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1. Einführung 

 

1.1. Dendritische Zellen und ihre Aufgabe im Abwehrsystem der Haut 
 
Höhere Organismen benötigen ein intaktes Immunsystem, um eindringende Mikroorganismen 

(Viren, Bakterien, Pilze) zu bekämpfen und um bösartig veränderte Zellen zu eliminieren. 

Anatomisch ist die Haut die erste Barriere gegen das Eindringen von Fremdorganismen, ein 

Organ, welchem früher eine eher passive Abwehrrolle zugesprochen wurde. In den letzten 

zwei Jahrzehnten hat sich herausgestellt, dass gewisse Zellen zum Schutz der Haut eine 

Immunantwort initiieren. Diese Zellen wurden aufgrund ihrer Morphologie dendritische 

Zellen (DC) genannt; die in der Epidermis befindlichen nach ihrem Entdecker Paul Langer-

hans (1868) „Langerhans Zellen“(LC) und die in der Dermis „dermale dendritische Zellen“ 

(DDC). LC sind eine migrationsfähige Zellpopulation mit einem relativ langsamen Zellzyklus 

(Krueger, 1982; Holt, 1994). Sie stammen von Vorläuferzellen aus dem Knochenmark ab und 

siedeln sich nach Zirkulation im Blut in der Haut an. Nach Erhalt entsprechender 

aktivierender Stimuli (z.B. Antigene) können sie die Haut verlassen und zu peripheren 

Lymphorganen wandern, wo sie eine T-Zellantwort initiieren können und anschließend ihren 

eigenen Zelltod veranlassen (Schuler, 1991; Schuler, 1997). In jedem Stadium ihrer 

Entwicklung wird der Phänotyp und die Funktion der LC von ihrer zellulären und 

molekularen Umgebung bestimmt. In der Haut sind die Keratinozyten die Hauptinter-

aktionspartner der LC. Keratinozyten sind in der Lage eine Reihe von Mediatoren einer Ent-

zündungs- und Abwehrreaktion zu produzieren und zu sezernieren, wie z. B. Eikosanoide und 

Zytokine. Zu diesen Zytokinen gehören IL-1, IL-6, IL-7, IL-8 und andere Chemokine wie IL-

10, IL-12, GM-CSF, Tumornekrosefaktor (TNF)-alpha(a) sowie einige Faktoren, die das 

Wachstum von epithelialen und/oder mesenchymalen Zellen regulieren, z.B. TGF-a und –

beta (ß), PDGF und bFGF (Luger, 1996). Außer IL-1, IL-7 und TGF-ß werden die meisten 

dieser Mediatoren nicht konstitutiv von Keratinozyten produziert, sondern nur nach Störung 

der epidermalen Homeostase, z.B. bei Hypoxie sowie bei chemischen (z.B. Allergene, 

Haptene) und physikalischen Reizungen (z.B. UV-Strahlung, Verletzung des Zellverbandes). 

Dies gilt auch für solche Zytokine (z.B. GM-CSF und TNF-a), welche zusammen mit IL-1-a 

phänotypische und funktionelle Veränderungen der LC-Population initiieren (Heufler, 1988). 

Ortsständige LC verfügen über eine unspezifische Esterase- und ATPase-Aktivität und sind 

die einzigen Zellen innerhalb der normalen Epidermis, die in der Lage sind, Fc-IgG Rezeptor 

Typ II, Fc-IgE Rezeptor Typ I, C3b Rezeptoren (CD11b, CD18) und MHC-II Antigene zu 

exprimieren. Nach Zytokinaktivierung verschwinden gewisse Merkmale langsam (z.B. Fc-
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IgG Rezeptor Typ II, Fc-IgE Rezeptor Typ I, ATPase-Aktivität und „Birbeck Granulas“), 

während die Expression von anderen Molekülen hochreguliert wird z.B. MHC Klasse I und 

II, CD24, CD25, CD40, CD54, CD58, CD80, CD83 und CD86. Zytokin- und 

antigenaktivierte LC treten als Induktoren sowohl der primären als auch der sekundären MHC 

Klasse I oder II T-Zellantwort auf (Schuler, 1985; Schreiber,1992; Kang, 1996). 

DDC sind bevorzugt in den perivaskulären Gebieten des oberflächlichen Gefäßplexus der 

Haut beheimatet. Phänotypische Merkmale der DDC sind ATPase und unspezifische 

Esterase-Aktivitäten sowie die Expression von CD45, CD11b, CD36, Fc-IgE Rezeptor Typ I, 

MHC II Antigen und der Untereinheit A des Proenzyms des Gerinnungsfaktors XIII (XIIIa). 

Sie exprimieren geringe Mengen von CD1a und sind CD14 und CD15 negativ (Lenz.,1993; 

Meunier, 1993). Ihre immunstimulatorische Kapazität ist ähnlich derjenigen von LC. Es wird 

angenommen, dass DDC Vorläufer-Zellen für LC darstellen. Von den Mechanismen, die zum 

gewebespezifischen „homing“ der Langerhans-Vorläufer-Zellen führen ist wenig bekannt, 

ebenso wenig wie das exakte Reifungsstadium, in welchem die LC in vivo in die Haut 

migrieren. Bisher ist nur bekannt, dass aus Monozyten gewonnene DC von RANTES, 

Makrophagen-inflammatorisches-Protein (MIP)-1, Monozyten-chemotaktisches-Protein 

(MCP)-1 und Makrophagen-Chemokine (MDC) chemotaktisch beeinflusst werden (Sozzani, 

1995; Godiska, 1997; Xu,1996). 

Eine Störung des kutanen Systems führt zu phänotypischen und funktionellen Veränderungen 

in der LC-Population. Zum Beispiel erscheinen die LC 24h nach Kontaktsensibilisierung 

größer als normal, lassen sich mit CD1a -Antikörpern anfärben und sind um das vielfache 

potenter in ihrer T-Zellaktivierung als unbehandelte LC (Aiba.1990; Aiba. 1991). Des 

weiteren war es möglich, antigen-tragende LC oder DC nach Kontaktsensibilisierung in den 

drainierenden Lymphknoten zu finden und es konnte dort eine antigenspezifische T-

Zellaktivierung durch diese Zellen nachgewiesen werden (Macatonia 1987; Silberberg-

Sinakin, 1976). 

Daher erscheint es wahrscheinlich, dass die Funktion der LC zwei Komponenten umfasst: 

Antigenaufnahme und Prozessieren von unreifen kutanen LC und, in den regionalen 

Lymphorganen, Antigenpräsentation von reifen LC aus der Haut. 

LC in ihrem unreifen Stadium zeigen elektronenmikroskopische MHC Klasse II Moleküle 

sowohl in ihren zytoplasmatischen Vesikeln als auch in geringerem Ausmaß an der Zellober-

fläche (Mommaas, 1995). Bestimmte parakrine und/oder autokrine Stimuli z.B. GM-CSF, 

TNF-a, IL-1ß und/oder die Bindung von CD40 induzieren eine vorübergehende Aufregulie-

rung der MHC Klasse II Genprodukte in den DC (Cella, 1997; Sallusto, 1995). Es scheint, als 
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ob diese neu synthetisierten freien Bindungsstellen mit Peptiden externer Antigene beladen 

werden. Das nachfolgende Ausschleusen von peptid-beladenen MHC Klasse II Molekülen als 

stabile Dimere und die Herunterregulierung der Neusynthese MHC Klasse II Molekülen sind 

teilweise verantwortlich für die Umwandlung der DC vom Prozessieren zum Präsentieren. 

Die Reifung der DC ist von einer Aufregulation kostimulatorischer Moleküle wie z.B. CD54, 

CD58, CD80 und CD86 begleitet, ebenso wie von einer gesteigerten Sekretion von Effektor-

T-Zell stimulierenden Zytokinen wie IL-12, während die Rezeptoren, die für die Antigen- / 

Allergen-Aufnahme zuständig sind (FceRI, Fc?RII), herunterreguliert werden (Steinmann, 

1991). 

Immunregulatorische Zytokine wie IL-10 (Enk, 1993; Enk, 1994; Ozawa, 1996; Steinbrink, 

1997) können unreife DC in antigenpräsentierende verwandeln, die in der Lage sind T-Zellen 

zu tolerieren und vielleicht sogar regulatorische Suppressor-T-Zellen zu induzieren (Groux, 

1997). Die Hypothese, dass solche Anpassungsmechanismen auch in vivo in der Haut vor-

kommen, scheint nicht abwegig, wenn man bedenkt, dass UV-exponierte Keratinozyten IL-10 

produzieren und dass wachsende Metastasen von Melanomzellen dies ebenfalls tun. In der Tat 

sind Faktoren, die von Melanomzellen abstammen, in der Lage, tumorinfiltrierende DC in 

Tolerogene umzuwandeln und die haptenspezifische Toleranz, die durch UVB-Bestrahlung 

induziert wird, geht von dem keratinozytenproduzierten IL-10 aus (Enk, 1997; Niizeki, 1997). 

Die Rolle der DC ist offensichtlich bestimmt von ihrer zellulären und molekularen Zusam-

mensetzung der Umgebung. Unter Bedingungen, die zur terminalen Reifung der DC oder LC 

führen, werden diese Zellen die Haut mit einem einzigartigen Immunüberwachungssystem, 

sowohl für exogene als auch für endogene Noxen, ausstatten. Andererseits führen reifungsin-

hibierende Stimuli dazu, dass die Haut vulnerabler gegen potentiell gefährliche Noxen ist, 

aber sie verhindern auch eine Überreaktion auf unschädliche Elemente wie z.B. Autoantigene 

oder bestimmte Haptene.  

Die Mechanismen, die zur Aufrechterhaltung der Balance zwischen sensibilisierungs- und 

toleranzinduzierenden Signalen führen, sind der Schlüssel zur Rolle des Immunsystems der 

Haut in der Aufrechterhaltung der kutanen Homeostase. 
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1.2. Pathomechanismus der allergischen Soforttypreaktion 
 
Die allergische Soforttypreaktion wird sowohl von der äußeren Umgebung als auch vom inne-

ren Milieu bestimmt, die in Kombination zu allergischem Asthma, zu ganzjähriger oder sai-

sonaler Rhinitis, zu allergischer Konjunktivitis und zur atopischen Dermatitis, im ungüns-

tigsten Fall auch bis zur Anaphylaxie führen kann. Trotz der unterschiedlichen Zielorgane 

liegt den Erkrankungen ein gemeinsamer Triggermechanismus zugrunde – das Immunglobu-

lin E (IgE). Obwohl das IgE auch im Serum gesunder Personen vorhanden ist, ist es bei den 

Personen erhöht, die allergische Erkrankungen aufweisen. Dieses IgE ist gegen spezifische, 

normalerweise harmlose Umweltantigene, gerichtet. Die genetisch determinierte Tendenz, 

allergen-spezifisches IgE zu entwickeln, nennt man Atopie. 

Eine Person, die gegen ein Allergen sensibilisiert wurde, besitzt allergen-spezifische IgE An-

tikörper, die an Hochaffinitäts-IgE-Rezeptoren (FceRI) an der Oberfläche von Mastzellen im 

Zielgewebe wie z.B. der Lunge oder Haut gebunden sind. Nach erneuter Exposition mit dem 

Allergen kommt es zum „bridging“ der rezeptorgebundenen IgE-Moleküle auf den sensibi-

lisierten Mastzellen, was zur Mastzelldegranulation und zur Freisetzung von Mediatoren wie 

Histamin, Tryptase, Prostaglandinen und Leukotrienen führt. Diese Mediatoren verursachen 

einen vermehrte Permeabilität der Gefäße, lokale Ödeme und Juckreiz. Diese akute innerhalb 

von 10-20 Minuten auftretende Reaktion wird häufig gefolgt von einer Spätphasereaktion, die 

nach 6-12 Stunden ihren Höhepunkt hat. Während der Spätphaseantwort zeigt das allerge-

nexponierte Gewebe eine Infiltration, vor allem mit Eosinophilen und CD4 Helfer-(TH)-Zel-

len (Azzawi, 1992). Diese Zellen stehen nicht nur in Verdacht zur Hypersensibilität beizutra-

gen, sondern auch zur Chronizität von Krankheiten per se (Zweiman, 1993). 

Die Erkenntnis, dass in den Zielorganen allergischer Erkrankungen eine zugrundeliegende 

persistierende chronische Entzündung besteht, kam erst in den letzten 10 Jahren auf. Diese 

chronische allergische Entzündung ist durch die selben Zelltypen charakterisiert wie die Spät-

phasereaktion, wie z.B. Eosinophile (Bruijnzeel-Komen, 1988; Djukanovic, 1990) und 

CD4+T-Zellen (Frew, 1992; Poston, 1992; Metz, 1996). Beide Zelltypen befinden sich im 

aktivierten Zustand (Azzawi, 1990; Bradley, 1991; Wilson, 1992; Robinson, 1993). Während 

die aktivierten Eosinophilen wahrscheinlich zur Chronizität der Erkrankung beitragen, indem 

sie das Epithel und die epidermalen Barrieren zerstören, dirigieren die T-Zellen die chroni-

sche allergische Immunantwort. Neben der Feststellung, dass es sich um aktivierte T-Zellen 

handelt, stellte sich heraus, dass es sich hierbei vor allem um TH2 Phänotyp Zellen handelte 

(Wierenga, 1990; van Reijsen, 1992). TH2–Zellen sind bei den Menschen durch die Produk-

tion von IL–3, -4, -5, -10 und -13 und niedrige, vernachlässigbare Dosen an Interferon-γ 
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charakterisiert. Dies sind auch die Zytokine, die an den Stellen der allergischen Erkrankungen 

exprimiert werden (Kapsenberg, 1991; Kay, 1991; Bentley, 1993).  

 

1.3. Prostanoid-Produktion von humanen, aus dem Blut gewonnenen DC 
 
Im Gegensatz zu der sehr gut analysierten Zytokinproduktion von DC, gibt es über Prosta-

noide, eine wichtige Klasse von biologischen Immunmodifizierern, eher wenig Informatio-

nen. Die Prostanoidproduktion und –funktion wurde von verschiedenen Typen von 

Makrophagen beschrieben und die vielseitige Rolle von Prostanoiden in immunologischen 

und inflammatorischen Antworten ist sehr gut bekannt. Auf Zufallsbeobachtungen beruhende 

Hinweise deuten auf die Fähigkeit der DC, Prostanoide zu synthetisieren hin: Immunhisto-

chemische Studien der menschlichen Haut konnten die Präsenz von Enzymen zeigen, die not-

wendig sind für die Herstellung von Prostaglandinen (PG) D2 und Thromboxanen in epider-

malen DC; aber diese Untersuchungen konnten die Produktion derselben nicht nachweisen. 

Die seit Jahren praktizierte Methode Cyclooxygenaseinhibitoren, wie Indometacin, DC- Zell-

kulturen hinzuzugeben, weist auf die Fähigkeit der DC zur Prostanoidproduktion hin. Es weist 

auch darauf hin, dass diese Mediatoren eine autokrine Funktion besitzen. Es ist auch bekannt, 

dass insbesondere PGE2 ein potenter Modulator für die Reifung der DC ist. Im Bezug auf 

diese Beobachtungen versucht diese Arbeit zu analysieren, ob DC in der Lage sind, Prosta-

noide zu produzieren und wie die Produktion reguliert sein könnte. Zu diesem Zweck wurden 

humane, aus dem Blut gewonnene DC benutzt, weil diese bereits als sehr gut definiertes 

Zellmodell zur Analyse von DC-produzierten löslichen Mediatoren dienen (Dieter, 1994) 
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1.3.1. Prostanoide 
 
Oxygenierte Derivate der mehrfach ungesättigten Fettsäure Arachidonsäure werden mit dem 

Sammelbegriff Eikosanoide bezeichnet. Diese biologisch hochaktiven Substanzen lassen sich 

in die zwei großen Untergruppen der Prostanoide und der Leukotriene aufteilen. Während die 

Leukotriene aus den durch die Lipoxygenasen gebildeten Hydroperoxyeikosatetraensäuren 

durch weitere enzymatisch kontrollierte Schritte gebildet werden, werden die Prostanoide 

repräsentiert durch die Prostaglandine und Thromboxane, durch den von Cyclooxygenasen 

(COX) eingeleiteten Stoffwechelweg biosynthetisiert. Die COX-1 wird konstitutiv in den 

meisten Geweben exprimiert, während die COX-2 eine induzierbare Form des Enzyms ist 

(Yokota, 1986; Hla,1992; Chepenik,1994; Crofford, 1994; Ristimäki, 1994).  

Epidermale LC von Meerschweinchen sind in der Lage, über die Verstoffwechselung von 

Arachidonsäure große Mengen an PGD2 zu produzieren und nur geringe Mengen an 12-

HETE und anderen Prostanoiden (Ruzicka, 1987). In Vergleichsuntersuchungen von gesun-

den Probanden versus Probanden mit atopischer Dermatitis (AD) zeigte sich, dass nach Sti-

mulation mit C5a und anti-IgE die Leukozyten der AD-Gruppe deutlich mehr Eicosanoide 

produzierten, was darauf hinweist, dass diese in der Pathogenese der AD möglicherweise eine 

Rolle spielen könnten. (Ruzicka, 1987). PGE2 inhibiert die Produktion von IL-12 in 

Makrophagen, die durch Lipopolysaccharide (LPS) aktiviert wurden. In Abwesenheit von 

LPS ist PGE2 jedoch dosisabhängig in der Lage, die Produktion von IL-12 in DC zu stimulie-

ren. Alleine vermag PGE2 nur gering IL-12 zu induzieren, in Kombination mit TNF jedoch 

zeigt sich ein synergistischer Effekt. TNF-a alleine hatte keinen Effekt auf die IL-12 

Produktion. In Anwesenheit von LPS inhibierte PGE2 die IL-12 Produktion in DC 

dosisabhängig. Die Kombination von PGE2 und TNF-a regulierte die über den Mannose-

Rezeptor laufende Endozytose der DC herunter und induzierte die Neuexpression von CD83 

Antigen herauf. Zusätzlich wurde die Expression von verschiedenen Oberflächenantigenen 

wie die MHC-Klasse I und II Moleküle sowie andere kostimulatorischen Moleküle 

heraufreguliert (Knolle, 1998). 

DC, die mit PGE2 und TNF-a behandelt wurden, waren hochpotente Stimulatoren der T-Zell 

Proliferation. Diese Daten zeigen, dass PGE2 zur Reifung von humanen DC beitragen kann 

und ein möglicher Regulator der IL-12 Produktion von humanen DC ist (Rieser, 1997). 

Erhöhte Gewebekonzentrationen von PGE2 scheinen eine Th2-Immunantwort zu induzieren, 

in dem sie bei DC die IL-12 Produktion unterdrücken und in T-Helferzellen die Produktion 

von IL-4 und IL-5 fördern (Kalinski, 1997).  
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Analysen von B-Zellen aus Mäusemilzen zeigten, dass diese Hochaffinitätsrezeptoren für 

PGE2 besitzen. Die Behandlung von normalen B-Zellen mit IL-4 erhöhte die Anzahl der 

PGE2-Rezeptoren um ein 4-faches während die Affinität des Rezeptors langsam abnahm. 

Diese Ergebnisse sind eine Hinweis dafür, dass B-Lymphozyten-aktivierende Moleküle wie 

LPS und IL-4 die Sensitivität für PGE2 erhöhen, indem sie die Anzahl der PGE2-Rezeptoren 

hoch regulieren (Brown, 1995) (Maurer, 1995). In Mäusen haben Betz et al. (Betz, 1991) ge-

zeigt, dass die IL-2 und IFN? Produktion selektiv durch PGE2 in T-Lymphozyten inhibiert 

werden kann, obwohl die IL-4 Produktion nicht betroffen ist und die IL-5 Produktion sogar 

dezent erhöht war. PGE2 wird von einer großen Anzahl von Zell-Typen in den meisten Ge-

weben produziert sowie von Monozyten im peripheren Blut. Zellaktivierung von Mitogenen, 

Endotoxinen, IFN oder Antigen-Antikörper-Komplexen erhöhen die PGE2 Produktion 

(Goodwin, 1983). PGE2 hat zahlreiche Funktionen im Immunsystem. Abgesehen von Inhibi-

tion von mitogen-stimulierten Mäusen und humanen T-Helferzell-Pproliferation (Goodwin, 

1983; Goodwin, 1977) und der Modulation der Zytokinproduktion in Maus-T-Zellen (Betz, 

1991) inhibiert es die Produktion von IL-2 und TNFa von Maus-Makrophagen (Kunkel, 

1986) und es supprimiert die humane Killerzell-Aktivität (Goto, 1983). Weiterhin gibt es sich 

häufende Hinweise, welche die Rolle des PGE2 im „switchen“ der Immunglobuline zeigt 

(Phipps, 1991) und es wurde gezeigt, dass PGE2 mit dem IL-4 synergiert, was die Induktion 

der IGE Produktion bei mitogen-stimulierten B-Lymphozyten betrifft (Roper, 1990). 
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1.3.2. Prostanoide: Wirkung und Herkunft 
 

Prostanoide Wirkung Herkunft 

PGE2 Vasodilatation  Immunkompetente Zellen 

 Bronchodilatiation Magen-und Darmmukosa 

 Uteruskontraktion Mesangialzellen der Niere 

 Immunmodulation Keratinozyten 

 Entzündung  

 Hemmung der Säuresekretion 
(Magen) 

 

   

PGD2 T-Zellaktivierung Makrophagen 

 Schlaf-/Wachzyklus Hypothalamus 

   

PGF2α Vasokonstriktion Uterus 

 Bronchokonstriktion Granulozyten 

 Uteruskontraktion  

 Diarrhoe  

 Entzündung  

   

PGI2 Vasodilatation  Gefäßendothelzellen 

 Hemmung der Thrombo- 
zytenaggregation 

 

 Hemmung Säuresekretion 
(Magen) 

 

   

Thromboxan Vasokonstriktion Thrombozyten 

 Bronchokonstriktion Makrophagen 

 Thrombozytenaggregation Granulozyten 
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2. Fragestellung 

 
Das atopische Ekzem beruht unter anderem auf einer angeborenen Fehlregulation des 

Immunsystems gegenüber Inhalations- und Nahrungsmittelallergenen, die zur Auslösung einer 

T-Zell-vermittelten Entzündungsreaktion in der Haut führt. In der vorliegenden Arbeit soll die 

Mediatorsynthese von antigenpräsentierenden dendritischen Zellen (DC) und ihre mögliche 

Bedeutung für die T-Zell-Aktivierung untersucht werden. Diese Untersuchungen wurden an aus 

peripherem Blut differenzierten DC durchgeführt. Im Zentrum des Interesses stehen drei 

wichtige lösliche Mediatoren, die zum Einen für die Ausprägung eines Th1-Zytokinprofils 

verantwortlich sind (IL-12), zum Anderen wesentlich die Ausprägung eines Th2-Zytokinprofils 

mitbeeinflussen (IL-10, PGE2). Es soll daher zunächst untersucht werden, inwieweit diese drei 

Mediatoren von dendritischen Zellen synthetisiert werden, wenn sie mit Inhalationsallergenen 

stimuliert werden. Hierbei sollen die Expression der Zytokine IL-10 und IL-12 auf mRNS Ebene 

mittels semiquantitativer RT-PCR und auf Proteinebene mittels ELISA-Messung aus dem 

Überstand von dendritischen Zellen untersucht werden. Die PGE2-Freisetzung wird mittels 

ELISA untersucht. Es soll gezeigt werden, ob DC in der Lage sind, auf verschiedene Stimuli 

Prostanoide selbstständig zu bilden. oder ob sie lediglich Zielzellen für Prostanoide sind. 

Desweiteren soll geklärt werden, welche Cyclooxygenasen bei dieser Prostanoidproduktion eine 

Rolle spielen. Es soll mit Hilfe der semiquantitativen RT-PCR und der Westernblotanalyse 

untersucht werden, ob eine Inhalationsallergenstimulation von dendritischen Zellen auch zur 

verstärkten Expression der Cox- 2 führt. 

Die Stimulation der dendritischen Zellen mit Inhalationsallergen erfolgt mit gereinigten 

Präparationen von Dermatophagoides pter. und Lieschgraspollen. Diese Präparationen werden 

von der Firma ALK-Scherax zur Verfügung gestellt. Für die genannten Untersuchungen ist es 

wichtig, daß die Stimulationen in Kulturmedien durchgeführt werden, die frei sind von gegen die 

eingesetzten Inhalationsallergene gerichteten spezifischen IgE und IgG-Antikörpern. Nur unter 

diesen Bedingungen kann davon ausgegangen werden, daß die beobachtete Mediatorfreisetzung 

der in einem nichtsensibilisierten Organismus entspricht. Diese Ausgangssituation ist insofern 

wichtig, als daß nur damit gewährleistet ist, daß man von Seiten der Antigenpräsentation eine 

Situation vorliegen hat, die der einer Primärantwort gleicht. 

Die bisher eingesetzten Therapiemaßnahmen bei der atopischen Dermatitis sind im Wesentlichen 

symptomatische Behandlungen, die darauf abzielen, die T-Zellaktivierung in den befallenen 

Hautarealen zu inhibieren. Für einige dieser Therapien konnte der Wirkmechanismus aufgeklärt 

werden. So sind Immunmodolatoren wie Cyclosporin A oder FK 506 in der Lage, durch 

Blockade der IL-2 - Produktion von T-Zellen deren Vermehrung und Aktivität zu blockieren. 
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Andere therapeutische Maßnahmen, wie die hochdosierte UVA-1 - Therapie, wirken über 

Apoptoseinduktion in aktivierten T-Zellen. Eigene Untersuchungen haben gezeigt, daß all diese 

therapeutischen Maßnahmen letztendlich dazu führen, daß die IFN?-Expression im atopischem 

Ekzem herunterreguliert wird und damit die Voraussetzung für die klinische Besserung 

geschaffen wird. Diese therapeutischen Maßnahmen sind bisher immer aus dem Blickwinkel der 

Inhibition der T-Zell-Aktivierung betrachtet worden. Wenn man jedoch einmal davon ausgeht, 

daß diese T-Zell-Aktivierung von Antigen- oder Allergen-stimulierten dendritischen Zellen 

abhängig ist, so wäre es interessant zu untersuchen, inwieweit bereits bekannte therapeutische 

Maßnahmen auch in der Lage sind, die Aktivität von dendritischen Zellen zu hemmen. So gibt es 

bereits für die immunsuppressive Wirkung von UV-Strahlen Evidenz, daß ihre Effektivität unter 

anderem über die Modulation der Funktion von dendritischen Zellen in der bestrahlten Haut 

erreicht wird. Mit der vorliegenden Arbeit soll deshalb auch untersucht werden, ob UVB und 

UVA-1 - Bestrahlung in der Lage sind, die Mediatorfreisetzung von dendritischen Zellen zu 

modulieren. Hierzu werden unbehandelte und mit Endotoxin stimulierte dendritische Zellen mit 

UV-B und mit UVA-1 - Licht bestrahlt. 

Nach der Charakterisierung der Prostanoidproduktion werden vergleichende Untersuchungen zur 

Mediatorsynthese von DC von Atopikern versus Nicht-Atopikern durchgeführt werden. Kann 

die Mediatorfreisetzung von Th1- und Th2-typischer und anderer Zytokine dieser beiden 

verschiedenen DC-Populationen durch eine Vorinkubation mit Inhalationsallergenen moduliert 

werden? Und gibt es Möglichkeiten diese Unterschiede einander wieder anzugleichen, bzw. 

atopische DC in Richtung nicht-atopische zu „normalisieren“? 
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3. Material und Methoden 

 

3.1. Material 
 
3.1.1. Zubehör 
 
Zubehör Hersteller, Firma 

DC aus 50 ml Buffy-Coat (entspricht 500ml Vollblut) Blutbank, Universitätsklinikum 
Düsseldorf 

DC aus 100 ml Vollblut Atopiker / Kontrolle 

Kulturschalen Nunc 

50 ml Polypropylene Konische Röhrchen Falcon 

15 ml Polypropylene Röhrchen Greiner 

50 ml Polycarbonat Zentrifungenröhrchen Nalgene 

1,5 ml Eppendorfcups Eppendorf 

2,0 ml Eppendorfcups Eppendorf 

0,5 ml GeneAmp Reaktionsröhrchen Perkin Elmer 

Magnetic Particle Concentrator MPC-6 Dynal 

Omnican Insulinspritzen Braun 

Glasplatten, Spacer, Klammern, Kamm für Western Blot Sigma 

Whatman Papier Whatman 

Nitrocellulose Membran Biorad 

Photo Gene Developement Folders BRL Life Technologiesv 

Hyperfilm ECL Amersham Life Science 

Neubauer Zählkammer Brand 

Gelträger, Kämme für DNA-Gel Sigma 

 

3.1.2. Geräte 
 
Geräte Hersteller, Firma 

Heraeus Megafuge 1.0 R Swingout Heraeus 

Sorvall 5 RB Rotor SA 600  34° Winkel Sorvall 

Hera Cell Brutschrank (37°C, 5% CO2 )  Heraeus 

FACS-SCAN v Becton-Dickinson 

DNA Thermal Cycler 480 Perkin Elmer 

Electrophoresis Power Supply EPS 301 Amersham Pharmacia 
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Elektophoresekammer GNA 200 Pharmacia Biotech 

Ika-Vibrax-VXR  Schüttelapparat Pharmacia  

Thermoblock Liebisch 

Elisareader Dynex MRX 

Western-Blot Elektophorese Kammer Sigma 

Biofuge 13R Heraeus 

Photometer Pharmacia 

Ultraschall (Sonorex) Bendelin 

312 nm UV-Licht Lamag 

Fotoapparat Polaroid 

Umkehrmikroskop Zeiss 

UVB 4 FS 20 Leuchtröhren Westinghouse Electric Corp., 
Pittsburgh, PA 

IL-1700 Research Radio International Light, Newburyport 
MA 

SEE 240 UVB Photodetektor International Light, Newburyport 

Facs Reader Becton Dickinson 

Blotting Kammer Fast Blot Biometra 

Netzgerät Biometra P22 Biometra, MA 

UVASUN 5000 Biomed Mutzhas, München 

UVACRYL Mutzhas, München 

UG1 Schott Glaswerke, München 

UVAMETER Mutzhas, München 

 
 

3.1.3. Chemikalien 

Zellpräperation 
 
Chemikalien Hersteller, Firma 

RPMI 1640 Medium w/o Phenol Red Biochrom KG 

Glutamin Gibco BRL 

FCS Greiner 

Antibiotikum/Antimykotikum Gibco BRL 

EBSS Gibco BRL 

McCoys 5A Sigma 

Liquemin N 25000 Roche 
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PBS (10X) w/o Calcium and Magnesium Gibco BRL 

Percoll Pharmacia 

Ficoll Paque Research grade Pharmacia 

Dynabeats M-450 Pan T (CD 2) Dynal 

Dynabeats M-450 Pan B (CD 19) Dynal 

Monocyte negative isolation Kit Dynal 

GM-CSF Genzyme 

IL-4 Genzyme 

PBS (1X) SERAG Wiessner 

Eisbad  

Flüssiger Stickstoff  

  

Zytokine und Antikörper 
 
Chemikalien Hersteller, Firma 

NS-398 Cayman Chemicals 

Valeryl Salicylate Cayman Chemicals 

LPS (Salmonella minnesota Re 595) Sigma 

PGE2 Sigma 

TxB2 Sigma 

IFN? Genzyme 

IL-10 (rekombinant human) Genzyme 

IL-10 Antikörper Biosource 

IL-1-Rezeptor Typ 1 Antikörper R&D Systems 

TNF-a neutralisierender Antikörper R&D Systems 

Hausstaubmilbe 503 ALK-Scherax 

Wiesenlieschgras 225 ALK-Scherax 

 

FACS-Analyse 
 
Chemikalien Hersteller, Firma 

PBS SERAG Wiessner 

BSA Sigma 

NaN3 Merck 

Paraformaldehyd Sigma 
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CD1A PE gekoppelt Typ IgG1 Immunotech 

CD3 FITC gekoppelt Typ IgG1 Immunotech 

CD14 FITC gekoppelt Typ IgG2a Immunotech 

IgG1 PE gekoppelt Immunotech 

IgG2a FITC/PE gekoppelt Immunotech 

IgG2b PE gekoppelt Pharmingen 

 
 
RNA-Extraktion und RT-PCR 
 
Chemikalien Hersteller, Firma 

RNeasy Mini Kit Qiagen 

100% Ethanol Merck 

70% Ethanol Merck 

ß-Mercaptoethanol Sigma 

First strand c-DNA Synthese Kit Pharmacia 

Taq DNA Polymerase Pharmacia 

Taq DNA Polymerase Puffer Pharmacia 

Mineralöl Fluka 

DNA Typing Grade Agarose Gibco BRL 

Trizma Base Gibco BRL 

Borsäure Riedel de Haen 

EDTA  Sigma 

Ethidiumbromid Fluka 

Bromphenolbla Bio-RAD 

Xylen Cyanol FF Bio-RAD 

Ficoll Typ 400 Parmacia 

Ultrapure dNTP Set Pharmacia 

100 bp DNA Leiter Gibco 

ß-Actin Primer Gibco 

IL-12 p35 Primer Stratagene 

IL-12 p40 Primer Stratagene 

COX-1-Primer Gibco 

COX-2-Primer Gibco 
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ELISA 
 
Chemikalien Hersteller, Firma 

PGE2 Elisa R+D Systems 

TXB2 Elisa R+D Systems 

PGD2 Elisa Cayman 

Quantikine HS Human IL-12 Elisa R+D Systems 

Human IL-10 Elisa UltraSensitiv Laboserv 

 

Western-Blot 
 
Chemikalien Hersteller, Firma 

EGTA Sigma 

EDTA Sigma 

Benzamidine Sigma 

PMSF Sigma 

Digitonin Sigma 

Bradford Lösung Bio-Rad 

ß-Mercaptoethanol Sigma 

Trizma Base Sigma 

Natriumlaurylsulfat (SDS) Roth 

Glycerin Sigma 

Bromphenolblau Bio-RAD 

Glycin Sigma 

Methanol Riedel de Haen 

Trockenmilchpulver Bio-Rad 

Natriumazid Merck 

Antifoam A Sigma 

PBS SERAG Wiessner 

Tween 20 Bio-Rad 

Na Cl Merck 

Acryl/Bis 37,5 : 1 Lösung Amresco 

APS Gibco 

TEMED Bio-Rad 

Prestained SDS-Page Standards Bio-Rad 
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COX-1 monoclonal Antibody Cayman 

COX-2 monoclonal Antibody  Transduction Laboratories 

Anti-mouse Ig, horseradish peroxidase linked Amersham 

ECL-Lösungen Amersham 
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3.2. Methoden 

 

3.2.1. Präparation der DC 
 
DC werden entweder aus den Monozyten des Vollblutes oder aus Buffy-Coats gewonnen. Die 

folgende Methode kann für beide Möglichkeiten gleich angewandt werden: Das Vollblut/der 

Buffy-Coat wird mit EBSS/Heparin 1:1 vermischt, um eine Verdünnung zu erreichen und 

eine Aggregation zu verhindern. Das antikoagulierte Blut wird auf eine Ficoll-Paque Lösung 

vorsichtig aufgetragen, so dass zwei Schichten entstehen. Die niedrige Viskosität von Ficoll 

macht eine Lymphozytenisolierung unter kurzer und langsamer Zentrifugation möglich. Ficoll 

Paque besteht aus einer Mischung aus Ficoll und Natrium Metrizoat. Nach einer Zentrifuga-

tion bei 900g für 20min unter Raumtemperatur ohne Bremse sedimentieren die Erythrozyten 

und die Granulozyten auf dem Boden. Wegen ihrer geringeren Dichte befinden sich die Mo-

nozyten zusammen mit den Lymphozyten und den Thrombozyten in der Schicht zwischen 

dem Ficoll Paque und dem Plasma. Diese Bande wird isoliert und mehrfach mit EBSS gewa-

schen, wobei durch pro Waschschritt abnehmende Zentrifugationsgeschwindigkeiten die 

Thrombozyten sukzessive im Überstand verbleiben und somit ausgewaschen werden. Die 

Lymphozyten und Monozyten sammeln sich bei der Zentrifugation als Pellet am Boden. Zur 

weiteren Aufreinigung wird ein Percollgradient gefahren. Der Percollgradient, der aus Percoll, 

Mc Coy 5A und 10x PBS besteht, wird bei 12500g für 20min bei Raumtemperatur vorzentri-

fugiert und anschließend werden die Zellen, die in Mc Coy 5A Medium aufgenommen wer-

den, aufgetragen. Während der Zentrifugation im Swingout-Rotor bei 400g für 45 min ohne 

Bremse werden die Zellen erneut nach dem Gewicht aufgetrennt und anschließend mehrmals 

mit abnehmenden Zentrifugationsgeschwindigkeiten mit EBSS + 1%FCS gewaschen. Da die 

Lymphozyten schlecht von den Monozyten getrennt werden können, muss anschließend eine 

negative Selektion erfolgen, das heißt, die Lymphozyten werden mittels immunomagnetischer 

Isolierung aussortiert. Zur immunomagnetischen Isolierung werden magnetische Polystyren-

kügelchen verwendet, die im Falle der negativen T-Zell-Isolierung mit monoklonalen Anti-

körpern spezifisch für CD2, CD7, CD16 und CD56 und im Falle der negativen B-Zell-Isolie-

rung mit CD19 beladen sind. Mit Hilfe der Antikörper werden die B- und T-Zellen an die 

magnetischen Kügelchen gebunden und an den Magnetic Particle Concentrator gebunden. Die 

Monozyten verbleiben im Überstand und können nach einigen Waschschritten in die Zellkul-

tur übergehen.  

Die Zellen werden in einer Konzentration von 1 Mio Zellen/well auf 12-well-Platten in 2ml 

RPMI-Medium mit 10% FCS, 1% Antibiotikum,1% Glutamin, 100U/ml GM-CSF und 
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50U/ml IL-4 ausplattiert. Sie werden 5-9 Tage im Brutschrank bei 37°C und 5%CO2 in Kultur 

gehalten. Alle 2 Tage erfolgt ein Mediumwechsel, indem vorsichtig die Hälfte des Mediums 

abpipettiert wird und neues Medium mit den Wachstumsfaktoren dazugegeben wird. Bereits 

nach 2 Tagen kann man eine Dendritenbildung unter dem Mikroskop beobachten. Frühestens 

ab dem 4. Tag in Kultur wurde stimuliert. 

 

3.2.2. FACS-Analyse 
 
Ein Teil der DC werden am 1. Tag der Kultur und am letzten Tag der Kultur zur Bestimmung 

der Reinheit und der spezifischen Oberflächenmarker mittels FACS-Scan analysiert. Die DC 

werden mit FACS-Puffer mehrmals gewaschen und bei 500g 8min lang abzentrifugiert. 

 

FACS-Puffer: 

 

0,1% BSA  

0,01% NaN3 

ad 500ml PBS 

 

Die Isotypkontrollen und CD-Oberflächenmarker werden zu jeweils 500.000 Zellen dazuge-

geben und für 30 min bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Danach werden die Zellen erneut mit 

dem FACS-Puffer gewaschen, abzentrifugiert und mit Paraformaldehyd in einer Endkonzent-

ration von 1% fixiert. Die Analyse der Oberflächenmarker wird mittels des FACS-Durchfluß-

zytometers bestimmt, der pro Analyse ca.10.000 Zellen bestimmt. 

 

3.2.3. Detektion von mRNA-Expression: RT-PCR 
 
Die RNA wird mit Hilfe des RNeasy Mini Kit extrahiert. Diese Technologie verbindet die 

selektive Bindungskapazität von Silikamembranen mit der Mikrozentrifugationstechnik. Ein 

spezialisiertes Hochsalzpuffersystem erlaubt RNA bis zu 200bp Länge und einem Gewicht 

von 100µg an die Silikamembran einer Säule zu binden. Die Zellpellets werden mit dem Ly-

sepuffer, der mit ß-Mercaptoethanol versetzt wird, und mit Hilfe von Insulinspritzen lysiert 

und homogenisiert. Die Lysebedingungen sind denaturierend, schaffen eine RNAse-freie 

Umgebung und sichern somit die Isolation einer intakten RNA. Die Proben werden mit Hilfe 

des Lysepuffers und 70% Ethanol geeigneten Bindungsbedingungen angeglichen und auf 

RNeasy Zentrifugensäulen aufgetragen. Die komplette RNA bindet an die Säule, während die 

Verunreinigungen vollständig ausgewaschen werden. Die reine RNA wird mit 70 µl DEPC 

Wasser eluiert. 20µl der RNA werden in die reverse Transkription eingesetzt und nach Vor-

schrift des first strand c-DNA Synthese Kits bearbeitet. Die cDNA Synthese wird von der 
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Moloney Mäuse Leukämie Virus (M-MuLV) reversen Transkriptase katalysiert. Dem vorge-

fertigten Bulk First-Strand cDNA Reaktions-Mix werden die RNA, DTT und der pd(N)6 Pri-

mer hinzugefügt. Die Reaktion wird für eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Die fertige cDNA 

wird hitzedenaturiert, damit der cDNA-Strang der Polymerisationsreaktion zugänglich wird. 

Die Spezifität des PCR- Prozesses basiert auf zwei Amplifikationsprimern, die sich an den 

komplementären Strang lagern und das hoch zu amplifizierende DNA-Fragment flankieren. 

Wiederholte Zyklen der Denaturation, der Primeranlagerung („annealing“) und der Primer-

extension durch die DNA Polymerase resultiert in einem exponentiellen Wachstum der Ziel-

cDNA. 

 

Pipettierschema der PCR-Reaktion 

ß-Actin PCR: 3µl c-DNA  

9µl Taq-Polymerase-Puffer 

0,5µl Taq-Polymerase 

1µl ß-Actin-Primer 3‘ 

1µl ß-Actin-Primer 5‘ 

1µl Nucleotid-Mix 

85µl DEPC H2O   

50µl Mineralöl 

IL-10/IL-12/COX-2 PCR: 10µl c-DNA  

0,5µl Taq-Polymerase 

1µl Primer 3‘ 

1µl Primer 5‘ 

88µl DEPC H2O  

50µl Mineralöl 
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PCR-Einstellungen 

Denaturierung  5min 94°, anschließend auf Eis stellen 

Starttemperatur 7min 25°C 

Zyklusbeginn (Zyklenanzahl siehe unten)  

Denaturierung  1min 94°C 

Annealing Temp 1min siehe unten 

Extensionszeit 2min 72°C 

Schlußzyklus 10min 72°C 

 

Primerdaten 

Primer Annealing Temp Zykluszahl Basenpaare 

ß-Actin 60°C 26 550 

IL-10 60°C 2x35 204 

IL-12 p35 60°C 2x35 414 

IL-12 p40 60°C 2x35 373 

COX-1 60°C 2x35 444 

COX-2  60°C 2x35 305 

 

ß-Actin, IL-10, IL-12 p35, IL-12 p40 sind kommerziell erhältliche, vorgefertigte Primer, wäh-

rend die COX-1- und COX-2-Sequenzen aus dem Gen selbst ausgesucht und von der Firma 

Gibco hergestellt wurden. 

 

COX-1: 

Sense-Primer-Sequenz 5‘-3‘: CCC CCG AGG CAT CCC GCC CCA G 

Antisense-Primer-Sequenz 5‘-3‘: GCC CCC ACC GAT CCG GCC AGC 

 

COX-2: 

Sense-Primer-Sequenz 5‘-3‘: TTC AAA TGA GAT TGT GGG AAA ATT GCT 

Antisense-Primer-Sequenz 5‘-3‘: AGA TCA TCT CTG CCT GAG TAT CTT 

 

Bei einer Dauer von 70 Zyklen werden nach 35 Zyklen nochmals 0,5µl Taq-Polymerase, 1µl 

Nuc-Mix und 4µl Taq-Polymerase-Puffer hinzugegeben. Nach Beendigung der PCR-Reaktion 

wird 20µl der hoch amplifizierten DNA mit einem Laufpuffer (BXF) versetzt und auf ein 1% 

Agarosegel in 1%TBE-Puffer mit Ethidiumbromid als DNA-interkalierende Substanz aufge-
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tragen und anschließend auf einem UV-Detektor sichtbar gemacht und fotografiert. Als Grö-

ßenmarker wird eine 100 bp DNA Leiter mit auf das Gel aufgetragen.  

Gel-Einstellung: 100 V, 300mA, 1h 20min, TBE-Elektrophorese-Puffer 

 

BXF-Puffer: 0,25% Bromphenol Blau 

0,25% Xylen Cyanol FF 

15% Ficoll Typ 400 

ad 100ml H2O 

TBE-Puffer 5x: 54g Tris 

27,5g Borsäure 

3,7g EDTA 

ad 1l H2O pH 8,3 

 

 
3.2.4. Detektion von Protein-Expression: Westernblot 
 
Bei einem Westernblot werden elektrophoretisch getrennte Proteine auf eine solide Unterlage 

transferiert („Blotten“), an die spezifische Antikörper binden können, welche wiederum se-

lektiv Aminosäuresequenzen der Proteine erkennen. Das Zellpellet aus den DC wird in Ex-

traktionspuffer und Digitoninlösung aufgenommen und mit einer Insulinspritze auf Eis homo-

genisiert. 

 

Extraktionspuffer: 10mM EGTA 

5mM EDTA 

0,5mM Benzamidine 

ad 100ml PBS, pH 8,0, sterilfiltrieren, 4°C 

0,25mM PMSF kurz vor Gebrauch zugeben (30min haltbar) 

Digitoninlösung: 50mg Digitonin ad 10 ml H2O 

steril filtrieren, 4°C 

 

Nach Abzentrifugation bei 10000g über 5min wird dieser Schritt zwei mal wiederholt. An-

schließend wird eine Proteinbestimmung bei λ595 mit 1-3µl Probe ad 1ml Bradford-Lösung 

vorgenommen. Nach Zugabe von 5% Triton X-100 wird die Probe für 5 min ins Ultraschall-

bad gehalten. 10µg Protein der Probe wird mit dem gleichen Volumen Ladepuffer gemischt 

und auf ein SDS-Gel aufgetragen. SDS führt dazu, dass das Protein vollständig negativ gela-
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den wird und anschließend entsprechend der Anzahl der negativen Ladungen auf dem Gel der 

Länge nach aufgetrennt wird. Als Größenreferenz wird ein vorgefärbter Marker von Biorad 

eingesetzt. 

Elektophoreseeinstellung: 170V, 4°C, 4h, Elektrophoreselaufpuffer 1x 

 

Ladepuffer: 125mM Tris, pH 6,8 

2% SDS 

25% Glycerin 

0,014%Bromphenolblau 

1% ß-Mercaptoethanol 

ad 20ml H2O dest.  

SDS-Trenngel: 37,5% AA/Bis   9ml 

10% SDS   300µl 

1,5M Tris, pH 8,8  7,5ml 

5M Harnstoff   2,5ml 

H2O    10,5ml 

10%APS (frisch)  150µl 

TEMED   15µl 

SDS-Sammelgel: 37,5% AA/Bis   1,12ml 

10%SDS   100µl 

0,5M Tris, pH 6,8  2,5ml 

H2O    6,22ml 

10%APS   50µl 

TEMED   10µl 

Elektrophoreselaufpuffer 10x: 2M Glycin 

0,25M Tris 

0,5% SDS 

ad 2l H2O dest. 

 

Das fertige Gel wird auf einen Nitrocellulosefilter gelegt und zwischen Whatmanpapiere, die 

in Transferpuffer getränkt wurden, eingebettet. Das Ganze wird auf die Graphitplattenelektro-

den des Biometra Fast Blots mit der Nitrocelluloseseite zur Anode hin gelegt. Der Blot erfogt 

bei 300mA für 1h gekühlt und mit Gewichten beschwert. 
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Transferpuffer: 10mM Tris pH 7 

1mM EDTA pH 8 

150mM NaCl 

0,01% Tween 20 

ad 2 ml H2O dest.  

 

Die geblottete Nitrocellulose wird zuerst mit Transferpuffer gewaschen und anschließend 2h 

bei RT in Blocking Lösung geschüttelt. 

 

Blocking Lösung: 5% Trockenmilchpulver 

0,01% Natriumazid 

0,01% Antifoaming 

0,02% Tween 20 

ad 50ml PBS 

 

Nach dem Blocken erfolgt der Antikörpernachweis. Den Blot in dem jeweiligen 1. Antikörper 

bei 4°C über Nacht schütteln und danach mit TPBS waschen. 

 

1. Antikörper: 10µl Cox-1 Antikörper ad 10ml Blocking Lösung 

1. Antikörper: 40µl Cox-2 Antikörper ad 10ml Blocking Lösung 

 

TPBS: 0,01%Tween 20  

ad 2 l PBS 

 

Den Blot in dem 2. Antikörper bei RT 1h schütteln und danach erst mit TPBS, dann mit PBS 

waschen. 

 

2. Antikörper: 10µl Anti Mouse IG (HRPE) ad 10ml Bocking Lösung 

 

Der Blot wird mit ECL-Lösungen, deren Chemilumineszenz durch eine Peroxidasereaktion 

des 2. Antikörpers ausgelöst wird, detektiert und zwischen 1-10 min einem Blaulicht sensiti-

ven Röntgenfilm (Hyperfilm ECL) exponiert, welcher dann entwickelt wird. 
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3.2.5. Detektion von Protein-Expression: ELISA 
 
PGE2-ELISA: 

Dieser Assay basiert darauf, dass PGE2 in der Probe mit einer definierten Menge PGE2, wel-

ches mit alkalischer Phosphatase gekoppelt ist, um die Bindungsstelle an einem monoklona-

len Antikörper der Maus kompetitiert. Während der Inkubation bindet der Maus-Antikörper 

an einen Ziege-anti-Maus-Antikörper mit dem die Mikrotiterplatte beschichtet ist. Nach dem 

Auswaschen von überschüssigen konjugierten Antikörpern und ungebundener Probe, wird 

eine Substrat-Lösung hinzugegeben, welche die Enzymaktivität der gebundenen Antikörper 

bestimmt. Die Farbentwicklung wird gestoppt und bei einer Absorption von λ 405nm mit ei-

nem ELISA-Reader gemessen. Die Intensität der Farbe ist umgekehrt proportional zur Kon-

zentration des PGE2 in der Probe. 

 

TXB2-ELISA: 

Dieser Assay basiert darauf, dass TXB2 in der Probe mit einer definierten Menge TXB2, wel-

ches mit alkalischer Phosphatase gekoppelt ist, um die Bindungsstelle an einem polyklonalen 

Antikörper des Kaninchens kompetitiert. Während der Inkubation bindet der Kaninchenanti-

körper an einen Ziege-anti-Kaninchen-Antikörper mit dem die Mikrotiterplatte beschichtet ist. 

Nach dem Auswaschen von überschüssigen konjugierten Antikörpern und ungebundener 

Probe, wird eine Substrat-Lösung hinzugegeben, die die Enzymaktivität der gebundenen An-

tikörper bestimmt. Die Farbentwicklung wird gestoppt und bei einer Absorption von λ 405nm 

mit einem ELISA-Reader gemessen. Die Intensität der Farbe ist umgekehrt proportional zur 

Konzentration des TXB2 in der Probe. 

 

IL-12-ELISA: 

Dieser ELISA basiert auf der „Sandwich“-Technik. Die Mikrotiterplatte ist mit einem mo-

noklonalen Antikörper, der spezifisch für IL-12 ist, beschichtet. Standardreihe und Proben 

werden in die Wells pipettiert und jegliches IL-12, welches anwesend ist, bindet an den im-

mobilisierten Antikörper. Nachdem die ungebundenen Proteine weggewaschen werden, wird 

ein enzymgekoppelter polyklonaler Antikörper gegen IL-12 zu dem gebundenen IL-12 pipet-

tiert, welches die „Sandwich“-Technik beschreibt. Nach mehreren Waschschritten, welche 

ungebundene enzymgekoppelte Antikörper entfernen, wird eine Substratlösung dazu pipet-

tiert. Die Farbe entwickelt sich proportional zur Menge des gebundenen IL-12. Die Farbent-

wicklung wird gestoppt und bei λ 450 nm gemessen. 
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IL-10-ELISA: 

Wie der IL-12-ELISA basiert auch dieser ELISA auf der „Sandwich“-Technik. Die Mikroti-

ter-Platte ist mit einem spezifischen anti-IL-10 Antikörper beschichtet. Proben und Standards 

werden zu diesem Capture-Antikörper pipettiert, und das IL-10 Molekül wird an der Oberflä-

che der Wells gebunden. Nach den folgenden Waschschritten wird ein zweiter biotinylierter 

anti-IL-10 Antikörper, der gegen ein anderes Epitop gerichtet ist, zugegeben. Dieser bindet an 

das bereits an der Gefäßwand gebundene IL-10 Molekül. Nachdem der nicht gebundene An-

teil an Zweitantikörper duch weitere Waschschritte entfernt wurde, gibt man Streptavidin-

Peroxidase-Konjugat hinzu. Streptavidin bindet an Biotin. Durch die Verwendung einer Bio-

tin-Streptavidin Brücke wird ein Verstärkungseffekt und damit eine erhöhte Sensitivität er-

zielt. Nachdem das nicht gebundene Konjugat duch einen weiteren Waschschritt entfernt 

wurde, gibt man die TMB Substratlösung dazu, die mit dem gebundenen Enzym einen Farb-

komplex bildet, welcher bei λ 450 nm gemessen wird. Die Intensität der Farbe ist proportio-

nal zur IL-10-Konzentration. 

 

PGD2-MOX-ELISA: 

Dieser ELISA basiert auf einer Kompetition zwischen freiem PGD2-MOX und einem PGD2-

MOX-Tracer um eine limitierte Anzahl an PGD2-Mox-spezifischen Bindungsstellen in einem 

Kaninchen-Antiserum. Die Konzentration des Tracers wird konstant gehalten, während die 

Konzentration des freien PGD2-MOX in der Probe variiert. Daraus folgt, dass die Menge des 

gebundenen Tracers umgekehrt proportional zu der Konzentration des freien PGD2-Mox im 

Well ist. Der Kaninchen-Antiserum-PGD2-MOX–Komplex (entweder aus der Probe oder aus 

dem Tracer) bindet an die monoklonalen Maus-anti-Kaninchen-Antikörper mit denen die 

Wells vorher beschichtet wurden. Die Platte wird gewaschen, um die ungebundenen Reagen-

tien weg zu waschen. Danach wird Ellman`s Reagenz, die das Substrat für die Acetylcholi-

nesterase beinhaltet, dazugegeben. Das Produkter der enzymatischen Reaktion hat eine gelbe 

Farbe, die mit dem ELISA-Reader bei λ 412nm gemessen wird. Die Intensität der Farbe ist 

umgekehrt proportional zur Menge des freien PGD2-MOX in der Probe. 

 

3.2.6. Hausstaubmilbenextrakt- und Wiesenlieschgrasverdünnungsreihe 
 
Hausstaubmilbenextrakt (503 ALK-Scherax) sowie Wiesenlieschgrasextrakt (225 ALK-

Scherax) wurden für die einfache Konzentration laut Beipackzettel in 4,5 ml H2O aufgelöst, 

was etwa einer Konzentration von 9,6 mg/ml entspricht. Für die 10-fache Konzentration in 

450 µl H2O und für die anderen Konzentrationen wurde eine Verdünnungsreihe in 10er Po-
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tenzen von der einfachen Konzentration hergestellt. In 1ml Kultur wurden von jeder 

Konzentration 1µl eingesetzt. 

 

Hausstaubmilbenextrakt- und Wiesen-

lieschgrasverdünnungsreihe 

 

10-fach  = 96 µg/ml 

1-fach   = 9,6 µg/ml 

0,1-fach  = 0,96 µg/ml 

0,01-fach  = 0,096 µg/ml 

0,001-fach  = 0,0096 µg/ml 

 

3.2.7. UV-Bestrahlung 
 
Für eine UV-Bestrahlung wurde das Medium gegen farbloses EBSS ausgetauscht. Die Zellen 

wurden mit 100 J/m² UVB in einer UV-Kabine mit 4 FS 20 Leuchtröhren (Westinghouse 

Electric Corp., Pittsburgh, PA), die ausschliesslich Licht der Wellenlängen 280-320 mm em-

mittieren. Die Strahlungsintensität wurde mit einem IL-1700 Research Radiometer und einem 

SEE 240 UVB Photodetektor (International Light, Newburyport, MA USA ) gemessen und 

betrug ungefähr 24x10-5 W/cm² bei einer Bestrahlungsdistanz von 22 cm. Nach einer Be-

strahlung wurden die Zellen gewaschen und in Kulturmedium zurückgeführt. Die Kontroll-

zellen wurden über den Zeitraum der Bestrahlung in farblosem EBSS aufbewahrt und an-

schliessend ebenfalls gewaschen und in das normal Medium übergeführt. 

Für eine UVA Bestrahlung wurden die Zellen einer UVASUN 5000 Biomed Bestrahlungsvor-

richtung (Fa. Mutzhas, München, Deutschland) ausgesetzt. Die Emission wurde mittels 

UVACRYL (Fa. Mutzhas, München, Deutschland) und UG1 (Fa. Schott Glaswerke, Mün-

chen, Deutschland) gefiltert und enthielt ausschliesslich Wellenlängen die größer als 340 nm 

waren. Die UVA Intensität wurde mittels eines UVAMETER (Fa. Mutzhas, München, 

Deutschland) gemessen und betrug ungefähr 150 mW/cm² UVA bei einer Bestrahlungsdistanz 

von 30 cm. 
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4. Ergebnisse 

 

4.1. Zellkulturanalyse mittels FACS 
 
Monozyten wurden wie im Methodenteil dargestellt isoliert und am ersten Kulturtag mittels 

Facs-Analyse anhand ihrer Oberflächenmarker auf ihre Reinheit untersucht. Innerhalb von 7 

Tagen Inkubation mit IL-4 und GM-CSF in farblosem RPMI (1% Glutamin, 1% Antibioti-

kum/Antimykotikum, 10% FCS) differenzieren die Monozyten zu DC aus. Diese Zellen wur-

den erneut im FACS gemessen und auf ihre Reinheit untersucht. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ad Abb.4.1.1.: Linke Seite: Expression von CD1a (oben), CD3 (mitte) und CD14 (unten) auf 

frisch aus dem Blut isolierten Monozyten. Rechte Seite: Expression von CD1a (oben), CD3 

(mitte) und CD14 (unten) am Tag 7 der identischen Monozytenkultur in Anwesenheit von IL4 

und GM-CSF, Grün = spezifische Antikörper, Rot= Isotyp-Kontrollantikörper 
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4.2. Prostanoidproduktion von DC nach UV-Lichtbestrahlung und LPS-Stimulation 
 
0,5 x 106 Monozyten wurden ausplattiert und über einen Zeitraum von 7 Tagen mit IL-4 und 

GM-CSF in farblosem RPMI (1% Glutamin, 1% Antibiotikum/Antimykotikum, 10% FCS) zu 

DC ausdifferenziert. Die ersten Stimulationen erfolgten frühestens nach 4 Tagen, geerntet 

wurden die Zellen zwischen dem 7. und dem 9. Tag. Die Bestimmung der Reinheit der Kultur 

anhand spezifischer Oberflächenmarker wurde mittels des FACS-Scans analysiert. Die Rein-

heit betrug über 94%.  

Die Überstände wurden in einen Prostaglandin E2-ELISA, einen Prostaglandin D2-ELISA 

und einen Thromboxan B2-ELISA eingesetzt. 

 

Stimulationsplan 

Nr. Inkubationszeit (h) Stimulation (Dosis) 

 

1 24 Kontrolle 

2 24 LPS (100ng/ml) 

3 24 UVB (100J/m2) 

4 24 UVB + LPS 

5 24 UVA1 (30J/cm2) 
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Abb. 4.2.1. - 3.  Prostanoidsynthese von DC
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Abb. 4.2.1.

Abb. 4.2.2.

Abb.4.2.3.

Ad Abb.4.2.1.- Abb.4.2.3.: DC sind in der Lage große Mengen an PGE2 und TXB2 zu produ-

zieren, aber nur geringe Mengen an an PGD2. UVB Bestrahlung induziert keine Prosta-

noidfreisetzung, während UVA1 Bestrahlung zu einer selektiven Freisetzung von PGE2 führt. 

UVB Bestrahlung verstärkt die LPS induzierte Prostanoidproduktion. 
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4.3. UV-Zeitkinetik der COX-2 und ihrer Syntheseprodukte TXB2 und PGE2 
 
0,5 x 106 Monozyten wurden ausplattiert und über einen Zeitraum von 7 Tagen mit IL 4 und 

GM-CSF in farblosem RPMI ( 1% Glutamin, 1% Antibiotikum/Antimykotikum, 10% FCS) 

zu DC ausdifferenziert. Die ersten Stimulationen erfolgten frühestens nach 4 Tagen, geerntet 

wurden die Zellen zwischen dem 7. und 9. Tag. Die Bestimmung der Reinheit der Kultur an-

hand spezifischer Oberflächenmarker wurde mittels des FACS-Scans analysiert. Die Reinheit 

betrug über 94%. 

Aus den Zellen wurde die RNA extrahiert, während die Überstände in ELISAs oder Western-

Blots eingesetzt wurden. 

Die COX-2 wurde anhand ihrer mRNA über reverse Transkription mittels PCR analysiert und 

gegen das Housekeeping-Gen ß-Actin aufgetragen. 

 

Stimulationsplan 

Nr. Inkubations-
zeit  (h) 

Stimulation  

(Dosis) 

Nr. Inkubations- 

zeit (h) 

Stimulation 

(Dosis) 

1 0 Kontrolle 19 8 UVB + LPS 

2 0 LPS (100ng/ml) 20 8 UVA1 

3 0 UVB (100J/m2) 21 12 Kontrolle 

4 0 UVB + LPS 22 12 LPS 

5 0 UVA1 (30J/cm2) 23 12 UVB 

6 2 Kontrolle 24 12 UVB + LPS 

7 2 LPS 25 12 UVA1 

8 2 UVB 26 24 Kontrolle 

9 2 UVB + LPS 27 24 LPS 

10 2 UVA1 28 24 UVB 

11 4 Kontrolle 29 24 UVB + LPS 

12 4 LPS 30 24 UVA1 

13 4 UVB 31 48 Kontrolle 

14 4 UVB + LPS 32 48 LPS 

15 4 UVA1 33 48 UVB 

16 8 Kontrolle 34 48 UVB + LPS 

17 8 LPS 35 48 UVA1 

18 8 UVB    
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Abb. 4.3.1. COX-2 RT-PCR 
            

COX-2                                            ß-Aktin 
 
                                 K         LPS      UVB   UVB+LPS  UVA              K       LPS      UVB  UVB+LPS  UVA 

 

 

 

 

 

 

 
 
Ad Abb.4.3.1.: Die RNA der COX-2 wurde zwischen 2 und 12 h hochreguliert, während die 

COX-1 konstitutiv vorhanden war. Die Überstände wurden konzentriert, in einen Western 

Blot eingesetzt und mit COX-1 und COX-2 monoklonalen Antikörpern nachgewiesen. LPS 

ist der stärkste Induktor auf die COX-2 Produktion, UVA ist ebenfalls ein ebenfalls ein In-

duktor, während UVB alleine lediglich nach 8h eine Aufregulierung induzieren konnte. UVB 

in Kombination mit LPS führte nach 12 h zu einer Superinduktion. 
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Abb. 4.3.2. Western-Blot COX-1 und COX-2 
 

 
Ad Abb.4.3.2.: Das Protein konnte am besten nach 24 h mit einem Western Blot sichtbar ge-

macht werden, der ebenfalls zeigte, dass die COX-2 im Gegensatz zur COX-1 erst induziert 

werden musste. 
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Abb. 4.3.3. Zeitkinetik der PGE2-Produktion in Abhängigkeit verschiedener Stimuli 

 

Ad Abb.4.3.3.: UVA ist in der Lage die PGE2–Produktion in DC signifikant und kontinuier-

lich über 48 h hochzuregulieren. LPS induziert die PGE2-Produktion geringfügig. UVB hat 

keinen Einfluß auf die PGE2-Produktion. 
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Abb. 4.3.4. Zeitkinetik der TXB2-Produktion in Abhängigkeit verschiedener Stimuli 

 

 

Ad Abb.4.3.4.: LPS ist in der Lage die TXB2-Produktion in DC signifikant und kontinuierlich 

über 48 h hochzuregulieren. UVB und UVA hatten keinen Einfluß auf die TXB2-Produktion. 
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4.4. Prostanoidproduktion von DC unter Stimulation von Hausstaubmilben- (HM) und 

Wiesenlieschgrasextrakten (LG) 

 
0,5 x 106 Monozyten wurden ausplattiert und über einen Zeitraum von 7 Tagen mit IL-4 und 

GM-CSF in farblosem RPMI (1% Glutamin, 1% Antibiotikum/Antimykotikum, 10% FCS) zu 

DC ausdifferenziert. Die ersten Stimulationen erfolgten frühestens nach 4 Tagen, geerntet 

wurden die Zellen zwischen dem 7. und 9. Tag. Die Bestimmung der Reinheit der Kultur an-

hand spezifischer Oberflächenmarker wurde mittels des FACS-Scans analysiert. Die Reinheit 

betrug über 94%. Die Überstände der Zellen wurden in PGE2– und TXB2 –ELISAs einge-

setzt. 

 

Stimulationsplan 

Nr. Inkubationszeit (h) Stimulation (Dosis) 

 

1 24 Kontrolle 

2 24 LPS (100ng/ml) 

3 24 10-fache Konz. Hausstaubmilbe (HM) 

4 24 1-fache Konz. HM 

5 24 0,1-fache Konz. HM 

6 24 0,01-fache Konz. HM 

7 24 0,001-fache Konz. HM 

8 24 0,0001-fache Konz. HM 

9 24 Kontrolle 

10 24 LPS 

11 24 10-fache Konz. Wiesenlieschgras (LG) 

12 24 1-fache Konz. LG 

13 24 0,1-fache Konz. LG 

14 24 0,01-fache Konz. LG 

15 24 0,001-fache Konz. LG 

16 24 0,0001-fache Konz. LG 
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Abb.4.4.1. Prostaglandin-Produktion von DC unter Stimulation  
mit Hausstaubmilbenextrakten (HM)     
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Abb.4.4.2. Prostaglandin-Produktion von DC unter Stimulation mit 
Wiesenlieschgrasextrakten (LG)
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Ad Abb. 4.4.1. und 4.4.2.: LPS ist der stärkste Induktor für eine PGE2-Produktion. Haus-

staubmilbenextrakt war in der Lage die PGE2-Produktion hochzuregulieren; insbesondere in 

den extrem hohen und den niedrigsten Konzentrationen. Wiesenlieschgrasextrakt war signifi-

kant nur in der 10-fachen Konzentration in der Lage PGE2 hochzuregulieren. 
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Abb.4.4.3. Thromboxan-Produktion von DC unter verschiedenen 
Hausstaubmilbenextrakten (HM)
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Abb.4.4.4. Thromboxan-Produktion von DC unter verschiedenen 
Wiesenlieschgraskonzentrationen (LG)
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Ad Abb. 4.4.3. und 4.4.4.: LPS ist der stärkste Induktor für eine TXB2-Produktion. Haus-

staubmilbenextrakt war nicht in der Lage TXB2 hochzuregulieren. LPS und die 10-fache 

Konzentration von Wiesenlieschgrasextrakt waren in der Lage die TXB2-Produktion hochzu-

regulieren. Die anderen Wiesenlieschgrasextraktkonzentrationen hatten keinen Einfluß auf die 

TXB2-Produktion. 
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4.5. Einfluss von TNF und IL-1 und Antikörpern auf die Prostanoidproduktion von DC 

 
0,5 x 106 Monozyten wurden ausplattiert und über einen Zeitraum von 7 Tagen mit IL-4 und 

GM-CSF in farblosem RPMI (1% Glutamin, 1% Antibiotikum/Antimykotikum, 10% FCS) zu 

DC ausdifferenziert. Die ersten Stimulationen erfolgten frühestens nach 4 Tagen, geerntet 

wurden die Zellen zwischen dem 7. und 9. Tag. Die Bestimmung der Reinheit der Kultur an-

hand spezifischer Oberflächenmarker wurde mittels des FACS-Scans analysiert. Die Reinheit 

betrug über 94%. Die Überstände der Zellen wurden in PGE2- und TXB2-ELISAs eingesetzt.  

 

Stimulationsplan 

Nr. Inkubationszeit (h) Stimulation (Dosis) 

1 24 Kontrolle 

2 24 LPS (100ng/ml) 

3 24 IL1 ß 

4 24 TNFa 

5 24 LPS + IL-1RezTypIAk (20µl/ml) 

6 24 LPS + TNFαAk 

7 24 LPS + IL-1RezTyp1Ak + TNFαAk 
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Abb. 4.5.1. PGE2-Produktion von DC unter Stimulation mit  
LPS, TNFa-AK und IL-1 Rez.Typ1-AK
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Abb. 4.5.2 TXB2-Produktion von DC unter Stimulation mit  
LPS, TNFa-AK und IL-1 Rez.Typ1-AK

 
 

Ad Abb.4.5.1. und 4.5.2.: TNFα und IL-1ß alleine sind nicht in der Lage PGE2 oder TxB2 zu 

produzieren. IL-1Rez-Typ1-Antikörper sind in der Lage, die LPS induzierte PGE2-Produk-

tion der DC signifikant zu steigern. Auch TNFα- Antikörper sind dazu in der Lage, jedoch 

nicht im gleichen Ausmaß. TNFα-Antikörper sind in der Lage, die LPS induzierte TXB2-

Produktion der DC signifikant zu steigern.  
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4.6. Expression von PGE2 und TXB2 unter Stimulation mit spezifischen 

Cyclooxygenase-Inhibitoren 

 
0,5 x 106 Monozyten wurden ausplattiert und über einen Zeitraum von 7 Tagen mit IL 4 und 

GM-CSF in farblosem RPMI (1% Glutamin, 1% Antibiotikum/Antimykotikum, 10% FCS) zu 

DC ausdifferenziert. Die ersten Stimulationen erfolgten frühestens nach 4 Tagen, geerntet 

wurden die Zellen zwischen dem 7. und 9. Tag. Die Bestimmung der Reinheit der Kultur an-

hand spezifischer Oberflächenmarker wurde mittels des FACS-Scans analysiert. Die Reinheit 

betrug über 94%. Als spezifischer COX-1-Inhibitor wurde Valerylsalicylsäure (VS) in einer 

0,1-fachen Konzentration von 0,8 µl/ml und als spezifischer COX-2-Inhibitor wurde NS 398 

in einer 0,1-fachen Konzentration von 0,3µl/ml eingesetzt. Die Zellüberstände wurden in 

ELISAS eingesetzt. Als spezifischer COX-1-Inhibitor wurde VS in einer 0,1-fachen Konzent-

ration von 0,8 µl/ml und als spezifischer COX-2-Inhibitor wurde NS 398 in einer 0,1-fachen 

Konzentration von 0,3µl/ml eingesetzt.  

 

Stimulationsplan 

Nr. Inkubationszeit (h) Stimulation (Dosis) 

1 24 Kontrolle 

2 24 LPS (100ng/ml) 

3 24 0,1* VS 

4 24 0,1* VS + LPS 

5 24 0,1* NS 398 

6 24 0,1* NS 398 + LPS 

7 24 0,1* VS + NS 398 

8 24 0,1* VS + NS 398 + LPS 

9 24 0,01* VS 

10 24 0,01* VS + LPS 

11 24 0,01* NS 398 

12 24 001* NS 398 + LPS 

13 24 0,01* VS + NS 398 

14 24 0,01* VS + NS 398 + LPS 

15 24 0,001* VS 

16 24 0,001* VS + LPS 

17 24 0,001* NS 398 
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18 24 0,001* NS 398 + LPS 

19 24 0,001* VS + NS 398 

20 24 0,001* VS + NS 398 + LPS 
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Abb.4.6.1

 
Ad Abb.4.6.1. und 4.6.2: Der spezifische COX-1-Inhibitor VS war in der Lage die LPS indu-

zierte PGE2-Synthese partiell jedoch signifikant zu unterdrücken. Mit steigender Dosierung 

der VS-Konzentration konnte eine progrediente Inhibition beobachtet werden. Der spezifische 

COX-2-Inhibitor NS 398 war ebenfalls in der Lage die LPS induzierte PGE2 Synthese partiell 

jedoch signifikant zu unterdrücken. Mit steigender Dosierung der NS398-Konzentration 

konnte eine progrediente Inhibition beobachtet werden. 
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Ad Abb.4.6.3. und 4.6.4.: Der spezifische COX-1-Inhibitor VS war in der Lage die LPS indu-

zierte TXB2-Synthese fast vollständig zu unterdrücken. Mit steigender Dosierung der VS-

Konzentration war die Inhibition progredient. Bei der Dosierung von 0,001 VS war die Inhi-

bition der LPS induzierten TxB2 –Synthese fast komplett aufgehoben. Der spezifische COX-

2-Inhibitor NS 398 war in der Lage die LPS induzierte TXB2-Synthese fast vollständig zu 

unterdrücken. Es ergab sich jedoch hierbei keine signifikante Dosisabhängigkeit. 
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Add Abb.4.6.5. und 4.6.6.: Die Kombination aus dem spezifischen COX-1-Inhibitor VS und 

dem spezifischen COX-2-Inhibitor NS398 war in der Lage die LPS induzierte PGE2-Synthese 

komplett zu hemmen. Die Kombination aus dem spezifischen COX-1-Inhibitor VS und dem 

spezifischen COX-2-Inhibitor NS398 war in der Lage die LPS induzierte TXB2-Synthese 

komplett zu hemmen. 
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4.7. Expression von IL-12 und IL-10 nach Stimulation mit LPS bei Hausstaubmilben – 

präinkubierten DC 

 

0,5 x 106 Monozyten wurden ausplattiert und über einen Zeitraum von 7 Tagen mit IL-4 und 

GM-CSF in farblosem RPMI (1% Glutamin, 1% Antibiotikum/Antimykotikum, 10% FCS) zu 

DC ausdifferenziert. Die ersten Stimulationen erfolgten frühestens nach 4 Tagen, geerntet 

wurden die Zellen zwischen dem 7. und 9. Tag. Die Bestimmung der Reinheit der Kultur an-

hand spezifischer Oberflächenmarker wurde mittels des FACS-Scans analysiert. Die Reinheit 

betrug über 94%. 

Die Überstände der Zellen wurden in IL-10- und IL-12 –ELISAs eingesetzt. 

 

Stimulationsplan 

Nr. Inkubation-
szeit (h) 

Stimulation 

(Dosis) 

1 72 Kontrolle 

2 72 10-fache Konz. Hausstaubmilbe (HM) 

3 72 1-fache Konz. HM 

4 72 0,1-fache Konz. HM 

5 72 0,01-fache Konz. HM 

6 72 Kontrolle                            + 24 h LPS (10 ng/ml) 

7 72 10-fache Konz. HM           + 24 h LPS (10 ng/ml) 

8 72 1-fache Konz. HM             + 24 h LPS (10 ng/ml) 

9 72 0,1-fache Konz. HM          + 24 h LPS (10 ng/ml) 

10 72 0,01-fache Konz. HM        + 24 h LPS (10 ng/ml) 
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Ad Abb.4.7.1. und 4.7.2.: Eine Präinkubation mit hohen Hausstaubmilbenkonzentrationen 

war in der Lage, die LPS induzierte IL-12 Expression zu inhibieren. Bei niedrigeren Ver-

dünnungsstufen war der Hemmungseffekt rückläufig. Nur eine 10-fache Konzentration der 

Hausstaubmilben war in der Lage die LPS induzierte IL-10 Induktion hochzuregulieren. Die 

niedrigeren Konzentrationen hatten keinen Effekt auf die LPS induzierte IL-10 Induktion. 
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4.8. Expression von IL-12p35 und p40 mRNA in Hausstaubmilben - stimulierten DC 

 
0,5 x 106 Monozyten wurden ausplattiert und über einen Zeitraum von 7 Tagen mit IL-4 und 

GM-CSF in farblosem RPMI (1% Glutamin, 1% Antibiotikum/Antimykotikum, 10% FCS) zu 

DC ausdifferenziert. Die ersten Stimulationen erfolgten frühestens nach 4 Tagen, geerntet 

wurden die Zellen zwischen dem 7. und 9. Tag. Die Bestimmung der Reinheit der Kultur an-

hand spezifischer Oberflächenmarker wurde mittels des FACS-Scans analysiert. Die Reinheit 

betrug über 94%. 

Aus den DC wurde die RNA extrahiert und in eine RT-PCR eingesetzt. Für die RT-PCR wur-

den IL-12p40, IL-12p35 und ß-Actin als Primer benutzt. Die Amplifikationsprodukte wurden 

mittels der Agarosegel-Elektrophorese getrennt und mit Ethidiumbromid als interkallierende 

Substanz gefärbt und somit sichtbar gemacht. 

 

Stimulationsplan 

Nr. Inkubationszeit (h) 

 

Stimulation (Dosis) 

1 24 Kontrolle 

2 24 LPS (100ng/ml) 

3 24 10-fach Hausstaubmilbe (HM) 

4 24 1-fach HM  

5 24 0,1-fach HM 

6 24 0,01-fach HM 

7 24 0,001-fach HM 
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Hausstaubmilbenkonzentrationen
LPS        C         10     1      0,1       0,01 0,001

IL-12 p35 
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IL-12 p40 
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505bp

Abb. 4.8.1.

Ad Abb.4.8.1.: Die IL-12p35-m-RNA wird durch die Inkubation der DC mit 

unterschiedlichen Hausstaubmilbenkonzentrationen aufreguliert. Die stärkste m-RNA 

Expression bei einer Konzentration von 0,1-fach liegt, dies entspricht ca.1 µg/ml 

Hausstaubmilbenprotein. LPS dient als Positivkontrolle. Die IL-12p-40-m-RNA wird durch 

die Inkubation der DC mit Hausstaubmilbenkonzentrationen von 10- bis 0,1-fach 

herunterreguliert, während es in unstimulierten und in den niedrigen Konzentrationen 

exprimiert wird. LPS dient auch hier als Positivkontrolle. ß-Aktin ist ein Housekeeping-Gene 

und wird konstitutiv in DC exprimiert. Die angegebenen Hausstaubmilbenkonzentrationen 

ergeben sich aus den Verdünnungsreihen in „Material und Methoden“, Kapitel 3.2.6.. 
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4.9. Einfluss von Prostanoiden auf die LPS induzierte IL-12 und IL-10 Expression 
0,5 x 106 Monozyten wurden ausplattiert und über einen Zeitraum von 7 Tagen mit IL-4 und 

GM-CSF in farblosem RPMI (1% Glutamin, 1% Antibiotikum/Antimykotikum, 10% FCS) zu 

DC ausdifferenziert. Die Stimulationen erfolgten am 6. Tag, geerntet wurden die Zellen zwi-

schen am 7. Tag. Die Bestimmung der Reinheit der Kultur anhand spezifischer Oberflächen-

marker wurde mittels des FACS-Scans analysiert. Die Reinheit betrug über 94%. 

Die Überstände wurden in einen IL-10 ELISA und einen IL-12 ELISA eingesetzt 

 

Stimulationsplan 

Nr. Inkubationszeit (h) Stimulation (Dosis) 

 

1 24 Kontrolle 

2 24 LPS (100ng/ml) 

3 24 PGE2 (1µmolar) 

4 24 PGE2 + LPS 

5 24 TXB2 (1µmolar) 

6 24 TXB2 + LPS 
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Ad Abb.4.9.1.: TXB2 hat keinen Einfluss auf die LPS induzierte IL-12 und IL-10 Synthese. 

Die LPS induzierte IL-12 Produktion bei DC konnte signifikant durch PGE2 herunter regu-

liert werden. Während die LPS induzierte IL-10 Produktion durch PGE2 einen Anstieg von ca 

30% zeigte. PGE2 und TXB2 alleine hatte keinen Einfluss auf die IL-12 und auf die IL-10 

Synthese von DC. 

 

Abb. 4.9.1. 
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4.10. IL-10 und MCP-1 Expression unter LPS-Stimulation bei Atopikern vs. Nicht- 

 Atopikern 

 
0,5 x 106 Monozyten wurden ausplattiert und über einen Zeitraum von 7 Tagen mit IL 4 und 

GM-CSF in farblosem RPMI (1% Glutamin, 1% Antibiotikum/Antimykotikum, 10% FCS) zu 

DC ausdifferenziert. Die Stimulation erfolgte am 6. Tag, geerntet wurden die Zellen am 7. 

Tag. Die Bestimmung der Reinheit der Kultur anhand spezifischer Oberflächenmarker wurde 

mittels des FACS-Scans analysiert. Die Reinheit betrug über 94%. 

Die Überstände der Zellen wurden in ELISAs eingesetzt. 

 

Stimulationsplan 

Nr. Inkubations-
zeit (h) 

Stimulation 

Atopiker 

(Dosis) 

Nr. Inkubations- 

zeit (h) 

Stimulation 

Nicht-Atopiker 

(Dosis) 

1 24 Kontrolle 1 24 Kontrolle 

2 24 LPS (1ng/ml) 2 24 LPS (1ng/ml) 

3 24 LPS (5ng/ml) 3 24 LPS (5ng/ml) 

4 24 LPS (10ng/ml) 4 24 LPS (10ng/ml) 

5 24 LPS (50ng/ml) 5 24 LPS (50ng/ml) 

6 24 LPS (100ng/ml) 6 24 LPS (100ng/ml) 

7 24 LPS (500ng/ml) 7 24 LPS (500ng/ml) 
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Ad Abb. 4.10.1 und 4.10.2.: Bei 7/8 gepaarten Untersuchungen von alters-und geschlechts-

gematchten Paaren war nach LPS-Stimulation der aus dem Blut gewonnenen DC die maxi-

male Produktion sowohl von IL-10 als auch von MCP-1 bei Atopikern um das 1,5-2-fache 

höher als bei Nicht-Atopikern.  
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4.11. MCP-1 Produktion von Hausstaubmilben- oder LPS-stimulierten DC unter dem 

Einfluß von IFN?, IL-10 und anti-IL-10: Vergleich Nicht-Atopiker vs. Atopiker 

 
0,5 x 106 Monozyten wurden ausplattiert und über einen Zeitraum von 7 Tagen mit IL 4 und 

GM-CSF in farblosem RPMI (1% Glutamin, 1% Antibiotikum/Antimykotikum, 10% FCS) zu 

DC ausdifferenziert. Die ersten Stimulationen erfolgten mit den Zytokinen (IFN?, IL-10, anti-

IL-10) am 5. Tag, die 2. Stimulation erfolgte einen Tag später über 24 Std. mit Hausstaubmil-

benextrakt oder LPS, geerntet wurden die Zellen am 7. Tag. Die Bestimmung der Reinheit der 

Kultur anhand spezifischer Oberflächenmarker wurde mittels des FACS-Scans analysiert. Die 

Reinheit betrug über 94%. 

Die Überstände der Zellen wurden in einen MCP-1-ELISA eingesetzt. 

 

Stimulationsplan Nicht-Atopiker 

Nr. Inkubationszeit (h) Stimulation (Dosis) 

Nicht-Atopiker 

1 24 Hausstaubmilbe (HM) (100µg/ml) 

2 24 LPS (100ng/ml) 

3 24 HM + IFN? 

4 24 LPS + IFN? 

5 24 Hausstaubmilbe (HM) (100µg/ml) 

6 24 LPS (100ng/ml) 

7 24 HM + IL-10 

8 24 LPS + IL-10 

9 24 Hausstaubmilbe (HM) (100µg/ml) 

10 24 LPS (100ng/ml) 

11 24 HM + anti-IL-10 

12 24 LPS + anti-IL-10 
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Stimulationsplan Atopiker 

Nr. Inkubationszeit (h) Stimulation (Dosis) 

Atopiker 

1 24 Hausstaubmilbe (HM) (100µg/ml) 

2 24 LPS (100ng/ml) 

3 24 HM + IFN? 

4 24 LPS + IFN? 

5 24 Hausstaubmilbe (HM) (100µg/ml) 

6 24 LPS (100ng/ml) 

7 24 HM + IL-10 

8 24 LPS + IL-10 

9 24 Hausstaubmilbe (HM) (100µg/ml) 

10 24 LPS (100ng/ml) 

11 24 HM + anti- IL-10 

12 24 LPS + anti-IL-10 
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Ad Abb. 4.11.1.: Atopiker sind in der Lage auf LPS-Stimulation hin mehr MCP-1 zu produ-

zieren als Nicht-Atopiker. Bei einer Präinkubation mit IFN? kommt es zu einer dezenten Re-

duktion der LPS-induzierten MCP-1 Produktion in beiden Patientengruppen. 

 

Ad Abb. 4.11.2.: Bei einer Präinkubation mit IL-10 kommt es zu einer dezenten Induktion der 

LPS-induzierten MCP-1 Produktion in beiden Patientengruppen. 

 

Ad Abb. 4.11.3. Bei einer Präinkubation mit anti-IL-10 kommt es zu einer selektiven 

Hemmng der MCP-Produktion bei Atopikern, sodass sogar die MCP1-Level eines Nicht-Ato-

pikers erreicht werden. 
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5. Ergebnisse 
 

5.1. Regulation der Prostanoide bei DC 
 
Die Isolierung der Monozyten (CD14 positiv) aus dem Blut und deren anschliessender Kultur 

in Kulturmedium mit GM-CSF und IL-4 für ca.7 Tage resultierte in mehr als 98 % reinen 

CD1a positiven (CD14 negative) Zellen. Mikroskopisch zeigen diese dendritische Ausläufer 

und ähneln DC. Weniger als 0,5% der Zellen waren CD3-positiv (Ergebnis 1, Abb. 1.1.). 

Die so gewonnenen Zellen waren in der Lage TXB2 , PGE2 und geringe Mengen PGD2 zu 

produzieren (Ergebnis 2, Abb. 4.2.1.-3.). Bestrahlung der DC mit UVB resultierte in nur sehr 

geringer Prostanoidfreisetzung, während eine Bestrahlung mit UVA in der Lage war, selektiv 

PGE2 zu induzieren (Abb.4.2.1.). UVB Bestrahlung modulierte die LPS induzierte 

Prostanoid-Bildung insofern, als dass eine Bestrahlung unmittelbar vor der LPS Exposition im 

Vergleich zum LPS Effekt alleine zu einem Anstieg der Sekretion von sowohl TxB2 als auch 

PGE2 führte (Abb.4.2.1.-2.).  

Die Expression der mRNA der beiden Cyclooxygenasen wurde von der korrespondierenden 

Proteinexpression begleitet. Das COX-1-Protein war konstitutiv nachweisbar im Westernblot 

von DC-Lysaten, während das COX-2-Protein bei mit LPS-stimulierten DC nach 24 und 48 h 

hochreguliert wurde (Abb. 4.3.2.) 

Die Proteinexpression der COX2 war immer mit einer Induktion ihrer mRNA gekoppelt. Die 

Expression von COX-2 wurde zwischen 2-8 h nach LPS Stimulation beobachtet (Abb. 4.3.1.). 

Nach 12 h war die COX-2-mRNA immer noch mäßig erhöht, wurde danach aber auf den 

Backround Level reduziert. UVB Bestrahlung vor der LPS Behandlung hat die Zeitkinetik der 

COX-2 mRNA nicht beeinflusst, jedoch war die Intensität der maximalen Expression 

verstärkt (Abb. 4.3.1.). UVA Bestrahlung zeigte einen anderen Effekt auf die COX-2-mRNA 

Expression. Es kam dabei zu einer moderaten mRNA Induktion zu zwei Zeitpunkten, nach 2 

und 12 Stunden (Abb. 4.3.1.).  

Die näherer Betrachtung der Zeitabhängigkeit der Prostanoid-, insbesondere der TXB2-Bil-

dung nach LPS-Stimulation, zeigte eine erste Produktionszeit innerhalb von 6 h, die von 

einem zweiten geringeren Peak bei 16-48 h gefolgt war. LPS ist in der Lage, die TXB2-

Produktion in DC signifikant und kontinuierlich über 48 h hochzuregulieren. 

UVB und UVA alleine hatten keinen Einfluss auf die TXB2-Produktion. (Abb. 4.3.4.).  

UVA ist in der Lage die PGE2-Produktion in DC signifikant und kontinuierlich über 48 h 

hochzuregulieren. LPS induziert die PGE2-Produktion geringfügig. UVB hat keinen Einfluss 

auf die PGE2-Produktion (Abb.4.3.3.). 



 64

Diese Beobachtung zusammen mit der Zeitkinetik der mRNA und der Proteinexpression weist 

darauf hin, dass in DC beide Cyclooxygenasen zur Prostanoid-Formation beitragen.  

Um dieser Annahme nachzugehen, wurden die DC in Gegenwart von spezifischen Inhibitoren 

der jeweiligen Cyclooxygenasetypen stimuliert. Der spezifische COX-1-Inhibitor 

Valerylsalicylsäure (VS) war in der Lage, die LPS induzierte PGE2-Synthese partiell, jedoch 

signifikant zu unterdrücken. Mit steigender Dosierung der VS-Konzentration konnte eine 

progrediente Inhibition beobachtet werden (Abb.4.6.1.). 

Der spezifische COX-2-Inhibitor NS 398 war ebenfalls in der Lage die LPS induzierte PGE2-

Synthese partiell, jedoch signifikant zu unterdrücken. Mit steigender Dosierung der NS398-

Konzentration konnte eine progrediente Inhibition beobachtet werden (Abb.4.6.2.). 

Der spezifische COX-1-Inhibitor VS war in der Lage die LPS induzierte TXB2-Synthese fast 

vollständig zu unterdrücken. Mit steigender Dosierung der VS-Konzentration war die Inhibi-

tion progredient. Bei der Dosierung von 0,001 VS war die Inhibition der LPS induzierten 

TXB2–Synthese fast komplett aufgehoben (Abb.4.6.3.). 

Der spezifische COX-2-Inhibitor NS 398 war in der Lage die LPS induzierte TXB2-Synthese 

fast vollständig zu unterdrücken. Es ergab sich jedoch hierbei keine signifikante Dosisabhän-

gigkeit (Abb.4.6.4.). 

Die Kombination aus dem spezifischen COX-1-Inhibitor VS und dem spezifischen COX-2-

Inhibitor NS398 war in der Lage, sowohl die LPS induzierte PGE2-Synthese als auch die 

TXB2-Synthese komplett zu hemmen (Abb.4.6.5.-6.). 

 

5.2. Effekte von Inhalationsallergenen auf Prostanoide und Zytokine 
 
Neben LPS konnte auch durch Hausstaubmilbenextrakt die PGE2-Produktion hochreguliert 

werden; insbesondere in den extrem hohen und den niedrigsten Konzentrationen (Abb.4.4.1.). 

Im Gegensatz zum Hausstaubmilbenextrakt war Wiesenlieschgrasextrakt nur in der 10-fachen 

Konzentration in der Lage, PGE2 signigikant hochzuregulieren (Abb.4.4.2). 

LPS und die 10-fache Konzentration von Wiesenlieschgrasextrakt waren in der Lage die 

TXB2-Produktion hochzuregulieren. Die anderen Wiesenlieschgrasextraktkonzentrationen 

hatten keinen Einfluß auf die TXB2-Produktion (Abb.4.4.4.). Hausstaubmilbenextrakt war in 

keiner Konzentration in der Lage TXB2 hochzuregulieren (Abb.4.4.3.). 

Eine Präinkubation mit von hohen Hausstaubmilbenkonzentrationen war in der Lage die LPS 

induzierte IL-12 Expression zu inhibieren. Bei niedrigeren Verdünnungsstufen war der Hem-

mungseffekt rückläufig (Abb.4.7.1.). 



 65

IL-12p35 wurde durch die Inkubation der DC mit Hausstaubmilbenkonzentrationen von 

1fach, 0,1-fach und 0,01-fach aufreguliert, wobei die stärkste m-RNA Expression bei einer 

Konzentration von 0,1-fach lag, dies entspricht ca.1 µg/ml. LPS diente als Positivkontrolle.  

IL-12p-40 wurde durch die Inkubation der DC mit Hausstaubmilbenkonzentrationen von 10-

fach, 1-fach und 0,1-fach herunterreguliert, während es in unstimulierten und in den niedrigen 

Konzentrationen exprimiert wurde. ß-Aktin wird als Housekeeping-Gene konstitutiv in DC 

exprimiert (Abb.4.8.1.). IL-10 m-RNA konnte nicht nachgewiesen werden.  

Nur eine 10-fache Konzentration der Hausstaubmilben war in der Lage die LPS induzierte IL-

10 Induktion hochzuregulieren. Die niedrigeren Konzentrationen hatten keinen Effekt auf die 

LPS induzierte IL-10 Induktion (Abb.4.7.2.). 

Für die Regulation der Prostanoid-Produktion sind bestimmte Zytokine notwendig. In 

Makrophagen ist die Produktion von Prostanoiden über einen autokrinen Mechanismus regu-

liert, in dem IL-1 und TNFα eine Rolle spielen, die in der Lage sind, die Prostanoidsynthese 

zu induzieren. Die Stimulation von DC mit entweder 100 U/ml IL-1ß, 100 U/ml TNFα oder 

einer Kombination von beiden führte weder zu einer signifikanten PGE2-und TXB2-Synthese 

noch zu einer COX-2-mRNA Expression. Gibt man neutralisierenden anti-TNFα oder anti-

IL-1ß Antikörper dazu oder eine Kombination der beiden Antikörper, führt dies nicht zu einer 

totalen Inhibierung der LPS induzierten Prostanoid-Produktion. Das Sekretionsmuster der 

Prostanoide wurde tiefgreifend durch diese Antikörper moduliert: Die Präsenz von anti-

TNFα-Antikörpern steigerte die TXB-Synthese auf Kosten der PGE2-Produktion, während 

umgekehrt, anti IL-1ß-Antikörper die PGE2-Produktion anhob und die TXB2-Synthese her-

unterregulierte (Abb.4.5.1.-2.).  

Beim nächsten Schritt wurde der autokrine Einfluß der Prostanoide der DC auf die Zyto-

kinproduktion dieser Zellen untersucht. Gibt man TXB2 oder PGE2 alleine zu einer Kultur 

von DC hinzu, hat dies keinen Einfluss auf die IL-10 und IL-12 Produktion dieser Zellen. 

Dem hingegen führt die Zugabe von 1µM PGE2 zu LPS stimulierten DC zu einer fast kom-

pletten Hemmung der IL-12 Produktion, während die IL-10 Produktion um ca. 30 % induziert 

wurde (Abb. 4.9.1.). 

 

5.3. Regulationsmechanismus von MCP-1 
 
Bei den anschliessenden vergleichenden Untersuchungen zwischen Atopikern und Nicht-Ato-

pikern zeigten sich folgende Ergebnisse: 

Bei der Expression folgender Oberflächenmarker und Zytokine zeigten sich bei den hier 

durchgeführten Untersuchungen keine signifikanten Unterschiede zwischen den DC von 
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Atopikern und denen von Nicht-Atopikern: CD83, CD86, IL12, TNFa, IL-1ß, IL1-Rez-Typ1, 

IL6, IL6-Rez, GM-CSF, GM-CSF-Rez, PGE2, TxB2 (Daten nicht gezeigt). 

Dahingegen war bei 7/8 gepaarten Untersuchungen von alters-und geschlechtsgematchten 

Paaren nach LPS-Stimulation der aus dem Blut gewonnenen DC die maximale Produktion 

sowohl von IL-10 als auch von MCP-1 bei Atopikern um das 1,5-2-fache höher als bei Nicht-

Atopikern (Abb.4.10.1.-2.). 

Atopiker waren in der Lage auf LPS-Stimulation hin mehr MCP-1 zu produzieren als Nicht-

atopiker. Bei einer Präinkubation mit IFN? kam es zu einer dezenten Reduktion der LPS-in-

duzierten MCP-1 Produktion in beiden Patientengruppen (Abb.4.11.1.). 

Bei einer Präinkubation mit IL-10 kam es zu einer dezenten Induktion der LPS-induzierten 

MCP-1 Produktion in beiden Patientengruppen (Abb.4.11.2.). 

Bei einer Präinkubation mit anti-IL-10 kam es zu einer signifikanten selektiven Hemmung der 

MCP-Produktion bei Atopikern, so dass die MCP-1-Level eines Nicht-Atopikers erreicht 

wurden (Abb.4.11.3.). 
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6. Diskussion 

 
Bis jetzt beschränken sich die Kenntnisse über die Prostanoid Produktion von dendritischen 

Zelltypen auf Experimente mit hoch gereinigten humanen LC. Diese produzierten in erster 

Linie PGD2 und vernachlässigbare Mengen von anderen Prostanoiden (Rosenbach, 1990). 

Bei diesen experimentellen Ansätzen kann es zu unphysiologischer Entstehung von 

Eicosanoiden kommen, weil Arachidonsäure von außen zugegeben wurde, um den Me-

tabolismus über den Cyclooxygenasestoffwechselweg zu stimulieren. Daher ist die 

physiologische Bedeutung dieser Ergebnisse fraglich; sie weisen daraufhin, dass diese Zellen 

die „Werkzeuge“ zur Produktion haben, aber nicht darauf, ob sie tatsächlich in 

physiologischer Weise Produzenten sind. PGE2 wird von einer großen Anzahl von Zell-

Typen in den meisten Geweben produziert und von Monozyten im peripheren Blut. 

Zellaktivierung von Mitogenen, Endotoxinen, IFN oder Anigen-Antikörper Komplexen 

erhöhen die PGE2 Produktion (Goodwin, 1977; Goodwin, 1983; Ceuppens 1983). 

Die hier präsentierten Daten von hoch gereinigten aus dem Blut gewonnener DC zeigen zum 

ersten Mal, dass DC die Kapazität zur Synthese besitzen und zur Ausschüttung von großen 

Mengen bestimmter Prostanoide in der Lage sind. Bei den Prostanoiden handelt es sich in 

erster Linie um PGE2, TXB2 und kleinen Mengen an PGD2 und sind daher auch gut ver-

gleichbar mit verschiedenen anderen Zelltypen aus der monozytären Zelllinie.(Grewe, 1992; 

Gonzalez-Crussi, 1981; Nusing, 1990). 24 h nach LPS Stimulation wurden die Maximalwerte 

für beide Prostanoide im Überstand erreicht. Der LPS-Effekt war dosisabhängig und erreichte 

sein Maximum ab 100 ng/ml. Bei DC ist die Endotoxin-induzierte Prostanoidproduktion am 

ehesten auf die Aktivität sowohl der COX-1 als auch der COX-2 zurückzuführen. Eine 

genauere Analyse der Zeitkinetik ihrer Produktion zeigte, dass insbesondere TXB2 innerhalb 

der ersten 6 h nach LPS-Stimulation besonders rasch freigesetzt wurde. Dieser Synthesephase 

folgte eine zweite zwischen 16 h und 48 h. Interessanterweise ging nur der zweiten 

Synthesephase die Induktion der Expression der mRNA und des Proteins von COX-2 voraus, 

während RT-PCR und Western-Blot Untersuchungen zur COX-1 eine unveränderte 

konstitutive Expression zeigten. Diese Beobachtungen legten eine Relevanz beider 

Cyclooxygenasen für die Prostanoidproduktion von DC nahe. Die initiale schnelle 

Ausschüttung von TXB2 muß ein Ergebnis der COX-1 Aktivität sein, da zu diesem frühen 

Punkt die COX-2 Protein Produktion noch nicht voll erreicht ist. Die spätere 

Produktionsperiode kann sehr gut durch die Aktivität beider Cyclooxygenase Typen erklärt 

werden. Zu diesen Zeitpunkten kann eine Proteinexpression für beide Enzyme detektiert 

werden. 
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Neben LPS konnte die Prostanoidsynthese durch DC auch durch Bestrahlung der Zellen mit 

unterschiedlichen Ultraviolett-Lichtqualitäten erreicht werden. UVA1 Bestrahlung induzierte 

selektiv die PGE2, nicht jedoch die TXB2 Synthese. UVB Bestrahlung alleine hatte keinen 

Effekt, unmittelbar vor LPS-Stimulation der DC führte sie jedoch zu einer deutlichen Super-

induktion sowohl der Prostanoidfreisetzung als auch der COX-2 Expression. Auch die Prosta-

noidfreisetzung nach UVA1 Bestrahlung der DC führte zu einer Induktion der COX-2 mRNA 

(Hla, 1992), und zwar mit zwei Maxima 2 h und 24 h nach Bestrahlung.  

Zusätzlich dazu zeigen die Experimente der spezifischen Inhibierung der beiden Cyclooxyge-

nasen, dass beide an der Produktion der Prostanoide beteiligt sind. Tatsächlich zeigten Unter-

suchungen mit Cyclooxygenase Typ-spezifischen Inhibitoren, dass eine selektive Inhibition 

sowohl des Typ 1 als auch des Typ 2 nur zu einer partiellen Inhibition der Prostanoidsynthese 

führten. Funktionelle Blockade beider Cyclooxygenasetypen führten dagegen zu einer kom-

pletten Inhibition der PGE2 und TxB2 Synthese.  

Zusammengefasst zeigen diese Daten, dass die Produktionskapazität für Prostanoide von der 

Expression und Funktion von beiden Cycooxygenase Typen abhängig ist.  

PGE2 hat zahlreiche Funktionen im Immunsystem. Abgesehen von Inhibition von mitogen-

stimulierten Maus und humanen T-Helferzellproliferation (Goodwin, 1983; Goodwin, 1977) 

und der Modulation der Zytokinproduktion in Maus T-Zellen (Betz, 1991) inhibiert es die 

Produktion von IL-2 und TNFa von Maus Makrophagen (Kunkel, 1986) und es supprimiert 

die humane Killerzell-Aktivität (Goto, 1983). Weiterhin gibt es sich häufende Hinweise, die 

die Rolle des PGE2 im Zusammenspiel und Wechsel zwischen den Immunglobuline zeigt 

(Phipps, 1991) und es wurde gezeigt, dass PGE2 mit dem IL-4 synergiert, was die Induktion 

der IGE Produktion bei mitogen-stimulierten B-Lymphozyten betrifft (Roper, 1990). 

Die Einführung des TH1 / TH2 Paradigma der Immunregulation hat zu einer Reevaluierung 

der Immunpathogenese z.B. der atopischen Dermatitis geführt (Grewe, 1998). Bei Mäusen ist 

der Th1-Subtyp durch eine vornehmliche Produktion von IFN-? und IL-2 charakterisiert, 

während der TH2-Subtyp IL-4, IL-5 und IL-10 synthetisiert. Diese bestimmten Zytokinmuster 

sind mit spezifischen Funktionen verknüpft (Mosmann, 1989). Die TH1-Zellen sind in die 

zelluläre Immunantwort involviert, während die TH2-Zellen entscheidend für die humorale 

Immunantwort sind, insbesondere für die IgE-Synthese (Maggi, 1988) und für die 

Differenzierung der eosinophilen Granulozyten (Wardlaw, 1995). Eine ähnliche Einteilung in 

TH1- und TH2-Subtypen wurde bei den menschlichen T-Helferzellen ebenfalls beobachtet 

(Umetsu, 1988; Romagnani, 1991; Del Prete, 1993), obwohl deren Zytokinprofil heterogener 
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ist, insbesondere die Expression von IL-2 und IL-10 ist nicht auf spezielle TH-Subtypen 

beschränkt. 

Die Rolle des PGE2 in der Regulierung der T-Helferzell-Untergruppen wird noch immer dis-

kutiert und bedarf noch weiterer Untersuchungen, aber die Daten, die hier präsentiert werden 

stützen die Annahme, dass PGE2 die TH1-Zell Aktivierung inhibiert und dafür möglicher-

weise die TH2-Zellaktivierung erleichtert. 

Die physiologische Bedeutung der bevorzugten PGE2 und Thromboxan Produkion ist noch 

unklar. Basierend auf deren physiologischen Funktionen könnte spekuliert werden, dass eine 

gesteigerte Thromboxan Produktion einen Effekt zum Beispiel auf die Endothelfunktionen hat 

und es könnte daher sein, dass eine Migration der DC durch die Lymphgefäße vereinfacht 

wird dadurch, dass Thromboxan die Expression von Adhäsionsmolekülen der Endothelzellen 

verändert. Die bevorzugte Produktion von PGE2 ist auf der einen Seite möglicherweise ver-

antwortlich für die gesteigerte Entzündung in bestimmten Gebieten des jeweiligen Organs. Es 

könnte aber auch auf der anderen Seite dafür verantwortlich sein, die Zytokinproduktion in 

der Nachbarschaft von aktivierten DC herunterzuregulieren, um so den regionalen Entzün-

dungsprozeß zu limitieren. Untersuchungen an Mäusen haben gezeigt, dass eine Vorbehand-

lung der Haut mit UVB-Bestrahlung oder externe Applikation von PGE2 in der Lage war, 

eine antigen-spezifische Toleranz auf ein Kontaktallergen herbeizuführen (Rheins, 1987). 

Die letztere Vermutung wird gestützt durch die Beobachtung, dass PGE2 sehr stark in die 

Regulation der Zytokinproduktion der DC involviert ist. PGE2 scheint einen allgemein brem-

senden Effekt auf die DC Interleukin Synthese zu haben, da sowohl IL-10 als auch IL-12 sig-

nifikant in ihrer Produktionsrate reduziert sind. Bemerkenswert ist, dass PGE2 die Produktion 

eines Leitzytokins, das IL-12, für die TH1-Aktivierung komplett inhibiert. Diese Fähigkeit 

scheint jedoch nur in unreifen bzw. heranreifenden DC vorhanden zu sein (Kalinski, 1998; 

Kalinski, 1999). Erhöhte Gewebekonzentrationen von PGE2 scheint eine TH2-Immunantwort 

zu induzieren, in dem sie bei DC die IL-12 Produktion unterdrücken und in T-Helferzellen die 

Produktion von IL-4 und IL-5 fördern (Kalinski, 1997). 

Rieser und Bock konnten zeigen, dass PGE2 die Produktion von IL-12 in Makrophagen, die 

durch LPS aktiviert wurden, inhibiert. In Abwesenheit von LPS ist PGE2 jedoch dosisabhän-

gig in der Lage die Produktion von IL-12 in DC zu stimulieren. Alleine vermag PGE2 die IL-

12 Produktion gering zu induzieren, in Kombination mit TNF jedoch zeigt sich ein syner-

gistischer Effekt mit hoher IL-12 Freisetzung. TNFa alleine hatte keinen Effekt auf die IL-12 

Produktion. In Anwesenheit von LPS inhibierte PGE2 die IL-12 Produktion in DC dosisab-

hängig, was auch in den hier gezeigten Experimenten bestätigt wurde. DC, die mit PGE2 und 
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TNFa behandelt wurden, waren hochpotente Stimulatoren der T-Zell Proliferation. Diese Da-

ten zeigen , dass PGE2 zur Reifung von humanen DC beitragen und dass PGE2 ein möglicher 

Stimulator der IL-12 Produktion von humanen DC sein kann (Rieser, 1997). 

Während für Thromboxan keine biologischen Effekte auf DC selbst identifiziert werden 

konnten, war die PGE2-Synthese von DC für diese selbst von großer funktioneller Bedeutung. 

PGE2 ist nicht nur von parakriner Wichtigkeit für die Zytokin-Produktion von DC. Sowohl 

die COX-1 als auch die COX-2 konnten in Form der m-RNA mittels rt-PCR und das Protein 

mittels Westernblot nachgewiesen werden, wobei die COX-1 konstitutiv vorhanden zu sein 

scheint, während die COX-2 aufreguliert wird. Der funktionelle Nachweis konnte durch die 

Inhibitionsversuche mit den beiden spezifischen Cyclooxygenaseinhibitoren Valerylsalicylat 

als spezifischer COX-1-Inhibitor (Bhattacharyya, 1995) und NS 398 als spezifischer COX-2-

Inhibitor ( Futaki, 1994; Kanda, 2002) geführt werden. Aus den Inhibitionsversuchen geht 

hervor, dass beide Cyclooxygenasen von funktioneller Bedeutung für die Prostanoidsynthese 

sind. Die Gegenwart von 1 µM PGE2  in Kulturen von LPS-stimulierten DC inhibierte die IL-

10 Freisetzung um 30-50% und blockierte die IL-12 Produktion vollständig. Umgekehrt 

führte die Blockade der PGE2 Produktion durch unspezifische Cyclooxygenase-Inhibitoren zu 

einer überschießenden Freisetzung beider Zytokine nach LPS-Stimulation von DC. Kelsall et 

al. konnte zeigen, dass DC hohe Mengen an IL-12 p40 als Antwort auf eine CD40 Bindung an 

den CD40 Ligand produzieren und dass IL-10 die Kapazität hat, die CD40-induzierte IL-12 

p40 Produktion abzubrechen; und zusätzlich ist IL-4 in der Lage, die CD40 induzierte IL-12 

p40 Sekretion zu inhibieren und die IL-10 induzierte Inhibition zu verstärken (Kelsall, 1996). 

In dieser Hinsicht ist es ebenfalls bemerkenswert, dass in DC die proinflammatorischen Zyto-

kine IL-1 und TNFα in die Prostanoid Produktion involviert sind. In zahlreichen Säugetier-

zelltypen verschiedenen Ursprungs werden die Prostanoide und Zytokine über verschiedene 

Wechselwirkungen reguliert, in welchen die TNFα und IL-1 Produktion autokrin negativ re-

guliert wird, ausgelöst durch die Ausschüttung und die biologische Aktivität von PGE2 

(Grewe, 1993; Pentland, 1990; Blanton, 1989; Krutmann, 1990). Es gibt jedoch auch einzelne 

Beobachtungen, in denen z.B. von Keratinozyten produziertes IL-1a zu einer Aufregulation 

von COX-2 in Fibroblasten führt und damit zu ein Induktion der PGE2-Synthese (Raz, 1988; 

Barr, 1988; Sato, 1997; Dinarello, 1987). 

Insbesondere wird die PGE2-Produktion von TNF und IL-1 in fast jeder der untersuchten 

Zelltypen der monozytären Zelllinie induziert, und diese zwei Zytokine zusammen sind die 

autokrinen Mediatoren der Endotoxin induzierten Prostanoid-Produktion. Im Gegensatz dazu 

waren in DC aus dem Blut weder TNF noch IL-1, noch die Kombination von beiden, in der 
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Lage die PGE2 oder TXB2-Produktion zu induzieren, was darauf hinweist, dass die Regula-

tion der Prostanoid-Produktion der DC sich entscheidend von den anderen aus den Monozy-

ten entstandenen Zelltypen unterscheidet. Diese Annahme wird dadurch bestätigt, dass durch 

die Blockierung der TNFa und IL-1 Effekte durch die jeweiligen Antikörper die Prostanoid-

bildung nicht komplett inhibiert werden konnte, obwohl die Experimente einen regulatori-

schen Effekt auf die Produktion der einzelnen Prostanoide PGE2 und TXB2 aufzeigten. Es 

scheint so, als ob für eine ausreichende PGE2 Synthese TNFa benötigt würde, während IL-1 

in erster Linie für die Thromboxan Produktion verantwortlich ist. In Anbetracht der Beo-

bachtung, dass die PGE2 Produktion der DC durch die biologische Aktivität des TNFa unter-

stützt wird, könnte man spekulieren, dass TNFa die TH-Zellaktivierung indirekt durch eine 

bevorzugte Induktion des PGE2 beeinflusst. 

Endotoxin, Zytokine und Cox-Inhibitoren sind nicht die einzigen Mediatoren, die die Prosta-

noid Produktion der aus dem Blut gewonnen DC in einer quantitativen wie auch qualitativen 

modulieren können. UV-Bestrahlung ist ein wichtiger physiologischer Stimulus für die DC 

der Haut. Die aus dem Blut gewonnenen DC könnten ein wichtiges Werkzeug für die Unter-

suchung der UV-Effekte auf diese Art von Zellen sein, wie auch die UV-Bestrahlung nützlich 

sein könnte zur Modulation der DC Funktionen  in einem möglichen zukünfigen therapeuti-

schen Nutzen dieser Zellen. In Bezug auf die Prostanoid Produktion zeigen die Daten, dass 

UVB- und UVA-Bestrahlung beide in der Lage sind, die Prostanoid-Bildung zu modulieren. 

UVB-Bestrahlung alleine hatte überhaupt keinen Einfluss auf die Prostanoid-Bildung der DC 

(Ikai, 1989), und das unterscheidet sich entscheidend von dem Einfluss, den die UVB-Be-

strahlung auf die Keratinozyten hat (Grewe, 1993). Inkubiert man jedoch die Zellen vorher 

mit Endotoxin steigt die Prostanoid-Produktion entscheidend im Gegensatz zu nur Endotoxin 

exponierten Zellen. Die Präaktivierung scheint die UVB-Bestrahlungseffekte auf die Prosta-

noid-Bildung zu bahnen, was darauf hindeutet, dass unter vorbestehenden entzündlichen Be-

dingungen, UVB-Licht in der Lage ist, die Entzündung über die Bildung von Prostanoiden 

aus DC zu modulieren. Der zusätzliche Effekt der UVB-Bestrahlung wird weiter gestützt 

durch die Superinduktion von COX-2-mRNA in DC, die mit Endotoxin und UVB behandelt 

wurden. 

Im Gegensatz zum UVB- ist die UVA-Bestrahlung in der Lage, selbst die Prostanoid-

Synthese sowie die COX-2 Expression zu induzieren. Die Zeitkinetik der COX-2 mRNA 

Expression in DC nach UVA1-Bestrahlung ist ähnlich den Zeitkinetiken, die bei 

verschiedenen anderen UVA1 induzierbaren Genen beobachtet wurde, als ein Prototyp sei das 

ICAM-1 aufgeführt (Krutmann, 1995). Von daher kann angenommen werden, dass ähnliche 
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Mechanismen der Genregulation ebenfalls in DC vorkommen, und dass diese Zelllinie als ein 

wichtiges immunologische Ziel der UVA1-Bestrahlung dient. Die Prostanoide der DC 

könnten zu den Mediatoren gehören, die verantwortlich sind für die komplexen, 

immunmodulatorischen Effekte der UVA1-Bestrahlung. Die selektive Synthese des PGE2, 

aber nicht des TXB2, könnte zu der Annahme führen, dass die UVA1-Bestrahlung zu einer 

Hemmung der Zytokin-Produktion über das PGE2 führt. Dies könnte zu den 

antiinflammatorischen Effekten der UVA-Therapie bei entzündlichen Erkrankungen beitragen 

(Krutmann, 1998; Stege, 1996; Stege, 1997; Krutmann, 1999; Krutmann, 2000).  

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass diese Beobachtungen zeigen, dass aus dem Blut ge-

wonnene DC in der Lage sind, Prostanoide, insbesondere PGE2 und TXB2 zu bilden. Ihre 

intrazelluläre Synthese wird durch die beiden Cyclooxygenasen 1 und 2 intrazellulär, und 

durch TNFα und Il-1ß extrazellulär reguliert. DC dienen nicht nur als Prostanoidhersteller, 

sondern auch als Zielzellen. Dies trifft zumindest für PGE2 auf eine para- und autokrine 

Weise zu. Dadurch können sie an der Aktivierung einer TH-1 oder TH-2 Reaktion durch die 

Produktion entsprechender Zytokinen beteiligt sein. 

Im Rahmen der Prostanoidproduktion zeigten sich keine spezifischen Unterschiede zwischen 

atopischen und nicht-atopischen DC. Im Gegensatz dazu führte die Charakterisierung weiterer 

Mediatoren zu Erkenntnissen über spezifische Unterschiede und Gemeinsamkeiten zwischen 

atopischen und nicht-atopischen DC. Beide DC Phänotypen werden durch unterschiedliche 

Inhalationsallergene in ihrem funktionellen Verhalten beeinflusst. Dies betrifft insbesondere 

die Reifung und das Priming für die Synthese von auch für die T-Zelldifferenzierung und –

stimulierung wichtiger Mediatoren wie IL-12 und IL-10. Im Rahmen dieser Untersuchungen 

konnte als wohl interessantestes Ergebnis erstmals ein spezifischer funktioneller Unterschied 

zwischen atopischen und nicht-atopischen DC festgestellt werden: Die Synthesekapazität für 

MCP-1 und in geringerem Maße auch für IL-10 war in atopischen DC wesentlich stärker aus-

geprägt als in nicht atopischen. Die bisher vorliegenden Arbeiten beschäftigten sich noch 

nicht mit der Bedeutung dieses Befundes für die T-Zell-Aktivierung und Differenzierung. 

MCP-1 knock-out Mäuse jedoch zeigten eine Unfähigkeit zur Ausbildung von TH2-Zellende 

(De Schoolmeester, 2003; Traynor, 2002; Kim, 2001; Huang, 2001), und diese Beobachtung 

verleitet zu der Spekulation, dass evtl. eine Überproduktion von MCP-1 zu einer verstärkten 

Ausprägung von TH2-Zellen führt, wie es ja in vivo in Atopikern beobachtet wird. Bei einer 

Präinkubation mit IFN?, ein TH1-Zytokin, kam es zu einer dezenten Reduktion der LPS-in-

duzierten MCP-1 Produktion in beiden Patientengruppen. 
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Bei einer Präinkubation mit IL-10, ein TH2-Zytokin, kam es zu einer dezenten Induktion der 

LPS-induzierten MCP-1 Produktion in beiden Patientengruppen. Bei einer Präinkubation mit 

anti-IL-10 kam es zu einer signifikanten selektiven Hemmung der MCP-Produktion bei Ato-

pikern, so dass die MCP-1-Level eines Nicht-Atopikers erreicht wurden.  

Die Beobachtung der verstärkten MCP-1 Produktion erfährt durch die Möglichkeit ihrer 

Normalisierung einen weiteren wichtigen Aspekt. Es scheint denkbar, dass ex vivo generierte 

humane DC von Atopikern in vitro „normalisiert“ werden können und damit eine therapeuti-

sche Möglichkeit für atopische Erkrankungen eröffnen. 
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7. Zusammenfassung 

 

Das atopische Ekzem beruht unter anderem auf einer angeborenen Fehlregulation des Immun-

systems gegenüber Inhalations- und Nahrungsmittelallergenen, die zur Auslösung einer T-

Zell-vermittelten Entzündungsreaktion in der Haut führt. Im vorliegenden Projekt wurde die 

Mediatorsynthese von antigenpräsentierenden dendritischen Zellen (DC) und ihre mögliche 

Bedeutung für die T-Zell-Aktivierung untersucht. Diese Untersuchungen wurden an aus peri-

pherem Blut differenzierten DC durchgeführt. Es konnte gezeigt werden, dass DC in der Lage 

sind, auf verschiedene Stimuli Prostanoide zu bilden. Die Prostanoidproduktion wurde sowohl 

über die COX-1 als auch durch die de novo Expression der COX-2 reguliert. DC erwiesen 

sich nicht nur als Produzenten von Prostanoiden, sondern konnten auch als Zielzellen für 

biologische Wirkungen insbesondere von PGE2 identifiziert werden. Erstmals konnten au-

tokrine Wechselwirkungen von DC-synthetisierte Prostanoiden und der Synthese von Inter-

leukin-12 und Interleukin-10 durch diese Zellen nachgewiesen werden. Nach der Charakteri-

sierung der Prostanoidproduktion wurden vergleichende Untersuchungen zur Mediator-

synthese von DC von Atopikern versus Nicht-Atopikern durchgeführt. Zunächst konnte ge-

zeigt werden, dass die Mediatorfreisetzung von nicht-atopischen als auch atopischen DC 

durch eine Vorinkubation mit Inhalationsallergenen moduliert werden kann. Hierbei zeigten 

sich jedoch keine Unterschiede in Hinblick auf die Prostanoide als auch auf TH1- und TH2-

typische Zytokine (IL-10, IL-12). Mit MCP-1 konnte jedoch eine Mediator identifiziert wer-

den, der in typischer Weise von atopischen DC signifikant stärker synthetisiert wird und eben-

falls wesentlich stärker induzierbar ist. Die MCP-1-Synthese konnte durch Präinkubation mit 

typischen Inhalationsallergenen zudem wesentlich verstärkt werden. Diese Eigenart von ato-

pischen DC konnte normalisiert werden, indem den DC-Kulturen neutralisierende anti-IL-10 

Antikörper zugesetzt wurden. 

Die vorgestellte Arbeit konnte erstmals die Prostanoidsynthese in humanen, aus dem periphe-

ren Blut gewonnenen DC charakterisieren. Die Prostanoidsynthese in DC unterliegt dem 

Einfluß unterschiedlicher exogener Mediatoren und Stimuli, sowie der Aktivität beider Cyc-

looxygenasetypen. PGE2 spielt eine autokrine Rolle in der Mediatorfreisetzung von DC. Die 

weiteren Untersuchungen haben jedoch auch gezeigt, dass sich die Prostanoidproduktion von 

atopischen und nicht-atopischen DC nicht wesentlich unterscheidet. 

Im Gegensatz dazu führte die Charakterisierung weiterer Mediatoren zu Erkenntnissen über 

spezifische Unterschiede und Gemeinsamkeiten zwischen atopischen und nicht-atopischen 

DC. Beide DC Phänotypen werden durch unterschiedliche Inhalationsallergene in ihrem 



 75

funktionellen Verhalten beeinflusst. Dies betrifft insbesondere die Reifung und das Priming 

für die Synthese von auch für die T-Zelldifferenzierung und –stimulierung wichtiger Mediato-

ren wie IL-12 und IL-10. Im Rahmen dieser Untersuchungen konnte als wohl interessantestes 

Ergebnis erstmals ein spezifischer funktioneller Unterschied zwischen atopischen und nicht-

atopischen DC festgestellt werden: Die Synthesekapazität für MCP-1 war in atopischen DC 

wesentlich stärker ausgeprägt als in nicht atopischen. Die bisher vorliegenden Arbeiten be-

schäftigten sich noch nicht mit der Bedeutung dieses Befundes für die T-Zell-Aktivierung und 

Differenzierung. MCP-1-knock-out Mäuse jedoch zeigten eine Unfähigkeit zur Ausbildung 

von TH2-Zellen, und diese Beobachtung verleitet zu der Spekulation, dass evtl. eine Überpro-

duktion von MCP-1 zu einer verstärkten Ausprägung von Th2-Zellen führt, wie es in vivo in 

Atopikern beobachtet wird. 

Die Beobachtung der verstärkten MCP-1-Produktion erfährt durch die Möglichkeit ihrer 

Normalisierung einen weiteren wichtigen Aspekt. Es scheint denkbar, dass ex vivo generierte 

humane DC von Atopikern in vitro „normalisiert“ werden können und damit eine therapeuti-

sche Möglichkeit für atopische Erkrankungen eröffnen. 
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Abstract 
 
Regulation der Mediatorfreisetzung von dendritischen Zellen: Bedeutung für die 
Immunpathogenese des atopischen Ekzems 
 
Das atopische Ekzem beruht unter anderem auf einer angeborenen Fehlregulation des Immunsystems 
gegenüber Inhalations- und Nahrungsmittelallergenen, die zur Auslösung einer T-Zell-vermittelten 
Entzündungsreaktion in der Haut führt. Im vorliegenden Projekt wurde die Mediatorsynthese von 
antigenpräsentierenden dendritischen Zellen (DC) und ihre mögliche Bedeutung für die T-Zell-
Aktivierung untersucht. Diese Untersuchungen wurden an aus peripherem Blut differenzierten DC 
durchgeführt. Es konnte gezeigt werden, dass DC in der Lage sind, auf verschiedene Stimuli 
Prostanoide zu bilden. Die Prostanoidproduktion wurde sowohl über die Cyclooxygenase (COX)-1 als 
auch durch die de novo Expression der COX-2 reguliert. DC erwiesen sich nicht nur als Produzenten 
von Prostanoiden, sondern konnten auch als Zielzellen für biologische Wirkungen insbesondere von 
Prostaglandin (PG)E2 identifiziert werden. Erstmals konnten autokrine Wechselwirkungen von DC-
synthetisierte Prostanoiden und der Synthese von Interleukin (IL)-12 und IL-10 durch diese Zellen 
nachgewiesen werden. Nach der Charakterisierung der Prostanoidproduktion wurden vergleichende 
Untersuchungen zur Mediatorsynthese von DC von Atopikern versus Nicht-Atopikern durchgeführt. 
Zunächst konnte gezeigt werden, dass die Mediatorfreisetzung von nicht-atopischen als auch 
atopischen DC durch eine Vorinkubation mit Inhalationsallergenen moduliert werden kann. Hierbei 
zeigten sich jedoch keine Unterschiede in Hinblick auf die Prostanoide als auch auf T-Helfer (TH)1- 
und TH2-typische Zytokine (IL-10, IL-12). Mit dem Makrophagen-Chemotaktischen-Protein (MCP)-1 
konnte jedoch ein Mediator identifiziert werden, der in typischer Weise von atopischen DC signifikant 
stärker synthetisiert wird und ebenfalls wesentlich stärker induzierbar ist. Die MCP-1-Synthese konnte 
durch Präinkubation mit typischen Inhalationsallergenen zudem wesentlich verstärkt werden. Diese 
Eigenart von atopischen DC konnte normalisiert werden, indem den DC-Kulturen neutralisierende 
anti-IL-10 Antikörper zugesetzt wurden. 
Die vorgestellte Arbeit konnte erstmals die Prostanoidsynthese in humanen, aus dem peripheren Blut 
gewonnenen DC charakterisieren. Die Prostanoidsynthese in DC unterliegt dem Einfluß 
unterschiedlicher exogener Mediatoren und Stimuli, sowie der Aktivität beider Cyclooxygenasen. 
PGE2 spielt eine autokrine Rolle in der Mediatorfreisetzung von DC. Die weiteren Untersuchungen 
haben jedoch auch gezeigt, dass sich die Prostanoidproduktion von atopischen und nicht-atopischen 
DC nicht wesentlich unterscheidet. 
Im Gegensatz dazu führte die Charakterisierung weiterer Mediatoren zu Erkenntnissen über 
spezifische Unterschiede und Gemeinsamkeiten zwischen atopischen und nicht-atopischen DC. Beide 
DC Phänotypen werden durch unterschiedliche Inhalationsallergene in ihrem funktionellen Verhalten 
beeinflusst. Dies betrifft insbesondere die Reifung und das Priming für die Synthese von auch für die 
T-Zelldifferenzierung und –stimulierung wichtiger Mediatoren wie IL-12 und IL-10. Im Rahmen 
dieser Untersuchungen konnte als wohl interessantestes Ergebnis erstmals ein spezifischer 
funktioneller Unterschied zwischen atopischen und nicht-atopischen DC festgestellt werden: Die 
Synthesekapazität für MCP-1 war in atopischen DC wesentlich stärker ausgeprägt als in nicht 
atopischen. Die Beobachtung der verstärkten MCP-1-Produktion in atopischen DC erfährt durch die 
Möglichkeit ihrer Normalisierung einen weiteren wichtigen Aspekt. Es scheint denkbar, dass ex vivo 
generierte humane DC von Atopikern in vitro „normalisiert“ werden können und damit eine 
therapeutische Möglichkeit für atopische Erkrankungen eröffnen. 
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