Zellpopulation in 

unterschiedlicher Differenzierung handelt, wurden die CD56-negativen IFN-DCs 

nach drei Tagen Kultivierung isoliert und in Nährlösung ohne Zugabe von Stimuli 

über 36 Stunden weiterinkubiert. Nach 36 Stunden konnte eine deutliche 

Zunahme an CD56-positiven IFN-DCs nachgewiesen werden. Das weist darauf 

hin, dass es sich bei den CD56-positiven und CD56-negativen IFN-DCs am 

ehesten um eine Population in unterschiedlicher Differenzierung handelt. 

Bei der weiteren Untersuchung der IFN-DCs konnten im Zellkultur-Überstand die 

Zytokine TNF-α und IL-1β nachgewiesen werden. Diese beiden Zytokine können, 

wie in der Literatur bei der Herstellung von DCs beschrieben, die Reifung von DCs 

fördern. Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen darauf schließen, dass bei der 

Generierung von IFN-DCs vor allem endogen entstandenes TNF-α als additiver 

Faktor eine Rolle für die Ausreifung der IFN-DCs spielt. Die nur leicht erhöhten 

Konzentrationen von endogen entstandenem IL-1β lassen eine entscheidende 

Beeinflussung der Ausreifung von IFN-DCs durch IL-1β unwahrscheinlich 

erscheinen. 

Weitere Untersuchungen sind notwendig, um die IFN-DCs noch besser zu 

charakterisieren und für Therapien nutzbar zu machen. 



IV 

 

Abkürzungen 

 

 
CD Cluster of Differentiation  

(immunphänotypische Unterscheidungsgruppe) 

 

CTL   Cytotoxic T-Lymphocyte (Zytotoxische T-Zelle) 

 

DC   Dendritic Cell (Dendritische Zelle) 

 

ELISA   Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 

 

FACS   Fluorescence Activated Cell Sorting (Durchflusszytometrie) 

 

FSC   Forward scatter (Vorwärtsstreulicht) 

 

g Vielfaches der mittleren Erdschwerebeschleunigung 

 

GM-CSF  Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor 

(Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor) 

 

IFN   Interferon 

 

IKDC Interferon Producing Killer Dendritic Cell  

(Interferon-produzierende Killer-DC) 

 

IL   Interleukin 

 

LPS   Lipopolysaccharide  

 

MHC Major Histocompatibility Complex 

(Haupthistokompatibilitätskomplex) 
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NK-Zelle  Natürliche Killer-Zelle 

 

NKT-Zelle  Natürliche Killer-T-Zelle 
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upm   Umdrehungen pro Minute 

 

RPMI-Medium Roswell Park Memorial Institute-Medium 

 

SEM   Standard Error of the Mean (Standardfehler) 

 

SSC   Side scatter (Seitwärtsstreulicht) 

 

STABW  Standardabweichung 

 

TH-Zelle  T Helfer-Zelle 

 

TLR   Toll-like Rezeptor 

 

TNF   Tumor-Nekrose-Faktor 

 

TRAIL TNF-related Apoptosis Inducing Ligand  

(TNF-verwandter Apoptose-induzierender Ligand) 
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1. Einleitung 
 

1.1. Immunsystem 

Das Immunsystem besteht aus Komponenten, die gemeinsam auf das Eindringen 

von körperfremden Stoffen reagieren können und so den Körper vor Schaden 

bewahren. Es kann in zwei Teile unterteilt werden, die angeborene und die 

erworbene, auch adaptierte Immunabwehr genannt. Dies bedeutet, dass spezielle 

Zellen im Körper eingedrungene Pathogene (z.B. Viren oder Bakterien) erkennen 

und entweder direkt reagieren können (angeborene Immunität) oder hierzu eine 

Aktivierung und Spezialisierung benötigen (adaptierte Immunität). Die Funktionen 

des Immunsystems erstrecken sich dabei nicht nur auf Infektionskrankheiten, 

sondern auch auf onkologische Erkrankungen (Janeway 2009). Im Rahmen von 

Immuntherapien sollen die Fähigkeiten des Immunsystems zur Therapie von 

malignen Erkrankungen nutzbar gemacht werden. 

Die angeborene Immunabwehr wird zellulär in erster Linie durch Natürliche  

Killer-Zellen (NK-Zellen) und Makrophagen repräsentiert. Bei der adaptierten 

Immunabwehr spielen B- und T-Zellen eine große Rolle. Auf der Schlüsselposition 

der adaptierten Immunabwehr befinden sich Dendritische Zellen (DCs). Sie 

initiieren und koordinieren die Immunantwort und stellen eine entscheidende 

Verbindungsstelle zwischen der angeborenen und erworbenen Immunabwehr 

dar. Als Reaktion auf die Erkennung von Fremdantigenen produzieren sie 

Zytokine und regulieren kostimulatorische Zytokine hoch. Im Folgenden werden 

T-Zellen aktiviert. Dies macht DCs interessant für die Entwicklung von 

Immuntherapien. 
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1.2. Dendritische Zellen 

DCs gelten als hochpotente antigenpräsentierende Zellen. Dies bedeutet, dass sie 

Fremdantigene aufnehmen, prozessieren und präsentieren. Morphologisch haben 

DCs durch ihre dünnen und langen (> 10 µm) Ausläufer ein sternenförmiges 

Aussehen, welches mit ihren Funktionen, u.a. der Aufnahme von Antigenen und 

deren Präsentation, korreliert (Banchereau und Steinman 1998). DCs können in 

unterschiedlichen Reifestadien vorliegen und unterscheiden sich dabei in ihren 

funktionellen Fähigkeiten. 

Unreife DCs haben die ausgeprägte Fähigkeit der Aufnahme von Antigenen, 

welche durch Phagozytose, Makropinozytose und Rezeptoren erfolgt (Fernandez 

et al. 1999; Kadowaki et al. 2001). Die aufgenommenen Antigene werden 

verarbeitet und die DCs wandern in lymphatische Organe, z.B. Lymphknoten, um 

dort die Antigene, dann bereits als reife DCs, in Peptidgröße mit den 

Haupthistokompatibilitätskomplex- (MHC-) Molekülen auf der Zelloberfläche an 

naive T-Lymphozyten zu präsentieren. Die Wanderung der DCs wird durch 

verschiedene Stimuli, wie mikrobielle Antigene, inflammatorische Chemokine oder 

Tumor-Nekrose-Faktor- (TNF-) α und Interleukin- (IL-) 1, ausgelöst (Moser und 

Murphy 2000). Im Prozess der Reifung verändern sich auch die auf der Oberfläche 

exprimierten Moleküle. So nimmt die Expression der für die Aktivierung der  

T-Zellen benötigten kostimulatorischen Moleküle mit der immunphänotypischen 

Unterscheidungsgruppe (CD) 80 und CD86 (Caux et al. 1994a) und der 

Reifungsmarker CD83 (Lechmann et al. 2002; Zhou und Tedder 1995; Romani und 

Schuler) zu, während die Expression von Antigenrezeptoren (z.B. Fc-Rezeptoren 

und der Lymphozytenrezeptor DEC205) herunterreguliert wird (Banchereau und 

Steinman 1998; Théry und Amigorena 2001). Zudem werden deutlich mehr  

MHC-Moleküle auf der Oberfläche präsentiert (Mellman und Steinman 2001). 

Zur Präsentation der Fremd-Antigene benötigen antigenpräsentierende Zellen 

insbesondere diese MHC-Moleküle auf der Oberfläche (Germain 1994).  

Die MHC-Moleküle werden mit dem Antigen beladen und präsentieren dieses an 
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der Zelloberfläche. Endogen aufgenommene Antigene, wie z.B. Virusantigene, 

werden über MHC I präsentiert, während exogen aufgenommene Antigene, wie 

z.B. bakterielle Antigene über MHC II präsentiert werden (Banchereau und 

Steinman 1998). Die Zellen, denen diese Antigene präsentiert werden, sind neben  

B-Lymphozyten vor allem via MHC II die CD4-positiven T-Zellen und via MHC I 

die CD8-positiven T-Zellen (Banchereau und Steinman 1998; Tosi et al. 2004). 

Durch Präsentation der Fremdantigene reifen die naiven CD4-positiven T-Zellen 

zu T Helfer-Zellen (TH-Zellen) heran und übernehmen verschiedene Funktionen 

im Rahmen der Immunantwort. Für die Aktivierung der T-Zelle sind die, von der 

DC exprimierten, kostimulatorischen Moleküle CD80 und CD86 notwendig (Caux 

et al. 1994b). Die TH-Zellen schütten Zytokine aus, vor allem Interferon- (IFN-) γ, 

welches DCs, Makrophagen, NK-Zellen und Natürliche Killer-T-Zellen (NKT-Zellen) 

sowie zytotoxische T-Zellen (CTLs) aktiviert (Banchereau und Steinman 1998; 

Fernandez et al. 1999). Hier findet sich somit eine Verbindung der adaptierten zur 

angeborenen Immunabwehr. 

Die naiven CD8-positiven T-Zellen differenzieren durch die Antigen-Erkennung zu 

antigenspezifischen CTLs, die direkt über die Ausschüttung von zytotoxischen 

Stoffen, wie verschiedenen Granzymen und Perforin, Zellen zerstören können 

(Griffiths 1995; Inaba et al. 1987; Young und Steinman 1990). Die humorale 

Immunantwort induzieren sie durch die Aktivierung von naiven B-Lymphozyten 

und auch B-Gedächtnis-Zellen (Banchereau und Steinman 1998; Jego et al. 2003). 

Taieb et al. sowie Chan et al. berichteten 2006 im Mausmodell von sogenannten 

interferon producing killer dendritic cells (IKDCs) (Taieb et al. 2006; Chan et al. 

2006). Diese Zellen vereinen Eigenschaften von DCs und NK-Zellen. Interessant im 

Rahmen von DC-Immuntherapien ist die beschriebene Eigenschaft der IKDCs, 

typische NK-Zielzellen über den TNF-verwandten Apoptose-induzierenden 

Ligand-(TRAIL-) Signalweg direkt zu töten. Papewalis et al. zeigten in diesem 

Zusammenhang eine ausgeprägte Expression des Oberflächenmarkers CD56 auf 

der Oberfläche von DCs, die aus Monozyten unter Stimulation mit IFN-α und 
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Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierenden Faktor (GM-CSF) generiert 

wurden (IFN-DCs). In der Arbeit wird von einer direkten zytolytischen Aktivität der 

CD56-positiven IFN-DCs gegen Tumorzellen über den TRAIL-Signalweg berichtet 

(Papewalis et al. 2008b). CD56 wurde bisher als typisch für NK-Zellen (Farag und 

Caligiuri 2006) und NKT-Zellen (Ou et al. 2002) angesehen. Dies stellt einen 

interessanten Ansatzpunkt für die Entwicklung von DC-Immuntherapien dar. 

 

 

1.3. Antitumor-Wirkung des Immunsystems 

Angeborene und adaptive Immunabwehr sind an der Antitumor-Wirkung des 

Immunsystems beteiligt. DCs befinden sich hierbei in der initiierenden und 

koordinierenden Schlüsselposition, während NK-Zellen (Fernandez et al. 1999), 

CTLs und NKT-Zellen (Kadowaki et al. 2001) die Wirkung vermitteln (Schott 2006; 

Steinman 1991; Banchereau et al. 2000). 

Hinweise für den Einfluss der zellulären Immunabwehr bei der Bekämpfung von 

onkologischen Erkrankungen finden sich z.B. in den Arbeiten von Roithmaier und 

Galon. Hier wurde gezeigt, dass unter Immunsuppression nach Herz- oder 

Lungentransplantation die Inzidenz für Krebserkrankungen im Vergleich zur 

Normalpopulation um mehr als das 7-fache anstieg (Roithmaier et al. 2007). 

Galon et al. beschrieben, dass die An- bzw. Abwesenheit von T-Zellen in 

resezierten Kolonkarzinomen das klinische Outcome beeinflussen und ihre 

Anwesenheit die Prognose der Patienten deutlich verbesserte (Galon et al. 2006). 

In anderen Arbeiten konnte ein Einfluss des Immunsystems auch bei weiteren 

Tumorerkrankungen gezeigt werden (Piersma et al. 2007; Kohrt et al. 2005; 

Sharma et al. 2007; Dave et al. 2004; Wahlin et al. 2007).  
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1.4. Tumortherapie mit Dendritischen Zellen 

Durch ihre zentralen Funktionen im Rahmen der Immunabwehr und einer 

geringen Immunogenität von Tumoren, stellen die DC einen interessanten 

Ansatzpunkt für die Entwicklung neuer Tumortherapien dar (Steinman und 

Dhodapkar 2001; Banchereau und Steinman 1998; Schuler et al. 2003;  

Schuler und Steinman 1997). 

Für mögliche Therapien von malignen Erkrankungen mit DCs gibt es verschiedene 

Ansätze. Es ist möglich DCs in vitro mit autologem Tumorlysat zu inkubieren und 

die mit dem Tumorantigen beladenen DCs dem Patienten zu reinjizieren. Neben 

Tumorlysat wurden in vitro generierte DCs auch mit Tumorantigenen aus 

apoptotischen Zellen (Albert et al. 1998), mit Tumor-RNA (Ashley et al. 1997) oder 

autologen Tumorzellen (Gong et al. 1997) inkubiert. Nach Aufnahme des 

Tumorantigens können diese DCs in vivo die Antigene T-Zellen präsentieren und 

so eine tumorspezifische Immunantwort induzieren (Hsu et al. 1996; Fields et al. 

1998; Schuler et al. 2003). Albert et al. zeigten, dass Antigene von apoptotischen 

Zellen, wie z.B. Tumorzellen, über MHC I präsentiert werden und CD8-positive 

CTLs aktivieren (Albert et al. 1998). Die erste klinische Studie zur Anwendung von 

mit Tumorantigen gepulsten DCs zeigten 1995 Mukherji et al.. Ein von der 

Melanomzelle über MHC I präsentiertes Peptid war bekannt, sodass mit  

diesem Peptid beladene DCs peptidspezifische CTLs aktivieren konnten  

(Mukherji et al. 1995). 

Beispiele erfolgreicher Anwendungen mit Auslösung einer Tumorlysat-

spezifischen Immunantwort zeigten Schott et al. bei einem Patienten mit 

Nebenschilddrüsenkarzinom (Schott et al. 1999), einem Patienten mit 

neuroendokrinen Pankreastumor (Schott et al. 2001a), sowie beim medullären 

Schilddrüsenkarzinom (Schott et al. 2001b). 

Weitere Tumorerkrankungen, bei denen mit spezifischem Antigen beladene  

DCs eine Immunantwort auslösten, sind z.B. das Mammakarzinom,  
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B-Zelllymphom, Lungenkarzinom, Melanom und Pankreaskarzinom, sowie das  

Prostatakarzinom (Finn 2008). 

Die Ergebnisse von klinischen Studien bezüglich der Wirksamkeit von  

DC-Immuntherapien sind uneinheitlich, aber durch viele positive Berichte 

vielversprechend (Schott 2006). Problematisch gestaltet sich die Bewertung durch 

fehlende Langzeitstudien und fehlende Studien mit größeren Patientengruppen. 

Erschwerend kommt hinzu, dass es keine anerkannten standardisierten Protokolle 

für die Generierung der DCs gibt (Schott 2006; Nestle et al. 2005). Dennoch lassen 

erfolgreiche Studien immer wieder das Potential einer DC-Immuntherapie 

erkennen. Für das metastasierte medulläre Schilddrüsenkarzinom z.B., gibt es 

bisher keine kurative Therapie. Zwei kleinere Studien zeigten, dass eine 

Immuntherapie mit antigenspezifischen DCs das konventionelle Setting 

entscheidend ergänzen kann (Schott und Seissler; Schott und Scherbaum 2004; 

Papewalis et al. 2008a). Generierte autologe DCs von Patienten mit medullärem 

Schilddrüsenkarzinom wurden mit tumorspezifischem Calcitonin beladen. Nach 

der Immuntherapie zeigte sich, dass ein Teil der Patienten einen deutlichen 

Anstieg von tumorspezifischen IFN-y sezernierenden CD4-positiven T-Zellen und  

Granzym B-positiven CD8-positiven T-Zellen aufwiesen (Schott et al. 2002; 

Papewalis et al. 2008a). 

 

 

1.5. Aufgabenstellung der Arbeit 

Die Arbeit steht im Kontext der Erforschung neuer Therapieoptionen bei 

Patienten mit metastasiertem medullärem Schilddrüsenkarzinom. Hierbei sind die 

DCs in den Fokus gerückt, mit deren Hilfe das Immunsystem gegen Tumorzellen 

gerichtet werden soll. Für die weitere Erforschung von DC-Immuntherapien muss 

eine ausreichende Menge von gut charakterisierten DCs zur Verfügung stehen. 

Ein Protokoll, gestützt auf eine Arbeit von Santini (Santini et al. 2000), verwendete 

aus humanem peripherem Blut isolierte Monozyten, die in der Zellkultur mit  
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Hilfe von IFN-α und GM-CSF zu sogenannten IFN-DCs stimuliert wurden.  

Die vorliegende Arbeit soll das Wissen über in vitro generierte IFN-DCs erweitern, 

um die Generierung der IFN-DCs zu verbessern und um zuverlässig optimale 

Zellen für DC-Immuntherapien herstellen zu können. In der Arbeitsgruppe  

von Prof. Schott wurden im Rahmen der Erforschung von DCs und  

DC-Immuntherapien mehrfach DCs für verschiedene Untersuchungen nach 

unterschiedlichen Protokollen generiert (Schott et al. 2000; Schott et al. 1999; 

Schott et al. 2001b; Schott et al. 2001a; Papewalis et al. 2008a; Papewalis et al. 

2008b; Papewalis et al. 2006; Jacobs et al. 2008a). 

Die Hypothese dieser Arbeit ist, dass neben den zugegebenen Zytokinen noch 

weitere Faktoren existieren, die die Ausreifung der Monozyten zu IFN-DCs 

fördern. Zwei Zytokine, die für die Förderung der Reifung von DCs bekannt sind, 

sind TNF-α und IL-1β (Sallusto et al. 1995; Jonuleit et al. 1996; Girolomoni und 

Ricciardi-Castagnoli 1997). In dieser Arbeit soll untersucht werden, ob diese 

Zytokine eine Rolle bei der Ausreifung der IFN-DCs spielen, ohne dass sie der 

Zellkultur zugegeben wurden. 

Neben den typischen DC-Ausreifungsmarkern sollte eine mögliche Expression 

von CD56 auf IFN-DCs zu verschiedenen Zeitpunkten der Inkubation untersucht 

werden. Dieser Marker deutet auf eine zytolytische Potenz der IFN-DCs hin, 

welche für die Entwicklung von Immuntherapien interessant ist (Papewalis et al. 

2008b). In diesem Zusammenhang sollte im Falle des Nachweises von CD56  

mit einer Nachinkubation untersucht werden, ob es sich bei den  

CD56-positiven IFN-DCs und den CD56-negativen IFN-DCs um eine 

Zellpopulation in unterschiedlicher Differenzierung oder um zwei verschiedene 

Zellpopulationen handelt. 

Diese Arbeit leistet einen Beitrag zur Erforschung von DC-Immuntherapien. 
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2. Material und Methoden 
 

2.1. Material 

 

 

2.1.1. Verbrauchsmaterialien 

− Ficoll-Röhrchen, BD Vacutainer® CPT™, Ficoll 2,0 ml, BD Biosciences, 

Heidelberg, Deutschland 

− Pipetten-Spitzen, TipOne, Starlab, Ahrensburg, Deutschland 

− Stripetten, Costar Stripette, Corning, New York, USA 

− Falcons (15 und 50 ml), Cellstar® tubes, greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland 

− MACS Pre-Separation Filter (30 µm), Miltenyi, Bergisch-Gladbach, Deutschland 

− Zell-Isolations-Säulen, MACS Separation Columns, Miltenyi, Bergisch-Gladbach, 

Deutschland 

− Mini MACS / Midi MACS Separator, Miltenyi, Bergisch-Gladbach, Deutschland 

− Eppendorf Röhrchen (1,5 ml), Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

− Zellzählkammer, Neubauer Improved Bright-Line, Tiefe 0,1 mm, Brand, 

Wertheim, Deutschland 

− Deckgläschen, Engelbrecht, Edermünde, Deutschland 

− 6-Well-Platten, Nunclon™ Surface, Nunc, Roskilde, Dänemark 

− FACS-Röhrchen, FACS tubes, Sarstedt Nümbrecht, Deutschland 

− Kryoröhrchen, Nalgene Cryoware™, Nunc International, Rochester, NY, USA 

 

 

2.1.2. Verwendete Reagenzien, Chemikalien und Kits 

− Monocyte Isolation Kit II human, Miltenyi, Bergisch-Gladbach, Deutschland 

− CD56 MicroBeads, Miltenyi, Bergisch-Gladbach, Deutschland 

− CD3 MicroBeads, Miltenyi, Bergisch-Gladbach, Deutschland 

− FcR Blocking Reagent, Miltenyi, Bergisch Gladbach, Deutschland 
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− Trypanblau, Trypan blue solution 0,4%, Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, 

Deutschland 

− ELISA Kit Quantikine® Human TNF-α, R&D Systems, Minneapolis, USA 

− ELISA Kit Quantikine® Human IL-1β, R&D Systems, Minneapolis, USA 

− FACSFlow, BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland 

− FACSRinse, BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland 

− FACSClean, BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland 

 

 

2.1.3. Zytokine 

− rekombinantes humanes GM-CSF, Leukine ®, Berlex Laboratories, Richmond, 

CA, USA 

− IFN-α, Roferon® A, Roche, Mannheim, Deutschland 

 

 

2.1.4. Antikörper 

Die hier aufgeführten Antikörper wurden alle von BD Pharmingen™, Heidelberg, 

Deutschland bezogen. 

− λ488 (FITC):  CD19 (Klon: 4G7, Isotyp IgG1) 

   CD45 (Klon: 2D1, Isotyp IgG1) 

   CD80 (Klon: L307.4, Isotyp IgG1) 

IgG1 (Klon: MOPC-21, Isotyp IgG1) 

 

− λ512 (PE)  CD14 (Klon: MfP9, Isotyp IgG2b) 

   CD45 (Klon: HI30, Isotyp IgG1) 

CD83 (Klon: HB15e, Isotyp IgG1)  

CD86 (Klon: IT2.2, Isotyp IgG2b) 

IgG1 (Klon: MOPC-21, Isotyp IgG1) 

IgG2b (Klon: MPC-11, Isotyp IgG2b) 
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− λ586 (PerCP) CD3 (Klon: SK7, Isotyp IgG1) 

   CD45 (Klon: 2D1, Isotyp IgG1) 

   IgG1 (Klon: MOPC-21, Isotyp IgG1) 

 

− λ648 (APC) CD45 (Klon: 2D1, Isotyp IgG1) 

CD56 (Klon: NCAM 16.2, Isotyp IgG2b) 

IgG1 (Klon: MOPC-21, Isotyp IgG1) 

IgG2b (Klon: 27-35, Isotyp IgG2b) 

 

 

2.1.5. Puffer und Medien 

− Auto MACS running buffer, Miltenyi, Bergisch-Gladbach, Deutschland 

− Erythrocyte lysis buffer, Qiagen, Hilden, Deutschland 

− RPMI 1640, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 

 

 

2.1.6. Geräte 

− Mikrobiologische Sicherheitswerkbank, Herasafe, Heraeus, Hanau, Deutschland 

− Pipetten Eppendorf Reference, Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

− Pipette Pipetus®, Hirschmann Laborgeräte, Eberstadt, Deutschland 

− Vortex REAX 2000, Heidolph, Kehlheim, Deutschland 

− Handstückzähler, IVO, Villingen-Schwenningen, Deutschland 

− Flockeneisbereiter, NordCap SPR 80, Stettner Kühlanlagen, Mainz, Deutschland 

− Mikroskop  Wilovert®, Hund GmbH, Wetzlar Deutschland 

− Brutschrank Heracell (37,0° C, 5% CO2), Heraeus, Hanau, Deutschland 

− Kühlschrank, Liebherr Premium (3°C, 30% Luftfeuchtigkeit), Liebherr, 

Ochsenhausen, Deutschland 

− Gefrierschrank, Liebherr Premium (-20° C), Liebherr, Ochsenhausen, 

Deutschland 
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− FACS Gerät, FACSCalibur, BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland 

− Zentrifuge, Rotixa/RP, Hettich, Tuttlingen, Deutschland 

− Tischkühlzentrifuge, Centrifuge 5810R, Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

− Biofuge Pico, Heraeus, Hanau, Deutschland 

− Mikrotiterplatten Schüttler, AM 169, Dynex Technologies, Denkendorf, 

Deutschland 

− Mikroplatten-Reader Sunrise, Tecan, Crailsheim, Deutschland 

 

 

2.1.7. Verwendete Software 

− FACSCalibur, CellQuestPro, BD, San Jose, USA 

− Statistische Auswertung, Excel 2007, Microsoft Corporation, USA 
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2.2. Methoden 

 

 

2.2.1. Isolierung mononukleärer Zellen aus humanem Blut 

Aus peripherem Blut gesunder Spender wurden mononukleäre Zellen (peripheral 

blood mononuclear cells = PBMCs) gewonnen (Ethikvotum Nr. 2608). Aus diesen 

PBMCs wurden wiederum die verwendeten Monozyten isoliert. 

Durch Venenpunktion an der oberen Extremität wurden je zwischen  

48 und 240 ml Blut in Ficoll-Röhrchen (8 ml pro Ficoll-Röhrchen)  

entnommen und 20 Minuten bei 1750-facher Beschleunigung der mittleren  

Erdschwerebeschleunigung (g) zentrifugiert. Mit Hilfe der Dichtegradienten-

Zentrifugation wurden die zellulären Blutbestandteile dabei, entsprechend ihrer 

spezifischen Dichte, voneinander getrennt. Für diese Arbeit wurden fertige  

CPT Vacutainer® der Firma BD Biosciences benutzt, da sie mit dem in der Klinik 

zur Blutentnahme verwendeten BD Vacutainer® System kompatibel sind. 

Erythrozyten, Granulozyten und tote Zellen befanden sich nach der Zentrifugation 

aufgrund ihrer im Vergleich zum Ficoll höheren Dichte unterhalb der Ficollschicht. 

Die PBMCs (wie B-Zellen, Monozyten, NK-Zellen, T-Zellen u.a.) weisen eine 

niedrigere Dichte als die Ficollschicht auf und sammelten sich somit bei 

Zentrifugation oberhalb der Ficollschicht, in der sogenannten Interphase zwischen 

Plasma und Ficoll (Abb. 2.1). 
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Abb. 2.1: Prinzip der Dichtegradientenzentrifugation (in Anlehnung an Roitt, Brosthoff, Male 

(1995): Kurzes Lehrbuch der Immunologie, 3. Auflage, Georg Thieme Verlag, Stuttgart New York) 

Die zellulären Blutbestandteile im Ficoll-Röhrchen werden durch Zentrifugation entsprechend 
ihrer spezifischen Dichte voneinander getrennt. So können die mononukleären Zellen (PBMCs), die 
sich nach Zentrifugation über der Ficollschicht anordnen, nach Entfernen des Plasmas gewonnen 
werden. 

 

2.2.2. Zellaufbereitung 

Nachdem das Plasma vorsichtig abpipettiert wurde, wurde die PBMC-Phase 

entnommen und in separaten Falcon-Röhrchen (15 ml) zusammengeführt. Die 

Zellen wurden in Roswell Park Memorial Institute- (RPMI-) Medium aufgenommen 

und gewaschen, d.h., wenn nicht anders angegeben, 5 Minuten bei 10° C mit 

1400 Umdrehungen pro Minute (upm) zentrifugiert, der Überstand verworfen und 

das Pellet mit RPMI-Medium resuspendiert. Um unspezifische Aggregationen zu 

entfernen, wurde die Suspension im nächsten Schritt über einen Filter (30 µm) 

gegeben. Hieran wurde ein weiterer Waschschritt angeschlossen. Unerwünschte 

Erythrozyten wurden im nächsten Schritt mit Hilfe eines hypertonischen Puffers 

(Erythrocyte lysis buffer) durch 10-minütige Inkubation bei Raumtemperatur 

lysiert. Durch Zugabe des verwendeten Nährmediums (RPMI) wurde die Lyse 

gestoppt und wiederum ein Waschschritt angeschlossen. 
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2.2.3. Zellzahlermittlung 

Die Zellen wurden in 1 ml RPMI resuspendiert. Von der Zellsuspension wurden  

10 µl entnommen und mit 100 µl Trypanblau in einem Eppendorfhütchen 

gemischt (1:11). Von der Zellsuspension wurden 10 µl in eine Neubauer 

Zählkammer gegeben. Da Trypanblau tote Zellen aufgrund ihrer defekten 

Zellmembran anfärbt, wurden blau gefärbte Zellen bei der Zählung 

ausgeschlossen. Gezählt wurden die Zellen in 4 Großquadraten unter dem 

Lichtmikroskop. Die Kammer hat eine Tiefe von 0,1 mm, weswegen die gezählte 

Zellzahl mit 104 multipliziert wurde. Die Zellzahl pro ml Zellsuspension wurde 

nach folgender Formel bestimmt: 

durchschnittliche Zellen/Quadrat x Verdünnungsfaktor x 104. 

 

2.2.4. Isolierung von CD14-positiven Monozyten mittels magnetischer 

Zellsortierung 

Um eine möglichst reine Population an Monozyten aus der Zellsuspension zu 

gewinnen, wurde zur Zellsortierung das magnetische Zelltrennungssystem 

Magnetic Activated Cell Sorting (MACS) der Firma Miltenyi Biotec GmbH 

verwendet (Miltenyi et al. 1990). 

Hierbei wurde die charakteristische Expression von Oberflächenmolekülen auf 

Nicht-Monozyten dazu genutzt, Biotin-gekoppelte Antikörper an diese zu binden 

(Abb. 2.2 A). Der verwendete Antikörper-Cocktail des Monocyte Isolation Kit 2  

der Firma Miltenyi Biotec GmbH enthielt biotinylierte anti-CD3, anti-CD7, anti-

CD16, anti-CD19, anti-CD56, anti-CD123 und anti-Glycophorin A Antikörper. Das 

Biotin war im nachfolgenden Schritt die Bindungsstelle für magnetische Partikel, 

sogenannte Beads (Abb. 2.2 B). Die Zellen wurden hierfür zunächst gezählt und 

ein Waschschritt angeschlossen. Dann wurden die PBMCs mit 30 µl  

gekühltem MACS-Puffer, 10 µl FcR-Blocking Reagent (zur Blockierung  

unspezifischer FcR-Bindungsstellen) und 10 µl Antikörper-Cocktail (Abb. 2.2 A)  

(jeweils pro 1 X 107 Zellen) gemischt und für 10 Minuten im Kühlschrank bei 4-8°C 
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inkubiert. Im folgenden Schritt wurden die Zellen erneut mit 30 µl gekühltem 

MACS-Puffer resuspendiert und zur magnetischen Markierung (Abb. 2.2 B) der 

beladenen Zellen 20 µl der Anti-Biotin MicroBeads (jeweils pro 1 X 107 Zellen) 

zugegeben. Nach Durchmischung schloss sich eine Inkubation bei 4-8°C von 20 

Minuten an. Die Zellen, die die passenden Oberflächenantigene zu den 

Antikörpern im Antikörper-Cocktail trugen, waren nun magnetisch markiert. 

Die Zellsuspension wurde auf eine mit magnetischen Fasern ausgekleidete Säule 

gegeben, die in einem starken Magnetfeld platziert war und floss hindurch. Für 

diesen Vorgang wurden die Zellen in MACS-Puffer aufgenommen. Ein Volumen 

von 500 µl MACS-Puffer für 1 X 108 Zellen durfte dabei nicht unterschritten 

werden, da sonst die Säule verstopfen konnte. Die mit magnetischen Partikeln 

beladenen Zellen wurden in der Säule gebunden, während die unmarkierten 

Zellen, hier die Monozyten, durch die Säule liefen und aufgefangen werden 

konnten (Abb. 2.3 A). Nach der Isolation mit Hilfe des Monocyte Isolation Kit 2, 

schloss sich ein zweiter Isolationsschritt mit anti-CD3- und anti-CD56-

Antikörpern, entsprechend der Beschreibung des Herstellers an, um die Reinheit 

der Monozyten weiter zu erhöhen. Entsprechend der Zellzahl wurde aus 

Kapazitätsgründen der MACS-Säule jeweils eine MS- oder LS- Säule verwendet. 

 

 
 

Abb. 2.2: Prinzip der Markierung einer Zelle mit magnetischem Partikel (mit freundlicher 

Genehmigung der Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, modifiziert) 

Im ersten Schritt (A) bindet der mit Biotin beladene und für die gewünschte Oberflächenstruktur 
spezifische Antikörper an die Zelle. Im nachfolgenden Schritt (B) bindet der mit magnetischem 
Partikel beladene Antikörper an das Biotin, wodurch die Zelle bei der magnetischen Zellsortierung 
in der Säule zurückgehalten wird. 
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Abb. 2.3: Prinzip der magnetischen Zellsortierung (in Anlehnung an Thiel et al. 1998)  

Die Zellsuspension mit magnetisch markierten und unmarkierten Zellen wird auf die von einem 
Magneten umgebene Trennsäule gegeben (A). Nur unmarkierte Zellen können den Magneten 
passieren und werden aufgefangen. Werden die aufgefangenen Zellen verwendet, spricht man 
von einer Negativselektion. Im nächsten Schritt kann die Säule vom Magneten getrennt und die 
magnetisch markierten Zellen aus der Säule gespült werden (B). Verwendet man nun diese Zellen, 
spricht man von einer Positivselektion. Die für diese Arbeit isolierten Monozyten wurden negativ 
selektioniert. In weiteren Versuchen wurden CD56-positive Zellen von CD56-negativen Zellen 
getrennt. Die CD56-positiven Zellen wurden durch direkte Markierung von CD56 positiv 
selektioniert. 

 

 

2.2.5. Trennung von CD56-positiven und CD56-negativen Zellen mittels 

magnetischer Zellsortierung  

In weiteren Versuchen sollten CD56-positive DCs von CD56-negativen DCs 

getrennt werden. Hierzu wurden CD56 MicroBeads verwendet. Die CD56 

MicroBeads bestehen aus monoklonalen Antikörpern gegen humanes CD56 und 
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tragen zudem magnetische Moleküle. Abweichend zu der in Kapitel 2.2.4 

beschriebenen indirekten magnetischen Markierung mit Hilfe von Biotin  

(Vergl. auch Abb. 2.3), binden hier die Antikörper mit den magnetischen 

Molekülen direkt an die Zielstrukturen. Die geernteten Zellen wurden dazu 

zunächst, nach einem Waschschritt, gezählt und dann erneut gewaschen. 

Hiernach wurden die Zellen in 80 µl MACS-Puffer resuspendiert und  

20 µl CD56 MicroBeads dazu gegeben (jeweils pro 1 X 107 Zellen). Nach Mischung 

wurde die Suspension für 15 Minuten bei 4-8°C inkubiert. Nach 15 Minuten 

wurden die Zellen gewaschen (durch Zugabe von 2 ml MACS-Puffer  

pro 1 X 107 Zellen). Die CD56-positiven Zellen waren nun magnetisch markiert 

und wurden nachfolgend, wie in Kapitel 2.2.4 beschrieben, durch die magnetische 

Säule gegeben. Für diesen Vorgang wurden die Zellen in MACS-Puffer 

aufgenommen. Ein Volumen von 500 µl MACS-Puffer für 1 X 108 Zellen durfte 

dabei nicht unterschritten werden, da sonst die Säule verstopfen konnte.  

Die CD56-positiven und magnetisch markierten Zellen wurden in der 

magnetischen Säule gebunden, während die CD56-negativen Zellen unter der 

Säule aufgefangen wurden (Abb. 2.3). Die CD56-positiven, als auch die  

CD56-negativen Zellen wurden weiter inkubiert. 

 

 

2.2.6. Zellkultur und Stimulation von Monozyten 

Für die Zellkultur wurden 1 X 107 Zellen in 4 ml Kulturmedium gegeben.  

Als Kulturmedium wurde das industriell angebotene Nährmedium RPMI 1640 

verwendet. Die Arbeitsschritte erfolgten jederzeit unter sterilen Bedingungen. 

Zur Stimulation der Monozyten wurden dem Kulturmedium pro ml  

je 1000 Units (U) IFN-α und 1000 U GM-CSF zugegeben. Die Zellen wurden bei 

37°C über 5 Tage in einer 6-Well-Platte im Brutschrank inkubiert. 

Zu den verschiedenen Zeitpunkten der Messungen wurden Zellen geerntet.  

Dazu wurde die Suspension in einzelnen Wells abpipettiert und in  
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15 ml Falcon-Röhrchen aufgenommen. Die Wells wurden jeweils mit 2 ml 

frischem Nährmedium nachgespült. Hieran wurde ein Waschschritt angeschlossen 

(s.o.). Die Zellen wurden anschließend gezählt (2.2.3) und weiter untersucht. 

 

 

2.2.7. Zellkultur von CD56-positiven und CD56-negativen IFN-DCs 

Für die Zellkultur wurden 1 X 107 Zellen in 4 ml Kulturmedium gegeben  

(2,5 X 106 Zellen/ml). Als Kulturmedium wurde das industriell angebotene 

Nährmedium RPMI 1640 verwendet. Die Arbeitsschritte erfolgten jederzeit unter 

sterilen Bedingungen. 

Dem Kulturmedium wurden keine zusätzlichen Substanzen zugegeben. Die Zellen 

wurden bei 37°C über weitere 36 Stunden in einer 6-Well-Platte im Brutschrank 

kultiviert und nach diesen 36 Stunden geerntet. Dies erfolgte wie in  

Abschnitt 2.2.6 beschrieben. Hieran wurde ein Waschschritt angeschlossen.  

Die Zellen wurden nun gezählt und nach extrazellulärer Zellmarkierung 

durchflusszytometrisch untersucht. 

 

 

2.2.8. Die direkte extrazelluläre Zellmarkierung mit Antikörpern zur 

durchflusszytometrischen Analyse 

Die extrazelluläre Zellmarkierung wurde in dieser Arbeit verwendet, um Zellen in 

Abhängigkeit ihrer Oberflächenmarker durchflusszytometrisch zu charakterisieren. 

Interessiert haben vor allem Marker, die Aussagen über den Typ der Zelle 

erlauben (z.B. CD3 für T-Zellen, CD19 für B-Zellen, CD14 für Monozyten), 

Aussagen über die Ausreifung von IFN-DCs zulassen (CD83, CD80, CD86, CD14) 

sowie der NK-Zell- und NKT-Zell-Marker CD56. 

Das Prinzip der Durchflusszytometrie (fluorescence activated cell sorting = FACS) 

besteht darin, dass in Lösung gebrachte Zellen einzeln durch ein von einem Laser 

ausgesandtes Licht geführt werden. Hierbei entsteht Streulicht, welches von 
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Detektoren registriert und auf einen Computer übertragen wird.  

Durch detektiertes Vorwärtsstreulicht (forward scatter, FSC) lässt sich die Größe 

der Zellen bestimmen, während das Seitwärtsstreulicht (side scatter, SSC) 

Aussagen über die Granulierung im Zellinnern zulässt. Die erzeugten Daten 

werden über einen Computer graphisch in einem Dot-Plot dargestellt, wodurch 

die verschiedenen Zellpopulationen differenziert werden können (Abb. 3.1). Durch 

sogenanntes gaten können gezielt die Informationen einzelner Zellpopulationen 

betrachtet werden, z.B. nur die Monozytenpopulation (Abb. 2.4). 

 

 

 

Abb. 2.4: Auswahl einer Zellpopulation durch ein Gate 

Um nur die interessierenden Zellen weiter zu untersuchen, können diese in der Darstellung als 
Dot-Plot von einem Gate umgeben und damit ausgewählt werden. Alle anderen im Dot-Plot 
dargestellten Zellen werden nicht weiter berücksichtigt. 

 

 

Zusätzlich können im Durchflusszytometer durch farblich markierte Antikörper 

oberflächlich liegende Moleküle gezielt markiert werden. Die gekoppelten 

Farbstoffe werden durch das von Lasern ausgesandte Licht angeregt und strahlen, 

je nach Fluorochrom, Licht unterschiedlicher Wellenlängen aus. Durch die 

gemessene Fluoreszenzintensität kann die relative Menge der nachgewiesenen 

Oberflächenstrukturen ermittelt und über einen Computer graphisch in einem 
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Dot-Plot dargestellt werden. Es stehen verschiedene Fluorochrome zur Verfügung. 

Mit dem verwendeten Durchflusszytometer (BD FACSCalibur) können bis zu vier 

Farben gleichzeitig gemessen werden. In dieser Arbeit wurden die Fluorochrome 

FITC, PE, PerCP und APC verwendet. Um eine exakte Darstellung der einzelnen 

Fluoreszenzen zu erreichen, wurden diese mit Hilfe einer Kompensation 

voneinander getrennt (elektronisch-rechnerische Korrektur im sich 

überlappenden Wellenlängenbereich verschiedener Fluorochrome), um damit 

falsch positive Signale zu verhindern. 

Bei der Markierung von Oberflächeneigenschaften der interessierenden Zellen 

unterscheidet man die direkte und indirekte Markierung. Für diese Arbeit wurden 

die Zellen ausschließlich direkt mit industriell gefertigten, an Fluorochrom 

gekoppelten Antikörpern markiert. 

Markiert wurden die Oberflächenantigene von PBMCs, Monozyten und IFN-DCs 

an verschiedenen Tagen ihrer Inkubation. 

Für die beschriebene direkte extrazytoplasmatische Zellmarkierung wurden die 

gewaschenen Zellen zu gleichen Teilen in einem Volumen von 100 µl in  

MACS-Puffer resuspendiert und auf die FACS-Röhrchen verteilt. Im nächsten 

Schritt wurden jeweils 10 µl des FcR Blocking reagents zugegeben und nach 

Durchmischung mit Hilfe eines Vortexers für 10 Minuten bei 4-8°C inkubiert. 

Dieses Reagenz sollte, wie vor der Markierung der Zellen bei der magnetischen 

Zellsortierung, unspezifische Bindungsstellen besetzen. 

Dann wurden jeweils 5 µl der markierenden Antikörper zu den Zellen gegeben 

und für weitere 15 Minuten bei Dunkelheit und 4-8°C inkubiert. Im Anschluss 

folgte ein Waschschritt, um nicht gebundene Antikörper zu entfernen und so 

störende Hintergrundemissionen bei der Messung minimal zu halten. Die Proben 

wurden mit je 2 ml MACS-Puffer aufgefüllt und 10 Minuten bei 10°C und  

1200 upm zentrifugiert. Die Zellen wurden anschließend in eine  

Trägerflüssigkeit (FACS Flow) aufgenommen und durchflusszytometrisch 

analysiert. Die Arbeitsschritte erfolgten möglichst jederzeit auf Eis, um ungewollte, 
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das Ergebnis beeinflussende Reaktionen wie z.B. Proteolyse oder Internalisierung 

von mit Antikörpern markierten Antigenen, gering zu halten. 

 

 

2.2.9. Bestimmung der TNF-α und IL-1β Konzentration durch ELISAs 

Der Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay (ELISA) quantifiziert die Zytokinmenge 

im Mikro- bis Picogramm-Bereich und wurde im Rahmen dieser Arbeit eingesetzt, 

um die Konzentration von TNF-α und IL-1β im Überstand der Zellansätze an 

verschiedenen Tagen zu bestimmen. Das Prinzip des ELISAs (Avrameas und 

Guilbert 1971; Engvall und Perlmann 1971) beruht auf der Kopplung eines 

Antikörpers an das zu messende Antigen, an welchen im nächsten Schritt ein 

Enzym-tragender Sekundärantikörper (sog. Detektionsantikörper) bindet. Durch 

die Proportionalität von Antigen zu Primärantikörper und wiederum zu 

enzymtragendem Antikörper, kann durch die photometrische Bestimmung des 

durch das Enzym umgesetzten Substrates, welches zu einem Farbumschlag führt, 

die Antigenkonzentration bestimmt werden. 

Alle Zytokinbestimmungen erfolgten mit den kommerziell erhältlichen ELISA-Kits 

Quantikine® der Firma R&D Systems (Human TNF-α  und Human IL-1β) 

entsprechend den Angaben des Herstellers. 

Zur Gewinnung der Proben wurden von den zu messenden Überständen beim 

Ernten der Zellen zur durchflusszytometrischen Untersuchung 500 µl in ein  

Kryo-Röhrchen gegeben und bei -20°C eingefroren. 

Zur Durchführung der ELISA-Messungen wurden die Proben auf Eis aufgetaut und 

zentrifugiert (1300 g, 10 Min., Raumtemperatur), um möglicherweise noch in 

Suspension befindliche Zellen zu entfernen. 

Für jede Messung wurde durch eine Verdünnungsreihe mit bekannten 

Antigenkonzentrationen eine Standardkurve ermittelt, um durch Vergleich der 

Farbintensitäten der Proben mit der Standardkurve die Konzentration  

des entsprechenden Zytokins im Überstand bestimmen zu können.  
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Die minimale messbare Konzentration für TNF-α lag laut Hersteller im Mittel bei 

1,6 pg/ml und für IL-1β bei 0,057 pg/ml. 

Für die Quantifizierung von TNF-α wurden 50 µl der im Kit enthaltenen 

Verdünnungslösung „RD1F“ in die einzelnen Wells der mit TNF-α-Antikörpern 

beschichteten 96-Well-Platte gegeben, um unspezifischen Bindungen von 

Proteinen vorzubeugen. Es wurden anschließend 200 µl des Standards oder der 

zu messenden Proben jeweils in ein Well gegeben und diese für 2 Stunden bei 

Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde die Probe vier Mal mit je  

400 µl Waschpuffer (entsprechend den Herstellerangaben zubereitet) gewaschen, 

um alle nicht gebundenen Bestandteile zu entfernen. Nach dem letzten 

Waschschritt wurde die Platte umgekehrt auf saugfähige saubere Papiertücher 

gelegt, um überschüssige Pufferlösung möglichst vollständig zu entfernen.  

Im nächsten Schritt wurden pro Well 200 µl der Konjugatantikörper-haltigen 

Lösung zugegeben, woran sich eine Inkubationszeit von einer Stunde anschloss. 

Hierauf folgte erneut der zuvor beschriebene Waschschritt. Dann wurden 200 µl 

der im Kit enthaltenen Substratlösung pro Well zugegeben. Die nachfolgende 

Inkubation erfolgte bei Raumtemperatur und Dunkelheit. Nach 20 Minuten wurde 

in jedes Well 20 µl der Stopplösung pipettiert, um die Substratumsetzung  

zu beenden. Die Messung der Extinktion erfolgte nun bei einer Wellenlänge von 

450 nm und einer Korrekturmessung bei einer Wellenlänge von 540 nm.  

Die TNF Konzentrationen in den Proben wurden mit Hilfe der Extinktion der 

Standards errechnet. 

Für die Quantifizierung von IL-1β wurden 100 µl der im Kit enthaltenen 

Verdünnungslösung „RD1-82“ in die einzelnen Wells der mit IL-1β-Antikörpern 

beschichteten 96-Well-Platte gegeben, um unspezifischen Bindungen von 

Proteinen vorzubeugen. Es wurden anschließend 150 µl des Standard oder der zu 

messenden Proben in je ein Well gegeben und diese für drei Stunden bei 

Raumtemperatur auf einem Schüttler inkubiert, sodass das zu bestimmende IL-1β 

von den am Boden befindlichen Antikörpern gebunden werden konnte. 
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Anschließend wurde die Probe sechs Mal mit je 400 µl Waschpuffer 

(entsprechend den Herstellerangaben zubereitet) gewaschen, um alle nicht 

gebundenen Bestandteile zu entfernen. Nach dem letzten Schritt wurde die Platte 

umgekehrt auf saugfähige saubere Papiertücher gelegt, um überschüssige 

Pufferlösung möglichst vollständig zu entfernen. Im nächsten Schritt wurden  

pro Well 200 µl der Konjugatantikörper-haltigen Lösung zugegeben, woran sich 

eine Inkubationszeit von zwei Stunden auf dem Schüttler anschloss. Hierauf folgte 

erneut der zuvor beschriebene Waschschritt. Dann wurden 50 µl der im Kit 

enthaltenen Substratlösung pro Well zugegeben.  

Die nachfolgende Inkubation erfolgte für eine Stunde bei Raumtemperatur auf 

dem Schüttler. Es wurden anschließend 50 µl der im Kit enthaltenen 

Amplifikationslösung zugegeben. Nach 30 Minuten Inkubation bei 

Raumtemperatur auf dem Schüttler wurde in jedes Well 50 µl der Stopplösung 

pipettiert und damit die Reaktion beendet. Die Messung der Extinktion erfolgte 

bei einer Wellenlänge von 450 nm und einer Korrekturmessung bei einer 

Wellenlänge von 650 nm. Die IL-1β Konzentrationen in den Proben wurden mit 

Hilfe der Extinktion der Standards errechnet. 

 

 

2.3. Statistische Analyse und Datenaufbereitung 

Die statistische Auswertung und Erstellung von Diagrammen erfolgte mit dem 

Programm Excel 2007® der Firma Microsoft. Die Daten sind als Mittelwert mit 

Standardabweichung oder, aus Gründen der Übersichtlichkeit der graphischen 

Darstellung, mit Standardfehler des Mittelwerts (SEM) angegeben. 

Mit Hilfe des Computerprogramms CellQuestPro wurde die statistische 

Auswertung der gemessenen Daten der Durchflusszytometrie vorgenommen.  

Die Verteilung von Oberflächenantigenen auf untersuchten Zellen wurde mit Hilfe 

von Dot-Plot-Diagrammen veranschaulicht. Die Dot-Plots wurden aus dem 

Programm CellQuestPro exportiert. 
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Mit Hilfe des unverbundenen T-Tests wurde die Ausprägung der Ausreifung von 

CD56 auf IFN-DCs und die Konzentration der Zytokine im Überstand  

auf Signifikanz untersucht. Als signifikant unterschiedlich galt ein Wert  

von p < 0,05 (*). 
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3. Ergebnisse 
 

Falls nicht anders angegeben, werden die Daten der Messungen als  

Mittelwerte ± Standardabweichung (MW ± STABW) angegeben. 

 

 

3.1. Darstellung der mononukleären Zellen (PBMCs) nach Ficoll-Isolierung 

Humane PBMCs wurden, wie in den Kapiteln 2.2.1 und 2.2.2 beschrieben, aus dem 

peripheren Blut von Probanden gewonnen und von unerwünschtem Material  

(z.B. verbliebenen Erythrozyten) befreit. 

In der Durchflusszytometrie erfolgte über die Charakterisierung der Granularität 

und Zellgröße die Differenzierung verschiedener Zellpopulationen, sodass die 

Lymphozyten- und Monozytenpopulation sichtbar als Dot-Plot dargestellt werden 

konnten (Abb. 3.1). 

 

 

 

Abb. 3.1: Darstellung der Lymphozyten- und Monozytenpopulation nach Granularität und 

Zellgröße 

PBMCs wurden, neben der Färbung verschiedener Zell-Marker mit Hilfe von monoklonalen 

Antikörpern, im Durchflusszytometer nach Granularität und Größe charakterisiert. Im Gate R2 ist 

die Monozytenpopulation und im Gate R3 die Lymphozytenpopulation dargestellt. Die Population 

der Monozyten wurde im Weiteren untersucht. 
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Nach Markierung der interessierenden Oberflächenantigene mit verschiedenen 

fluoreszierenden Antikörpern (2.2.5) wurde der Anteil der diese 

Oberflächenantigene tragenden Zellen im Durchflusszytometer ermittelt. 

Gemessen wurden der Anteil an positiven Zellen für den Monozyten-Marker 

CD14, den T-Lymphozyten-Marker CD3, sowie den B-Lymphozyten-Marker CD19, 

um die normale Verteilung der Zellen der PBMCs nachzuweisen. Im normalen 

Vollblut stellen T-Zellen (CD3) den größten Anteil dar, der Anteil an B-Zellen 

(CD19) und NK-Zellen beläuft sich auf 5-20%. Monozyten haben im Normalfall 

einen Anteil von 5-15%. 

In den, aus peripherem Blut gewonnenen, PBMCs belief sich der Anteil von  

CD14-positiven Zellen auf 9,29% (± 9,37%), von CD3-positiven Zellen  

(CD3 = T-Lymphozyten-Marker) auf 69,27% (± 7,32%) und von CD19-positiven 

Zellen (CD19 = B-Lymphozyten-Marker) auf 10,82% (± 3,01%) (Abb.3.2, n=5). 

 

 
 

Abb. 3.2: Anteil definierter Ausgangszellen der PBMCs 

Mit Hilfe der Dichtegradienten-Zentrifugation wurden die mononukleären Zellen (PBMCs) aus 
menschlichem Vollblut isoliert. Nach anschließender Reinigung von unerwünschtem Material, wie 
z.B. Erythrozyten, und einer Blockierung der unspezifischen Bindungsstellen wurden mit  
Hilfe der Durchflusszytometrie bestimmte Oberflächenmarker der PBMCs untersucht.  
Hier sind die gemessenen Anteile der Oberflächenmarker an den gewonnenen PBMCs gezeigt  
(CD3 = T-Zell-Marker, CD19 = B-Zell-Marker, CD14 = Monozyten-Marker); n=5. 
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3.2. Darstellung der CD14-positiven Monozyten nach magnetischer 

Zellsortierung 

Im nächsten Schritt sollten CD14-positive Monozyten mit möglichst großer 

Reinheit aus den PBMCs gewonnen werden. Nach magnetischer Zellsortierung 

(2.2.4) der gewonnenen Zellen wurden die CD14 Oberflächenantigene mit 

Antikörpern markiert. Im Durchflusszytometer wurde die Reinheit der  

CD14-positiven Monozyten bestimmt. Diese belief sich im Mittel auf  

98,15% (± 1,58%) für CD14 (Abb.3.3 und 3.4, n=6). 

 

 
 

Abb. 3.3: Reinheit der CD14-positiven Monozyten 

Die in Abb. 3.2 beschriebenen PBMCs wurden mit Hilfe der magnetischen Zellsortierung 
aufgereinigt. Die Reinheit der verwendeten CD14-positiven Monozyten wurde durch Messung des 
Oberflächenmarkers CD14 im Durchflusszytometer untersucht. Bei den Präparationen wurden 
Reinheiten von 96,21 – 100% erreicht; n=6. 

 

 

Zur Charakterisierung der Zellen im Durchflusszytometer wurden die Zellen vor 

und nach magnetischer Zellsortierung in Abhängigkeit der Granularität und Größe 

differenziert. Die interessierende Zellpopulation (Abb. 3.4 B) wurde ausgewählt, 

sodass z.B. tote Zellen das Ergebnis nicht beeinflussten. Um die mit monoklonalen 
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Antikörpern gefärbten Zellen korrekt messen zu können, wurden zuvor positive 

(Abb. 3.4 C) und negative (Abb. 3.4 D) Kontrollen eingesetzt. 

Die nachfolgenden Messungen des Monozyten-Markers CD14 zeigen beispielhaft 

die Aufreinigung der CD14-positiven Monozyten von einem CD14-Anteil von 

13,37% der ausgewählten Population auf 99,6%. Die Elimination der  

Lymphozyten in der magnetischen Zellsortierung zeigt sich im Verlust der  

Lymphozyten-Population (Vergl. Abb. 3.1 und Abb. 3.4 A und B). 

 

 
 

Abb. 3.4: Repräsentative FACS-Analyse von Monozyten vor und nach Aufreinigung 

PBMCs wurden vor und nach der Monozytenaufreinigung mit Hilfe von monoklonalen 
Antikörpern gegen verschiedene Zell-Marker gefärbt und im Durchflusszytometer  
untersucht. (A-B) Verteilung der Lymphozyten und Monozyten (vgl. Abb. 3.1) vor (A, R1) und  
nach (B, R1) der Aufreinigung. R1 ist die durch das Gate ausgewählte und damit betrachtete 
Zellpopulation. In A sind vor Aufreinigung noch die Monozyten- und die Lymphozytenpopulation 
zu sehen (vgl. R2 und R3 in Abb. 3.1). In B findet sich nur noch die Monozytenpopulation.  
Die Zellpopulation R1 aus B wurde im Weiteren untersucht. (C-D) Hierbei wurden positive 
Kontrollen (CD45; C vertikal) und negative Isotypkontrollen (D) zu Hilfe genommen.  
(E-F) So konnte die Aufreinigung der CD14-positiven Monozyten durch die magnetische 
Zellsortierung (E = vorher; F = nachher) bestätigt werden. 
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3.3. Ausreifung der IFN-DCs an den Tagen 3 und 5 der Inkubation 

Die gewonnenen CD14-positiven Monozyten wurden in Nährmedium mit  

GM-CSF und IFN-α im Wärmeschrank inkubiert. Hierbei änderten die Zellen ihre 

Eigenschaften, was sich an den auf der Oberfläche exprimierten Markern 

widerspiegelte. Die Ausgangszellen waren Monozyten und für den Marker CD14 

positiv (Abb. 3.3 und 3.4). Über die Zeit der Inkubation entstanden sogenannte 

IFN-DCs. Dementsprechend fiel der Anteil an gemessenen CD14-positiven Zellen. 

Um die Entstehung von IFN-DCs nachzuweisen, wurden für DCs charakteristische 

Oberflächenmarker, wie CD80, CD83 und CD86 im Durchflusszytometer  

bestimmt (Abb.3.5). 

Die Reifung zu IFN-DCs zeigte sich durch den Anstieg des DC Reifungsmarkers 

CD83, der am 3. Tag bei 5,31% (± 4,71%) lag und bis zum 5. Tag auf einen Anteil 

von 9,28% (± 4,33%) an CD83-positiven Zellen stieg. 

Der Anteil der für DCs bekannten kostimulierenden Moleküle CD80 und CD86 

stieg im Verlauf der Inkubation der Zellen an und spiegelte ebenfalls die 

Ausreifung der IFN-DCs wider. 

Für CD80 wurden am 3. Tag nach Inkubation 86,09% (± 5,95%) positive Zellen 

gemessen. Am 5. Tag der Inkubation lag der Anteil CD80-positiver Zellen bei 

85,87% (± 15,76%). 

Der Marker CD86 verhielt sich ähnlich: Am 3. Tag fanden sich 82,27% (± 9,29%) 

CD86-positive Zellen, die zum 5. Tag auf 85,67% (± 9,99%) positive Zellen für 

CD86 stiegen (Abb. 3.5 und 3.6). 
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Abb. 3.5: Ausreifungsstatus von IFN-DCs an Tag 3 und 5 

Aufgereinigte Monozyten wurden 5 Tage mit IFN-α und GM-CSF inkubiert. Mit Hilfe der Färbung 
von Reifungsmarkern wurde der Ausreifungsstatus der IFN-DCs im Durchflusszytometer zu 
verschiedenen Zeitpunkten untersucht. Hier dargestellt sind Messungen von Ausreifungsmarkern 
an den Tagen 3 und 5 der Inkubation. Die Ausreifung der Zellen zeigt sich, neben dem Abfall des 
Monozyten-Markers CD14, im Anstieg des DC-Reifungsmarkers CD83 und der Expression der 
kostimulatorischen Moleküle (CD86 und CD80) auf den IFN-DCs; n=2. 

 
 

Auch bei diesen durchflusszytometrischen Messungen wurden die Zellen 

zunächst in Abhängigkeit der Granularität und Größe differenziert.  

Die interessierende Zellpopulation der Monozyten wurde ausgewählt  

(Abb. 3.6 A und 3.7 A) und positive sowie negative Kontrollen  

(Abb. 3.6 B und 3.7 B) eingesetzt. Die bereits erwähnten nachfolgenden 

Messungen (Abb. 3.6 C und D und 3.7 C und D) von CD14, CD83, sowie der 

kostimulatorischen Moleküle CD80 und CD86 an den Tagen 3 und 5 der 

Inkubation zeigten eine zunehmende Ausreifung der Zellen zu  

IFN-DCs (Abb. 3.6 und Abb. 3.7). 
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Abb. 3.6: Repräsentative FACS-Analyse von IFN-DCs nach 3 Tagen 

Aufgereinigte Monozyten wurden insgesamt 5 Tage mit IFN-α und GM-CSF inkubiert. Mit Hilfe 
der Färbung von Reifungsmarkern wurde der Ausreifungsstatus der IFN-DCs im 
Durchflusszytometer zu verschiedenen Zeitpunkten untersucht. (A) Die Region der Monozyten 
(R1) wurde untersucht und mit Hilfe von negativen und positiven Isotypkontrollen (B) die weiteren 
Messungen bewertet. C und D zeigen jeweils IFN-DCs 3 Tage nach Ansatz der Kultur. Gezeigt ist 
der Anteil an positiven Zellen für den Monozyten-Marker CD14, den DC-Ausreifungsmarker CD83, 
sowie für die kostimulatorischen Moleküle CD86 und CD80. 
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Abb. 3.7: Repräsentative FACS-Analyse von IFN-DCs nach 5 Tagen 

Aufgereinigte Monozyten wurden insgesamt 5 Tage mit IFN-α und GM-CSF inkubiert. Mit Hilfe 
der Färbung von Reifungsmarkern wurde der Ausreifungsstatus der IFN-DCs im 
Durchflusszytometer zu verschiedenen Zeitpunkten untersucht. (A) Die Region der Monozyten 
(R1) wurde untersucht und mit Hilfe von negativen und positiven Isotypkontrollen (B) die weiteren 
Messungen bewertet. C und D zeigen jeweils IFN-DCs 5 Tage nach Ansatz der Kultur. Die IFN-DCs 
sind reifer, als die in Abb. 3.6 gezeigten IFN-DCs nach 3 Tagen. Dies ist erkennbar  
an einem niedrigeren Anteil an positiven Zellen mit dem Monozyten-Marker CD14  
und einer im Mittel höheren Expression des DC-Ausreifungsmarkers CD83, sowie der  
kostimulatorischen Moleküle CD 86 und CD80. 



33 

 

3.4. Expression von CD56 auf IFN-DCs  

Bei weiteren Untersuchungen von IFN-DCs wurde der bisher für NK-Zellen und 

NKT-Zellen bekannte Marker CD56 an den Tagen 1, 3 und 5 nach Ansatz der 

Zellkultur bestimmt. Hierbei zeigte sich ein zunehmender Anteil an  

CD56-positiven IFN-DCs. Die Expression von CD56 nahm von 23% (± 13,41%)  

an Tag 1 bis auf 55% (± 19,67%) an Tag 3 der Kultur signifikant zu (p = 0,0495).  

An Tag 5 hatte sich der Anteil der CD56-positiven Zellen weiter bis  

auf 67,8% (± 10,91%) erhöht. Der Anstieg von Tag 1 auf 5 war hochsignifikant  

(p = 0,0009) (Abb. 3.8). 

 

 
 

Abb. 3.8: Prozentualer Anteil an CD56-positiven IFN-DCs an Tag 1, 3 und 5 der Kultur mit 

IFN-α und GM-CSF 

CD14-positive Monozyten wurden über 5 Tage mit IFN-α und GM-CSF inkubiert. Bei der 
durchflusszytometrischen Untersuchung der Zelloberflächen der dabei entstehenden IFN-DCs zu 
verschiedenen Zeitpunkten, konnte der für NK- und NKT-Zellen bekannte Marker CD56 
nachgewiesen werden. Die Expression von CD56 steigt im zeitlichen Verlauf an. Zwischen  
Tag 1 und Tag 3 ist der Anstieg an CD56-positiven IFN-DCs signifikant (p = 0,0495), von  
Tag 1 auf 5 hochsignifikant (p = 0,0009); n=3-5. 
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3.5. Untersuchung von CD56-positiven und CD56-negativen IFN-DCs 

Im Folgenden sollte untersucht werden, ob es sich bei den CD56-positiven und 

CD56-negativen Populationen um einen Zelltyp in unterschiedlicher 

Differenzierung oder um zwei verschiedene Populationen handelt. Hierzu wurden 

die Zellen mittels Positivselektion in eine CD56-positive (Reinheit: 98,7% ± 2%, 

nicht gezeigt) und eine CD56-negative (Reinheit: 80,7% ± 4%, nicht gezeigt) 

Population aufgetrennt. Beide Kulturen wurden am 3. Tag der Inkubation mit  

IFN-α und GM-CSF für weitere 36 Stunden in RPMI-Medium ohne IFN-α und  

GM-CSF kultiviert. 

Nach 36 Stunden war die CD56-positiv-selektionierte Population weiterhin CD56-

positiv (98,2% ± 1%, nicht gezeigt). Die ursprünglich CD56-negativ-selektionierte 

Population wies zu 41,67% (± 11,93%) den CD56-Marker auf ihrer Oberfläche auf 

und zeigte damit einen signifikanten Anstieg (p = 0,0373) (Abb. 3.9). 

 

 
 

Abb. 3.9: Prozentualer Anteil der CD56-Expression auf CD56-negativ-selektionierten  

IFN-DCs nach Isolation und 36-stündiger Inkubation in RPMI-Medium 

CD14-positive Monozyten wurden über 3 Tage mit IFN-α und GM-CSF inkubiert. Nach 3 Tagen 
wurden CD56-negative IFN-DCs (Reinheit 80,7 ± 4%) von CD56-positiven IFN-DCs getrennt und 
für 36 Stunden in Nährmedium ohne Zugabe von Zytokinen inkubiert. Im Verlauf der 36 Stunden 
stieg die Expression von CD56 signifikant auf den ursprünglich CD56-negativen Zellen  
an (p = 0,0373); n=3. 
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3.6. TNF-α im Überstand der Zellkultur 

Im Überstand der in RPMI-Medium mit IFN-α und GM-CSF inkubierten und zu 

IFN-DCs stimulierten Monozyten wurde mit Hilfe des ELISAs zu verschiedenen 

Zeitpunkten nach dem Zytokin TNF-α gesucht. Dieses kann eine Rolle bei der 

Ausreifung von DCs spielen. Die Daten der Messungen werden als  

Mittelwerte ± Standardfehler (MW ± SEM) angegeben. Am 1. Tag der Inkubation 

wurde im Mittel eine TNF-α Konzentration von 118,5 pg/ml (± 26,98 pg/ml) 

gemessen. Nachdem die Konzentration am 2. Tag im Mittel mit  

91,44 pg/ml (± 35,36 pg/ml) niedriger war, stieg die TNF-α Konzentration am  

3. und 4. Tag mit Konzentrationen von 207,6 pg/ml (± 99,26 pg/ml) und  

201,63 pg/ml (± 71,54 pg/ml) deutlich an. Am 5. Tag fiel die Konzentration auf 

23,3 pg/ml ab (Abb. 3.10; n=1-6). 

 

 
 

Abb. 3.10: Verlauf der TNF-α Konzentration im Überstand des Kulturmediums 

Aufgereinigte Monozyten wurden 5 Tage mit IFN-α und GM-CSF inkubiert. Zu verschiedenen 
Zeitpunkten wurde die Konzentration von TNF-α im Überstand mit Hilfe des ELISAs bestimmt.  
Die an Tag 1 gemessene TNF-α Konzentration stieg bis zum 3. Tag der Inkubation  
deutlich an, bevor sie zum 5. Inkubationstag stark abfiel. Die Daten sind als Mittelwert ± SEM  
angegeben; n=1-6. 
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3.7. IL-1β im Überstand der Zellkultur 

Ebenso kann IL-1β eine Rolle bei der Ausreifung von DCs spielen. Aus diesem 

Grund wurde im Überstand der kultivierten IFN-DCs mit Hilfe des ELISAs zu 

verschiedenen Zeitpunkten auch nach diesem Zytokin gesucht. Die Daten der 

Messungen werden als Mittelwerte ± Standardfehler (MW ± SEM) angegeben. 

Am 1. Tag der Inkubation wurde eine IL-1β Konzentration von 30,4 pg/ml 

gemessen. Von Tag 2 auf Tag 3 der Kultivierung nahm die IL-1β Konzentration  

im Mittel von 35,53 pg/ml (± 1,02 pg/ml) auf 21,5 pg/ml (± 5 pg/ml)  

signifikant ab (p = 0,0381). Am 4. Tag konnte kein IL-1β nachgewiesen werden  

(Abb. 3.11; n=1-3). 

 

 
 

Abb. 3.11: Verlauf der IL-1β Konzentration im Überstand des Kulturmediums 

Aufgereinigte Monozyten wurden 5 Tage mit IFN-α und GM-CSF inkubiert. Zu verschiedenen 
Zeitpunkten wurde die Konzentration von IL-1β im Überstand mit Hilfe des ELISAs bestimmt.  
Von Tag 2 auf Tag 3 der Kultivierung nahm die IL-1β Konzentrationen signifikant ab (p = 0,0381). 
Die Daten sind als Mittelwert ± SEM angegeben; n=1-3. 
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4. Diskussion 
 

4.1. Generierung von IFN-DCs 

DC-Immuntherapien sind ein vielversprechender Ansatz für die  

entscheidende Ergänzung der Therapie von onkologischen Erkrankungen 

(Papewalis et al. 2008a). Eine ausreichende in vitro Herstellung von DCs 

ermöglicht erst ihre weitere Erforschung als Therapieform der onkologischen 

Erkrankungen. In dieser Arbeit wurden neue Aspekte im Rahmen der Generierung 

von DCs aus Monozyten mit Hilfe von IFN-α und GM-CSF untersucht. Weitere 

Faktoren, die bei der Ausreifung der IFN-DCs eine Rolle spielen können, wurden 

nachgewiesen. Santini et al. lieferten mit einer Arbeit die Grundlage für die in vitro 

Herstellung der hier näher untersuchten IFN-DCs (Santini et al. 2000). 

Zur Generierung von IFN-DCs müssen zunächst Ausgangszellen gewonnen 

werden. Als Ausgangszellen wurden in dieser Arbeit CD14-positive Monozyten 

aus dem peripheren humanen Blut verwendet. In der Literatur sind als mögliche 

Ausgangszellen für die Generierung von DCs CD34-positive Vorläuferzellen oder 

Monozyten aus dem peripheren Blut beschrieben. 

Reid et al. stellten DCs aus CD34-positiven Vorläuferzellen aus dem Knochenmark 

her, indem sie diese mit GM-CSF und TNF-α stimulierten (Reid et al. 1992).  

Eine andere Arbeitsgruppe verwendete CD34-positive Vorläuferzellen aus 

Nabelschnurblut (Caux et al. 1992). CD34-positive Progenitorzellen können via 

Leukapherese auch aus dem peripheren Blut gewonnen werden (Siena et al. 

1995). Ein grundsätzliches Problem dieser Methode ist die niedrige Zahl der sich 

im peripheren Blut befindlichen CD34-positiven Progenitorzellen. 

Aufgrund der besseren Verfügbarkeit ist es sinnvoll, die Ausgangszellen für die 

Generierung von DCs aus dem peripheren Blut zu gewinnen. 

Bei der einfachsten und verbreitetsten Möglichkeit DCs in vitro zu generieren 

werden, wie auch in dieser Arbeit, aus dem peripheren Blut gewonnene 

Monozyten als Ausgangszellen verwendet (Jacobs et al. 2008b). Das humane 
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Vollblut, als Quelle für die Monozyten, ist einfach und in ausreichender Menge 

durch Punktion einer peripheren Vene zu gewinnen. 

Zur Gewinnung von Monozyten wurden, wie im Teil Material und Methoden 

beschrieben, die Dichtegradientenzentrifugation (Pertoft et al. 1980; Fluks 1981) 

und eine negative Selektionierung mit Hilfe von MicroBeads im Rahmen der 

magnetischen Zellsortierung (Molday et al. 1977; Stanciu et al. 1996) verwendet. 

Nach der Dichtegradientenzentrifugation sollten, neben Zelltrümmern, lediglich 

die Lymphozyten- und Monozytenpopulation vorzufinden sein. Die normale 

Verteilung der Zellen wurde im FACS überprüft und bestätigt  

(Abb. 3.1 und Abb. 3.2). Die magnetische Zellsortierung wurde angeschlossen, um 

die für die geplanten Versuche benötigten CD14-positiven Monozyten in 

möglichst hoher Reinheit von den übrigen Bestandteilen zu separieren. Mit dieser 

Methode wurde regelmäßig eine Reinheit an CD14-positiven Monozyten um 

98,15% (± 1,58%) erzielt, gemessen am Anteil CD14-positiver Zellen im 

Durchflusszytometer (Abb. 3.3 und 3.4). 

In der Literatur sind verschiedene Möglichkeiten der Separation von Monozyten 

beschrieben. 

Dazu zählen, neben der für diese Arbeit verwendeten Dichtegradienten-

zentrifugation und negativen Selektionierung, die positive Selektionierung im 

Rahmen der magnetischen Zellsortierung, die Nutzung der Adhärenzfähigkeit von 

Monozyten an Plastikoberflächen (Koller et al. 1973; Treves et al. 1980), die 

zentrifugale Elutriation (Lutz et al. 1992), sowie die Separation mithilfe des FACS 

(Herzenberg et al. 2002; Baumgarth und Roederer 2000). 

Ein Aspekt bei der Auswahl des Verfahrens für diese Arbeit war, dass für 

Stimulationsversuche mit Zytokinen nicht aktivierte Monozyten vorliegen sollen. 

Bei der positiven Selektionierung im Rahmen der magnetischen Zellsortierung 

sowie der Zellseparation via FACS kann es durch die jeweilige Antikörperbindung 

zu einer solchen Aktivierung kommen, weswegen diese Verfahren für diese Arbeit 

nicht in Frage kamen. 
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Die mehrfach erfolgreiche Anwendung in der Arbeitsgruppe von Prof. Schott mit 

zufriedenstellenden Reinheitsgraden an Monozyten (Papewalis et al. 2008b; 

Jacobs et al. 2008a), der möglichen Aktivierung von Zellen bei Adhärenzverfahren 

sowie der fehlenden Erfahrung und Verfügbarkeit der Elutriation gaben den 

Ausschlag zu Gunsten der ausgewählten Verfahren. 

Die gewonnenen CD14-positiven Monozyten wurden nun in der Zellkultur zu  

IFN-DCs stimuliert. Dafür wurde ein Protokoll verwendet, in dem die aus 

peripherem Blut isolierten Monozyten mit IFN-α und GM-CSF inkubiert wurden 

(Santini et al. 2000). 

Verschiedene Arbeiten zeigen Wege auf, wie Monozyten mit unterschiedlichen 

Zytokinen zu DCs stimuliert werden können. Einen allgemein anerkannten 

Standard zu Gunsten eines Protokolls gibt es nicht (Schott 2006). Die in den 

verschiedenen Ansätzen entstandenen DCs unterscheiden sich in phänotypischer 

und funktioneller Hinsicht voneinander (Jacobs et al. 2008b). In der Literatur 

finden sich Beispiele für verschiedene Wege der Generierung von DCs, bei denen 

von der Verwendung von IL-4 und GM-CSF (Sallusto und Lanzavecchia 1994; 

Romani et al. 1994), IFN-α und GM-CSF (Santini et al. 2000; Paquette et al. 1998), 

TNF-α und GM-CSF (Chomarat et al. 2003), zusätzlicher Inkubation mit 

Lipopolysacchariden (LPS) (Iwamoto et al. 2007), IL-15 und GM-CSF 

(Mohamadzadeh et al. 2001), sowie Toll like Rezeptor (TLR) (Krutzik et al. 2005) 

berichtet wird. 

Die Entscheidung für die Möglichkeit der DC-Generierung mit IFN-α und GM-CSF 

fiel u.a. durch die vielfach erfolgreiche Anwendung durch die Arbeitsgruppe von 

Prof. Schott (Jacobs et al. 2008a; Papewalis et al. 2008b). DCs wurden zuvor auch 

mit Hilfe von IL-4 und GM-CSF generiert (Schott et al. 2000). IL-4-DCs wurden in 

der Literatur mit IFN-DCs bezüglich verschiedener Aspekte verglichen und 

untermauerten die bessere Eignung von IFN-DCs für DC-Immuntherapien im 

Vergleich zu IL-4-DCs. 
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Immunologisch betrachtet ist der Kontakt von Monozyten mit IFN-α im Rahmen 

von Infektionen und deren Bedeutung für die angeborene und erworbene 

Immunität physiologischer, als der Kontakt lediglich zu IL-4 (Parlato et al. 2001; 

Mohty et al. 2003). Durch Stimulation mit IFN-α und GM-CSF steigen u.a. die 

Ausreifungsmarker CD40 und CD83, sowie die kostimulatorischen Moleküle CD80 

und CD86 schnell und höher an als unter Stimulation mit IL-4, während der 

Monozyten-Marker CD14 stärker abfällt (Della Bella et al. 2004; Santini et al. 2000; 

Mohty et al. 2003; Parlato et al. 2001). Die IFN-DCs zeigen also, neben 

vergleichbarer Fähigkeit zur Antigenaufnahme und deren Verlust bei Reifung, 

einen reiferen Phänotyp als die IL-4-DCs (Della Bella et al. 2004). Die unreifen  

IL-4-DCs bilden im Gegensatz zu den IFN-DCs ihren DC-Phänotyp zurück, wenn 

sie in ein Nährmedium ohne die stimulierenden Zytokine aufgenommen werden 

(Schuler und Romani 1997; Santini et al. 2000). Papewalis et al. sowie Weitere 

berichteten von einer stärkeren Induktion der T-Zell Antwort durch reife IFN-DCs 

als durch reife IL-4-DCs (Papewalis et al. 2008b; Breckpot et al. 2005;  

Mohty et al. 2003). Korthals et al. verglichen IFN-DCs mit IL-4-DCs, welche durch 

Zugabe von TNF-α weiter ausreiften und zeigten eine deutlich stärker 

ausgeprägte eigene zytotoxische Aktivität der IFN-DCs gegen Tumorzellen 

(Korthals et al. 2007). Dieses Ergebnis ist dahingehend interessant, dass auch  

hier ein Vorteil von IFN-DCs gegenüber IL-4-DCs im Rahmen von  

Antitumor-Therapien liegen kann. Abschließend erscheint im Kontext der 

Immuntherapien die Verwendung von IFN-DCs am aussichtsreichsten.  

Das im Protokoll zur Generierung von IFN-DCs verwendete IFN-α ist Vertreter der 

Typ-1-Interferone und hat ausgeprägte immunregulatorische, antivirale und 

antitumoröse Eigenschaften (Gutterman 1994; Pfeffer et al. 1998).  

Die antitumorösen Eigenschaften sind vermittelt durch die Differenzierung der 

TH1-Subpopulationen, die Erzeugung von CTLs, die Aktivierung von NK-Zellen 

und die Förderung von T-Zellwachstum und -überleben (Pfeffer et al. 1998;  

Sun et al. 1998; Marrack et al. 1999; Trinchieri et al. 1978; Kolumam et al. 2005).  



41 

 

Es wurde bereits erfolgreich in der Therapie der Chronisch myeloischen Leukämie 

(Long-term follow-Up of the italian trial of interferon-alpha versus conventional 

chemotherapy in chronic myeloid leukemia. The Italian Cooperative Study Group on 

Chronic Myeloid Leukemia 1998) und von Non-Hodgkin-Lymphomen  

(Rohatiner et al. 2005) eingesetzt, sodass möglicherweise gerade Patienten  

mit diesen Erkrankungen von einer Therapie mit IFN-DCs profitieren  

(Korthals et al. 2007). IFN-α wird physiologisch in geringen Mengen  

(Belardelli et al. 1984) im Körper gebildet, während bei mikrobiellen Kontakten 

größere Mengen produziert werden (Cella et al. 1999; Liu 2005). Es hat eine 

Funktion bei der Aktivierung von Zellen des angeborenen und des  

erworbenen Teils des Immunsystems (Biron 2001). Als zelluläre Quelle für die  

IFN-α-Produktion wurden die plasmazytoiden DCs identifiziert (Siegal et al. 1999; 

Cella et al. 1999; Izaguirre et al. 2003). Paquette et al. zeigten 1998, dass sich 

durch eine Kultivierung von Monozyten mit IFN-α und GM-CSF potente 

antigenpräsentierende DCs entwickeln (Paquette et al. 1998). 

Das ebenfalls der Zellkultur zugesetzte GM-CSF stimuliert in vitro die Proliferation 

und Differenzierung von Makrophagen und Granulozyten. Es wurde 1980  

von Burgess et al. als Stimulator für Granulozyten und Makrophagen aus 

Vorläuferzellen im Knochenmark von Mäusen beschrieben (Burgess und Metcalf 

1980). Witmer-Pack et al. zeigten später, dass GM-CSF einen wichtigen Faktor für 

die Reifung von Langerhans Zellen darstellt (Witmer-Pack et al. 1987).  

Heufler et al. berichteten, dass GM-CSF das Überleben, sowie die stimulatorische 

Kapazität der Zellen fördert (Heufler et al. 1988). Mittlerweile ist bekannt, dass 

GM-CSF auch im Rahmen von Entzündungen proinflammatorische Funktionen 

aufweist (Hamilton und Anderson 2004). GM-CSF scheint auch einen fördernden 

Einfluss auf die Ausreifung von DCs zu haben. Nach Larsen et al. nimmt die 

Ausprägung der für die funktionelle Ausreifung von DCs stehenden 

Oberflächenmarker CD80 und CD86 bei Blockade der GM-CSF-Wirkung ab 

(Larsen et al. 1992; Larsen et al. 1994). 
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Die stimulatorische Kapazität von IFN-α, bezogen auf die Ausprägung der 

kostimulatorischen Moleküle auf IFN-DCs, ist laut einer Arbeit von Santini et al. 

dosisabhängig. Sie berichteten, dass sich bei der Kultur von Monozyten mit IFN-α 

und GM-CSF mit einer Konzentration von 100 U/ml IFN-α keine Unterschiede zur 

alleinigen Kultur mit GM-CSF zeigten, während Dosen im Bereich von 500 bis 

1000 U/ml die besten Ergebnisse bezüglich der Ausprägung der 

kostimulatorischen Moleküle zeigten (Santini et al. 2000). Da die Ausprägung der 

kostimulatorischen Moleküle ein Reifezeichen der DCs ist und möglichst reife  

IFN-DCs gewonnen werden sollten, wurden der Zellkultur dieser Arbeit 

entsprechend 1000 U/ml an IFN-α zugesetzt. 

Die isolierten CD14-positiven Monozyten wurden für 5 Tage mit IFN-α und  

GM-CSF im Wärmeschrank inkubiert, um die Monozyten zu IFN-DCs reifen zu 

lassen (Jacobs et al. 2008a; Paquette et al. 1998; Santini et al. 2000). An den Tagen 

3 und 5 wurden die Zellen bezüglich DC-Ausreifungsmarkern und dem 

Monozyten-Marker CD14 im Durchflusszytometer untersucht. Hierbei zeigte sich 

die erwartete Entwicklung der Zellen, nämlich die Ausreifung zu IFN-DCs. Der 

Anteil an CD14 als Monozyten-Marker fiel, während CD83 als Ausreifungsmarker 

anstieg (Dauer et al. 2003; Tosi et al. 2004). Die kostimulatorischen Moleküle 

CD80 und CD86, welche mit MHC II Molekülen an die Oberfläche  

transportiert werden (Turley et al. 2000), stiegen ebenfalls wie erwartet an  

(Papewalis et al. 2008b; Santini et al. 2000). 

 

 

4.2. CD56-Expression auf IFN-DCs 

In weiteren Messungen wurden die IFN-DCs auch auf den Marker CD56 

untersucht. CD56 wird auch als NCAM (neural cell adhesion molecule) bezeichnet, 

da es auf neuronalen und neuroendokrinen Tumoren nachgewiesen wurde  

(Jin et al. 1991). CD56 ist ein bekannter Marker auf NK-Zellen (Robertson und  

Ritz 1990) und NKT-Zellen (Lu und Negrin 1994), nicht jedoch auf 
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antigenpräsentierenden Zellen wie DCs. In einer Arbeit der Gruppe von  

Prof. Schott konnte dieser Marker nachgewiesen und zusätzlich gezeigt werden, 

dass CD56-positive IFN-DCs eine zytolytische Aktivität gegenüber Tumorzellen 

besitzen. Die zytolytische Aktivität der IFN-DCs konnte in Untersuchungen  

durch eine Blockade mit TRAIL-Antikörpern unterbunden werden  

(Papewalis et al. 2008b). Im Kontext der Verbesserung der Therapie  

des medullären Schilddrüsenkarzinoms bzw. der Entwicklung von  

DC-Immuntherapien stellen IFN-DCs mit direkter zytolytischer Kapazität gegen 

Tumorzellen einen interessanten Ansatzpunkt dar. 

Im Rahmen dieser Arbeit konnte CD56 zu verschiedenen Zeitpunkten auf den 

IFN-DCs nachgewiesen werden (Abb. 3.8). Der Anteil an CD56-positiven Zellen 

nahm im Verlauf der Ausreifung der IFN-DCs zu. Da der Marker bisher als 

spezifisch für NK-Zellen und NKT-Zellen galt, kam die Frage auf, ob es sich um 

zwei unterschiedliche DC-Populationen handelt oder um eine Population in 

unterschiedlicher Differenzierung. 

Um diese Frage zu beantworten, wurden nach drei Tagen Kultivierung von 

Monozyten mit IFN-α und GM-CSF die CD56-negativen Zellen aus dieser Kultur 

mit Hilfe einer Positivselektion isoliert. Die nun weiter ohne Zytokine in 

Nährlösung kultivierten Zellen wurden nach 36 Stunden im Durchflusszytometer 

auf CD56 untersucht. Dabei zeigte sich ein Anstieg des Anteils an CD56-positiven 

IFN-DCs (Abb.3.9). Aufgrund dieser Ergebnisse ist davon auszugehen, dass es sich 

am ehesten um eine DC-Population in unterschiedlicher Differenzierung handelt. 

Weitere Untersuchungen dieser Zellen durch die Arbeitsgruppe von Prof. Schott 

untermauern diese Einschätzung. Die CD56-positiven und CD56-negativen  

IFN-DCs unterscheiden sich in ihrer phagozytotischen Kapazität und ihrer 

Fähigkeit T-Zellen zu stimulieren kaum. Morphologische Untersuchungen im 

Elektronenmikroskop und durch die Durchflusszytometrie zeigten ebenfalls keine 

relevanten Unterschiede der Zellen (Jacobs et al. 2008a). 
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4.3. TNF-α und IL-1β im Überstand der Zellkultur 

Entsprechend der Aufgabenstellung dieser Arbeit wurden Überlegungen 

angestellt, welche weiteren Faktoren eine Rolle bei der Ausreifung der IFN-DCs 

spielen können. 

Möglicherweise befinden sich im Kulturansatz weitere, nicht von exogen 

zugegebene Faktoren, die die Ausreifung fördern. Hierfür kommen z.B. Zytokine 

in Frage. 

Zytokine sind Peptide bzw. Proteine und werden von fast allen kernhaltigen Zellen 

synthetisiert. Als Mediatoren lösen sie, durch Bindung an Membranrezeptoren, 

verschiedene zytokinspezifische Antworten ihrer Zielzellen aus (Oppenheim 2001). 

Die Familien des Tumor-Nekrose-Faktors und der Interleukine zählen zu den 

Zytokinen. Für Mitglieder dieser Familien, TNF-α und IL-1β, ist eine fördernde 

Wirkung auf die Reifung von DCs bekannt (Sallusto et al. 1995; Jonuleit et al. 

1996; Jonuleit et al. 1997; Cumberbatch et al.; 1997 Girolomoni und Ricciardi-

Castagnoli 1997), weswegen diese Zytokine in den Fokus der Untersuchungen 

gerückt sind. In dieser Arbeit wurde untersucht, ob diese Zytokine, ohne dass sie 

der Zellkultur von exogen zugegeben wurden, eine Rolle bei der Ausreifung der 

IFN-DCs spielen. 

In der Literatur sind darüber hinaus verschiedene Zytokine beschrieben, die im 

Rahmen von Protokollen eine Ausreifung der DCs fördern. 

Neben der für diese Arbeit verwendeten Inkubation von Monozyten mit IFN-α 

und GM-CSF, wurden z.B. Zytokine wie IL-4, IL-15 und TNF-α in diesen 

Protokollen eingesetzt (Jacobs et al. 2008b). Dabei fiel auf, dass zur  

Generierung oder weiteren Ausreifung von DCs häufig TNF-α alleine oder in 

Zytokinmischungen verwendet wurde (Reid et al. 1992; Caux et al. 1992;  

Jonuleit et al. 1997; Luft et al. 1998; Brunner et al. 2000; Chomarat et al. 2003; 

Mailliard et al. 2004; Korthals et al. 2007; Iwamoto et al. 2007). 

Die Förderung der Ausreifung von DCs durch TNF-α wurde in den 90er Jahren 

von Jonuleit et al. sowie 2002 von Schuler-Thurner et al. beschrieben (Jonuleit et 
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al. 1997; Schuler-Thurner et al. 2002). IL-4 generierte DCs haben einen unreifen 

Phänotyp (Zhou und Tedder 1995) und konnten mit TNF-α zur weiteren 

Ausreifung gebracht werden (Royer et al. 2006). Eine weitere Ausreifung von DCs 

durch TNF-α beobachteten auch Mohamadzadeh et al. bei IL-15-DCs 

(Mohamadzadeh et al. 2001). 

Durch diese Datenlage untermauert, könnte demnach TNF-α, vorausgesetzt es 

liegt im Überstand der Zellkultur vor, einen additiven fördernden Effekt auf die 

Ausreifung der IFN-DCs haben. Daher wurde gezielt nach diesem Zytokin im 

Überstand der Zellkultur zu verschiedenen Zeitpunkten mit Hilfe des ELISAs 

gesucht. 

TNF-α konnte zu allen Zeitpunkten der Messung in unterschiedlicher 

Konzentration nachgewiesen werden. Auffällig war der deutliche 

Konzentrationsanstieg von TNF-α am 3. und 4. Tag der Inkubation, bevor sie am 

5. Tag wieder abnahm. Die gemessenen Konzentrationen von TNF-α sind an Tag 

3 und 4 als hoch einzuordnen. Michie zeigte in einer älteren Arbeit einen  

TNF-α-peak auf Applikation von E. coli-Endotoxin nach 90-180 Minuten von  

270 ± 70 pg/ml, während nach Verabreichung einer Kochsalzlösung lediglich  

35 ± 5 pg/ml TNF-α zu messen waren (Michie et al. 1988). Diese Konzentrationen, 

sowie die in dieser Arbeit gemessenen Werte für TNF-α, erreichen jedoch nicht 

die Konzentrationen die in verschiedenen Arbeiten zur Förderung der  

DC-Ausreifung verwendet wurden. Dort wurden Konzentrationen im Bereich von 

5 – 100 ng/ml TNF-α eingesetzt (Jonuleit et al. 1997; Luft et al. 1998; Brunner  

et al. 2000; Mohamadzadeh et al. 2001; Chomarat et al. 2003; Royer et al. 2006; 

Iwamoto et al. 2007). 

TNF-α ist ein Polypeptid, welches bei Infektionen, Entzündungen und 

Tumorerkrankungen vor allem von Monozyten und Makrophagen ausgeschüttet 

wird (Miller et al. 1993; Tracey und Cerami 1994). Namensgebend waren die von 

Carswell 1975 entdeckten, von TNF-α induzierten hämorrhagischen Nekrosen bei 

Versuchen im Tiermodell (Carswell et al. 1975). Es ist bekannt, dass TNF-α eines 
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der ersten freigesetzten Zytokine bei inflammatorischen Prozessen ist, welches 

u.a. die Ausschüttung weiterer Zytokine induziert (Kriegler et al. 1988; Andersson 

et al. 1992). Die Wirkungen von TNF-α sind über Bindung an zwei verschiedene 

Rezeptoren vermittelt, TNF-R1 und TNF-R2 (Vandenabeele et al. 1995). In neuen 

Untersuchungen im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass TNF-R1 der 

vermittelnde Rezeptor für die Reifung von DCs ist (Ding et al. 2011). 

Möglicherweise könnte also dieser Rezeptor, nachdem das im Überstand 

befindliche TNF-α angedockt hat, eine Signalkaskade induzieren, die die Reifung 

der DCs fördert. 

TNF-α hat auch regulatorische Funktionen auf Zellen des Immunsystems. 

Monozyten und Makrophagen werden chemotaktisch angelockt (Ming et al. 

1987) und die Expression von Adhäsionsmolekülen stimuliert (Roach et al. 2002). 

Die phagozytotische Aktivität von Granulozyten (Shalaby et al. 1985) und 

Makrophagen (Bekker et al. 2001) wird gesteigert und die Differenzierung und 

Aktivität von T-Lymphozyten (Scheurich et al. 1987) und B-Lymphozyten  

(Aversa et al. 1993) vermittelt. Zudem regt es laut Munker et al. die Produktion 

des Wachstumsfaktors GM-CSF an (Munker et al.). 

In verschiedenen Untersuchungen wurde gezeigt, dass Patienten mit 

Tumorerkrankungen (Balkwill et al. 1987) und verschiedenen Infektions-

krankheiten (Bekker et al. 2001; Lähdevirta et al. 1988; Blanchard et al. 1987; 

Waage et al. 1987; Scuderi et al. 1986) erhöhte TNF-α Spiegel aufwiesen. Ebenso 

konnten bei Tumorerkrankungen auch erhöhte TNF-α Konzentrationen in 

Makrophagen nachgewiesen werden (Aderka et al. 1985; Stovroff et al. 1989). 

Diese Ergebnisse untermauern eine potentielle Wichtigkeit dieses Zytokins bei der 

Bekämpfung von Tumorerkrankungen. 

Unklar ist, woher das im Überstand gemessene TNF-α stammt. Neben Monozyten 

und Makrophagen sind auch viele andere Zellen des Körpers in der Lage TNF-α 

auszuschütten. Dazu zählen z.B. Lymphozyten (Goldfeld et al. 1991), Granulozyten, 

Endothelzellen (Wilkinson und Edwards 1991), Synovialzellen (Brennan  
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et al. 1992), Mastzellen (Diaconu et al. 2007; Benoist und Mathis), Fibroblasten, 

Astrozyten (Chung und Benveniste 1990), Lipozyten und Herzmuskelzellen  

(Tracey und Cerami 1994). Da diese Zellen nicht in der Zellkultur vorliegen, 

scheiden sie als Quellen für TNF-α im Rahmen dieser Arbeit aus. Weiterhin ist 

gezeigt worden, dass DCs TNF-α ausschütten können (Stuart et al. 2002).  

Es ist also denkbar, dass die in der Zellkultur befindlichen DCs TNF-α produzieren 

und sich damit selber mit TNF-α als additiven Faktor in ihrer Ausreifung 

stimulieren. 

Bekannt ist, dass TNF-α ausgeschüttet wird, wenn LPS (oder die an Protein 

gebundene Form, LPB) an den Monozyten-Marker CD14 bindet. Der Zellkultur 

wurde allerdings kein LPS als potentieller Stimulus von exogen zugegeben.  

Wird CD14 blockiert kommt es laut Wright et al. zu keiner Ausschüttung von  

TNF-α (Wright et al. 1990). Die in der Zellkultur befindlichen DCs verlieren mit 

zunehmender Ausreifung das Oberflächenmolekül CD14 (Abb. 3.5). Sollte TNF-α 

durch die CD14-positiven Zellen produziert worden sein, würde man an den 

ersten Tagen der Inkubation, entsprechend der größeren Menge an  

CD14-positiven Zellen, höhere TNF-α Konzentrationen als an den späteren Tagen 

erwarten. Auf der anderen Seite würde im Falle einer bakteriellen Verunreinigung 

die Belastung der Kultur mit LPS über die Zeit der Inkubation zunehmen.  

Die einzelnen Arbeitsschritte von Zellgewinnung, über Zellkultur bis hin zur 

Messung wurden unter sterilen Bedingungen vorgenommen, sodass eine 

bakterielle Verunreinigung des Kulturansatzes, und eine damit einhergehende 

Stimulation der Zellen durch LPS, unwahrscheinlich erscheinen. 

TNF-α hat eine kurze Plasma-Halbwertszeit im Minutenbereich (Beutler  

et al. 1985). Die Überstände wurden beim Ernten der Zellen aliquotiert und 

unmittelbar eingefroren, sodass es zu keiner relevanten Veränderung der 

Konzentration gekommen sein sollte. Durch die kurze Halbwertszeit des TNF-α 

müsste der Zeitpunkt der Ausschüttung des Zytokins kurz vor der Ernte liegen.  

In der Literatur wurde ein signifikanter Anstieg von TNF-α 4 bis 8 Stunden nach 
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Kontakt mit LPS beschrieben (Focà et al. 1998). Auf Applikation von  

E. coli-Endotoxin beschreiben Michie et al. den Hauptpeak von TNF-α nach  

90 bis 180 Minuten. Da diese Mechanismen hier jedoch nicht anzunehmen sind, 

bleiben Ursache und Zeitpunkt der Ausschüttung des TNF-α unklar. 

Die oben beschriebene Fähigkeit von DCs, TNF-α zu produzieren, wurde von 

Stuart et al. beobachtet, wenn DCs apoptotische Zellen aufgenommen haben 

(Stuart et al. 2002). Die Konstellation, dass Zellen in der Zellkultur apoptotisch 

werden und von ebenfalls in der Zellkultur befindlichen IFN-DCs aufgenommen 

werden ist hier denkbar und könnte der Mechanismus zur Produktion von TNF-α 

im Rahmen der Messungen sein. 

Ein weiteres Zytokin, nach dem im Überstand der Ansätze gesucht wurde,  

ist IL-1β. IL-1β gehört zur IL-1 Genfamilie und wird bei inflammatorischen 

Prozessen ausgeschüttet (Nicklin et al. 2002). Ausgeschüttet wird IL-1β von 

verschiedenen Zellen, u.a. Monozyten und Makrophagen. De Groote et al. 

berichteten von der IL-1β-Produktion durch PBMCs (de Groote et al. 1992). 

Girolomoni et al. beschrieben, dass IL-1β bei Reifung von DCs freigesetzt werden 

kann und auch die Reifung der DCs fördert (Girolomoni und Ricciardi-Castagnoli 

1997). Auch Sallusto et al. berichteten von einer fördernden Wirkung von IL-1β 

auf die DC-Reifung (Sallusto et al. 1995). Es ist daher denkbar, dass IL-1β in der 

Zellkultur vorliegt und die Ausreifung der IFN-DCs fördert, ohne dass IL-1β 

exogen zugegeben wurde. 

Im Rahmen der Untersuchungen dieser Arbeit konnte IL-1β an den  

Tagen 1, 2 und 3 nach Inkubation der Zellen im Überstand durch einen ELISA 

nachgewiesen werden. Die Messungen an Tag 4 waren allesamt negativ für IL-1β. 

Die gemessenen Werte lagen zwischen 16,5 pg/ml und 36,7 pg/ml. Die höheren 

Werte wurden in den ersten beiden Tagen der Inkubation gemessen, während die 

Konzentration am dritten Tag abfiel, bis am vierten Tag kein IL-1β mehr messbar 

war. 
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Die Konzentration von IL-1β im Serum gesunder Menschen liegt laut Dinarello  

et al., abhängig von der Messmethode bei den meisten kommerziell beziehbaren 

ELISAs, unter 5 pg/ml, während sie, z.B. bei einer Sepsis, in den Nanogramm-

Bereich ansteigen kann (Dinarello 2005b). Die hier gemessenen Konzentrationen 

sind daher am ehesten als nur leicht erhöht einzuordnen, was bei gesunden 

Probanden als Blutspendern möglicherweise als Reaktion der Zellen auf die 

Manipulationen im Rahmen der Versuchsbedingungen gedeutet werden kann. 

Ebenso ist denkbar, dass durch Zelldefekte IL-1β freigesetzt wird. 

Der Zeitpunkt der gemessenen höheren Werte an Tag 1 und 2 deutet darauf hin, 

dass als Quelle für IL-1β am ehesten die als Ausgangszellen vorliegenden 

Monozyten verantwortlich sind. Zu Beginn der Kultivierung, als die höheren Werte 

für IL-1β gemessen wurden, befanden sich mehr Monozyten als DCs in der Kultur. 

Im Laufe der Kultivierung entstanden IFN-DCs, während an Tag 3 geringere Werte 

an IL-1β gemessen wurden und am 4. Tag kein IL-1β mehr nachgewiesen werden 

konnte. In diesem Zusammenhang wurde in mehreren Arbeiten gezeigt, dass für 

die Ausschüttung von IL-1β durch DCs eine starke Stimulation, z.B. mit hohen 

Dosen LPS, die hier nicht vorlag, notwendig war (Cumberbatch et al. 1998; 

Schreiber et al. 1992; Morelli et al. 2001). IL-1β liegt also in der Zellkultur als 

möglicher additiver Faktor vor und kann die Ausreifung der IFN-DCs fördern.  

Die eher nur leicht erhöhten Konzentrationen lassen eine entscheidende 

Verstärkung der Reifung der IFN-DCs unwahrscheinlich erscheinen. 

 

 

4.4. Fazit und Ausblick 

In der hier vorliegenden Dissertation konnte der für NK-Zellen und NKT-Zellen 

charakteristische Marker CD56 auf IFN-DCs nachgewiesen werden. Durch eine 

Nachinkubation der CD56-negativen Zellen, ohne Zugabe stimulierender 

Zytokine, konnte gezeigt werden, dass es sich bei den CD56-positiven und  

CD56-negativen Zellen am ehesten um eine Population in unterschiedlicher 
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Differenzierung handelt. Der Marker CD56 weist auf eine eigene zytolytische 

Potenz der IFN-DCs hin. Dies kann ein Baustein in der Erforschung effektiver DC-

basierter Immuntherapien von Tumorerkrankungen sein.  

In weiteren Untersuchungen dieser Arbeit konnte im Rahmen der Ausreifung von 

mit GM-CSF und IFN-α stimulierten Monozyten zu IFN-DCs gezeigt werden, dass 

mit TNF-α und IL-1β zwei Faktoren im Überstand des Kulturmediums vorliegen, 

die als additive Faktoren zu den zugegebenen Zytokinen die Ausreifung der 

Monozyten zu IFN-DCs fördern können. Bezogen auf die Konzentration der 

vorliegenden additiven Faktoren ist eine Förderung der Ausreifung der IFN-DCs 

durch TNF-α wahrscheinlicher, als durch IL-1β. 

Betrachtet man den zeitlichen Verlauf der gemessenen additiven Faktoren mit 

den höheren Werten von IL-1β an den Tagen 1 und 2, sowie den höheren Werten 

von TNF-α an den Tagen 3 und 4, könnte IL-1β möglicherweise durch Stimulation 

der Zellen die Steigerung der Ausschüttung von TNF-α ausgelöst haben.  

Die Aufeinanderfolge der Abläufe könnte dann folgendermaßen aussehen:  

Die inkubierten Monozyten setzen wegen Zellstress unter den 

Versuchsbedingungen oder durch Zelldefekte IL-1β in leicht erhöhter 

Konzentration frei, die ausreicht, um nachfolgend eine erhöhte Freisetzung von 

TNF-α zu stimulieren, welches wiederum die Ausreifung der IFN-DCs fördert.  

Es sind weitere Untersuchungen notwendig, um die hypothetischen Abläufe zu 

klären und damit das Wissen über die Generierung von IFN-DCs und ihre 

Interaktionen mit Zytokinen zu erweitern. 

Als mögliche weitere Untersuchungen könnten TNF-α und IL-1β einzeln oder 

zeitgleich in der Kultur von IFN-DCs durch spezifische Antikörper geblockt 

werden. Dies würde die Wirkung der additiven Faktoren unterbinden. Im nächsten 

Schritt kann untersucht werden, ob sich die IFN-DCs, auf die additive Faktoren 

nicht wirken konnten, von parallel angesetzten IFN-DCs, auf die additive Faktoren 

einzeln oder gemeinsam gewirkt haben, unterscheiden. Somit könnte die 

vermutete stimulierende Wirkung von TNF-α und IL-1β gestützt werden und die 
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bezüglich der Ausreifung günstigste Kombination gefunden werden. Zudem wird 

bei Blockade von IL-1β die mögliche Steigerung der Ausschüttung von TNF-α 

durch IL-1β untersucht. 

Weiterhin wäre die Untersuchung der Quelle der gefundenen Zytokine TNF-α und 

IL-1β interessant. Es wäre denkbar die Quelle durch eine intrazytoplasmatische 

Färbung der beiden Zytokine in den Zellen der Kultur nachzuweisen.  

Hierfür kommen in erster Linie die Monozyten als Ausgangszellen, sowie die 

generierten IFN-DCs infrage. Aber auch an den Wänden des Kulturgefäßes 

adhärente Zellen, sowie tote Zellen könnten eine Quelle sein. 

Untersucht werden könnten auch weitere additive Faktoren, für die eine 

Förderung der Ausreifung von DCs bekannt ist, wie beispielhaft IL-4 (Sallusto und 

Lanzavecchia 1994; Romani et al. 1994), IL-15 (Mohamadzadeh et al. 2001) und 

TLR (Krutzik et al. 2005). 

Die hier vorliegende Arbeit zeigt, dass endogene Zytokine im Kulturansatz 

potentiell die IFN-DCs beeinflussen und damit einen wichtigen Faktor bei  

ihrer Herstellung darstellen. Von Bedeutung ist dies im Rahmen von  

DC-Immuntherapien, für deren Entwicklung die Herstellung von DCs in 

ausreichender Menge und Qualität notwendig ist. Durch die weitere Erforschung 

dieser Interaktionen ist eine Optimierung der Herstellung von IFN-DCs zu 

erwarten, da der Einfluss der Zytokine besser berücksichtigt werden kann. 
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