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1. Einleitung

1.1.Das humane | mmunsystem hat angebor ene und
erwor bene Eigenschaften

Im Laufe der Evolution haben sich in lebenden Organismen aul3erst komplexe Systeme
zum Schutz vor schadlichen chemischen, physikalischen und bel ebten dulReren Einfliissen
entwickelt. Diese Immunabwehr hangt von einem Zusammenspiel angeborener Antigen-
unspezifischer sowie adaptiver antigenspezifischer Immunitét ab. Zu den Hauptmerkma-
len des angeborenen |mmunsystems des M enschen werden unter anderem die Fahigkeiten
gerechnet, pathogene Faktoren und/oder Gewebsverletzungen schnell zu erkennen und

die gegenwaértige Gefahr den Zellen der adaptiven mmunabwehr schnell zu signalisieren.

Das angeborene Immunsystem besteht aus phagozytotischen Zellen, natirlichen Killer-
zellen (NK) und 16dlichen Faktoren wie Komplement und Interferone (z.B. Interferon-a).
Diese Zellen benutzen eine Vielfalt an Mustererkennungsrezeptoren, um Merkmale zu
identifizieren, die sich mehrere Pathogene teilen (z.B. bakterielle Lipopolysaccharide,

Kohlenhydrate oder doppelstrangige virale RNA).

Der Evolutionsdruck hat zudem zur Ausbildung eines adaptiven Immunsystems geftihrt.
Zu dessen Hauptmerkmalen gehort die Fahigkeit, Gene der Immunglobulinfamilie zu re-
arrangieren. Dieses ermdglicht die Ausreifung einer grof3en Vielfalt an Antigen-spezifi-
schen Klonen, um schlufRendlich die immunol ogische Erinnerung (durch Memory B- und
T-Zellen) aufzubauen. Dieses hochentwickelte und potente System muf3 jedoch durch an-
tigenprésentierende Zellen (APC) instruiert und reguliert werden [8]. Dendritische Zellen
spielen as antigenprasentierende Zellen eine ganz besondere Rolle, da sie ds einzige in
der Lage sind, primére Immunantworten zu induzieren und dadurch den Aufbau einer

»immunologischen Erinnerung® tberhaupt erst ermdglichen.
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1.2.Die Definition und Klassifikation der
dendritischen Zdllen

1.2.1. DieEntdeckung der ersten dendritischen Zellen:
die Langerhans-Zellen der Haut

Die dendritischen Zellen (DC) der Epidermis wurden erstmals 1869 von Langerhans be-
schrieben und spéter nach ihm benannt (Langerhanszellen (LC)). Daraufhin folgten tber
lange Zeit weitreichende Spekulationen tber ihre Funktion. Dal3 verwandte Zellen auch
in anderen Geweben vorkommen, entdeckten Steinman und Cohn 1973 [46]. Sie enthal-
ten jedoch nicht die fir Langerhanszellen typischen, 1961 von Birbeck entdeckten und

nach ihm benannten charakteristischen Granula[109].

Heute werden dendritische Zellen als Teil des lymphohamatopoetischen Systems gese-
hen. Sie reprasentieren eine Population professioneller antigenprasentierender Zellen mit
der Fahigkeit zur Initiierung primérer (und sekundérer) T-Zell-Immunreaktionen [46].
Mittlerweile werden sie und ihre Stamm- und V orl&uferzellen aus dem Knochenmark, pe-
ripherem Blut oder Nabel schnurblut gewonnen. Es sind eine ganze Anzahl von Oberfl&
chenmarkern und anderen phanotypischen und funktionellen Eigenschaften bekannt, die
ihre Identifikation erlauben und die weitere Erforschung der Physiologie und des komple-

xen Funktionssystems dieser Zellen ermdglichen.

1.2.2. Die Namensgebung und Definition der dendritischen Zellen

Die Bezeichnung ,, dendritische Zelle" wurde aufgrund ihres bei isolierten Zellen zu be-
obachtenden Phanotyps 1973 von Steinman gepragt. Sie weisen eine unverwechselbare
Morphologie mit zahllosen zytoplasmatischen Fortsétzen auf, die ihnen ein sternartiges
Aussehen verleihen. Aufgrund dieser Auslaufer haben dendritische Zellen eine grofie
Oberflache, die einen direkten Kontakt mit einer grof3en Anzahl der umgebenden Zellen
erlaubt. So bilden dendritische Zellen in vitro grof3e sphérische Aggregate mit Lympho-
zyten. Experimentell wurde nachgewiesen, dal3 nur eine reife dendritische Zellen erfor-
derlichist, um 100-3000 T-Zellen zu stimulieren [103]. Die Bezeichnung erfolgte jedoch
zuerst rein phanotypisch (gr. dendron = Baum); Uber ihre Funktion war lange wenig be-
kannt [29, 99].



Einleitung

Dendritische Zellen wei sen sehr verschiedene Eigenschaften auf, die charakteristisch sind
far ihren Differenzierungs- und Aktivierungsstatus. Zusétzlich zu ihrer typischen Mor-

phologie haben sie folgende Eigenschaften:

Die einzigartige Fahigkeit reifer dendritischer Zellen, primére T-Zell-Antworten bzw.
eine ausgepréagte ,,Allo“-MLR (allogene MLR (mixed leukocyte reaction)) zu stimu-
lieren, die der priméaren Immunreaktion auf exogene Antigene wahrscheinlich ent-

spricht (erfordert die Differenzierung/Aktivierung dendritischer Zellen);
Spontanes initiales und schnelles Clustern mit T-Lymphozyten bel 37 °C in vitro;

Deutliche Zellmotilitét und die Fahigkeit, spontan bei 37 °C in vitro Zellmembranfortsét-
ze auszustrecken und zu retrahieren, durch Gewebe zu wandern und die T-Zell-Regio-

nen der Lymphknoten sicher zu finden;

Speziaisierte phagozytotische Aktivitét (in vitro); z.B. aktive Makropinozytose;

Ein Zelloberflachen-Phanotyp, der sie von anderen Leukozyten, hauptséchlich Monozy-
ten, Makrophagen und B-Lymphozyten unterscheidet (spezifische Expressionsmu-
ster);

Die Expression bestimmter Oberflachenmarker in Abhangigkeit vom jeweiligen Diffe-
renzierungs-/Aktivierungsstatus (aktivierte Zellen: z.B. CD54 (ICAM-1), CD102
(ICAM-3), MHC (Major histocompatibility complex); CD: cluster of differentiation);

Zytochemische Reaktionen, die sie von Monozyten bzw. Makrophagen unterscheiden

(z.B. verminderte Aktivitéat der Myeloperoxidase, Dipeptylpeptidase, Cathepsin B);

Sowie eine hohe Dichte an MHC-I1-Antigen [46].

Aufgrund ihrer facettenreichen Entwicklungswege, ihren zahlreichen Kommunikations-
schnittpunkten mit anderen Zellen des Immunsystems und teils sogar gegensinniger Be-
einflussung dieser ist es aulRerst schwierig, dendritische Zellen in eine Uberschaubare
systematische Gliederung zu zwéangen. Eine Moglichkeit, dendritische Zellen zu klassifi-
Zieren, besteht in der Bezeichnung nach Lokalisation und Phanotyp. So finden sich in
nicht-lymphoiden Organen Langerhanszellen und interstitielle dendritische Zellen. ,Vei-
led (,schleiertragende”) Zellen der afferenten Lymphbahnen und die dendritischen Zel-
len des Blutes zirkulieren in der Peripherie. In den lymphoiden Organen finden sich
schliefdlich die plasmazytoiden dendritischen sowie die interdigierenden dendritischen
Zellen [98].
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1.3.Herkunft und Entwicklung dendritischer Zellen

1.3.1. DieHerkunft der dendritischen Zellen

Das Blut stammt dem Mesoderm ab, aus dem unter anderem auch die Blutgefal3e und das
Nervensystem hervorgehen. Das hamatopoetische System ist jedoch insofern etwas be-
sonderes, als dald es sich nach der Ausbildung der ersten Blutzellen am 18. Tag der Em-
bryonalentwicklung standig selbst erneuert. So entstehen kontinuierlich wahrend des
gesamten L ebens eines Organismus verschiedene Zell-Linien aus einer einzigen Vorlau-
ferzelle. Zu diesen Zell-Linien gehtren neben Erythrozyten, den verschiedenen Granulo-
zyten, Makrophagen und Lymphozyten auch die dendritischen Zellen. Diese
Entwicklungsvorgange sind aul3erst prazise reguliert, jedoch gleichzeitig sehr flexibel
und anpassungsfahig. Sobald hdamatopoetische Vorlauferzellen (hematopoietic precursor
cells, HPC) sich teilen und differenziertere Tochterzellen entstehen, wird ab der zehnten
bis funfzehnten Teillung die genetische Programmierung auf eine bestimmte Entwick-
lungslinie hin ausgerichtet. Wie die Restriktion der Plastizitét dieser Vorlauferzellen auf
einen umschriebenen Differenzierungsweg hinim Detail funktioniert, ist noch unbekannt
[121].

Dendritische Zellen entstammen hamatopoetischen CD34*-Stammzellen, die etwa ab der
vierten bis sechsten Woche im Embryo nachweisbar sind. Sie finden sich im spéteren Le-
ben im Knochenmark. Die hamatopoetische Herkunft dendritischer Zellen wird u.a. durch
die Expression des gemeinsamen hdmatopoeti schen Markermol ekiils CD45 (auch ,, leuko-
cyte common antigen®) unterstrichen. Diese Vorlauferzellen werden als ihre erste Ent-
wicklungsstufe betrachtet. Aus den hamatopoetischen CD34*-Stammzellen bilden sich
unter dem Einfluf3 verschiedener Faktoren die zirkulierenden Vorléuferzellen der dendri-
tischen Zellen. Zu diesen Faktoren zéhlen unter anderem GM-CSF (Granulozyten-Ma-
krophagen-koloniestimulierender Faktor), TNF-a (Tumornekrosefaktor apha), und die
Proteinkinase C. Die Anwesenheit des Stammzellfaktors (SCF) kann zu einer Verstér-
kung des Wachstums der dendritischen Zellen fuihren, ohne die durch GM-CSF und TNF-

a vorgegebene Differenzierung zu verandern.

Diezu einer ersten Differenzierung angeregten Vorléuferzellen wandernin die peripheren

Gewebe ein, wo sie as unreife Zellen mit hoher phagozytotischer Kapazitét residieren.
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Nach z.B. einer Gewebsverletzung nehmen die mittels verschiedener Stimuli aktivierten
dendritischen Zellen eingedrungene Antigene auf und wandern daraufhin zu den lympho-
iden Organen, wo sie die Immunantwort initiieren. Sie prasentieren ihr aufgenommenes
Antigen gegentiber CD4*- und CD8"-T-Zellen, welche ihrerseits die Funktion der Im-
mun-Effektoren, einschliefllich der antigenspezifischen CD8™ (zytotoxischen) T-Zellen
und der B-Zellen, so wie nicht-antigenspezifische M akrophagen, eosinophile Lymphozy-
ten und NK-Zellen regulieren [8].

Die Erforschung der Herkunft und Entwicklung der dendritischen Zellen ist nach wie vor
ein spannender Bereich der Immunologie, mit wichtigen Implikationen in Bezug auf ihre
Verwendung z.B. in der Tumor-Immuntherapie. Obwohl myeloide und in eéinem gewis-
sen Ausmal3 auch plasmazytoide dendritische Zellen aus Vorlauferzellen unter definier-
ten experimentellen Konditionen angeziichtet werden konnen, bleiben die
Differenzierungswege in vivo weiterhin relativ unbekannt. In vitro erzielte Ergebnisse

konnen jedoch nicht unbegrenzt auf die in-vivo-Situation Ubertragen werden [1].

1.3.2. Subpopulationen dendritischer Zellen

Lange wurde einfach akzeptiert, dal3 dendritische Zellen eine spezielle Population anti-
genprasentierender Leukozyten mit der ausgepragten Fahigkeit, primére T-Zell-Antwor-
ten zu induzieren, sind. Doch gibt es zunehmend Beweise, die zeigen, dal? das System der
dendritischen Zellen viel mehr Plastizitét birgt al's urspringlich angenommen. So wurde
gezeigt, dal3

dendritische Zellen sich aus verschiedenen Arten von Vorl&uferzellen entwickeln kdnnen
(z.B. sind Monozyten, die ihren M-CSF-Rezeptor noch tragen, zur Reifungsinduktion
in der Lage. In ihnen besteht vermutlich eine reichhaltige Quelle an Vorlauferzellen,

die zu dendritischen Zellen oder Makrophagen differenzieren konnen [23]);

funktionell verschiedene Arten dendritischer Zellen sich aus demselben Vorlaufer ent-

wickeln kdnnen; und

mehrere verschiedene Subpopulationen dendritischer Zellen im Blut (Mensch) oder der

Milz (Maus) in vivovorhanden sind [40].

Aufgrund unterschiedlicher Entwicklungsl okalisationen und -voraussetzungen im Korper
sowie den komplexen Funktionen der dendritischen Zellen wird zunehmend versucht,

Subpopulationen zu unterscheiden. Die Erkenntnisse dazu wachsen schnell und befinden



Einleitung

sich zudem in einem steten Wandel. So entwickelten sich mehrere fundamental verschie-
dene Blickweisen auf ihr System. Wahrend z.B. manche Wissenschaftler die Hypothese
bevorzugen, dal? jede der verschiedenen Arten dendritischer Zellen eine bestimmte im-
munregulatorische Rolle auslbt, favorisieren andere die Annahme, dal3 fir die Antigen-
prasentation primér nur der Aktivations-/Reifungszustand einer dendritischen Zelle von
Bedeutung ist, ungeachtet ihrer Herkunft oder Art [40].

Unter den moglichen Differenzierungswegen dendritischer Zellen aus hdmatopoetischen
Vorléauferzellen des Knochenmarks sind bislang mindestens drei verschiedene identifi-
ziert worden. Dendritische Zellen sind nicht homogen, vielmehr handelt es sich um eine
heterogene Gruppe von Zellen, die aus den oben genannten Vorléaufern in unterschiedli-
cher Weise hervorgehen. Die Natur der friihen Vorlauferzellen beeinflufd den Phanotyp

der reifen dendritischen Zellen mit, ohne ihn jedoch strikt zu diktieren.

Es sind zwel verschiedene Hauptgruppen dendritischer Zellen bekannt: der plasmazyto-
ide (auch lymphoid genannt) und der myeloide (aus hamatopoetischen CD34" -V orlaufer-
zellen oder Blutmonozyten) [67, 89]. Samtliche unterschiedlichen Populationen
dendritischer Zellen, die im Thymus und der Milz der Maus identifiziert worden waren,
konnten aus diesen unterschiedlichen Vorl&ufer-Populationen kultiviert werden. Im hu-
manen Thymus und Knochenmark wurde u.a. ebenfalls eine plasmazytoide Zelle mit der
Fahigkeit, sowohl Lymphozyten als auch dendritische Zellen zu hervorzubringen, identi-
fiziert. Plasmazytoide dendritische Zellen kénnen sich in Abwesenheit von GM-CSF ent-
wickeln [23, 26, 47, 76, 111, 117].

1.3.2.1. Plasmazytoide dendritische Zellen

Plasmazytoide dendritische Zellen bezeichnen eine Subpopulation, die sich entlang des
lymphozytaren Differenzierungswegs entwickeln. CLP (common lymphoid precursors)
weisen eine plasmazelldahnliche Morphologie auf und exprimieren keine myeloiden Mar-
ker, jedoch ausgepragt CD4, CD62L und CD123. Sie entwickeln sich wahrscheinlich aus
Vorléaufern des Thymus und finden sich in den T-Zell-Arealen sekundérer lymphatischer
Gewebe. Sie bringen (bei der Maus) entsprechende Zellzahlen an CD4 CD8a*- und
CD4"CD8a -dendritischen Zellen hervor und sezernieren Interferon-a .. Im menschlichen
Knochenmark sind Vorlauferzellen identifiziert worden, die T-, B-, NK- und plasmazy-

toide dendritische Zellen hervorbringen, jedoch keine myeloiden Zellarten.
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Plasmazytoide dendritische Zellen aktivieren besonders die TH,-Immunantwort. Sie ha-
ben zudem die Fahigkeit, die Apoptose zu induzieren und spielen eine Rolle bei der Eli-
mination potentiell autoreaktiver T-Zellen (zentrale und periphere Toleranz). Daher wird
ihnen zugesprochen, in erster Linie regulatorische statt stimulatorische Funktionen auf
Immuneffekte auszutiben [52, 80, 89, 108].

1.3.2.2. Myeloide dendritische Zellen

Myeloide Vorlauferzellen sind Vorstufen der Granulozyten und Makrophagen des Im-
munsystems. Untersuchungen zeigen zwei weitere Entwicklungspfade dendritischer Zel-
len, von denen beide mit einer myeloiden Abstammung assoziiert sind. CMP (common
myeloid precursors) sind gemeinsame myeloide Vorlauferzellen. Fir sie ist eine ausge-
pragte Interleukin-12-Sekretion charakteristisch. In menschlichem Knochenmark finden
sich gleichzeitig Kolonien aus rein dendritischen Zellen sowie gemischte dendritische/
M akrophagen-Zelltypen, die ausgeprégt CD1aexprimieren. Kulturen aus peripheren mo-
nonukledren Zellen, die mit GM-CSF und Interleukin-4 versetzt wurden, als auch mit
GM-CSF, TNF-a und SCF kultivierte dendritische Zellen aus CD34"-Vorl&uferzellen
bringen CD14"CD14a- (assoziiert mit interstitiellen und/oder zirkulierenden dendriti-
schen Zellen) und CD14°CD1a'"-Zéellpopulationen (verwandt mit epidermalen Langer-
hanszellen) hervor [22, 52, 80, 89].

Fur diese Arbeit wurden ausschlieflich myeloide dendritische Zellen aus CD133"-
(CD34"-) Vorléuferzellen mit Hilfe von GM-CSF, TNF-a und SCF kultiviert, zur weite-

ren Differenzierung stimuliert und beobachtet.

1.3.3. DieEntwicklung und Reifung der dendritischen Zellen

Dendritische Zellen zirkulieren als unreife Vorlauferzellen im Blut. Diese stellen nach
den Stammzellen im Knochenmark die zweite Entwicklungsstufe dar, bevor siein die pe-
ripheren Gewebe einwandern. In diesen Geweben findet man dendritische Zellen in un-
terschiedlichen Reifungsstadien, die sich durch charakteristische Expressionsmuster ihrer

Oberflachenmolekiile und spezifische Funktionen auszeichnen.

Der dritte Entwicklungsabschnitt flhrt zu gewebsstandigen unreifen dendritischen Zel-
len. Sie weisen eine hohe endozytotische und phagozytotische Kapazitét auf, was die ak-

tive Antigenaufnahme ermoglicht. Nach der Erkennung von Pathogenen und der darauf
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folgenden weiteren Differenzierung sezernieren sie grof3e Mengen an Zytokinen (z.B. In-

terleukin-12), um die Infektionsausbreitung zu limitieren.

Durch aufgenommene Pathogene und inflammatorische Stimuli induziert folgt eine Mi-
gration aus der Peripherie Gber die afferenten Lymphwege. Die vierte Entwicklungsstufe
mit reifen dendritischen Zellen findet sich nun in den sekundéren lymphoiden Organen.
Dort exprimieren sie grof®e Mengen kostimulatorischer Molektile, welche die an MHC-
Molekiile gekoppelte Antigenprasentation gegentiber T-Zellen ermdglichen und so die

Antwort des Immunsystems induzieren.

\L, i
— —_— — 2T
=
g\g
HPC Progenitor Unreife DC Reife DC
Lokalisation Knochenmark Blutweg Migration Migration Peripheres Blut-/ Sekundéare
Entwicklung Gewebe LymphgefaRe lymphatische
(Reifung) Organe
Oberflachenmarker CD133+ CD33+/CD10+ CD14+ CD86 CD80
(Auswahl) CD34+ CDla+
Induzierende - GM-CSF, IL-4, LPS, dsRNA,
Cytokine/Stimuli TNF-a, SCF,... bakt. DNA,
(Auswahl) cD4oL,
CpG, IFN-g
Einige sezernierte IFN-a, TNF,... - z.B.IL-12
Cytokine/Stimuli
Antigenaufnahme - - - - Hohe Kapazitat Verlust
Antigen-- - - - - Antigenprocessing MHC-lI-Translokation
Préasentation zellinterne MHC-1I an Zelloberflache
T-Zell-Priming - - - - Schwache Hochpotente T - und
Auspragung B-Zell -Aktivierung

Abbildung 1:Die Entwicklung dendritischer Zellen:
Dendritische Zellen stammen von CD34*-hamatopoetischen Vorlauferzellen aus dem Kno-
chenmark. Abhangig von Rezeptorstatus und Umgebungseinfllissen entstehen plasmazytoide
oder myeloide Vorlauferzell populationen. Letztere wandern in peripheres Gewebe zur Anti-
genaufnahme ein. Durch Pathogene, Zytokine etc. aktiviert wandern sie Gber Blut- und affe-
rente Lymphwege in die sekundéren lymphatischen Organe, um als reife dendritische Zellen

gegeniiber T-Zellen die verarbeiteten Antigene mittels MCH-Molekilen zu préasentieren.
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1.4.Funktionen dendritischer Zellen

Dendritische Zellen bilden ein komplexes Zellsystem, welches unter verschiedenen Um-
gebungsbedingungen so grundverschiedene Zustande wie Immunitét und Toleranz indu-
zieren kann. Sie sind zudem in komplexe Stimulations- und Regulationsmechanismen
bezlglich der B-Z€ll-Proliferation und Differenzierung der T-Zellen zu Typ | oder |1 ein-
gebunden [8, 89, 105].

Die sich aus den CD34" hamatopoetischen Vorlauferzellen entwickelnden dendritischen
Zellen sind professionelle antigenprasentierende Zellen. Das von ihnen ausgebildete
Netzwerk befindet sich in

verschiedenen Zonen nicht-lymphoiden Gewebes, z.B. die Langerhanszellen der Epithe-
lien (Haut, Schleimhaute, Lunge) und die intertitiellen dendritischen Zellen in Herz,

Nieren und anderen Organen;

Blut und Lymphflissigkeit, einschliefdich der , schleiertragenden” (, veiled”) Zellen der
afferenten lymphatischen Wege und der peripheren dendritischen Zellen;

der T-Zell-reichen Zone sekundérer plasmazytoider Gewebe (dort die sogenannten inter-
digierenden Zellen (IDC)) und der Randzonen der Milz;

dem Thymusmark; und

den B-Follikeln der sekundaren lymphatischen Gewebe, (hier die sogenannten Keimzen-
trum-DC (GCDC, germinal center DC)).

Obwonhl die Beziehungen zwischen diesen Populationen noch nicht vollstandig verstan-
den sind, werden sie alsverschiedene Differenzierungswege und Reifungsgrade reprasen-

tierend und durch prazise geregelte Kreisldufe verbunden betrachtet [19].

1.4.1. Eigenschaften unreifer dendritischer Zellen

1411 DieAntigen-Aufnahme erfolgt mit unter schiedlichen M echanismen und
erfordert Cofaktoren

Weniger differenzierte oder unreife dendritische Zellen phagozytieren selektiv und kon-

nen effizient eine grol3e Bandbreite an Antigenen zur Verarbeitung und Verknipfung mit

MHC-11-Molekilen internalisieren. Sie sind durch eine hohe endozytotische Aktivitét

ausgezei chnet, welche sich durch eine geringere Phagozytosefahigkeit als Makrophagen,
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jedoch ein hohes Mal3 an konstitutiver Makropinozytosefahigkeit auszeichnet. Sie neh-
men Bestandteile von Viren, Bakterien und intrazelluléren Parasiten auf. Auch erfolgt die
Internalisation peptidbel adener Heat-shock-Proteine. Wahrend der spéteren Reifung ge-

hen diese Eigenschaften verloren [8, 23].

1412 DieMechanismen der Antigenaufnahme sind vielfaltig

Der Mannoser ezeptor :

Der Mannoserezeptor ermdglicht wie die Rezeptoren fur Immunglobuline (CD64 (Fcgl),
CD32 (FogRIN)) die effiziente Aufnahme von I gG-Ilmmunkomplexen und mannosylierten
Antigenen. Er enthélt zahlreiche kohlenhydratbindende Doménen und steuert die Endo-
zytose bzw. Phagozytose unterschiedlichster Mannose- oder Fucosereste tragender Anti-
gene. Im Gegensatz zu den Fc-Rezeptoren und den membranstandigen Immunglobulinen,
welche zusammen mit dem gebundenen Antigen abgebaut werden, 10st sich der Manno-
serezeptor von dem gebundenen Antigen bei einem endosomalem pH von 5.9-6.0 und re-
zirkuliert zur Plasmamembran. Durch diesen Kreidauf der Ligandenbindung und
Internalisation garantiert er eine gleichbleibend hohe Antigen-Aufnahmekapazitét.
Mannosylierte Proteine werden schnell internalisiert und selektiv dem ,, MHC-Klasse-11-
Verarbeitungsweg” zugefihrt. Diese Proteine werden mit 100fach hoherer Effizienz als
unglykosylierte Proteine von dendritischen Zellen prasentiert. In dendritischen Zellen fin-
det man den Mannoserezeptor nicht gleichzeitig mit einer hohen Expression von MHC-
I1-Molekilen (Major Histocompatibility Complex), welche spétere Reifungsstadien cha-
rakterisieren. Mannosylierung reprasentiert einen sehr effektiven Weg, Antigene in vivo

durch dendritischen Zellen prasentieren zu lassen [8,23].

Toll-like Rezeptoren (TLR):

Toll-like Rezeptoren werden von myeloiden Zellen wie Makrophagen, dendritischen und
bestimmten endothelialen Zellen exprimiert. Die Bindung erkannter Pathogene an einen
solchen Rezeptor fuhrt zur Sekretion von Zytokinen wie Interleukin-12 und TNF-a durch
die rezeptortragenden Phagozyten.

TLR spielen eine wichtigen Rolle in der Aufnahme und Beseitigung von Komponenten
wie z.B. modifizierten Wirtsmol ektilen und apoptotischen Zellen. Durch die Vermittlung
verschiedener Mechanismen wie Endozytose, Phagozytose und Adhéasion fihren sie zur
Bindung und Internalisation von Mikroorganismen und ihren Produkten, einschlief3dich

grampositiver (Lipoteichonsaure), gramnegativer (Lipopolysaccharide (LPS)) und intra-

-10-
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zellulérer Bakterien sowie bakterieller DNA. Zusétzlich erkennen Scavenger-Rezeptoren
neben modifiziertem LDL (wodurch er sicherlich eine Rolle bei der Atheroskleroseent-
stehung spielt) eine grof3e Bandbreite von Liganden, einschliefdlich Polysacchariden und
Polyribonucleinsauren [79, 119,120].

Die Aquaporine:

Unreife dendritische Zellen nehmen stetig grof3e Flussigkeitsvolumina mittels Makropi-
nozytose auf und konzentrieren diese Flissigkeit in ihren endozytotischen Kompartimen-
ten. Dieser Konzentrationsmechanismus stellt die Grundlage ihrer hohen
Présentationskapazitét fur 10sliches Antigen dar und erfordert die Fahigkeit eines schnel-
len Wasseraustausches Uber die Zellmembran. Die von unreifen dendritischen Zellen ex-
primierten Aquaporine stellen somit ein essentielles Element der Volumen-
Kontrollmechanismen dar. Nach der Reifung der dendritischen Zellen werden sie, wieam

Beispiel der Molekile AQP3 und AQP7 experimentell gezeigt, herunterreguliert [6].

1.4.2. DieReifung dendritischer Zellen erfolgt nach Kontakt mit
Pathogenen oder inflammatorischen Stimuli und fuhrt
zu ver &nderten Funktionen

Die Induktion der Reifung wird nicht primér durch die Antigenaufnahme, sondern erst
durch den Kontakt mit Pathogenen, bakteriellen Produkten und Komponenten der Bakte-
rienwand oder inflammatorischen Stimuli (z.B. LPS, CD40-L, TNF-a, Interleukin-1),
Heat-shock-Proteinen, viralen Produkten (z.B. dsRNA) o.a. induziert [23, 107, 115].
Auch T-Helfer-Zellen (CD4"-Zellen) konnen z.B. eine vollstandige Reifung der dendri-
tischen Zellen mittels CD40/CD40L -abhéngiger und -unabhangiger Interaktionen trig-
gern [107].

Arbeiten der frihen 1990er Jahre wiesen bereits nach, dal? frische Langerhans-Zellen in
der in-vitro-Kultur ihre Antigenbindungs-, Verarbeitungs- und MHC-11-Synthesefahig-
keit sowie ihre aziden Organellen verlieren und zu immunstimulatorischen dendritischen
Zellen reifen. Diese Veranderungen zeigen deutliche Parallelen zu denen, welche in vivo
stattfinden, wenn Langerhanszellen von der Epidermis zu den abfhrenden LK wandern.
[23].

Der Reifungsprozefd wahrend der Migration von der Peripherie zu den priméren lympha

tischen Organen ist mit mehreren koordinierten V organgen, phanotypischen und funktio-

-11-
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nellen Verénderungen assoziiert. Diese schliefien den Verlust der endozytotischen und
phagozytotischen Rezeptoren und somit den Verlust der Antigenaufnahme- und Verar-
beitungsfahigkeit mit ein. Zudem erfolgt eine Hochregulation akzessorischer und costi-
mulatorischer Molekile wie CD40, CD58, CD80 und CD86. Veranderungen der
Morphologie, Verschiebungen in den lysosomalen Kompartimenten mit dem Verlust von
Monozytenmarkern wie CD68 und der Steigerung von Lysosom-assoziiertem Membran-
protein der dendritischen Zellen (DC-LAMP) sowie Veranderung der Klasse-11-Kompar-
timente sind die Folge. Esresultiert der Phanotyp der reifen dendritischen Zellen mit dem
entsprechenden ausgepréagten Rearrangement des Zytoskel etts, der typischen Morpholo-
gie der langen Dendriten und einer gesteigerten Motilitét, die die Zellmigration fordert
[19, 23, 107].

1421. DieMHC-Molekilesind wichtig fur dieVerarbeitung und Prasentation
der Antigene
Unreife dendritische Zellen (wie z.B. frisch isolierte Langerhanszellen), sind dazu in der
Lage, effizient native Proteine aufzunehmen und verarbeitete Peptide den Memory-T-
Zellen (MTC) zu présentieren. Im Gegensatz dazu sind kultivierte Langerhanszellen und
die interdigitierenden dendritischen Zellen (IDC) der lymphatischen Organe relativ inef-
fizient in der Antigenaufnahme, obwohl sie eine bemerkenswerte Fahigkeit zur Aktivie-
rung naiver T-Zellen besitzen.
In diesem Kontext exprimieren epidermale, unreife Langerhanszellen weniger MHC-I1-
Antigene und akzessorische Moleklle als kultivierte Langerhanszellen und interdigieren-
de dendritische Zellen. Die Reifung der Langerhanszellen, wie sie in vitro beobachtet
wird, wird als den physiologischen Ablaufen sehr dhnlich betrachtet, die wahrend der in-
vivo-Migration der Langerhanszellen von der Haut zu den abfiihrenden Lymphknoten
stattfinden [19].

Dendritische Zellen, die z.B. aus Monozyten mit Hilfe von GM-CSF und Interleukin-4
angezuchtet wurden, haben die Eigenschaften unreifer dendritischer Zellen, da sie eine
hohe endozytotische Aktivitét, aber nur geringe T-Zell-stimulatorische Eigenschaften
aufweisen. Diese Zellen exprimieren relativ wenige MHC-I1-Molekile an ihrer Oberfl &
che, welche aul3erdem schnell internalisiert werden und durch einen grof3en intrazellul &
ren Pool rezirkulieren. Teil dieses Pools sind auch die spdten Endosomen und Lysosomen,

in denen dasinternalisierte Protein-Antigen verarbeitet wird. Dendritische Zellen regulie-
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ren in diesen MHC-1I-reichen Zellkompartimenten die initiale intrazelluldre Formation
von MHC-I1-Peptidkomplexen. Dort bilden sich diese Komplexe jedoch erst, wenn die
Zellen zusétzlich inflammatorischen Mediatoren wie z.B. TNF-a, CD40L, Interleukin-1
oder LPS ausgesetzt sind Das hohe Ausmal3 an Klasse-11-Internalisation und Rezirkulati-
on scheint somit fur die Funktion unreifer dendritischer Zellen charakteristisch zu sein
[23].

Wahrend ihrer letztendlichen Differenzierung, Reifung und dem Verlust der Antigen-
Aufnahmefahigkeit verlagern dendritische Zellen ihre MHC-I1-Produkte von den intra-
zelluléren Kompartimenten zur Plasmamembran. So erfolgt eine koordinierte Regulation
der MHC-11-Molekile im Sinne eines schnellen und vortbergehenden Anstiegs ihrer
Synthese und der Halbwertszeit der Peptid-MHC-Antigen-Komplexe, sowie der MHC-
Translokation an die Zelloberfléche. Hierbei vervierfacht sich die Anzahl der oberfl&
chenstandigen Klasse-11-Molekile innerhalb von 24 Stunden als Konsequenz der redu-
zierten Internalisation und der gesteigerten Biosynthese. Auf diese Weise kdnnen
dendritische Zellen rasch nach der Exposition mit elnem inflammatorischen Stimulusvie-
le Antigen-Peptide prasentieren. Diese Veranderungen sind u.a. die Ursache der Unter-
schiede zwischen den unreifen dendritischen Zellen nicht-lymphoider Organe (z.B.
Langerhanszellen) und den reifen dendritischen Zellen der lymphoiden Organe (z.B. int-
erdigierende dendritische Zellen) [19, 23, 48, 98].

14.22. Wechselsatige I nteraktionen von dendritischen Zellen und T-Zellen

Ein wesentlicher Faktor fur eine addguate mmunantwort ist die Stimulation unterschied-
licher T-Zell-Subpopulationen. Innerhalb der CD4 *- und CD8"-Subpopul ationen (T-Hel-
fer- bzw. zytotoxische T-Zellen) kdnnen weitere Unterscheidungen getroffen werden.
Professionelle antigenpréasentierende Zellen wirken mit Hilfe von Zytokinen wie I nterleu-
kin-12 wahrend eines friihen Priming-Stadiums je nach Anforderung der Situation darauf
ein, ob naive T-Zellen zu TH4- oder TH,-Zellen werden. So bestimmen siedie Art der T-

Zéll-vermittelten Immunantwort [64, 81].

Dendritische Zellen kdnnen unter den entsprechenden Umgebungsbedingungen aus un-
polarisierten THy-Zellen jeweils TH4 -, TH,- oder TH5-Zellen aktivieren [80]. Die durch
die Vermittlung spezifischer dendritischer Zellen polarisierten T-Zellen exprimieren je-

weils eine charakteristische Auswahl an Chemokinrezeptoren, dieihre Reaktionen auf die
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verschiedenen Induktions- oder Inhibitionsfaktoren bestimmen [80, 122]. Mittels Inter-
leukin-12-, Interleukin-18- oder Interferon-a-Sekretion induzieren dendritische Zellen
eine TH;-Antwort. TH4-Lymphozyten erkennen durch Makrophagen préasentierte Anti-
gene. Siefuhren primér zu einer Aktivierung und Verstérkung der zellvermittelten Immu-
nitdt, indem sie Zytokine wie Interleukin-2, Interleukin-12, Interferon-g, Lymphotoxin
und TNF-b produzieren. Ein Zusammenspiel dieser Zytokine fiihrt zu einer CD8*-Zell-
proliferation und der Differenzierung zu zytotoxischen T-Zellen. Diese sind in der Lage,
infizierte Wirtszellen und veranderte Zellen zu zerstéren und zytotoxische T-Zellen und
NK-Zellen zu aktivieren. AuRerdem fordern sie die Replikation von CD4"-Lymphozyten,
regen Makrophagen zur Zerstérung intrazellulérer Pathogene an und induzieren die Pro-
duktion opsonierender und komplementaktivierender Antikorper fir eine verstérkte Bin-
dung wahrend der Phagozytose. Sie aktivieren neutrophile Granulozyten, fordern die
Monozytenproduktion im Knochenmark, aktivieren Adhasionsmolekile wahrend der

Diapedese und wirken im Rahmen der Chemoattraktion auf Phagozyten [122].

Dendritische Zellen kdnnen auch eine I nterleukin-4-Sekretion durch T-Zellen induzieren,
was zur Ausldsung einer THo-Antwort fuhrt. TH,-Lymphozyten erkennen Antigene, wel -
che von B-Lymphozyten présentiert werden. Sie produzieren Zytokine wie Interleukin-2,
-4, -5, -10 und -13. Diese Zytokine ermdglichen aktivierten B-Lymphozyten zu prolife-
rieren und stimulieren deren Antikorperproduktion. Ihre Differenzierung zu antikorperse-
zernierenden Plasmazellen und die Fahigkeit, die Klasse der produzierten Antikorper zu
wechseln, wird gefordert. Eine weitere wichtige Funktion der von den TH»-Zellen produ-
zZierten Zytokine ist es, die Produktion grofRerer Mengen an IgE (gegen Helminthen und
Arthropoden) zu erméglichen und die Eosinophilie (humorale, alergische und antiin-
flammatorische Antworten) zu fordern. IgE wirkt als opsonierender Antikorper, welcher
die Adhasion phagozytierender eosinophiler Granulozyten an Helminthen zum Zweck
der extrazelluldren Zerstorung fordert [64, 81, 122].

Regulatorische T-Zellen, auch T o4-Zellen genannt, stellen eine Gruppe unterschiedlicher
naturlicher und induzierter T-Zellen dar. Werden T 4-Z€llen durch dendritische Zellenin
antigenspezifischer Weise aktiviert, sezernieren sie Interleukin-10. Interleukin-10 inhi-
biert daraufhin gleichzeitig Immunreaktionen gegen das initiale Antigen sowie auch un-
spezifisch gegen andere Antigene. Die TH3-Zellen sind unter den T,4-Zellen wohl am

Besten untersucht. Ihr Wirkmechanismus wird antigenunspezifisch tber TGF-b vermit-
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telt, wobel sie moderate Mengen an Interleukin-10 sezernieren. Sie supprimieren sowohl
die TH;- als auch TH,-Aktivierung, wobei besonders die Unterdriickung autoimmuner
Reaktionen mehrfach beschrieben ist [12].

Lange Zeit wurde die Interaktion zwischen dendritischen Zellen und T-Zellen als eine nur
in einer Richtung verlaufende Interaktion betrachtet. Es zeigt sich jedoch, dal3 T-Zellen
umgekehrt auch eine wichtige Rolle bei der Aktivation dendritischer Zellen spielen kénn-
ten[101]. Sofuhrt die Bindung von T-Zellen an das von dendritischen Zellen exprimierte
CD40 zu einer Steigerung der Lebensfahigkeit dieser dendritischen Zellen und induziert
ihre Reifung. CD40ist ein Mitglied der TNF-Rezeptor-Familie, das auf verschiedenen ha
matopoetischen und nicht-hdmatopoetischen Zellen vorhanden ist. CD40-aktivierte Na-
belschnurblut-CD34"-Vorlauferzellen proliferieren und differenzieren unabhangig von
GM-CSF zu einer Zellpopulation mit Attributen dendritischer Zellen, einschlief3lich der
Stimulation alogener naiver T-Zellen. [57].

Dendritische Zellen kdnnen Interleukin-12 produzieren, wel ches ein Schitissel zytokin der
Induktion von TH;-Antworten darstellt. CD40L (der TH;-Zellen) induziert selektiv und
ausgepragt die Interleukin-12-Produktion der dendritischen Zellen. Die Tatsache, dai3
diese sehr wahrscheinlich auf eine @&nliche Art und Weise wiederum Interleukin-12 ge-
geniiber T-Zellen sezernieren, macht diese Interleukin-12-Quelle besonders effektiv.
Auch die Inhibition der Funktion dendritischer Zellen ist in einigen Vertffentlichungen
beschrieben. Interleukin-10 kann ihre Apoptose induzieren und gleichzeitig sowohl ihre
T-Zell-stimulatorische Kapazitét als auch die Interleukin-12-Produktion erhthen. Gluko-
kortikoide kdnnen ebenfalls ihre L ebensfahigkeit wie auch die Expression costimulatori-
scher Molekile verringern. Auch Prostaglandin-E, vermindert die Produktion von
Interleukin-12, sodal? TH,-Antworten geftrdert werden [23].
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1.5. Die Verwendung von dendritischen Zellen in der
aktuellen Forschung, Diagnostik und Therapie

Das Wissen um die Aktionsmechanismen dendritischer Zellen ist wichtig fur das Ver-
sténdnis der T-Zell-Aktivierungswege. Es konnte in Zukunft eine Intervention wahrend
der Initiierungsphase von Immunantworten erlauben, z.B. im Sinne einer negativen Re-
gulation bei autoimmunen Reaktionen und Transplantationen oder einer positiven Regu-
lation im Falle infektidser oder neoplastischer Erkrankungen. Dendritische Zellen sind
Zielzellen fur Virenwie HIV, HTLV-1, Masern, Influenza und Hepatitis, und kdnnten da-
her bei der Virusverteilung und der generellen Immunsuppression involviert sein. Daher
konnte die zunehmende Aufklarung der Physiologie dendritischer Zellen durchaus Aus-

wirkungen auf die Bekdmpfungsstrategien bei viralen Infektionen haben [19].

Dendritische Zellen werden schon seit geraumer Zeit mit vielversprechenden Ergebnissen
in Bezug auf Immunotherapie bel Tumoren [43, 44] und bei der Stammzelltransplantation
untersucht. Reddy et al. zeigten 2004, dal3 eine verminderte Anzahl dendritischer Zellen
im peripheren Blut mit einer erhdhten Inzidenz von Graft-versus-host-Reaktionen und
umgekehrt assoziiert ist [84, 72, 73].

Die Verfugbarkeit in vitro kultivierbarer dendritischer Zellen hat neue Forschungsmaog-
lichkeiten zur Immunisierung eréffnet, besonders in Bezug auf die Induktion zytotoxi-
scher Antworten gegen Tumorantigene. Mehrere TiermodelIstudien haben gezeigt, dai3
dieser Ansatz Effektivitét verspricht. Nachdem Mause mit dendritischen Zellen beimpft
worden waren, die zuvor mit synthetischen Peptiden von Tumor-Zellinien und sogar in-
takten 16slichen Peptiden aktiviert wurden, entwickelten sie protektive Antworten gegen
die Tumoren. Dendritische Zellen kénnen auch mit relevanten Genen mittels Expressi-
onsvektoren, nackter DNA oder RNA transfiziert werden [15, 74, 86, 102].

Beim Menschen wird bereitsin Pilotstudien die Verwendung dendritischer Zellen als Ad-
juvanten zur Immunogenitét getestet [23, 28]. Es ist entscheidend, die beste Quelle, die
optimalen Konditionen und den geeigneten Zeitpunkt zur Aktivierung dendritischer Zel-
len herauszufinden. Von Bedeutung ist auch, ob die Zugabe von T-Helfer-Epitopen ihre
Immunogenitdt durch Forderung der Aktivierung mittels Memory-T-Zellen noch erhoht.
So gibt es z.B. schon klinische Versuche mit Melanompatienten, bei denen mittels GM-

CSF und Interleukin-4 differenzierte dendritische Zellen eingesetzt werden [23].

-16-



Einleitung

1.6.Zur ldentifizierung wurden spezifische
Oberflachenmolekiile betr achtet

Bel den in dieser Arbeit vorgestellten Versuchen wurden die jeweiligen Zellen nach der
Gewinnung aus dem Nabelschnurblut sowie nach erfolgter Anzucht anhand bekannter
Oberflachenmarker charakterisiert und bestimmten Entwicklungslinien und -Stadien zu-
geordnet. Dafur wurden die Marker CD1a, CD14, CD133 und CLA ausgewahlt, die im
Folgenden vorgestellt werden.

1.6.1. Die Oberflachenmarker CD34 und CD133
identifizieren hamatopoetische Vorlaufer zellen

Bel dem Oberflachenantigen CD34 handelt es sich um ein stadienspezifisches Antigen,
welches mit primitiven hdmatopoetischen Stamm- und V orlauferzellen assoziiert ist. Es
handelt sich um ein 105 - 120 kDa grof3es Typ-1-Transmembran-Sialomucin. Dieses fin-
det sich z.B. auf hdmatopoetischen V orléuferzellen, kapillaren Endothelzellen und Fibro-
blasten wahrend der Embryogenese. CD34 dient der Zelladhasion.

Die CD34-Dichteist auf frihen hédmatopoetischen Vorléauferzellen (im Knochenmark und
fetalen Blut) am hochsten und sinkt progressiv wahrend der Zellreifung. Dieses Oberfl&
chenantigenist ein zuverlassiger Stammzellmarker und wird als solcher zur |dentifikation
und Selektion genutzt. CD34***-Zellen sind frithe, multipotente Vorlauferzellen, diesich
in Abhangigkeit verschiedenster Stimuli zu allen Zellen des hdmatopoetischen Systems
entwickeln konnen. Voll differenzierte hdmatopoetische Zellen sind CD34" [114].

CD133 identifiziert ein 5-Transmembran-Molekil mit eitnem Molekulargewicht von 120
kDa. Die Expression ist auf primitive Vorlauferzellen einschlieflich CD34"** hamato-
poetischen Stammzellen und Vorlauferzellen beschrankt. Im h@matopoetischen System
ist es auf CD34""* Stammzellen in humaner fetaler Leber, Blut und Knochenmark, feta-
len neuralen Stammzellen, endothelialen V orlauferzellen und sich entwickelndem Epithel
in den Mikrovilli und anderen Plasmamembranprotrusionen konzentriert gefunden wor-
den [82]. Stammzellen lassen sich mit CD133-Antikorpern markieren und kdnnen so mit-

tels Durchfluf3zytometrie oder magnetaktivierter Zellsortierung isoliert werden [114].
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1.6.2. CDlawird von reifen, polarisierten myeloiden dendritischen
Zellen exprimiert

Antigene der CD1-Familie (CD1a, -b, -c und -d) gehdren zu der Immunglobulin-Super-
familie und werden von kortikalen Thymozyten, dendritischen Zellen, Langerhanszellen,
B-Zellen (CD1c), Zellen des Darmepithel s, der glatten Muskul atur und der Blutgefale ex-
primiert.

CD1abesitzt ein Molekulargewicht von 43-49kd und fungiert als MHC-I-ahnliches Mo-
lekdl, welches mit dem b,-Mikroglobulin assoziiert ist. Es hat moglicherweise eine be-

sondere Bedeutung bei der Antigenpréasentation [5, 50].

Hamatopoetische CD34"-Vorlauferzellen aus humanem Nabelschnurblut, die mit GM-
CSF und TNF-a kultiviert werden, entwickeln sich zu einer gemischten Zellpopulation,
die verschiedene Subtypen dendritischer Zellen enthdlt. Zu einem friihen Zeitpunkt (Kul-
turtag 5) kdnnen besonders zwei Subpopul ationen aufgrund ihrer gemeinsamen und aus-
schliefdichen Expression von CD1a und CD14 identifiziert werden. Dieses Merkmal
unreifer dendritischer Zellen wurde in der vorliegenden Arbeit zur Identifikation dieser
Zellen genutzt. Beide Subpopulationen reifen am Kulturtag 12 zu typischen dendritischen
Zellen [23]. Monozyten, die mit GM-CSF und Interleukin-4 kultiviert werden, differen-

zieren zu CD1a" dendritischen Zellen, ohne dabei zu proliferieren [19].

CD1a*-Vorlauferzellen entwickeln sich zu Zellen, die Birbeck-Granula, das Lag-Antigen
und E-Cadherin aufweisen. Sie stellen charakteristische Marker fr die Subpopul ation der
epidermalen Langerhanszellen dar [23].

1.6.3. CD14 wird von monozytoiden Zellen exprimiert

CD14 wird auf myelomonozytéren Zellen exprimiert. Es hat ein Molekulargewicht von
53-55 kDaund fungiert als Rezeptor fir einen Komplex aus Lipopolysaccharid (LPS) und
L PS-bindendem Protein (LBP) [50].

Dieser Oberflachenmarker ist typisch fur eine frihe, unreife Entwicklungsstufe monozy-
toider Zellen, was in der vorliegenden Arbeit genutzt wurde. CD34"-Stammgzellen ent-
wickeln sich zu CD14*-Vorlauferzellen, die entweder zu Makrophagen (mittels M-CSF,
Makrophagen-koloniestimulierender Faktor) oder zu myeloiden dendritischen Zellen
(mittels GM-CSF) differenzieren kénnen.
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Entsprechend den intermedidren CD14"-V orlauferzellen konnen sich dendritische Zellen
in Gegenwart von GM-CSF und Interleukin-4 aus monozytoiden CD14*-Zellen aus peri-
pherem Blut entwickeln. Diese sind im Gegensatz zu den CD1a"-Zellen weiterhin bipo-
tente Zellen. Mit Hilfe von M-CSF entwickeln sich Makrophagen, bzw. nach Stimulation
durch Interleukin-4 und GM-CSF dendritische Zellen. Zellen, die sich aus CD14"-Zellen
entwickelt haben, werden auch als ,,myeloide* dendritische Zellen betrachtet. Es bildet

sich eine homogene Population, ohne weitere Teilungen [23, 92].

CD14"-Vorlauferzellen reifen u.a. zu CD14CD1a" dendritischen Zellen, denen die
Birbeck-Granula, Lag und E-Cadherin fehlen. Jedoch exprimieren sie andere Marker, die
fUr dermale dendritische Zellen charakteristisch sind (CD2, CD9, CD68 und Faktor X111a)
[23].

1.6.4. CLA, das, Skin-homing molecule” wird auf aktivierten L euko-
zyten der Haut gefunden

Die Abkirzung ,, CLA* steht fir ,, cutaneuos lymphocyte-associated Antigen*. Es handelt
sich um eine Tyrosinphosphatase, die eine Vorraussetzung fur die Antigenrezeptor-ver-
mittelte Aktivierung der T- und B-Zellen darstellt [10, 30]. Diese T-Zellen binden selektiv
das , vascular lectin endothelia cell-leukocyte adhesion molecule 1“ (ELAM-1). Diese
Interaktion konnte involviert sein in das, skin homing*“ der CLA*-T-Zellen zu chronisch
entztindlichen kutanen Arealen. Hierbei scheint CLA selbst der Rezeptor fur ELAM-1 zu
sein [14]. CLA wird jedoch in unterschiedlicher Auspragung von allen hamatopoetischen

Zellen, besonders Lymphocyten und somit auch von dendritischen Zellen getragen.
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1.7.Zur Anzucht und gezielten Differenzierung der
Zi€elzellen werden bewahrte Stimuli ver wendet

1.7.1. GM-CSF ist ein pluripotenter Faktor, der eine Vielzahl von Zel-
len zur Differenzierung und Reifung anregt

Das Zytokin GM-CSF Granulozyten-Makrophagen-koloniestimulierender Faktor) ist
ein azides Glykoprotein mit internen Disulfidbrticken, welches ein Molekul argewicht von
23 kDa aufweist.

Dieses Protein wird von mesenchymalen Zellen im Umfeld hdmatopoetisch aktiver und
peripherer entzindlich veranderter Areale im Rahmen der Reaktion auf eine Anzahl in-
flammatorischer Mediatoren produziert.

GM-CSF ist in der Lage, sowohl die Entwicklung von Leukozyten (insbesondere neutro-
philen Granulozyten, Makrophagen, gemischten Granulozyten-Makrophagen-Kolonien
und Megakaryozyten aus dem Knochenmark) als auch die Formation eosinophiler Kolo-
nien aus fetalen Leber-Progenitorzellen zu stimulieren. Aufserdem férdert GM-CSF eini-

ge funktionelle Aktivitaten reifer Granulozyten und Makrophagen [120].

1.7.2. TNF-a wird von verschiedenen Zellen produziert und dient der
Vermittlung einer Entziindungsr eaktion

TNF-a (Tumor-Nekrosefaktor apha; auch Cachectin genannt) ist ein membrangebunde-
ner Ligand mit einem Molekulargewicht 25 kDa. Eswird von vielen verschiedenen Zellen
produziert. Makrophagen stellen, besonders nach dem Kontakt mit Interferon-g, eine der
Hauptquellen dar.

TNF-a l6st eine Zytokin-Kaskade aus, die wiederum eine Entztindungsreaktion vermit-
telt. Die Effekte von TNF-a werden durch zwei Rezeptortypen vermittelt, einen 75 kDa
TNF-a-Rezeptor und einen 55 kDa TNF-b-Rezeptor. Esreguliert auf diese Weise die Ex-
pression zahlreicher Gene verschiedener Zellarten, die an der Immunantwort bei einer In-
fektion beteiligt sind [120].

In Assoziation mit GM-CSF induziert TNF-a die Entwicklung dendritischer Zellen.
TNF-a verstéarkt deutlich die GM-CSF-induzierte Proliferation hamatopoeti scher CD34" -
Vorléuferzellen, die aus Nabel schnurblut oder Knochenmark isoliert wurden. Die Koope-
ration von TNF-a mit GM-CSF ist in vitro ein grundlegender Baustein der Entwicklung
dendritischer Zellen aus CD34*-Vorlauferzellen [19].
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TNF-a beschleunigt die Differenzierung dendritischer Zellen und deren MLR-induzie-
rende K apazitét. AuRerdem fordert esim Rahmen der Reifungsinduktion die Verlagerung
der MHC-11-Molekile an die Zelloberflache [26].

1.7.3. SCF wirkt als Wachstumsfaktor fiir ver schiedene L eukozyten

Der Stammzellfaktor (SCF; auch steel factor oder cKit-L) ist ein membrandurchspannen-
des Protein, das auf Knochenmark-Stromazellen und in l6slicher Form vorkommt. Es
wird durch ein Protoonkogen kodiert und durch den cKit-Rezeptor erkannt. Dies ist ein
Zelloberflachen-Signalrezeptor, der u.a. auf Leukozyten exprimiert wird, fur die SCF ai-
nen Wachstumsfaktor darstellt.

Der cKit-Rezeptor ist ein Typ-111-Tyrosinkinaserezeptor, der in die Regulationsmecha
nismen vieler Zellen und Gewebe involviert ist. Unter anderem ist er essentiell fir Hama-
topoese, Melanogenese und Fertilitét [4, 50, 88, 106].

1985 wurde das cKit-Protein mit Hilfe eines monoklonalen Antikérpers bei humanen,
akuten, nicht-lymphaoblastischen Leukamien entdeckt. Unter allen hdmatopoetischen Zel-
len ist das Ausmal? der Expression bei den Progenitorzellen, einschliefdlich 75% der
CD34*-Zellen am hochsten [4]. Die Effekte von SCF auf hamatopoeti sche Gewebe bein-
halten in Synergie mit anderen Zytokinen, dal3 es

- ein potenter Wachstumsfaktor fur hamatopoetische Vorléauferzellen ist;

- eéinen Uberlebensfaktor fiir primitive hamatopoetische Vorlauferzellen und NK-Zellen
durch Suppression der Apoptose darstellt;

- die Mastzelldifferenzierung, Sekretionsfunktion, Chemotaxis und Adhéasion reguliert,

- das Wachstum der Pr&-B-Zellen, frihen Thymozyten, NK-Zellen und erythroiden Ko-
lonien fordert und

- ein Modulator der Zelladhasion ist [4, 93].

SCF stimuliert sehr friihe Progenitorzellen, die ein grof3es Proliferationspotential und die
Differenzierungsfahigkeit sowohl zu erythroiden, myeloiden, als auch Vorlaufern dendri-
tischer Zellen aufweisen. Obwohl SCF allein keinen Effekt auf die Formationen dendriti-
scher Zellkolonien zeigt, fordert es in vitro synergistisch mit GM-CSF und TNF sowohl
die Zellteilung als auch das Groflenwachstum der einzelnen Zellen. Es wirkt direkt auf

Vorléuferzellen und kann in Gegenwart von GM-CSF auch ohne TNF ein (suboptimal es)
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Wachstum dendritischer Zellen induzieren. Die Kombination von z.B. SCF, GM-CSF
und TNF-a fuhrt zu einer deutlich ausgeprégten Zunahme der Anzahl immunstimul atori-
scher CD14"HLA-DR™ dendritischer Zellen aus definierten CD34"-Progenitorzellen des

humanem Knochenmarks [4, 88, 106].

Waéhrend der Reifung aler hamatopoetischen Zellinien (auf3er Mastzellen, die einen ho-
hen Grad der Expression aufrechterhalten) wird cKit herunterreguliert. Periphere Blutzel-

len sind bis auf wenige Ausnahmen cKit-negativ [4].

Zusétzlich zu den zellspezifischen Regulationsmechanismen wird das Ausmal? der ex-
pression von cKit-mRNA und -Protein durch andere Zytokine vermittelt. GM-CSF fuhrt
z.B. zu einer Verminderung von cKit-mRNA in faktorabhangigen friihen myeloiden
(FDC-P1-) Zellen der Maus. Gleichwohl wirkt es synergistisch mit SCF bel der Wachs-

tumsforderung dieser Zellen [4].

1.7.4. M-CSF ermoglicht das Uberleben, die Proliferation und die
Differenzierung von Monozyten, M akrophagen und deren
Vorlauferzellen

M-CSF (Makrophagen-koloniestimulierender Faktor; auch CSF-1) wird von vielen Zel-
len produziert, so auch von Fibroblasten und Makrophagen. Esist wichtig fiir das Uber-
leben, die Proliferation und die Differenzierung von Monozyten, Makrophagen,
Osteoklasten und deren Vorl&uferzellen zu CD14"-Zellen. M-CSF férdert die Steigerung
der Makrophagen-Scavenger-Rezeptor-Aktivitét. Dieses Zytokin Ubt seine biologische
Wirkung Uber die Bindung an den M-CSF-Rezeptor aus; einem Produkt des c-fms Proto-
Onkogens [26, 120].

M-CSF ist der Wachstumsfaktor fur Zellen der Monozyten/M akrophagen-Entwicklungs-
linie. Es hat aufgrund des ubiquitdren VVorkommens von M akrophagen zahlreiche physio-
logische Funktionen. Wahrend der Hamatopoese monozyten-/makrophagenstammiger
Zellen unterstiitzt es Proliferation, Uberleben und Differenzierung. Des Weiteren indu-
zZiert esdie Zytokin- und Proteasensekretion durch Makrophagen zur Bekdmpfung mikro-
bieller Infektionen.

Die M-CSF-Sekretion durch Osteoblasten regt die Osteoklastenreifung an, wahrend die
Sekretion durch uterines Epithel das Trophoblastenwachstum (Rezeptor) und somit die

embryonale Entwicklung fordert. Auch Astrozyten sezernieren M-CSF, wdhrend der Re-

-22-



Einleitung

zeptor von Mikroglia und Neuronen in bestimmten ZNS-Anteilen exprimiert wird. Nicht
zuletzt wurden eine abweichende Expressionen von M-CSF und SF-1R, die mit dem
Krankheitsstadium und der Malignitét zusammenhingen, bei Mammakarzinomen, Ovari-
al- und Endometrialtumoren gefunden [120].

1.7.5. Interleukin-4 wird von TH,-Zellen produziert und induziert
eine Reihe von Wachstums- und Reifungsvor gangen

Interleukin-4 (Interleukin 4) ist ein 15-19 kDa schweres dimeres Protein, welches von
CD4*-Zellen, Mastzellen und basophilen Granulozyten produziert wird. Esinduziert die
Differenzierung von CD4"-Zellen zu TH,-Zellen, wahrend es die TH;-Entwicklung sup-

primiert. Zudem wirkt es u.a. auf das Wachstum der B-Zellen.

Interleukin-4 inhibiert die Makrophagenaktivierung und fuhrt zu deren Fusion, die in vi-
tro multinukledre Riesenzellen hervorbringt. Es induziert des Weiteren die Expression
von MHC-11 und des Mannoserezeptors und fordert die Endozytoseféhigkeit der Makro-
phagen sowie eine alternative Form ihrer Aktivierung [50, 120].

Interleukin-4 beeinfluf®t mehrere Mechanismen der B-Zellen, einschliefdlich der Steige-
rung der MHC-11-Expression und des Ig-Klassen-Switching zu 19G, und IgE. Diese Ef-
fekte werden durch Interferon-g herunterreguliert. Interferon-g und Interleukin-4 wirken

gegenseitig antagonistisch [120].

Wie die Zytokine GM-CSF und Interleukin-3 fordert auch Interleukin-4 die Differenzie-
rung relativ unreifer dendritischer Zellen aus ihren Vorlaufern. Unter dem Einfluf3 von
GM-CSF und Interleukin-4 kdnnen sich aus adhérenten mononukledren Zellen des peri-
pheren Blutes (peripheral blood mononuclear cells, PBMC) wie auch aus monozytoiden
CD14"-Zellen dendritische Zellen entwickeln, die in vitro mehrere Wochen in FCS- und
zytokinhaltigem Medium Uberleben kdnnen. Die auf diese Weise entstandenen Zellen zei-

gen Eigenschaften unreifer dendritischer Zellen [4].
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1.8.Die Oberflachenmarker CD1c, CD303, CD141
und CD304 wer den von ver schiedenen
Subpopulationen dendritischer Zellen exprimiert

Die Oberflachenmarker CD1c, -141, 303 und 304 (zuvor BDCA-1, -3, -2, -4 (blood den-
dritic cell antigen)), deren Expression auf kultivierten mononuklegren Zellen aus Nabel-
schnurblut (CBMC, cord blood mononuclear cells) in der vorliegenden Arbeit untersucht
wurde, wurden von Dzionek et al. entdeckt und untersucht. Sie berichteten 2000 im Jour-

nal of Immunology Uber ihre diesbezliglichen Beobachtungen.

Fur BDCA-1 wurde im Laufe weiterer Untersuchungen festgestellt, dal3 es sich um den
Oberflachenmarker CD1c handelt. Die weiteren monoklonalen Antikorper, anti-BDCA-
2 und -3, identifizieren zwei neue humane Antigene dendritischer Zellen und erhieltendie
Bezeichnung CD303 und CD141 (Cluster of Differentiation). BDCA-4 erwies sich as
identisch mit-Neuropilin-1 und erhielt die Bezeichnung CD304.

1.8.1. CD1cwird von myeloiden dendritischen Zellen exprimiert

CD1cist ein 43 kDagrofl3es Oberflachenmol ek, wel ches neben dendritischen Zellen von
kortikalen Thymozyten, Langerhanszellen, und einigen B-Lymphozyten getragen wird.

Es dient der Antigenprésentation.

Dzionek et al. beobachteten, dal? CD1c nicht mit T-Zellen und Monozyten reagiert, je-
doch mit einer groRRen Subpopulation kleiner ruhender CD19-B-Zellen. Die Expression
dieses Markers ist auf peripheren CD11c¢™*"CD123"-Zellen zu beobachten [31]; dendri-
tischen Zellen myeloider Herkunft. Bei der Untersuchung von CD34"-Stammzellen und
unreifen monozytengenerierten dendritischen Zellen (Mo-DC), die jedoch nur zu einem

Zeitpunkt erfolgte, fanden sie sowohl eine CD1c- as auch CDla-Expression.

1.8.2. CD141 wird myeloiden dendritischen Zellen zugeor dnet

CD141 wird auch Thrombomodulin genannt. Esist ein 100 kDa schweres C-Typ-Lectin.
Dieses Oberflachenmolekil wird neben dendritischen Zellen auch von Monozyten, neu-
trophilen Granulozyten, Endothel zellen und glatten Muskelzellen getragen. Seine Funk-
tion besteht in der Initiierung des Protein-C-Antikoagul ationssignals.
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Eine kleine Population von CD11c*CD123-Z€llen exprimiert das laut Dzionek et al.
myeloide dendritische Zellen markierende Antigen CD141. Diese Zellen unterscheiden
sich von Lymphozyten und Monozyten und sind etwas grof3er als CD303-Zellen. Es fan-
den sich Subsets von CD141 -CD11¢™**- und CD141"-CD11c"-Zellen.

Bei der in-vitro-Reifung von PBMC zeigte sich eine Steigerung der CD141-Expression
auf plasmazytoiden CD11°CD123"**- und myeloiden CD1c*CD11c"**CD123"-Z€llen,
mit einem Peak nach 24h. Die Expression von CD141 blieb bei der CD141*-CD11c¢"*"-
Population fir mindestens 6h unverandert. Sie wurde innerhalb von 3h auf zumindest ei-
nigen Zellen der CD141°-CD11c¢" " -Subpopulationen induziert. Bei den CD141%-Zellen
zeigte sich jedoch keine Coexpression von CD1c, CD2 und vielen Fc-Rezeptoren [31].
Dzionek et al. fanden keine CD141-Expression bei CD34"-Stammzellen und unreifen

monozytengenerierten dendritischen Zellen.

1.8.3. Der Oberflachenmarker CD303 wird auf plasmazytoiden den-
dritischen Zellen gefunden

CD303 ist ein welteres, 38 kDa schweres C-Typ-Lectin. In frischem Humanblut ist die
Expression von CD303 (wie auch CD304) laut Dzionek et al. strikt an plasmazytoide
CD11c'CD123"** Zellen gebunden. Bei der in-vitro-Ausreifung von dendritischen Zel-
len aus Peripherblut (PBMC) zeigte sich innerhalb von 48h eine Verminderung der Ex-
pression auf plasmazytoiden CD11c CD123"**-Zellen. Die exprimierenden Zellen
gehorten zu einer homogenen Zellpopulation (zwischen kleinen ruhenden Lymphozyten
und Monozyten). CD14*-Zellen waren nicht vorhanden. CD303 reagierte nicht mit T-
Zellen und Monozyten, aber einer groRRen Subpopul ation kleiner runender CD19*-B-Zel-
len. Bei der Betrachtung von CD34*-Stammzellen und unreifen monozytengenerierten

dendritischen Zellen fand sich keine Expression von CD303.

Interessanterwei se zeigte sich, dal3 bel der Inkubation mit monoklonalen anti-CD303-An-
tikorpern die CD303"-Zellen bei 37 °C eine mAb-Internalisation (monoclonal antibody)
mit elner der rezeptorvermittelten Endozytose &hnlichen Kinetik erfahren[31]. Ebensoin-
teressant ist die Entdeckung, daf3 eine entsprechende Inkubation zu einer Suppression der
fur CD303*-Zéellen typischen Interferon-a-Sekretion fuhrt [33]. Auf diese Beobachtun-

gen wird spéter noch detaillierter eingegangen.
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1.8.4. CD304 (NP-1) ist ein Oberflachenmarker plasmazytoider den-
dritischer Zellen

In frischem Humanblut ist die CD304-Expression (wie bei CD303) als strikt beschrénkt
auf plasmazytoide CD123*** CD11c -, monozytenstammige und CD34"-Zellen beschrie-
ben. Bel der PBMC-DC-Reifung in vitro zeigt sich eine Steigerung der Expression auf
CD1c™-CD11c™**-CD123*- und CD11c"-/CD11c-Zellen. Hier ergab sich jedoch ein an-
deres Farbemuster als bei CD303. Auch fand keine Internalisation statt [31].

Dzionek, Iganaki et a. erkannten 2002, dal3 CD304 mit Neuropilin-1 (NP-1) identischist.
NP-1ist ein 130 kDaschwerer neuronaler Rezeptor der Klasse-3 Semaphorin-Subfamilie.
Er fungiert als Rezeptor auf endothelialen und Tumorzellen fir den vaskuléren Wach-
tumsfaktor (VEGF-A). In Blut und Knochenmark wird NP-1 ausschlief3lich auf plasma-
zytoiden dendritischen, hingegen in den Tonsillen auch auf einigen anderen Zellen

(besonders follikuldren B-Helfer-Memory-T-Zellen) exprimiert [32].
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1.9.Die Aufgabenstellung der vorliegenden Arbeit

1.9.1. Die Ausgangssituation: Die neuen Marker waren bereits an
PBM C-DC beobachtet worden

Dzionek et al. hatten im Jahr 2000 die Expression der neuen Oberfl&chenmarker BDCA -
1(CD1c), BDCA-2 (CD303), BDCA-3 (CD141) und BDCA-4 (CD304) an dendritischen
Zellen, die aus peripherem Bluts gewonnen worden waren, ausfihrlich untersucht. In die-
sem Zusammenhang beschrieben sie eine Unterscheidungsmoglichkeit plasmazytoider
und myeloider dendritischer Zellen mit Hilfe dieser neuen Marker (s.0.). CD34*-Stamm-
zellen und unreife monozytengenerierten dendritischen Zellen waren nur zu einem Zeit-
punkt und ohne weitere Kultivierung auf die Expression der neuen Marker hin untersucht

worden.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte nun das Vorhandensein der neuen Oberfl&
chenmarker bei myeloiden dendritischen Zellen, die sich aus CD34"-Nabel schnurblut-
Stammzellen entwickelten, nachgewiesen werden. Hierbei sollten mehrere aufeinander-
folgende Untersuchungen im Laufe der Zelldifferenzierung Aufschluld Gber den Zeit-
punkt und das Ausmal3 der Expression geben. Zusétzlich wurden Makrophagen kultiviert,
um die Spezifitdt der Marker fir dendritische Zellen auch bei einer Differenzierung aus

gemeinsamen Stamm- und Vorlauferzellen beurteilen zu konnen.

1.9.2. DieAufgabenstellung: Der Nachweis der Expression der Ober -
flachenmarker CD1c, CD141, CD303 und CD304 (NP-1) bei

myeloiden dendritischen Zellen und M akrophagen aus CD34"-
Nabelschnurblut-Stammzellen

Dievon Dzionek et al. beschriebenen Oberflachenmarker sind bislang beziiglich Ihrer Ex-
pression nur auf PBMC-DC, d.h. dendritischen Zellen aus peripherem Humanblut umfas-
send untersucht worden. CD34*-Stammzellen und unreife monozytengenerierte
dendritische Zellen sind jedoch nur zu einem Zeitpunkt untersucht worden. Es ist nicht

weiter auf die Veranderungen im Laufe ihrer Differenzierung eingegangen worden.
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Dafir diese Marker fur dendritische Zellen aus Peripherblut sowohl die Unterscheidungs-
maoglichkeit zwischen plasmazytoiden und myeloiden dendritischen Zellen als auch die
Spezifitét fur dendritische Zellen an sich propagiert wurde, wurde in der vorliegenden Ar-

beit den folgenden Fragestellungen nachgegangen:

1. Ab wann oder in welcher Phase der Stammzellreifung werden die Oberflachenmarker

CD1c, CD141, CD303 und CD304 auf myeloiden dendritischen Zellen aus CD133"-
Stammzellen exprimiert?

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob und wann die neuen Oberflachen-
marker von Vorlauferzellen und sich differenzierenden myeloiden dendritischen Zel-
len in Bezug auf ihr Entwicklungsstadium exprimiert werden. Da stammzellgenerierte
dendritische Zellen bislang nicht zu mehreren Zeitpunkten wahrend ihrer Differenzie-
rung untersucht worden waren, sollten die von Dzionek et a. aufgestellten Aussagen
bestétigt oder relativiert werden.

2. Lassen sich die neuen Oberfléchenantigene auch auf den zum Vergleich aus densel-
ben CD133*-Stammzellen angeziichteten Makrophagen finden?
Die vier Oberflachenmarker sollen laut Dzionek et al. spezifisch sein fur dendritische
Zellen. Aus den gleichen Stammzellkulturen angeztichteten Makrophagen dienten der

Untersuchung dieser Aussage.
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2.1.Die Versuche erfolgten an aus Nabelschnurblut

isolierten CD133" hamatopoetischen Vorlaufer -
zellen

Fur die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurden aus Nabel schnurblut gewonnene
CD133*-Zellen verwendet.

Das Nabel schnurblut stammte von Entbindungen in benachbarten Geburtskliniken, deren
Hebammen das Blut bei Geburten gesund erscheinender und auf nattirlichem Weg gebo-
rener Kinder entnahmen. Auch bei den Miittern durften keine Infektionen bekannt sein.

Die Eltern haben der weiteren Verwendung des Nabel schnurbl utes zugestimmt.

Fur den Einschlul? der Proben war eine ausreichende Menge von mindestens 20 ml (inkl.
der 7 ml Transportmedium (CPD, Hepes, Pen/Strep, AmphoB)) notwendig. Das Blut
durfte nicht dlter als 24 Stunden und nicht koaguliert sein.

2.2.Die Sortierung der CD133"-Z€llen aus dem Nabel-
schnurblut erfolgte in mehreren Schritten

2.2.1. Zuerst war die Gewinnung der mononuklearen Zellen aus dem
Gesamtblut erforderlich

Das Blut wurde von den Hebammen in vorbereitete sterile, 7 ml Transportmedium bein-
haltende 50-ml-Rohrchen abgeflllt. Diese wurden bei Raumtemperatur gelagert und

transportiert.

Die Proben wurden unter der Sterilbank verarbeitet. Es erfolgte eine Verdiinnung mit ste-
rilem HANKS Puffer (Hanks Salt Solution w/o Ca®*, Mcf*, w/o Phenol Red). Jeweils
ca. 7 ml dieser Ldsung wurden in sterile 50-ml-Réhrchen pipettiert. Nach dem Auffillen
mit HANKS Puffer auf 35 ml wurden die Rohrchen verschlossen und zur Lésung even-

tuell noch vorhandener kleiner Koagel manuell geschiittelt.
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Mit der automatischen Pipette wurde mit jeweils 15 ml Ficoll (Biocoll (Ficoll) Separating
Solution; Isotonic Solution, Density 1,077) vorsichtig unterschichtet und 20 Minuten bei
660 x g ungebremst zentrifugiert. Die hierdurch gebildeten Interphasen, die die mononu-
kledren Zellen des Nabelschnurblutes enthielten, wurden mit der Pipette abgenommen

und in neue 50-ml-Roéhrchen transferiert.

Zum Waschen der so gewonnen Leukozyten wurden diese 10 Minuten bei 300 x g zentri-
fugiert, der Uberstand verworfen und die Zellpellets mit auf Eis gekilhitem HANK'S Puf-
fer resuspendiert. Die Zellen desselben Ursprungsréhrchens (also desselben Spenders)
wurden wieder gemeinsam in ein 50-ml-Rohrchen gegeben und bei 200 x g fur 15 Minu-

ten zentrifugiert.

Nach der Verwerfung des Uberstandes wurden zur Entfernung eventuell noch vorhande-
ner groferer Fremdkorper (Nabel schnurreste, Koagel, etc.) die mit Kulturmedium (RPMI
1640, 10% FCS, 4% Zellkulturzusétze (Siehe M aterial auflistung)) resuspendierten Zellen
Uber ein 40-mm-Zellsieb in ein neues 50-ml-Réhrchen pipettiert. Das Endvolumen betrug
je nach Pelletgréf3e 10-15 ml.

Nach grundlichem Mischen mit der Pipette wurden fir die Zellzahlung 10 ml entnommen
und in ein Eppendorf-Pipettiergefal zu 90 m Turks-L dsung gegeben, wahrend das 50-ml -

Rohrchen bei 300 x g fur 10 Minuten zentrifugiert wurde.

Die Zahlung erfolgte in Neubauer-Zahlkammern.
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2.3. Die Sortierung der gesuchten CD133*Zellen wurde
an der MiniMACS-Saule durchgefihrt

Die Sortierung der fur die Untersuchungen gewtnschten Zellen erfolgte mittels Magne-
tobead-markierten CD133"-Antikdrpern.

Das ,,Magnetic activated cell sorting“ (MACYS) zeigte sich bei einem Vergleich funf ver-
schiedener Methoden der Nabel schnurblut-Stammzell sortierung als die verléfdlichste Art
der Zellisolation [113].

2.3.1. DieGrundlagen der MACS-Sortierung:

Die zu selektionierenden Zellen werden mit hochspezifischen Antikdrpern, im vorliegen-

den Fall gegen den Oberflachenmarker CD133, markiert.

Die Suspension aus Zellen und markierten Antikdrpern wird Gber eine sich in einem per-
manenten Magnetfeld befindende Separierungssaule gegeben. Dabel verblieben nur die
magnetisch markierten Zellen an der Saule, die unmarkierten Zellen wurden durchge-
spult. Nach der Entfernung der Séule aus dem Magnetfeld konnen die an ihr verbliebenen
Zellen eluiert werden (positive Selektion).

Die Separierungseinheit besteht aus einem starken Dauermagneten an einem Stéander und
einer Separierungssaule. Diese Saule enthdlt ein ferromagnetisches Gerlist mit raumlich

sehr kleinen strukturellen Einheiten in einem sterilen Plastikgefals.

Durch das Einbringen der Séule in das Magnetfeld des Dauermagneten resultieren sehr
starke, raumlich kleine Magnetfelder. In unmittelbarer Néhe der so konstruierten Saule
werden 10.000 Mal starkere Felder erzeugt, als dies mit tiblichen geometrischen Struktu-

ren moglich gewesen wére.

Beim Entfernen der Saule aus dem Magnetfeld erfolgt eine schnelle Entmagnetisierung
der Antikorper. Dies ermdglicht eine ztgige Eluation der Zellen aus der Saule, ohne sie

fUr die Anzlichtung der gewiinschten Kulturen unbrauchbar zu machen.
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Markierung der gesuchten O
Zellen mit MAGS MicroBeads 3

In einem kurzen inkubations- ) '
schrin -

Durchiaut der markierten und
unmarkierten Zellen durch - —
gine Separationssdule in dem
Wagnetfeld des MAGS- —&
Sortierers

Auttangen des unmarkae e
Zolien enthaltenden Effluates.

Entlernen der Separations- f———
sauleaus dem Magnetield
und Ausstempeln der darin
verbligbenen Zellen

Abbildung 2:Die magnetassoziierte Zellsortierung mittels MACS:
Die Zellen werden mit MicroBeads markiert und Uber eine sich in einem starken Magnetfeld
befindende Separierungssaule gegeben. Die nicht markierten Zellen durchlaufen die Séule,
wahrend die magnetisch markierten Zielzellen haften bleiben und nach dem Entfernen der

Saule aus dem Magnetfeld eluiert werden konnen.

2.3.2. DieDurchfihrung der MACS-Sortierung

Die Isolierung erfolgte nach Herstellerprotokoll.

Das Pellet der aus dem Nabel schnurbl ut gewonnenen mononuklegdren Zellen wurde bei ei-
ner Zellzahl von maximal 1x108 mit 250 m gekiihitem HANK S Puffer oder HBSS resus-
pendiert und mit jeweils 100 m Fc-Rezeptor-Blockingreagenz und CD133*-Beads

versetzt. Bei einer htheren Zellzahl wurde die Dosierung entsprechend angepal3t.
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Nach einer 30-minutigen Inkubationszeit im Kuhlschrank bei +7 °C wurde das 10-
20fache des L abelingvolumens mit HANK S Puffer aufgefllt und bei 300 x g 10 Minuten

zentrifugiert, der Uberstand vorsichtig abgenommen und verworfen.

Die ebenfalls bei +7 °C vorgekihlte Saule wurde in das Magnetfeld gesetzt und mit 500
m HANKS Puffer gespilt, um eventuell vorhandene Beschichtungsreste zu entfernen.
Die Zellen wurden je nach Pelletgrofze mit 500-1000 m HANK S Puffer resuspendiert und
auf die Saule pipettiert, die darauf folgend noch zweimal mit HANKS Puffer zur Eluie-
rung nicht gebundener Zellen gespult wurde. Der Durchlauf wurde in einem 15-ml-Rdéhr-

chen aufgefangen.

Nach der Entfernung aus dem Magnetfeld wurde die Séule auf ein weiteres 15-ml-Roéhr-
chen gesetzt. Die angereicherten CD133*-Zellen wurden mit 1 ml HANKS Puffer mit
Hilfe eines Kolbens aus der Saulein ein steriles Gefald geprefdt. Nach der entsprechenden
Vorbereitung einer zweiten Saule wurden die Zellen auf diese pipettiert und mit minde-
stens 2ml HANKS Puffer nachgesplilt.

Die so mit 98% Reinheit gewonnenen CD133*-Zellen wurden entsprechend mit 1 ml Kul-
turmedium von der Saule in ein steriles Rohrchen tberfiihrt. 10 m davon wurden zur fol-
genden Zellzdhlung in der Fuchs-Rosenthal-Kammer in ein Eppendorf-Gefal? mit 90 m

Tirks-Ldsung tberfuhrt.
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2.4.Die Kultivierung der gewonnenen Zellen erfolgte
fur dieersten sieben Tage fur alle gewtinschten
Zellarten gleich

Die zur Kultivierung der CD133"-Zellen verwendeten Zytokine, die die Differenzierung
dendritischer Zellen in vitro unterstitzen, sind ausfihrlicher in der Einleitung der vorlie-
genden Arbeit beschrieben. Es handelt sich hier um GM-CSF (Granulozyten-Makropha-
gen-koloniestimulierender Faktor), IL-4 (Interleukin-4) und TNF-a (Tumor-
nekrosefaktor apha). Durch weitere Zugabe von SCF (Stammzellfaktor) zum Kulturme-
dium kann der Ertrag noch erhoht werden [23].

2.4.1. DieCD133*Zellen wurden in Kulturmedium mit spezifischen
Zytokinen beimpft

Die Kultivierung der gewonnen Zellen erfolgte in 24-Loch-Platten mit jeweils 1-ml-
Wells. Dazu wurden die CD133*-Zellen je nach erreichter Zellzahl so mit Kulturmedium
verdinnt, da? 1,5x10° Zellen pro ml Medium vorlagen.

Die Zellen wurden je Well mit 10 mi SCF (Stammzellfaktor; 100 ng/ml), 10 M GM-CSF
(Granul ozyten-M akrophagen-kol oniestimulierender Faktor; 100 ng/ml) und 25 m TNF-
a (Tumor-Nekrose-Faktor alpha; 2,5 ng/ml; Stockldsung 1:100 verdinnt) stimuliert.

Die Inkubation dieser Platten fand bei 37 °C Uber sieben aufeinander folgende Tage statt.
Bei téglichen mikroskopischen Kontrollen des Wachstums wurden die Kulturen am drit-
ten Tag (und an den folgenden bis zum siebten bei Bedarf, d.h. bei grof3er Zellzahlzunah-
me) geteilt. Dabel wurde das Volumen je Well wieder auf 1 ml mit frischem

Kulturmedium erganzt.

2.4.2. DieNachstimulation der Kulturen der drei zu vergleichenden
Zellarten erfolgte mit unter schiedlichen Zytokinen

Die Nachstimulation der Kulturen zur Generation der drei Zellarten, die fur die ge-
winschten Untersuchungen erforderlich waren, erfolgte am siebten Kulturtag. Mit Hilfe
verschiedener Stimuli wurde die Differenzierung unreifer und reifer dendritischer Zellen
sowie von Makrophagen induziert. So konnte die Expression der neuen Oberfl&chenmar-

ker bel verschiedenen Zelltypen bzw. Reifungsstadien verglichen werden.
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Die Zellen wurden zu diesem Zweck geerntet und in der Neubauerkammer gezéhlt. Nach
Zentrifugation bei 300 x g fur 10 Minuten wurde durch entsprechende Zugabe des Kul-
turmediums erneut eine Zellkonzentration von 5x10°/ml eingestellt, und & 1 ml in neue
24-Well-Platten pipettiert.

Zunéchst wurden die Kulturen mit GM-CSF (10 m/ml) und TNF-a (25 m/ml) nachstimu-
liert, um das Wachstum unreifer myeloider dendritischer Zellen zu fordern.

Weiteren Kulturen wurde GM-CSF (10 ni/ml), TNF-a (25 mi/ml) und IL-4 (Interleukin
4; 5 m/ml; d.h. 125 U/ml) zugegeben, was die Polarisation zu reifen myel oiden dendriti-
schen Zellen zur Folge hatte.

Zum Vergleich mit den unreifen und reifenden dendritischen Zellen wurde wiederum
weitere Kulturen ausschliefdlich mit M-CSF (M akrophagen-koloniestimulierender Fak-
tor; 10 m/ml; d.h. 25 U/ml) zur Induktion der Differenzierung reifer Makrophagen nach-

stimuliert.

AlleKulturen wurden jeweils bis zum 14. Kulturtag beobachtet. Die Messung der Expres-
sion der neuen Oberflachenmarker CD1c, CD141, CD303 und CD304, jeweilsin Bezug
auf die Expression von CD1a, CD14 und CLA, erfolgte téglich vom achten bis 14. Kul-
turtag.
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2.5.Die FACS-Analyse diente der Erkennung der
Oberflachenmar ker-Expression bel den
unterschiedlich kultivierten Zellen

2.5.1. Grundlagen

Das Prinzip der Durchfluf3zytometrie ist die simultane Messung verschiedener physikali-
scher und chemischer Eigenschaften der Zellen oder Partikel, die hintereinander in einem
Flissigkeitsstrom angeordnet untersucht werden. Die Analyse der Zellen erfolgt dabei

Uber die gleichzeitige Bestimmung ihrer Fluoreszenzintensitét und ihres Streulichtes.

25.1.1. Die Anfarbung der Ober flachenantigene zur Bestimmung ihrer
Expression in Bezug auf dieinteressierenden Zelltypen

Dieldentifikation der angezlichteten Zellen erfol gte anhand der Fluoreszenz, deren Stérke
die Expressionsdichte der markierten Oberflachenantigene widerspiegelt. Zu diesem
Zweck wurden die kultivierten Zellen mit Hilfe monoklonaler, gegen L eukozytenoberfl &
chen-Antigene gerichtete Antikorper markiert. Die Antikorper waren direkt an jewells e -
nen der Fluoreszenzfarbstoffe FITC (Fluoresceinisothiocyanat; 530 nm), PE
(Phycoerythrin; 585 nm) und Tricolor (kombinierter r-Phycoerythrin-Cyanin-(Cy5)-
Farbstoff; >650 nm) gekoppelt.

25.1.2. Der Aufbau eines Durchflul3zytometers

Zur Analyse wurde die in einem Reagenzréhrchen enthaltene Suspension mit einer Zell-
konzentration von ca. 20.000 Zellen/ml (iber eine Stahlkapillare mittels Uberdruck in die
aus Quarzglas bestehende Mefkivette eingefiihrt. Die Zellen passierten in einem Hull-
strom den Analysepunkt. Der Hillstrom dient der Stabilisierung und Verengung des Pro-
bestroms im Zentrum der Mef3kiivette, so dal3 die Zellen einzeln und hintereinander zum

Analysepunkt gelangen (Prinzip der hydrodynamischen Fokussierung).

-36-



Material und Methodik
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Abbildung 3:Der Schematische Aufbau eines DurchfluRzytometers:
Die Suspension der zuvor mit Fluoreszenzfarbstoffen markierten Zellen wird hintereinander
in eine Quarzglas-Mef¥kiivette eingesogen. An einem definierten Analysepunkt werden die
Signale eines Vorwarts- und eines Seitwartsstreulichts erfaldt, die so gewonnenen Daten ver-

rechnet und als Histogramme und Dotplots dargestellt.

2513. DieMessungder Lichtstreuung und der Fluoreszenz

Die Lichtstreuung wird definiert als physikalischer Prozel3, bei dem die Zelle den einfal-
lenden Lichtstrahl reflektiert. Hierbel wird nur die Richtung, nicht aber die Wellenlange
desLichtesverandert. Zur Auspragung des spezifischen Lichtstreuungswinkelstragen die

Zéellgrofie und -membran, der Zellkern und intrazellulére granulére Bestandteile bei.

Das Licht wird nicht in alle Richtungen gleichzeitig gestreut. Der grofdte Anteil fallt in
Vorwartsrichtung (entlang des einfallenden Lichtstrahls) und bildet hauptséchlich das
Mal3 fur die ZellgrolRe (Vorwartsstreulicht). Das im rechten Winkel zum einfallenden
Lichtstrahl gestreute Licht hangt wesentlich mehr von der Zelldichte und der Granul aritét,
jedoch nur zu einem geringen Teil von der Zellgréfe ab (Rechtwinkel streulicht).
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Mittels eines 15 MW Argonlasers werden die Floureszensfarbstoffe durch Licht der Wel-
lenlange 488 nm zur Emission von Lichtquanten definierter Wellenlange angeregt. Zur
Darstellung der gesuchten Eigenschaften werden die oben genannten Farbstoffe mit ihrem

unterschiedlichem Absorptionsspektrum verwendet.

2514. DieSignalverarbeitung und Datenauswertung

Die Zellen passieren aufgrund des geringen Kapillardurchmessers einzeln den Analyse-
punkt, an dem die Signale des Vorwérts- und Rechtwinkel streulichtes gemessen wurden.
Die Kombination von Signalmessung und -verstarkung ergibt ein analoges Signal, dasin
ein computerverwertbares Digitalsignal umgewandelt wird. Die erhaltenen Daten wurden
mit der Software,, CellQuest™* (BD Biosciences) sowohl als Histogramme als auch als

korrelierte Zweiparamenterdarstellung (Dot Plot) ausgewertet.

25.15. Die Autofluoreszenz und Qualitatskontrolle

Die Zellsuspensionen zeigten bei der Anregung mit 488 nm auch ohne Anférbung eine ge-
wisse Eigenfloureszenz. Bel diesem Signal handelte es sich um das Autofluoreszenzlicht,
welches auch ungeférbte Zellen aufgrund ihrer eigenen chemischen Zusammensetzung
emittieren. Bel der Auswertung der gemessenen Floureszenzwerte wurde die zuvor mit-

tels einer Leerprobe bestimmte Eigenfluoreszenz beriicksichtigt.

2.5.2. DieDurchfihrungder durchfluf3zytometrischen M essungen an
den zu vergleichenden drei Zellarten

Zur Untersuchung der Expression der Oberflachenmarker CD1c, CD141, CD303 und
CD304 wurden t&glich an den Kulturtagen 8-14 je Kultur 1-2 x 10° Zellen entnommen und
zur Charakterisierung ihres Reifungsgrades und Entwicklungsrichtung mit Oberflachen-

molekilen markiert. Dann wurde die Expression mittels Durchflul3zytometrie gemessen.

Die geernteten Zellen wurden in dem ersten der elf bendtigten FACS-Rohrchen bei 300 x
g fur 10 Minuten zentrifugiert. Nach AbgieRen des Uberstands wurde das Zellpellet mit
1100 m HBSS mit Natriumacid (Hanks Balanced Salt Solution) resuspendiert, und je-
weils 100 i in die FACS-Rohrchen 2-11 pipettiert. Die BDCA-Antikorperl 6sungen wa-
ren vorbereitet und auf 10% verdinnt worden (180 ml HBSS und 20 ml Ak-L 6sung).
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Nach dem folgenden Schema wurden die Zellen mit fluoreszierend markierten Antikor-

pern gemeinsam inkubiert:

Leerprobe in FACS-Rohrchen #1
CDlaFITC 15ml in FACS-Rohrchen # 2-6
CD14-Tricolor 3,5ml in FACS-Rohrchen # 2-6
CLA15-FITC 15ml in FACS-Rohrchen # 7-11

BDCA-1-PE 10 ml  in FACS-Rohrchen # 2+7
BDCA-2-PE 10ml in FACS-Rohrchen # 3+8
BDCA-3-PE 10 ml  in FACS-Rohrchen # 4+9
BDCA-4-PE 10ml  in FACS-Réhrchen # 5+10

Kontroll-Ak-PE  5ml in FACS-Rohrchen # 6+11

Die auf diese Weise préparierten Zellen wurden fir 15 Minuten im Kihlschrank bei +7
°C inkubiert. Daraufhin wurde jedem Rohrchen 1 ml HBSS zugegeben. Nach Zentrifuga-
tion fir 5 Minuten bei 1000 x g wurde der Uberstand verworfen und die Pelletsin jeweils
250 m HBSS+Acid aufgenommen.

Die Proben wurden dunkel gelagert und die Messung unverziiglich durchgefihrt.
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Dieverwendeten Materialien:

AC133*"-MicroBeads

AC133" Cdll Isolation Kit: 2x2 ml, in 0,1% Gelatin, 0,05% Na-azide
Order 130-050-801,Lot No. 501 012 3037, Miltenyi Biotec

BDCA 1-4- PE

Blood Dendritic Cell Antibody
Miltenyi-Biotec, Cat No.?

Brutschrank:

(CO,-Inkubator; Heraeus, Dlisseldorf)
Bedingungen: 37 °C, 8,5% CO,

CDla-FITC:
Cat.No. 555806, Lot No. M057670, PharMingen
CD14 - Tricolor:

Code No. MH CD1406, Lot No. 14010103, Spec.No. LMHCD 1406, Caltag L abo-
ratories, Burlingame, CA

CLA-FITC:

Cat.No. 35824X, UPN 555947, Lot No. M048937, PharMingen
FACScan:

Durchfluf3zytometer, Becton Dickinson (BD GmbH), Heidelberg
Fc-Blockingreagenz

AC133" Cell Isolation Kit: 2x2 ml,

in 0,1% gelatin, 0,05% Na-azide
Order 130-050-801,Lot No. 501 012 3037, Miltenyi Biotec

Ficoll:
Biocall (Ficoll) Separating Solution;
I sotonic Solution, Density 1,077
Cat.No. L 6115, Lot No. 008B, Biochrom KG

GM-CSF:

Leucomax, Novartis Pharma GmbH, Nurnberg
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HANKS:

Hanks Salt Solution
wlo Ca?*, Mg?*, w/o Phenol Red
Cat.No. L 2045, Lot No. 400B, Biochrom KG, Leonorenstr. 2-6, 12247 Berlin

HBSS-Acid:

HBSS Hanks' Balanced Salt Solution, Sigma-Aldrich, Deisenhofen
mit 1% Natriumacid

IL-4 (Interleukin-4):
rekombinant, Human, Tebu/Peprotech, FfM; Art.No: 016-300-25-B
Kontroll-Ak-PE:
Mouse 1gG; PE, Ch.B. 19112, Becton Dickinson
Kulturmedium:
siehe ,Medium*
Kulturplatten:

Multiwell, 24 2ml-V ertiefungen, Flachboden, mit Deckel

MACS-Trennung:

MACS-Multistand: Miltenyi-Biotec, mit Mini-MACS-Magnet

Saulen: Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch-Gladbach; MACS separating columns
Order No. 130-042-201; Lot No. 500 122 00 15

Fc-Blockingreagenz und AC133*-Ak-Beads AC133" Cell Isolation Kit: 2x2 ml, in
0,1% gelatin, 0,05% Na-azide

Order 130-050-801,Lot No. 501 012 3037, Miltenyi Biotec

M-CSF:
Tebu/Peprotech, FfM
Medium:

RPMI 1640 VLE RPMI 1640 Medium,
Endotoxin: <= 0,01 EU/mI,

w 2,09/l NaHCO;3, w/o L-Glutamine

Cat.No. F 1415, Lot No. 249 B, Biochrom KG
+ 10% FCS Fetales Ka berserum, Biochrom KG
+ 4% Zellkulturzusétze (s.0.)
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Mikroskope:

Kulturkontrolle: Olympus CK2
Zahlung: Zeiss

Nabelschnurblut bzw. CBM C (Auswahlkriterien):

Geburten gesund erscheinender, auf nattirlichem Wege (termingerecht)
geborener Kinder (keine Sectiones); keine MUtter mit bekanntem HIV/HCV;
Mind. 20 ml (incl. Transportmedium), Blut max 24 h alt, keine makroskopisch
sichtbaren Koagulationen

PC-Softwar e

CellQuest 3.3 (BD Biosciences Heidelberg)
CalisPro (FileMaker), Graph Pad Prism

Pipetten (Automatische Pipette 14ml; Handpipetten 100m, 20m, 10m1, 1ml):
Eppendorf-Pipetten Heilbronn

Rohrchen (50ml, 15ml, FACS-Ro6hrchen, Eppendor f-Gefalie):

15 ml konische Rohrchen (Blue Max Jr.) Falcon/BD, Heidelberg
FACS-Rohrchen Falcon/BD, Heidelberg

SCF:

Stammzell-Faktor; Tebu, Cat. 300-07
TNF-a:

R&D Systems, Wiesbaden; Cat. 210-TA
Transportmedium:

50ml CPD (Citrate-Phosphate-Dextrose-Solution); Sigma C7165
+ 1 ml Hepes Puffer, Biochrom KG

+ 1 ml Pen/Streps.u.

+ 1 ml Amphotericin B Biochrom KG

(je 7 ml pro 50-ml-Réhrchen)

Turk’sche Losung:
Fluka Chemie, Buchs, CH

Zahlkammern:

Neubauer, Fuchs-Rosenthal BD, Heidelberg
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Zellkultur-Zusatze:

Zu gleichen Teilen (alles Biochrom KG)

Pen/Strep 10.000 U/ 10.000mg/ml, Cat.No. A 2213, Lot No. 059 B
L-Glutamin Cat.No. K 0282, Lot No. 380 B

Non-essential Aminoacids Cat.No. K 0293, Lot No. 168 A
Sodium Pyruvate Cat.No. L 0473, Lot No. 157 A

Zentrifugen:

Omnifuge 2.0RS (Sepatech), Heraeus, Dusseldorf
Heraeus 4500, Heraeus, Disseldorf



3. Ergebnisse

3.1.Beobachtungen wahrend der Kultivierung der
CD133"-Zellen aus Nabelschnurblut

Zur Gewinnung der bendtigten Zellen mit Hilfe der Mini-MACS-Saule wurden die
CD133"-Zellen mit magnetassoziierten Micro-Beads markiert und Uiber eine sich in ei-
nem starken starken Magnetfeld befindende Saule gegeben. Die Reinheit der so gewon-
nenen Zellen wurde durchfluf3zytometrisch kontrolliert, wobei erwartungsgemaf3 98,4%
der gewonnenen Zellen den gewtinschten Oberflachenmarker trugen und somit den erfor-
derlichen CD133*-Zielzellen fir diese Arbeit entsprachen. Die verwendeten Zellen
stammten fUr die einzelnen Kulturen der drei betrachteten Zellarten von jeweils nur einem

Probanden.

3.1.1. Fir die Gewinnung von Vorlaufern myeloider dendritischer

Zellen wur den die CD133*-hamatopoetischen Stammzellen mit
SCF, TNF-a und GM-CSF nachstimuliert

Zur Anzucht der ersten der drei zu vergleichenden Zelltypen, den unreifen myeloiden
dendritischen Zellen, wurden die kultivierten CD133*-Zellen am siebten Kulturtag mit
TNF-a und GM-CSF nachstimuliert. Dies induzierte eine weitere Vermehrung der Zell-

zahl myeloider Vorléufer dendritischer Zellen.

Die in diesen Kulturen entstandenen Zellen zeigten beziiglich der verwendeten Oberfl&
chenmarker fur die FACS-Analyse die folgende Verteilung an Oberflachenmarkern:

Die Expression von CD1a (charakteristisch fur reife dendritische Zellen) in Bezug auf die
Gesamtpopulation fiel im Verlauf der Beobachtungen von Tag 8 bis Tag 14 drastisch ab.
CD14"* wurde hingegen im Verlauf zunehmend, an Tag 14 von der Halfte der Zellen ex-
primiert. Auch die die erwartete Coexpression der beiden Marker CD1aund CD14 (kenn-
zeichnend fir unreife dendritische Zellen, welche die erwlinschte Ziel population dieser
Kulturen darstellte), zeigte sich zunehmend auf bis zu einem Drittel der Zellen an Tag 14.
Die CD1a'CD14 -Zellen nahmen im Verlauf von einem Drittel der Gesamtpopulation
ausgehend deutlich ab.
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Abbildung 4: Subpopulationen der unreifen dendritischen Zellen:
Zur Datenerhebung wurden jeweils sechs durchfluf3zytometrische Untersuchungen pro Zell-
art und Tag durchgefihrt. Hier und in den folgenden Graphen sind jeweils reprasentative Er-
gebnisse eines der Experimente gezeigt. Im Verlauf der Messungen von Tag 8 bis Tag 14
nimmt die CD14-Expression (monozytoide Zellen) und die CD1a-CD14-Coexpression als
Ausdruck der friihen Pol arisationsphase in der Entwicklung zu dendritischen Zellen stetig zu.

3.1.2. Zur Differenzierungreifer dendritischer Zellen wurde den
Kulturen IL-4, TNF-a und GM-CSF zugesetzt

Um reife myeloide dendritische Zellen anzuziichten, wurden die Zellen mit IL-4 (Inter-
leukin-4), TNF-a (Tumornekrosefaktor apha) und GM-CSF (Granulozyten-Makropha-
gen-koloniestimulierender Faktor) nachstimuliert. Dies war zur Beobachtung eventueller
Expressionsunterschiede in Abhangigkeit von Reifestadien, im Gegensatz zu den unrei-

fen dendritischen Zellen erforderlich.

Fir die Kulturen dieser reifen myeloiden dendritischen Zellen und der zum Vergleich an-
geziichteten Makrophagen wurden die gewonnenen CD133"-Zellen der Probanden je-
weils nach den ersten sieben Tagen geteilt und spezifisch nachstimuliert. Die reifen
dendritischen Zellen nahmen an Grof3e zu, vermehrten sich aber nicht in demselben Aus-
mal3 wiein den ersten sieben Kulturtagen und wie die Makrophagen. Aufgrund dieser Be-
obachtung wurden 2/3 der Zellen zur Polarisation reifer dendritischer Zellen
nachstimuliert und nur /3 zur Anzucht von Makrophagen, um so jeweils elne ausreichen-

de Zellmenge fur die Durchfluf3zytometrie zu gewéahrleisten.
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Diereifen myeloiden dendritischen Zellen exprimierten beztiglich der verwendeten Ober-
flachenmarker fur die FACS-Analyse die folgenden Oberflachenmarker:

Die CD1a-Expression, welche die Polarisation reifer dendritischer Zellen darstellt, zeigte
sich im Verlauf von Tag 8 bis Tag 14 bis auf 40% der Gesamtpopulation ansteigend.
CD14 wurde wahrenddessen abnehmend, an Tag 14 nur noch von 10% der Zellen getra-
gen.

Die CD1a"CD14"-Coexpression (unreife dendritische Zellen, Vorlauferzellen) zeigte
sichim Verlauf deutlich abnehmend, und auch die CD1a"CD14 Zellen schwandenim Be-

obachtungszeitraum.

8 9 10 11 12 13 14
Tag

—/\- CD14+ ->-CD1a-CD14-

-O-CD1a+CD14+ M- CcD1a+

Expression jeweils auf allen Zellen

Abbildung 5: Subpopulationen der reifen dendritischen Zellen:
Um diein den ersten sieben Kulturtagen gewonnenen unreifen myeloiden dendritischen Zel-
len zur weiteren Reifung anzuregen, wurde IL-4 zugesetzt. Im Verlauf der Messungen zeigte
sich daraufhin eine Zunahme der CD14*(monozytoiden)- und CD1a"-Zellen. Letzteres ist
Ausdruck der zunehmenden Polarisation zu reifen dendritischen Zellen (Reprasentative Dar-

stellung einer der sechs Verlaufskurven).
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3.1.3. Zur Uberprifung der spezifischen Marker fir dendritische
Zellen wurden weitere Kulturen mit M-CSF zur Anzucht von
M akrophagen ver setzt

Zur Untersuchung der Spezifitét der neuen Marker fr dendritische Zellen wurde ein Drit-
tel der kultivierten CD133"-Stammzellen am siebten K ulturtag ausschliefdlich mit M-CSF
(Makrophagen-koloniestimulierender Faktor) nachstimuliert. Daraufhin war die Diffe-
renzierung zu Makrophagen zu beobachten. In diesen Kulturen zeigte sich auch weiterhin
eine rege Zellvermehrung. Somit war eine ausreichende Ausbeute an Zellen fur die
Durchflufizytometrie fir die reifen dendritische Zellen und die Makrophagen gewahrlei-
Stet.

Die in diesen Kulturen angezlchteten Zellen exprimierten bezlglich der verwendeten
Oberflachenmarker fur die FACS-Analyse besonders die folgenden Oberflachenmarker:
CD1a*-Zellen waren kaum vorhanden und zeigten sich nur von Tag 8 bis Tag 11. Die Ex-
pression des CD14-Markers stieg im Verlauf bisauf 85%, was die Differenzierung der er-
wunschten Zellen bestétigte. Gleichzeitig fiel erwartungsgemald die Coexpression der
beiden Oberflachenmolekiile CD1a*CD14" drastisch ab, ebenso ausgepragt schwanden
die CD1la CD14-Zé€llen.
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Abbildung 6: Subpopulationen der M akrophagenkulturen:
Bei den zum Vergleich mit M-CSF nachstimulierten Kulturen zeigte sich erwartungsgemal?
von d 8-14 eine Abnahme der CD1a"CD14*-Expression. Ein Anstieg ist nur bei den CD14*-
Zellen (monozytoide) zu beobachten. Diese Zellen wurden zur Untersuchung der Aussage
angesetzt, dal? die Marker spezifisch fir dendritische Zellen seien. (Représentative Darstel-

lung, aus den Verlaufskurven von sechs Untersuchungen ausgewahit).
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3.2.Die Expression von CD1c, CD141, CD303 und
CD304 auf stammzellgenerierten dendritischen
Zéllen

3.2.1. Der auf myeloiden dendritischen Zellen zu erwartende
Oberflachenmarker CD1c

Die Expression von CD1c, welches in der Literatur als spezifisch fir myeloide dendriti-
sche Zellen beschrieben war, stieg in keiner der Kulturen tiber 45% und war vor allem bei
den unreifen dendritischen Zellen zu beobachten. Insgesamt wurde CD1c jedoch nur von
etwa 15% der CD1a"CD14" dendritischen Zellen exprimiert. Es zeigte sich eine deutliche
Zunahme der Bindungsstellen auf reifen CD1a" dendritischen Zellen (max. Tag 13), de-
ren Subpopulationen in den Kulturen der unreifen dendritischen Zellen jedoch deutlich
abnahm. Die Bindungsstellen nahmen im Verlauf der Beobachtungen auf den unreifen
CD1a"CD14" dendritischen Zellen zu (max. Tagl3/14), deren Zahl erwartungsgemai
auch in Bezug auf die Gesamtpopulation zunahm.

Bel den reifen dendritischen Zellen wurde CD 1c zunehmend von bis zu einem Viertel der
Zellen (max d 11) exprimiert. Auffallend war die hier besonders die Zunahme der Bin-
dungsstellen auf CD1a" dendritischen Zellen (bis 70% der Subpopulationen, max Tag

11). Dies bewies die Differenzierung reifer myeloider dendritischer Zellen.
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Abbildung 7:Verlauf der CD1c-Expression auf den unreifen dendritischen Zellen:
Im Verlauf der Messungen vom achten bis vierzehnten Kulturtag zeigte sich bei den unreifen
dendritischen Zellen (Nachstimulation mit mit TNF-a, SCF und GM-CSF), dal3 die CD1c-
Expression in Bezug auf die Gesamtpopulation nicht iber 15% stieg. Der Marker wurde hier
von bis zu 25% der CD1a*CD14*-Zellpopulation (frilhe Polarisationsphase) exprimiert. (Re-

prasentative Darstellung, aus sechs Untersuchungen ausgewahit).
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Abbildung 8:CD1c-Expression auf CD1a*CD14* dendritischen Zellen:
Von Tag 8 bis Tag 14 wurden taglich Zellen geerntet, mit farbstoffgebundenen spezifischen
Antikérpern markiert und so die Expression der interessierenden Oberflachenmolekiile mit-
tels DurchflulRzytometrie sichtbar gemacht. Die unreifen dendritischen Zellen exprimierten

CD1cim Verlauf der Beobachtungen ansteigend bis zu ca. 30%.
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Abbildung 9:CD1c-Expression auf reifen dendritischen Zellen:
Um die unreifen myeloiden dendritischen Zellen der angelegten Kulturen zu weiterer Diffe-
renzierung anzuregen, wurden Kulturen mit IL-4, TNF-a und GM-CSF nachstimuliert. Im
Verlauf der taglichen durchfluf3zytometrischen Messungen zeigte sich bei diesen Kulturen
eine leichte Vermehrung der CD1a"-Zellen, die zunehmend CD1c exprimierten, wahrend die

Expression in Bezug auf die Gesamtpopul ation dieser Kultur fast unverandert blieb.

Bei den Makrophagen wurde praktisch keinerlei Expression des CD1c-Antigens beob-
achtet, da sich wie zu erwarten war nur auf3erst wenige Zellen mit diesen Oberfléchenei-

genschaften entwickelten.
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Abbildung 10: CD1c-Expression auf M akrophagen:
Um die Spezifitat der Marker fir dendritische Zellen zu beweisen, wurden aus den CD133*-
Stammzellen in weiteren Kulturen mittels Nachstimulation mit M-CSF Makrophagen gene-
riert. Diese zeigten eine proportional zum CD14*-Abfall verlaufend sinkende Expression des
Oberflachenmarkers CD1c, der auch in Bezug auf die Gesamtpopulation dieser Kultur nicht

Uber 22% stieg (Représentative Darstellung, aus sechs Untersuchungen ausgewahit).

3.2.2. Eine CD141-Expression war nur bei wenigen Zellen zu
beobachten

Dieser Antikorper, der in der Literatur als spezifisch fir myeloide dendritische Zellen be-
schrieben wird, wurde sowohl von den unreifen wie den reifen dendritischen Zellen von
weniger a's 10% der Zellen exprimiert. Besonders deutlich zeigte er sich hier auf CD14"
dendritischen Zellen, wéhrend die meisten anderen Subpopulationen ihn nicht oder nur zu
einem geringen Anteil trugen. Die Expressionsrate auf CD14"-Zellen stieg z.B. bei den
unreifen dendritischen Zellen deutlich an, wobel diese Subpopulation im Verlauf zuneh-
mend bis zur Hélfte der Gesamtzellzahl ausmachte.

Bei den Kulturen der reifen myeloiden dendritischen Zellen sank die Expression auf den
CD14" Zellen drastisch ab. Der Anteil dieser Zellen an der Gesamtzellzahl sank im Ver-
lauf bis Tag 14 deutlich ab.

Bei den Kulturen der Makrophagen nahm der Anteil der CD141-Expression in Bezug auf
die Gesamtpopulation ebenfalls kontinuierlich ab. Im Verlauf sank sie bei deren CD14*-
und CD1a*CD14"- Zellen auf bis zu unter 5%.
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Abbildung 11: CD141-Expression auf unreifen dendritischen Zellen:
Die CD141-Expression der Gesamtpopulation der unreifen dendritischen Zellen verlief bei
der durchfluf3zytometrischen Untersuchung parallel des gering ansteigenden und dann wieder
abfallenden Verlaufes der Expression dieses Markers (représentative Darstellung aus sechs

Untersuchungen.)
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Abbildung 12: CD141-Expression auf reifen dendritischen Zellen:
Die durchfluf3zytometrische Untersuchung der Zellen erforderte die Anférbung der interes-
sierenden Oberflachenmolekile mit spezifischen markierten Antikorpern. Bei den reifen
dendritischen Zellen stieg die CD141-Expression der Gesamtpopul ation langsam an und war
mit der Zunahme der CD141-exprimierenden polarisierten CD1a’-Zellen assoziiert (repréa-

sentative Darstellung, aus sechs Untersuchungen).
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Abbildung 13: CD141-Expression auf M akrophagen:
Um die Spezifitét der vier untersuchten Marker fur dendritische Zellen zu belegen, wurden
aus den gleichen CD133*-Stammzellen mittels M-CSF Makrophagen angeziichtet und ent-
sprechend den unreifen und reifen dendritischen Zellen mit markierten Antikorpern inkubiert
und durchfluf3zytometrisch untersucht. Im Verlauf der Messungen an den Makrophagen
(CD14™) nahm die CD141-Expression drastisch von 80% auf unter 10% ab, wahrend siein
Bezug auf die Gesamtpopulation dieser Kultur einen geméaligteren Verlauf zeigte (reprasen-

tative Darstellung, aus sechs Experimenten ausgewahlt).

3.2.3. Der Oberflachenmarker CD303

Dieses Antigen sollte plasmazytoide dendritische Zellen markieren. Bei den Zellen der
vorliegenden Arbeit, die Nabel schnurmonozyten enstammten, wurde CD303 von nur we-
nigen der Zellen exprimiert, von diesen jedoch zum Teil recht ausgepragt. Auch bel den
zum Vergleich angeziichteten Makrophagenkulturen war eine Expression bei den polari-

sierten CD14* Zellen zu beobachten.
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Abbildung 14: CD303-Expression auf unreifen dendritischen Zellen:
Die CD303-Expression war bei den unreifen dendritischen Zellen, die wie in der ersten sie-
ben Kulturtagen GM-CSF, SCF und TNF-a als Kulturzusétze erhielten, in Bezug auf die Ge-
samtpopulation dieser Kultur vernachlassigbar gering, stieg jedoch bei der Subpopulation der
CD1a'CD14*-Zellen im Verlauf der Beobachtungen auf 25%.
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Abbildung 15: CD303-Expression auf reifen dendritischen Zellen:
Diereifen dendritischen Zellen entstammten Kulturen, die zusétzlich mit IL -4 nachstimuliert
worden waren. CD303 wies hier trotz einer Zunahme der CD1a"-Zellen eine spéte und nicht
Uber 2,5% steigende Expression auf. Die Expression blieb in Bezug auf die Gesamtpopul ati-

on durchweg unter 5% (reprasentative Darstellung, aus sechs Untersuchungen).
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Abbildung 16: CD303-Expression auf Makrophagen:
Die Makrophagen, die nach Zugabe von M-CSF generiert wurden, konnten durch die Expres-
sion des fur sie typischen CD14-Oberfléchenmarkers als solche erkannt werden. Bei allen
Zellen dieser Kulturen stieg die CD303-Expression nicht tiber 15% und fiel bei den CD14*-
Zellen ab dem 12. Beobachtungstag nach einem kurzzeitigen Anstieg wieder gegen Null

(représentative Darstellung, aus sechs Untersuchungen).

3.2.4. Der Oberflachenmarker CD304 wurde ubiquitar exprimiert

CD304 wurde von fast allen Subpopulationen ausgeprégt exprimiert. Bei den unreifen
myel oiden dendritischen Zellen stieg seine Expressionskurve schnell bis auf 75% der Ge-
samtpopulation. Auf CD1a"-Zellen nahmen die Bindungsstellen auf bis zu 40% der Zel-
len zu, bei den unreifen CD1a*CD14"-Zellen sogar bis zu 80%. Die Expression auf
CD14"-Zéellen blieb mit 75-80% konstant hoch. CD304 wurde immerhin auf gut einem
Drittel der CD1a'CD14 -Zellen exprimiert.

In Bezug auf die Gesamtpopulationen der polarisierten myeloiden dendritischen Zellen
wurde CD304 abnehmend auf bis zu 35% exprimiert. Dabei fiel die Expression auf den
CD1a*-Zellen (den Zielzellen dieser Kulturen) bis unter 10%.

Bei den CD1a"CD14"- (unreife myeloide dendritische Zellen) und den CD14"-Zellen
verminderte sich die Expression ebenfalls erkennbar. Auch bei den CD1a CD14-Zellen
nahmen die Bindungsstellen ab.

Bei den Makrophagen wurde CD304 in Bezug auf die Gesamtpopulation deutlich abfal-
lend exprimiert. Hier sank der Anteil der exprimierenden CD1a"CD14"- und der CD14*-

Zellen jeweils auf ca. 10%.
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Abbildung 17: CD304-Expression auf unreifen dendritischen Zellen:

Die unreifen dendritischen Zellen wurden durch die Markierung mit Anti-CD1a- und Anti-

CD14-Antikorpern erkennbar gemacht, da sie diese beiden Mol ekiile coexprimieren. CD304

wies bei den unreifen dendritischen Zellen eine durchweg hohe Expression sowohl bei der

Subpopulation der CD1a*CD14*-Zellen sowie der Gesamtpopulation dieser Kultur auf (re-

prasentative Darstellung, aus sechs Untersuchungen ausgewahlt).
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Abbildung 18: CD304-Expression der unreifen dendritischen Zellen:

Um die Expression der Oberfldchenmol ekiile quantifizieren zu kdnnen, mufite bei der durch-

fluRzytometrischen Untersuchung zuerst die Eigenfluoreszenz der Zellen bestimmt und von

den ermittelten Werten abgezogen werden. Hier gezeigt ist die Kontrollmessung der Eigen-

floureszenz (links) und die CD304-Expression bei den Kulturen der unreifen dendritischen

Zellen (CD1a"CD14™; rechts). Dieser Marker wurde in allen Kulturen ubiquitar exprimiert.
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Abbildung 19: CD304-Expression auf reifen dendritischen Zellen:
Die reifen dendritischen Zellen wurden in der durchfluf3zytometrischen Untersuchung mit
den Antikdrpern gegen die Oberflachenmolekile CD1a und CD14 markiert. CD304 zeigte
auch bei diesen CD1a"CD14*-Zellen eine ausgeprégte ubiquitére Expression. (représentative

Darstellung, aus sechs Untersuchungen ausgewahlt).
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Abbildung 20: CD304-Expression auf reifen dendritischen Zellen (Histogramm):
Die Antikorper gegen die interessi erenden Oberflachenmol ekille waren mit Fluoreszenzfarb-
stoffen markiert, die in der durchfluf3zytometrischen Untersuchung aufgrund ihres charakte-
ristischen Streuverhaltens die Aquisition der Daten ermdglichten.
Der neue Oberflachenmarker CD304 (NP-1), der an dendritischen Zellen aus Peripherblut

spezifisch von plasmazytoiden Zellen exprimiert wurde, zeigte auch bei den reifen dendriti-

schen Zellen (CD1a*-Zellen) eine ausgepragte Expression.
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Abbildung 21: CD304-Expression auf M akrophagen:
Die Makrophagen wurden entsprechend den unreifen und reifen dendritischen Zellen mit
spezifischen Antikorpern markiert, um die Expression der interessierenden Oberfl&chenmar-
ker quantitativ nachweisen zu kdnnen. Bei den Makrophagen fiel die CD304-Expression im
Verlauf der Messungen von Tag 8 bis Tag 14 nach einem leichten Anstieg wieder ab (repré-

sentative Darstellung, aus sechs Untersuchungen ausgewdahlt).
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3.3.Die Expression der neuen Oberflachenmarker
auf den CLA*-Zellen der Kulturen

Die CLA*-Zellen der Kulturen der drei zu beobachtenden Zellarten exprimieren das so-

genannte ,, skin-homing molecule" aktivierter Lymphozyten.

In den Kulturen der unreifen myeloiden dendritischen Zellen zeigten nur wenige Zellen,
drastisch abnehmend bis unter 3% (Tag 14) die Eigenschaft der CLA-Expression. Diese
Zellen exprimierten CD1c recht deutlich, CD141 und CD303 vernachlassigbar gering, je-
doch CD304 relativ ausgepragt auf fast der Hélfte der Zellen.

Bei den reifen myeloiden dendritischen Zellen, die mit IL-4, TNF-a und GM-CSF nach-
stimuliert wurden, wurde CLA zunehmend auf bis zu 20% der Zellen exprimiert. Bei die-
sen Zellen zeigte sich eine deutliche Zunahme der CD1c-Bindungsstellen. CD303 und
CD141 wurden wiederum praktisch nicht und CD304 als ubiquitérer Marker von bis zu
3/4 der CLA"-Zellen getragen.

Die Makrophagen der Vergleichskulturen, die mit M-CSF nachstimuliert wurde, expri-
mierten CLA nur gering, und auch dies fiel rasch gegen Null. Alle vier Oberflachenmar-
ker wurden im Verlauf steigend von etwa der Hélfte der CLA™-Zellen exprimiert, was

jedoch in Anbetracht der sehr geringen Zellzahlen keine nennenswerte Aussagekraft hat.
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Abbildung 22: Expression der vier Oberflachenmarker auf CL A*unreifen dendritischen Zellen:
Die Expression der vier Oberflachenmarker bei den CLA *-Zellen der ersten Kultur zeigt, dai
dieim Verlauf von ca. 10% auf 5% der Gesamtzellzahl abfallenden CLA*-Zellen die Marker
tragen. Diesist jedoch aufgrund der geringen Zellzahl nur tendenziell verwertbar. Die Coex-
pression von CD1c und CD304 zeichnet sich deutlich ab (Représentatives Ergebnis, aus

sechs Untersuchungen).
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Abbildung 23: Expression der vier Oberflachenmarker auf CLA™ reifen dendritischen Zellen:
Bei den reifen dendritischen Zellen zeigte sich, da3 dieim Verlauf der Messungen von d8-14
von ca. 5% auf >20% der Gesamtzellzahl ansteigenden CLA *-Zellen den ubiquitéren Marker
CD304 bis zu 60%, CD1c immer noch bis zu 20% und CD303 und CD141 nur gering expri-

mieren (Représentatives Ergebnis, aus sechs Untersuchungen ausgewahit).
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Abbildung 24: Expression der vier Oberflachenmarker auf CLA* M akrophagen:
Bei den Makrophagen (Nachstimulation mit M-CSF) zeigte sich, dal3 dieim Verlauf der Be-
obachtung von ca. 5% gegen Null der Gesamtzellzahl sinkenden CLA *-Zellen die neuen
Oberflachenmarker zwar exprimieren, diese Ergebnisse jedoch auf geringen Zellzahlen ba-
sieren und daher nur eingeschréankt aussagekraftig sind (Reprasentatives Ergebnis, aus sechs

Untersuchungen ausgewahit).
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Abbildung 25: CD1c-Expression auf CLA™ unreifen dendritischen Zellen:
Die durchfluf3zytometrische Untersuchung ergab primér charakteristische Histogramme, die
das Ausmal3 der Expression anschaulich darstellten. Die so nach Abzug der durch eine Leer-
probe festgestellten Eigenfluoreszenz der Zellen ermittelte Stérke der Expression in Relation
zur Anzahl der exprimierenden Zellen stellten die Grundlage fur die weitere Auswertung der
gewonnenen Daten.
CD1c wird von den CLA*-Zellen in den Kulturen der unreifen dendritischen Zellen gering

exprimiert.
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Abbildung 26: CD304-Expression auf CLA™ unreifen dendritischen Zellen.
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Abbildung 27: CD1c-Expression auf den CLA* reifen dendritischen Zellen
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Abbildung 28: CD304-Expression auf den CLA™ reifen dendritischen Zellen:

Abb. 26 bis 28: Die Histogramme der durchfluf3zytometrischen Untersuchung zeigen deut-

lich die Expression der markierten Oberfl&dchenmolekiile. Die mit Floureszenzfarbstoffen

markierten Zellen passieren einzeln hintereinander angeordnet gerichtete Laserstrahlen defi-

nierter Wellenléange und kénnen so anhand der Brechungseigenschaften charakterisiert wer-

den.
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3.4.Tabedlarische Zusammenfassung der
Beobachtungsergebnisse fur CD1c, CD141, CD303
und CD304 an myeloiden dendritischen Zellen aus
Nabelschnur blut-Stammzellen

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zur Expression der neuen Oberflachenmarker
CD1c, CD141, CD303 und CD304 durch stammzellgenerierte dendritische Zellen ver-
schiedener Reifestadien und Makrophagen werden in der nachfolgenden Tabelle noch
einmal vereinfachend zusammengefalit. Diese vier neuen Oberfléchenantigene zeigen auf
myel oiden dendritischen Zellen, welche aus Nabel schnurblut angeziichtet wurden, keine
so charakteristische Verteilung, wie sie auf dendritischen Zellen aus Peripherblut be-

schrieben wurde. Doch ist eine gewisse Spezifitét fur dendritische Zellen erkennbar.

Tabelle 1: Expression der neuen Oberflachenmarker CD1c, CD141, CD303 und CD304 durch
stammzellgenerierte dendritische Zellen ver schiedener Reifestadien und Makrophagen.

Kulturen (Bglcj:ic- 1) (BCDDCl:-lS) (BCDDC?E-BZ) (B%%ggi) Marker
Unreife DC + (+) ++ +++ CDla*CD14*
Reife DC ++ + (+) ++ CD1la*
Makrophagen (+) (+) (+) ++ CD14*
Unreife DC/CLA* | (+) - - + CDla*CD14*
Reife DC/CLA* +) - - + CDla*
Makrophagen/CLA™ | - - - - CD14*
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4. Diskussion

Die Bedeutung dendritischer Zellen bei der Initiierung und Regulation zellul&rer immu-
nologischer Reaktionen ist in den letzten Jahren zunehmend klarer geworden. Sie spielen
z.B. inder Pathophysiologie von Infektions- und A utoimmunerkrankungen e ne entschei-
dende Rolle. Den Subpopulationen dendritischer Zellen kommen hierbei unterschiedliche

Aufgaben zu.

Esliegt deshalb nahe zu versuchen, dendritische Zellen durchfluf3zytometrisch zu charak-
terisieren. Zunéchst gelang dies allerdings nur unter Zuhilfenahme mehrerer Marker, die
von dendritischen Zellen coexprimiert werden. Seit einigen Jahren sind Oberfl&chenmar-
ker bekannt, die fir dendritische Zellen spezifisch sein und eine einfache Markierung er-
maoglichen sollen. Insbesondere CD1c, CD141, CD303 und CD304 werden zur
Untersuchung von Proben des peripheren Bluts, und zunehmend auch von Gewebeproben
benutzt. Die Spezifitét der genutzten Marker ist zwar hinreichend fir dendritische Zellen
des peripheren Blutes, jedoch nur unzureichend fir andere Differenzierungsphasen nach-
gewiesen worden. Die Anzucht dendritischer Zellen aus Stammzellen ermdglicht die
Analyse verschiedener Reifungsstufen und unterschiedlicher Reifungswege. Unter dem
EinfluR von M-CSF reifen CD14" Makrophagen, unter dem EinfluR von IL-4 differen-
zierte CD1a" dendritische Zellen und unter dem alleinigen EinfluR von GM-CSF und
TNF-a, ohne andere zusitzliche Zytokine, CD1a" CD14" Vorlaufer dendritischer Zellen

aus.

Es stellt sich die Frage, ob und in welchem Ausmal’ die Marker CD1c und CD141 auf
myel oiden dendritischen Zellen und ihren V orlaufern exprimiert werden, ob diese Marker
auch von Makrophagen getragen werden, die aus den gleichen Stammzellen angeziichtet
wurden und ob die Marker CD302 und CD303 wirklich, wie behauptet, fir plasmazytoide

dendritische Zellen spezifisch sind.
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4.0.1. CD1c wird von myeloiden dendritischen Zellen exprimiert

Der Oberfladchenmarker CD1c wurde bel den stammzellgenerierten dendritischen Zellen
vor alem von unter dem EinfluR von IL-4 gereiften CD1a" dendritischen Zellen, geringer
auch von den unreifen CD1a" CD14" Zellen exprimiert. Dies entspricht den Beobachtun-
gen von Dzionek et al., die zeigen konnten, dal’ dendritische Zellen aus CD34" -hamato-
poetischen Vorlauferzellen, die alerdings nur zu einem Zeitpunkt untersucht worden
waren, sowohl CD1c als auch CD1atrugen.

Sie berichteten zudem, dal3 CD1c eine ldentifizierung dendritischer Zellen myeloider
Herkunft erlaubt. Dies konnten wir in der vorliegenden Arbeit bestétigen. Die peripherem
Blut entstammenden dendritischen Zellen, die von Dzionek et al. ausfihrlich untersucht
worden sind, coexprimierten jedoch kein CD1a, sodal3 CD1c sowohl zur Identifizierung
von peripheren myeloiden dendritischen Zellen als auch den gewebsstandigen Langer-
hanszellen geeignet ist. Allerdingsfindet sich CD1c auch auf einer Subpopulation von pe-
ripheren B-Zellen, sodal’ zur eindeutigen Identifizierung Doppelfarbungen mit einem B-

Zellmarker notwendig sind.

4.0.2. Die CD141-Expression konnte fur myeloide dendritische Zellen
bestéatigt werden

CD141 wurde besonders deutlich auf frihen Entwicklungsstufen der angeziichteten
CD14" monozytoiden Zellen exprimiert, die dann jedoch mit der weiteren Ausreifung zu
Makrophagen dieses Antigen wieder verlieren. Auf den unreifen CD1a*CD14"-Z¢llen
fand sich eine sehr geringe Expression. Bei den reifen CD1a" Zellen stieg diese jedoch
bis auf 50% an. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den von Dzionek berichten Er-
gebnissen, die zeigen, dass CD 141 von dendritischen Zellen myel oider Herkunft getragen
wird [31]. Allerdings zeigen die vorliegenden Ergebnisse ein heterogenes Expressions-
muster einerseits auf Makrophagenvorldufern und andererseits auf ausdifferenzierten
dendritischen Zellen, sodal nicht von einer einheitlichen CD141" Popul ation gesprochen

werden kann.
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4.0.3. Die CD303-Expression auf stammzellgenerierten
dendritischen Zellen war gering

Das Antigen CD303 wurde unter den den drei untersuchten Kulturbedingungen nur von
einem geringen Anteil der voll ausdifferenzierten CD1a"-Zellen, jedoch von immerhin
25% der unreifen CD1a*CD14" dendritischen Zellen exprimiert.

Dies steht im Gegensatz zur Expression auf dendritischen Zellen des peripheren Bluts.
Dzionek et al. zeigten, daR aus dem peripheren Blut isolierte CD303"-Zellen kein CD1a
und CD14 exprimieren, jedoch Eigenschaften plasmazytoider dendritischer Zellen auf-
wiesen. Zudem hatten sie auch CD34*-Vorl&uferzellen und monozytengenerierte dendri-
tische Zellen untersucht und festgestellt, dal3 beide weder CD303 noch CD141 tragen
[31].

Die Ursache dieser Diskrepanz kann nattrlich in der unterschiedlichen Herkunft der den-
dritischen Zellen begriindet sein, und die vorgestellten Ergebnisse kdnnten in-vitro Arte-
fakte darstellen. Es ist jedoch eher wahrscheinlich, dald die in der vorliegenden Arbeit
gewdahlten Ausreifungsbedingungen die physiol ogischen Bedingungen zumindest einiger
Organe widerspiegeln. Dzionek benutzt zur Anzucht dendritischer Zellen TGF-b, dasvon
Epithelien gebildet wird, wahrend die in dieser Arbeit angeziichteten CD1a*CD14" -den-
dritischen Zellen, die die unerwartet hohe CD303 Expression zeigten, ohne TGF-I3 ange-
zUchtet wurden und eher interstitiellen dendritischen Zellen in Lymphknoten entsprechen
[19].

Dai’ die myeloiden dendritischen Zellen CD303 tragen, fuhrt aber zu der Frage, ob die
M arkierung mit monoklonalen anti-CD303-Antikorpern wirklich immer die gewiinschten
Zellen identifiziert. Eine ganze Reihe von Verdffentlichungen sind erschienen, die sich
besonders auf die Expression von CD303 stutzen. So wurde z.B. die Verwendung von
anti-CD303-Antikorpern zur Identifikation plasmazytoider dendritischer Zellen bei alo-
genen hdmatopoetischen Stammzelltransplantationen untersucht [2]. Immer haufiger
werden dendritische Zellen mit anti-CD303-Antikorpern zur Untersuchung entziindlicher
und autoimmuner Geschehen markiert [16]. So wird auch berichtet, dal3in Lasionen aller-
gischer Kontaktdermatitis mit Hilfe von anti-CD303-Antikorpern eine erstaunlich grof3e
Anzahl vermeintlich plasmazytoider dendritischer Zellen nachgewiesen wurde. Diese

wurden in enger Nachbarschaft zu CD56" -NK -Zellen gefunden, was eine funktionelle In-
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teraktion dieser beiden Zelltypen bedeuten konnte [10]. Doch stellt sich die Frage nach
der Zuverlassigkeit der Ergebnisse und somit ihrem Nutzen als Grundlage fur néhere Un-

tersuchungen.

Die nachgewiesene Expression von CD303 auf myeloiden dendritischen Zellen eréffnet
jedoch auch neue Moglichkeiten, da CD303 as Molekil funktionelle Eigenschaften be-
sitzt. Dzionek et al. beschrieben eine schnelle, mit einer der Endozytose éhnlichen Kinetik
erfolgende Internalisation des Anti-BCDA-Antikorpers nach Bindung an CD303 mit dar-
auffolgender effektiver Prasentation des Antikorpers gegentiber T-Zellen. Dies ist ein
wichtiger Hinweis auf die mogliche Rollevon CD303 in der Liganden-Internalisation und
Antigen-Prasentation [31, 33]. Diese Beobachtung konnte zudem in Zukunft derart ge-
nutzt werden, dal3 die ztigige Internalisation und Prasentation eines Antigens gezielt her-
beigefihrt wird. Sollen dendritische Zellen z.B. zur spezifischen Immunisierungs-
stimulation genau definierte Antigene préasentieren, kann die Bereitstellung entsprechend
praparierter Zellen in kurzer Zeit erfolgen. Das kann in Zukunft unter Umsténden sogar

wichtige therapeutische Bedeutung haben.

Sehr vielversprechend ist auch die mehrfach beschriebene Méglichkeit der effizienten
Suppression einer Interferon-a-Freisetzung nach Inkubation reifer plasmazytoider den-
dritischer Zellen mit anti-CD303-mAb [31, 33]. Auch Ronnblom et al. [85] beschrieben
dieses Phdnomen, welches in der gezielten Unterdriickung der fr plasmazytoide dendri-
tische Zellen charakteristischen Interferon-a-Freisetzung besteht und bei entztindlichen
(autoimmunen) Geschehen einen therapeuti schen Nutzen versprechen kann. Hier werden
z.B. fur Patienten mit systemischem Lupus erythematodes (SLE) aufgrund der in vitro
nachgewiesenen potenten I nterferon-a-Inhibition nach CD303-Antikérperbindung Uber-

legungen zu einem moglichen therapeutischen Nutzen angestellt [17, 85].

Ein Signalweg via CD303 konnte eine Rolle im Wechsal von der Interferon-a/b zur In-
terleukin-12-kontrollierten Immunantwort spielen. Dasgezielte Triggern dieses Wechsels
mittels anti-CD303-mAb inhibiert betrachtlich die Sekretion von Interferon-a/b durch

plasmazytoide dendritische Zellen und fordert dadurch die Interleukin-12-Produktion.

Eine mogliche funktionelle Beeinflussung nicht nur der plasmazytoiden sondern auch der
myel oiden dendritischen Zellen kdnnte deshalb die Zahl der potentiellen Einsatzméglich-

keiten von anti-CD303 erhéhen.
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4.0.4. Die CD304-Expression auf aus Nabelschnurblutstammzellen
angezlichteten dendritischen Zellen war ubiquitéar verteilt

Die Expression von CD304 zeigte sich auf fast allen Subpopulationen der untersuchten

Kulturen myeloider dendritischer Zellen und Makrophagen.

CD304 wird mittlerweile aber zur Isolation und Identifikation plasmazytoider dendriti-
scher Zellen eingesetzt. Im Gegensatz zu CD303 ist bei einer Markierung mit anti-
CD304-Antikorpern keine Rezeptorinternalisation oder Modifikation der Zellfunktionen
beschrieben worden. Dieser Marker sollte genauer auf seine Einsatzfahigkeit bei der Iden-
tifikation plasmazytoider dendritischer Zellen hin untersucht werden, da es von Vorteil

ist, wenn die markierten Zellen weiterhin ihre Funktionsfahigkeiten behal ten.

2002 beschrieben Dzionek et a. ihre Beobachtung, dal3 CD304 identisch sei mit Neuro-
pilin-1 (NP-1) [32]. NP-1 ist ein neuronaler Rezeptor fur axonale Wachstumsfihrungs-
Faktoren in der Entwicklung des Nervensystems. Es gehort der Klasse-3 Semaphorin-
Subfamilie an und ist ein Rezeptor auf endothelialen und Tumorzellen fir den heparin-
bindenden vaskuléren Wachtumsfaktor (VEGF-A). In Blut und Knochenmark wird NP-1
ausschliefdlich auf plasmazytoiden DC, hingegen z.B. in den Tonsillen auch auf einigen
anderen Zellen, besonders follikuléren B-Helfer-Memory-T-Zellen (T(FH)) exprimiert
[7,32,42].

So kommt CD304 in einem ganz anderen Licht eine Bedeutung zu. Es kann in Forschung
und Diagnostik zur Identifikation der exprimierenden Zellen genutzt werden. Diesist in-
sofern attraktiv, als dal sich aktuell die Beweise fir eine Rolle von NP-1 im Immunsy-
stem mehren. Wahrscheinlich vermittelt es Zell-Interaktionen zwischen dendritischen
Zellen und T-Lymphozyten und ist ein essentieller Faktor fir die priméare Immunantwort.
Diese Ergebnisse kdnnen als Hinweis auf die durch die embryonale bzw. phylogenetische
Entwicklung bedingte molekulare Ahnlichkeit des Nervensystems mit dem Immunsystem
genutzt werden. So erdffnen sich auch hier neue Moglichkeiten zur Modulation der Im-

munantwort [7].
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4.1.Die Expression der vier Oberflachenmolekiile
durch Makrophagen

Dzionek et al. haben die Expression der neuen Oberflachenmarker nur auf dendritischen
Zellen untersucht. Um die Spezifitét fir diese Immunzellen zu untermauern, wurden in
der vorliegenden Arbeit neben Vorlauferzellen und reifen dendritische Zellen aus densel -
ben CD133*-Stammzellen auch Makrophagen kultiviert.

Bel den Makrophagen (Nachstimulation mit M-CSF) sinkt die Expression aller vier Mar-
ker im Verlauf der Untersuchungen vom achten bis zum 14. Kulturtag deutlich ab. Die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit kdnnen somit die zuvor veroffentlichte Beobachtung,
dai? die neuen Oberflachenmarker relativ spezifisch von dendritischen Zellen getragen

werden, unterstreichen.

4.2.Die Expression von CD1c, CD141, CD303 und
CD304 auf CLA™-Zellen

Das,, skin homing molecule” CLA (cutaneous lymphocyte antigen), wird von allen hama-
topoetischen Zellen (besonders Leukozyten) - so auch von dendritischen Zellen - expri-

miert.

Die Oberflachenmarker CD1c, CD303, CD141 und CD304 (NP-1) lassen sich nur zu Be-
ginn der Messungen in sehr geringer Auspragung an den reifen CLA-tragenden Zellen der
Kulturen dieser Arbeit nachweisen. Im Laufe der Untersuchungen dieser Zellen vermin-
derten sich diese Eigenschaften fir CD303 und CD141 vom achten bis 14. Kulturtag ge-
gen Null, und auch die Oberflachenantigene CD1c sowie CD304 wurden nur gering
exprimiert. Dzionek et al. zeigten fur dendritische Zellen aus peripherem Blut, dal3 CLA
deutlich von CD303*-dendritischen Zellen und sehr ausgeprégt von CD141*- und
CD1c"*-dendritischen Zellen des peripheren Blutes exprimiert wird [31]. Auch hier wur-
den die Zellen nicht aus Nabel schnurbl ut-Stammzellen wiein der vorliegenden Arbeit an-
gezlchtet, was wie in den oben beschriebenen Ergebnissen zu den phanotypischen

Unterschieden in der Expression der Oberflachenmarker geftihrt haben konnte.
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4.3.Zusammenfassung

Die Zellen, deren Anziichtung und Untersuchung diese Arbeit zugrundeliegt, wurden mit-
tels hochspezifischer CD133*-markierten Magnetobeads aus mononukleéren Zellen des
Nabel schnurbluts selektiert und mit Reifungsfaktoren in drei verschiedenen Kulturen ge-
zogen.

Eine wahrend dieser Selektion durchgefihrte durchfluf3zytometrische Kontrolluntersu-
chung, die den erlangten Reinheitsgrad der erwiinschten CD133"-Zellpopulation durch-
fluRzytometrisch ermittelte, ergab eine Reinheit von 98,4%, weitere Untersuchungen im
Laufe der Arbeit ergaben dhnliche Werte. So konnte bestétigt werden, dal fir die Beob-

achtungen dieser Arbeit dierichtigen Zielzellen kultiviert wurden.

Die gewonnenen Zellen wurden in bewahrter Weise [35] mit TNF-a, SCF und GM-CSF
versetzt und sieben Tage lang bei 37 °C inkubiert. Daraufhin erfolgte eine Nachstimula-
tion mit polarisierenden Faktoren, um jewells unreife und reife dendritische Zellen und

M akrophagen anzuziichten, die weiter untersucht wurden.

Um Kulturen mit unreifen myeloiden dendritischen Zellen zu erhalten, wurden die auch
in der ersten Woche zugesetzten Zytokine TNF-a und GM-CSF verwendet. Um eine wei-
tere Reifung der myeloiden dendritischen Zellen zu erreichen, wurden weiteren Kulturen
am achten Tag Interleukin-4, TNF-a und GM-CSF zugesetzt. Aul3erdem wurden weitere
StammzelIkulturen mit M-CSF nachstimuliert, um eine Polarisation der Zellen zu Makro-

phagen zu erreichen.

Diein dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse weisen darauf hin, dal3 die zuvor beschrie-
bene Moglichkeit der Differenzierung dendritischer Zellen aus peripherem Blut bei aus
hé&matopoetischen Stammzellen in vitro geztichteten dendritischen Zellen mdglicherwel -
se nicht mit der gleichen Zuverlassigkeit anwendbar ist. Fir die vorliegende Arbeit wur-
den myeloide dendritische Zellen aus CD133*-Stammzellen angezUlichtet und untersucht.
Somit ist eine Aussage zur Expression angeblich spezifisch plasmazytoider Marker auf
myeloiden Zellen mdglich. Jedoch kann keine Beurteilung der angeblich spezifisch mye-
loide Zellen markierenden Antikorper in Bezug auf eine mogliche Bindung an plasmazy-
toiden dendritischen Zellen erfolgen.

DaCD303 und CD304 (laut Dzionek et al. spezifisch fur plasmazytoide dendritische Zel-
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len) auf den stammzellgenerierten myeloiden dendritischen Zellen der vorliegenden Ar-
beit gefunden wurden, ist eswahrscheinlich abhéngig von der Herkunft und Reifungsgrad
der untersuchten Zellen, ob diese Oberflachenmolekile auch von den myeloiden dendri-

tischen Zellen exprimiert werden.

Esliegt nahe, dal3 die Anzuchtbedingungen in vitro trotz bewahrter Methoden den kom-
plexen physiol ogischen Bedingungen nicht genau entsprechen. Dies gilt besonders, wenn
unterschiedliche Stammzellquellen genutzt werden. Auch konnten theoretisch Unter-
schiede in den Kulturbedingungen der vorliegenden Arbeit Artefakte hervorgerufen ha-
ben. Es ist jedoch eher wahrscheinlich, dal3 die Ergebnisse dieser Arbeit aufgrund der
frihen hdmatopoetischen Vorlauferzellen, die im Verlauf ihrer Reifung betrachtet wur-
den, die physiologischen Differenzierungswege dendritischer Zellen in vivo widerspie-
geln. Die physiologische Reifung erfolgt in unzuganglichen Kompartimenten wie dem
Knochenmark und den peripheren Geweben und ist somit fur Untersuchungen nicht ohne
weiteres zuganglich. Daher werden meist dendritische Zellen aus mononukleéren Zellen

des peripheren Blutes erwachsener Spender verwendet.

Diese Arbeit zeigt anhand der ubiquitdren Expression der neuen Oberflachenantigene
CD1c, CD141, CD303 und CD304 (NP-1) einen weiteren Beweis fur die Vielseitigkeit
dieser stammzellgenerierten Zellen friiher Entwicklungsstufen. Eine eindeutige I dentifi-
zierung dendritischer Zellen myeloider versus plasmazytoider Herkunft, auch in Bezug
auf ein bestimmtes Reifungsstadium konnte im Rahmen der Untersuchungen der vorlie-
genden Arbeit nicht nachgewiesen werden. Jedoch konnte ausgeschlossen werden, daf3
diese Oberflachenantigene von den zum Vergleich angeziichteten Makrophagen expri-
miert werden, die den gleichen CD133*-Zellen entstammten wie die beobachteten den-
dritischen Zellen.

Die Ergebnisse der Experimente der vorliegenden Arbeit kdnnen zu weiteren Untersu-

chungen fhren:

1. Die hier gemachte Beobachtung der unzuverl&ssigen Unterscheidung myeloider und
plasmazytoider dendritischen Zellen, die aus Nabel schnurblut-Stammzellen generiert
wurden, fuhrt zu der Frage nach der Ursache und méglichen Auswirkungen. Es kann
z.B. bedeuten, dal? unter bestimmten Vorstellungen beurteilte Experimente anderer

Studien neu zu betrachten sind. Zur Verbesserung des Versténdnisses der komplexen
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einflunehmenden Mechanismen mussen die erforderlichen physiologischen Umge-
bungsbedingungen der dendritischen Zellen noch wesentlich detaillierter untersucht
und dann vor allem auch in vitro mit grof3erer Sicherheit authentisch nachgebildet
werden konnen. Erst dann kann die Forschung dazu Ubergehen, Beobachtungen als

gesicherte Erkenntnis auf in vivo Bedingungen zu tbertragen.

. Interessant ware des Weliteren eine der vorliegenden Arbeit folgende Untersuchung,
ob eine durch anti-CD303-Antikorper induzierte Modifikation der Zytokinproduktion
(&hnlich der Interferon-a-Suppression) bei myeloiden dendritischen Zellen aus
Nabel schnurblut-Stammzellen ebenfalls stattfindet. Dies konnte z.B. im Rahmen
einer frihzeitigen Intervention (u.a. bei autoimmun bedingten Erkrankungen) zu der

Entwicklung neuer Therapieansétze fuhren.

. In Bezug auf die rasch erfolgende mAb-Internalisation nach Inkubation mit CD303
gilt es nun herauszufinden, ob und wann wahrend der Differenzierung ein entspre-
chender Mechanismus auch bei myeloiden unreifen bzw. reifen dendritischen Zellen
aus Nabelschnurblut-Stammzellen zu beobachten ist. Auch hieraus konnte ein weite-
rer diagnostischer (z.B. zur Charakterisierung bestimmer Reifestadien dendritischer
Zellen) oder therapeutischer Nutzen gezogen werden. So kann die Inkubation dendri-
tischer Zellen mit anti-CD303-Antikorpern zu einer gezielten Rezeptorinternalisation
fuhren. In deren Folge wiirde die Reifung und Migration und schlief3dlich die Ag-Pré&
sentation gegentiber T-Lymphozyten zur Induktion der erwiinschten Immunreaktion

gezielt beschleunigt.

. Auch die Rolle von CD304 / Neuropilin-1 wird in Bezug auf die Interaktion von den-
dritischen Zellen mit T-Zellen und die weitreichenden Netzwerke des Immunsystems
detaillierter untersucht werden. In Zukunft kdnnen sich auch aus diesem Bereich Fra-
gen ergeben, die die stammzellgenerierten dendritischen Zellen zu kléaren helfen kon-

nen.
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