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1 Einleitung

1.1 Entziindliche Haut

In der entziindlichen Haut verteilen sich die schon in der gesunden Haut vorhandenen
Zellen neu, es treten weitere Zellen hinzu, andere Rezeptoren werden auf den
Zelloberflachen exprimiert und zudem bestimmte Zytokine sezerniert. Langerhans-
Zellen bilden in der gesunden Haut in der Epidermis ein Netzwerk, wahrend sie in der
Dermis kaum zu finden sind. Aktivierte Langerhans-Zellen, erkennbar an der
Expression von B7-1 (CD80), B7-2 (CD86) und CD83 gibt es in der normalen Haut
nicht (Katou et al., 2000). CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten sind in der normalen
Haut nur spérlich in der Dermis vorhanden (Katou et al., 2000). In der entziindeten
Haut reduziert sich bei einigen Erkrankungen die Zahl der CDla-positiven
dendritischen Zellen in der Epidermis der entziindeten Haut um die Halfte, wéhrend
sie in der Dermis stark ansteigt. Hier finden sich die dendritischen Zellen, welche
durch Bestimmung ihrer Oberflichenrezeptoren (CD86+,CD83+, CDla+, LAG+) als
aktivierte Langerhans-Zellen identifiziert wurden, in den Nestern der T-
Lymphozyten, welche sie mit ihren zytoplasmatischen Zellausldufern umfassen. Die
aktivierten Langerhans-Zellen lieBen sich auch in den Lymphgefilen der Haut
darstellen (Katou et al., 2000). Bei den T-Lymphozyten handelt es sich vornehmlich
um CD4-positive T-Helfer-Zellen, CD8-positive T-Lymphozyten treten nur vereinzelt
auf. CD4-positive T-Zellen schiitten bei Auftreten einer Entziindung bestimmte
Zytokine aus, dabei gibt es zwei Gruppen von T-Zellen, welche unterschiedliche
Zytokine sezernieren. Die TH-1 Zellen produzieren IL-2 und IFNy, die TH-2 Zellen
IL-4 und IL-5 (Hu-Li et al., 1987). Die Zytokine beeinflussen die Zellen in ihrer
Aktivitit und somit das Mikromilieu. Auch Makrophagen werden durch die Zytokine
in ihrer Aktivitit bei der Phagozytose und Eliminierung von Mikroorganismen
beeinfluft und nehmen ihrerseits EinfluB auf die Aktivitit der T-Lymphozyten
(Gordon, 1998). IL-4 reguliert die Expression des niedrigaffinen IgE-Rezeptors CD23
herauf (Vercelli et al., 1989), IL-5 fordert die Differenzierung der eosinophilen
Granulozyten und verlingert ihr Uberleben (Lopez et al., 1992). IFNYy spielt eine
entscheidende Rolle bei der auch zytotoxischen Abwehr pathogener
Mikroorganismen und es inhibiert die IL-4-abhidngige IgE-Produktion (Péne et al.
1988). Beim atopischen Ekzem liegt eine Dysregulation der Zytokinproduktion vor.



So wird wihrend der akuten Entziindung vermehrt IL-4 und IL-5 und weniger IFNy
sezerniert, wiahrend der chronischen neben IL-5 hauptsidchlich IFNy (Hamid et al.,
1994). Die Léasionen bei akutem und chronischem atopischem Ekzem unterscheiden
sich auch in ihrem jeweiligen makroskopischen Aspekt, dem zelluldren Infiltrat und
der Interzellularsubstanz (Mihm et al.,1976). Das akute atopische Ekzem zeichnet
sich durch ein interzellulires Odem, wenige Lymphozyten in der Epidermis,
Lymphozyten um die Gefide in der Dermis sowie einige Monozyten und
Makrophagen aus. Wenige eosinophile und neutrophile Granulozyten sind vorhanden.
Damit verbunden sind Exkoriationen, Erosionen und erythematdse Papeln. In den
chronischen Hautldsionen dominieren die Makrophagen, es finden sich vermehrt
aktivierte Langerhans-Zellen und Mastzellen. Die Epidermis ist durch Lichenifikation
und Hyperkeratose gezeichnet, die oberen Schichten der Dermis sind fibrosiert, ein

Effekt, der unter anderem auf stindiges Kratzen zuriickzufiihren ist.

1.2 Dendritische Zellen in der Haut

Dendritische Zellen gehoren zu den wirksamsten antigenprdsentierenden Zellen des
Immunsystems. Sie zeichnen sich dadurch aus, daB sie nicht nur wie beispielsweise
die B-Lymphozyten eine sekunddre Immunantwort auslésen, sondern auch naive T-
Lymphozyten im Sinne einer primiren Immunantwort priagen konnen (Steinmann,
1991). Vom Knochenmark ausgehend gelangen sie in die Blutbahn und weiter in die
verschiedenen Gewebe des Korpers, wo sie als unreife Zellen bis zur Aufnahme eines
Antigens verweilen. Sie prozessieren das aufgenommene Antigen, wandern zu den T-
Zell-Arealen der sekundiren lymphatischen Organe und prisentieren es auf MHC
Klasse II Rezeptoren den T-Zellen. Dabei durchlaufen die dendritischen Zellen eine
Reifung. Sie verlieren ihre Féhigkeit zur Antigen-Aufnahme und Prozessierung und
werden zu antigenprisentierenden immunstimulierenden Zellen, welche priméire oder
sekundidre Immunantworten hervorrufen. Langerhans-Zellen sind die am besten
untersuchten dendritischen Zellen der Haut. Eine weitere Population dendritischer
Zellen, die inflammatorischen dendritischen epidermalen Zellen, IDEC, konnten in
der entziindlichen Haut mittels durchfluBzytometrischer und elektronenmikro-
skopischer Untersuchungen von den Langerhans-Zellen abgegrenzt werden
(Wollenberg et al., 1996). Ferner finden sich in der Dermis dendritische Zellen,

welche sich durch die Expression des Faktors XIIIa auf ihrer Oberfliche auszeichnen



(Cerio et al., 1989, Nestle et al., 1993, Nestle et al., 1998) und dermale Dendrozyten
genannt werden. In ihrer Fdhigkeit, Anitgene zu prisentieren, sollen sie den
Langerhans-Zellen in vitro gleichkommen (Nestle et al., 1998) zudem scheinen sie an

der Pathogenese der Psoriasis beteiligt zu sein (Nestle et al., 1994).

1.2.1 Langerhans-Zellen

1.2.1.1 Vorkommen und Ultrastruktur der Langerhans-Zellen

Benannt wurden diese Zellen nach Paul Langerhans, der sie im Jahre 1868 durch eine
Goldchlorid-Farbung entdeckte und zunichst fiir feine Hautnerven hielt (Langerhans,
1868). Als Vertreter der dendritischen Zellen in der Haut entstammen die
Langerhans-Zellen wie alle dendritische Zellen dem Knochenmark. Sie liegen in den
suprabasalen Schichten der Epidermis und den oberen Schichten der Dermis und
bilden dort mit ihren charakteristischen dendritischen Zellausldufern ein Netzwerk,
welches der Antigen-Aufnahme dient. Die Zellen sind am gesamten Korper
regelmiBig verteilt (450/mm?), lediglich die Handfldchen und FuBsohlen bilden mit
60 Zellen pro mm” eine Ausnahme (Berman et al., 1983). Langerhans-Zellen machen
in normaler, nicht entziindeter Haut ein bis zwei Prozent aus. So kommt etwa eine
Langerhans-Zelle auf 80 Keratinozyten. Die Zellen zeigen ein helles Zytoplasma und
einen gelappten Nucleus, jedoch keine Desmosomen, Melanosomen, Tonofilamente
oder Merkel Zell Granula (Birbeck et al. 1961, Wolff, 1972). Die Langerhans-Zellen
besitzen in ihrem Inneren die fiir sie typischen Birbeck-Granula, ihr sicherstes
Erkennungsmerkmal. Diese Granula konnen durch Anférben der Zellen mit dem fiir
die Granula spezifischen monoklonalen Antikérper LAG nachgewiesen werden
(Wollenberg et al., 1996). Die Birbeck-Granula wurden 1961 erstmals beschrieben
(Birbeck et al.). Sie haben eine tennisschlégerartige Form und einen trilammelédren
Stiel. Es wurde angenommen, daf3 sie in der Endozytose von Antigenen eine Rolle
spielen (Schuler et al., 1983, Takigawa et al., 1985, Bartosik 1992). Wéhrend der
Reifung der Langerhans-Zellen gehen die Birbeck-Granula verloren (Schuler und

Steinman, 1985).
1.2.1.2 Phénotyp der Langerhans-Zellen

Durch Immunphénotypisierung, also durch Darstellung von Oberfldchen-Antigenen

durch spezifische Antikorper und daran gebundene Farbstoffe, konnten auf



Langerhans-Zellen bislang eine Reihe von Oberflichen-Rezeptoren und
Zellmembran-Antigenen charakterisiert werden. So exprimieren die Langerhans-
Zellen das nicht klassische MHC Molekiill CDla. CD1 Molekiile konnten bei der
Prisentation von Glycolipiden eine Rolle spielen. CD1a wird auf Langerhans-Zellen
stark exprimiert, auf den iibrigen epidermalen und dermalen Zellen der normalen
Haut ist es nicht zu finden und stellt somit einen geeigneten Marker dar (Fithian et al.,
1983). CD1b 14Bt sich nicht auf der Oberfliche der Langerhans-Zellen darstellen
(Wollenberg et al, 1999), ebenso sind sie negativ fiir CDI1lb. Den
entzlindungspezifischen Thrombospondin-Rezeptor CD36, bekannt als Merkmal von
Zellen, die nicht den Keratinozyten oder den Langerhans-Zellen zuzuordnen sind,
exprimieren sie ausschlieBlich in entziindlichen Hautldsionen in geringem Malle
(Wollenberg et al., 1999). Als Immunglobulin-Rezeptoren konnten auf den
Langerhans-Zellen der IgG-Rezeptor FcyRII/CD32 (Schmitt et al. 1990, Stingl et al.,
1977), ein Rezeptor mit niedriger Affinitdt zum zugehorigen Immunglobulin und die
IgE-Rezeptoren FceRII/CD23 (Bieber et al., 1989a) mit niedriger Antigen-Affinitét
sowie der hochaffine Rezeptor FceRI (Bieber et al.,1992a, Grabbe et al., 1993, Wang
et al.,, 1992) gefunden werden. Der hochaffine IgE-Rezeptor FceRI findet sich in
normaler Haut in nur kleinen Mengen, seine Expression steigt in entziindlicher Haut,
insbesondere beim atopischen Ekzem an. Zuletzt wurde das IgE-bindende Protein
eBP (Wollenberg et al., 1993) entdeckt, aufgrund seiner nicht membranstindigen

Zellbindung nimmt es eine Sonderstellung ein.

1.2.1.3 Funktion der Langerhans-Zellen

Langerhans-Zellen werden als unreife dendritische Zellen der Haut betrachtet, die
durch Pinozytose Antigene aufnehmen kdnnen. Nach der Antigenaufnahme wandern
die Langerhans-Zellen aus der Epidermis durch die Lymphgefia3e zum Lymphknoten.
Wihrenddessen werden die Antigene prozessiert, um im Lymphknoten den T-Zellen
prasentiert werden zu konnen. Die Migration der Langerhans-Zellen konnte im
Experiment nachvollzogen werden (Kraal et al., 1993, van Wilsen et al.,
1994).Wihrend dieses Prozesses reifen die Langerhans-Zellen, um sich von einer gut
antigenaufnehmenden und prozessierenden, aber schlecht antigenprisentierenden
Zelle zur gut antigenpriasentierenden, aber schlecht antigenaufnehmenden und

prozessierenden Zelle zu wandeln (Romani et al., 1989). Die Langerhans-Zellen



andern dabei ihren Phénotyp, so werden die Oberflichen-Rezeptoren CDla und
CD32 vermindert exprimiert, wihrend die MHC Klasse I und II Molekiile vermehrt
auf der Zelloberflache erscheinen (Bieber et al., 1992). Die Langerhans-Zellen sind in
die Infekt- und Tumorabwehr involviert und sie konnen eine primére (Steinman
1991) und sekundire Immunantwort hervorrufen. Im Besonderen scheinen die
Langerhans-Zellen bei der Pathogenese einiger Erkrankungen eine wichtige Rolle zu
spielen, so beim allergischen Kontaktekzem (Silberberg et al. 1989, Toews et al.,
1980), bei der Psoriasis vulgaris (Bieber et al., 1989, Bos et al., 1983, Demidem et al.,
1991), bei der Mycosis fungoides (McMillan et al., 1982, MacKie 1981) und beim
atopischen Ekzem (Bruynzeel-Koomen et al., 1986, Taylor et al., 1991, Bieber 1992).

1.2.2 Inflammatorische Dendritische Epidermale Zellen, IDEC

1.2.2.1 Abgrenzung der IDEC von den Langerhans-Zellen mittels Phanotypisierung

Die Inflammatorischen Dendritischen Epidermalen Zellen, IDEC, konnten mittels
DurchfluBzytometrie als eigene Zellpopulation in entziindlichen Hautldsionen von
den Langerhans-Zellen abgegrenzt werden (Wollenberg et al., 1996). Dabei wurden
bestimmte Oberflichen-Antigene durch die jeweiligen spezifischen Antikorper
angefarbt und die Expression der Rezeptoren mit denen der Langerhans-Zellen
verglichen. So exprimieren die IDEC an ihrer Zelloberflidche in geringerem Maf3e als
die Langerhans-Zellen CD1a, wodurch sie in der DurchfluBzytometrie gut von den
Langerhans-Zellen abgegrenzt werden konnen (Wollenberg et al., 1999). CD1a ist ein
Oberflachen-Rezeptor, der bislang in der Haut nur bei den Langerhans-Zellen
gefunden wurde. Die IDEC zeigen ebenso CD1b, wobei die CD1b-Expression mit der
des CDla korreliert. HLA-DR und eine starke Auspriagung des CD11b, welches auf
den Langerhans-Zellen nicht gefunden werden konnte, konnten beide auf den IDEC
nachgewiesen werden. Der entzlindungsspezifische Thrombospondin-Rezeptor CD36
konnte in groen Mengen auf der Zellmembran gefunden werden. Der hochaffine
IgE-Rezeptor FceRI wird stark exprimiert, insbesondere beim atopischen Ekzem,
wobei die IDEC bei dieser Erkrankung die hauptsdchlich fiir die IgE-Bindung
zustdandigen Zellen sind und nicht die Langerhans-Zellen (Wollenberg et al., 1999).
Bei anderen Hauterkrankungen zeigten sich mittlere Expressionen des IgE-Rezeptors.

Die IDEC =zeigten keine Reaktion bei Anfarben der Zellen mit dem spezifischen



Antikorper LAG gegen die Birbeck-Granula (Wollenberg et al., 1996). Dies ist in
Ubereinstimmung mit den ultrastrukturellen Untersuchungen, in welchen eine
Birbeck-Granula positive und eine Birbeck-Granula negative Population dendritischer
Zellen in der Epidermis zur Darstellung kam. Sie zeigen ebenso wie die Langerhans-

Zellen ein klares Zytoplasma ohne Melanosomen und Keratinfilamente.

1.2.2.2 Vorkommen der IDEC

Die IDEC sind in der entziindeten Haut regelméBig nachweisbar, in der gesunden
Haut kommen sie dagegen nicht vor. Liegt eine Hauterkrankung vor, so beschrankt
sich das Vorkommen der IDEC auf die entziindeten Hautareale, die von der
Erkrankung unbefallene Haut weist, wie auch die normale Haut, keine IDEC auf. In
den entziindlichen Hautldsionen zeigen sie von Hautprobe zu Hautprobe

unterschiedliches prozentuales Verhéltnis zu den Langerhans-Zellen (Wollenberg et

al., 1999).

1.3 Endozytose

Endozytose ist die Fiahigkeit von Zellen, Stoffe aus ihrer Umgebung in sich
aufzunehmen. Dafiir stehen verschiedene Mechanismen zur Verfiigung, es kdnnen
lediglich Flussigkeiten, groBere Molekiile iiber bestimmte Rezeptoren, aber auch

ganze Zelltrimmer oder Bakterien in eine Zelle einverleibt werden.

1.3.1 Pinozytose

Als Pinozytose wird die Aufnahme von Fliissigkeit und Partikeln in die Zelle durch
Einstiilpung der Zellmembran bezeichnet. Sie ist nicht von Rezeptoren abhédngig und
somit unspezifisch, alle Stoffe, die sich in einem Medium um eine Zelle herum
befinden, werden ohne Préferenz in diese Zelle aufgenommen. Um die Pinozytose im
Experiment nachzuweisen, werden deshalb Substanzen verwendet, die nicht an
Rezeptoren binden, beispielsweise Lucifer Yellow, und somit nur iiber Pinozytose in
die Zelle gelangen konnen. Alle Substrate, welche an Rezeptoren binden und auf
diesem Weg in das Zellinnere gelangen, werden, da sie im umgebenden Medium
gelost sind, zusétzlich immer auch mittels Pinozytose aufgenommen. Die Pinozytose

kann in Mikro- und Makropinozytose eingeteilt werden. Zur Mikropinozytose sind



alle Zellen befahigt. Hierbei entstehen kleine (0,1um) von Clathrin umbhiillte Vesikel
(Watts und Marsh, 1992). Die Makropinozytose ist wenigen Zellen, wie
Makrophagen und dendritischen Zellen, vorbehalten (Racoosin und Swanson,
1989/1992, West et al., 1989), wobei sie bei letzteren besonders ausgeprigt ist
(Racoosin und Swanson, 1989, West et al., 1989). Dies gilt allerdings nur fiir die
unreifen dendritischen Zellen in der Phase der Antigenaufnahme (Sallusto et al.,
1995). Durch Actinfilamente des Zytoskelettes wird die Aufnahme groferer Vesikel
(0,5-3um) bei der Markopinozytose gesteuert. An MoDC's, unreifen dendritischen
Zellen, welche aus Monozyten des Venenblutes durch Kultur gewonnen werden,
konnte gezeigt werden, da} innerhalb einer Stunde Volumina, welche dem der Zelle
selbst entsprechen, in die Zelle gelangen (Sallusto et al., 1995). Durch diese grof3en
Mengen an Fliissigkeit wird erreicht, da3 ausreichend viele Molekiile eines nicht an
Rezeptoren bindenden Antigens in die Zelle aufgenommen werden. Die
aufgenommenen Substanzen konnen im Zellinneren konzentriert und in
Kompartimente, welche MHC Klasse II Molekiile, Cathepsin D und Lysosomen
assoziiertes Membran Protein 1 (Lamp 1) enthalten, abgegeben werden. Beide

Pinozytose-Mechanismen sind nicht séttigbar.

1.3.2 Rezeptor-vermittelte Endozytose

Im Gegensatz zur Pinozytose, bei welcher alle Substrate, die sich in der Umgebung
der Zelle befinden, unselektiv in die Zelle aufgenommen werden, gelangen bei der
Rezeptor-vermittelten Endozytose, je nach Funktion der betreffenden Zelle, Molekiile
und Partikel an bestimmte Rezeptoren gebunden in die Zelle. Dieser Mechanismus ist
fiir die einzelnen Substrate effizienter als die Pinozytose, sie konnen leichter und
schneller einverleibt und in der Zelle konzentriert werden. Die Rezeptor-vermittelte
Endozytose wird durch fiir den jeweiligen Rezeptor spezifische Liganden
nachgewiesen. Es muf} jedoch beachtet werden, da3 dieser spezifische Ligand auch
durch Pinozytose in die Zelle aufgenommen wird, da die Pinozytose stets gleichzeitig
mit der Rezeptor-vermittelten Endozytose stattfindet. Dieser Anteil der Pinozytose
muB in Versuchen von der Rezeptor-vermittelten Endozytose abgegrenzt werden. Der
Mannoserezeptor, der auf Makrophagen und unreifen dendritischen Zellen, die aus
Blutmonozyten kultiviert wurden, nachgewiesen werden konnte (Tan et al., 1997,

Mommaas et al., 1999, Sallusto et al., 1995), ist einer von vielen verschiedenen



Rezeptoren, die eine solche Endozytose vermitteln. An den Mannoserezeptor binden
Antigene, die endstindige Saccharide, wie Mannose, Fucose und N-
Acetylglycosamine enthalten. Sie werden in kleinen clathrinumhiillten Vesikeln
aufgenommen, wihrend die Makropinozytose mit der Abschniirung groferer Vesikel
einhergeht (Koning 1997). Durch die Rezeptor-vermittelte Endozytose konnen die
Antigene in wesentlich groeren Mengen in die Zellen aufgenommen werden als dies
durch die Pinozytose moglich wire und dadurch, auch wenn nur geringe
Konzentrationen von ihnen in der Umgebung der Zellen vorhanden sind, den T-
Lymphozyten ausreichend fiir eine Immunantwort prasentiert werden. Der
Mannoserezeptor erscheint allerdings nicht wie das aufgenommene Antigen im MHC
Klasse II Kompartment, sondern gibt seinen Liganden vermutlich bereits in einem
fritheren Kompartment frei (Sallusto et al., 1995, Tan et al., 1997, Engering et al.,
1997). Da sehr groBe Mengen der Antigene iiber den Mannoserezeptor aufgenommen
werden konnen, welche die Anzahl der vorhandenen Rezeptor-Molekiile
iiberschreiten, kann eine Wiederverwendung des Rezeptors angenommen werden

(Sallusto et al., 1995, Tan et al., 1997).

1.3.3 Phagozytose

Die Féhigkeit beispielsweise der Makrophagen, Partikel in sich aufzunehmen
(Metchnikoff 1884), ist der erste Schritt in einer Reihe von Ereignissen, die
schlieBlich zur Elimination von zugrunde gegangenen Zellen, Zelltrimmern oder
Bakterien fiihren. Sie kann nur von wenigen Zellen, vor allem den in den meisten
Geweben vorkommenden Makrophagen bewerkstelligt werden und bedarf
bestimmter Oberflachenrezeptoren wie Fcy-Rezeptoren und Rezeptoren fiir
Kohlenhydrate und Komplement-Faktoren sowie spezieller intrazelluldrer Enzyme,
wie unspezifischer Esterase, Lysozym und Peroxidase. Die Aufnahme der
verschiedenen Substanzen wird durch die membanstidndigen Rezeptoren vermittelt.
Lectinartige Rezeptoren erkennen Kohlenhydrate auf Bakterien (Gordon et al., 1988),
Vitronectin (Savill et al., 1990) und andere Rezeptoren binden an die Oberfldche von
apoptotischen Zellen, verschiedene Komplement-Rezeptoren binden direkt an
Komplement-Faktoren auf der Oberfldche zahlreicher Mikroorganismen (Drevets und
Campbell, 1991). Fc-Rezeptoren konnen die Phagozytose erheblich steigern (Kinet,

1989). Sie erkennen die Immunglobuline, mit welchen zum Beispiel Tumorzellen



oder Parasiten opsonisiert sind. Auf Makrophagen-Unterpopulationen finden sich
verschiedene Fc-Rezeptoren und andere Rezeptoren, so daB3 nicht alle Makrophagen
die gleichen Bakterien und Tumorzellen eliminieren kénnen und das Spektrum der
Abwehr vergrofert wird (Gordon et al., 1988, Leenen et al.,, 1993). Diese
Unterschiede sind zum Teil durch &uBlere Einfliisse, wie Vorkommen von
verschiedenen Zytokinen, welche die Dichte und Affinitit der Oberflichenrezeptoren

der Makrophagen beeinflussen, bedingt.

1.4 Der Mannoserezeptor

1.4.1 Bau des Mannoserezeptors und verwandte Strukturen

Es wurde bisher nur ein Mannose-Rezeptor im Humansystem beschrieben, welcher
sich beispielsweise auf der Zytoplasmamembran der menschlichen Makrophagen und
verschiedenen anderen Zellen im menschlichen Korper befindet. Er gehorte bislang
zur Familie der Lectine. Seit kurzem wird er zu einer neudefinierten Gruppe von
mustererkennenden Rezeptoren gezdhlt. Dieser Gruppe von mustererkennenden
Oberflachenrezeptoren sind neben dem humanen Mannoserezeptor weitere
Rezeptoren zugeordnet, welche mit ihm verwandt sind und ihm in ihrer Grundstruktur
dhneln. Hier sind zu erwihnen der Phospholipase A2 Rezeptor (Ishizaki et al., 1994,
Ancian et al., 1995), der Rezeptor DEC-205, welcher auf dendritischen Zellen zu
finden ist (Inaba et al., 1995, Jiang et al., 1995, Swiggard et al., 1995), und ein
weiterer Lectin-Rezeptor (Wu et al., 1996). Der humane Mannoserezeptor ist ein 185
kD Transmembran-Glycoprotein. Er wird als unreifer inaktiver Precursor synthetisiert
und erlangt erst bei seiner Passage durch den Golgi-Apparat seine volle
Funktionsfahigkeit (Stahl und Ezekowitz, 1998). Der Mannoserezeptor setzt sich aus
folgenden Bestandteilen zusammen (Ezekowitz et al., 1990): einem charakteristischen
hydrophoben Signalpeptid, einer Cystein-reichen NH,-Terminalregion, einer
Fibronectin Typ IlI-d4hnlichen Domine, acht Lectin-artigen Kohlenhydrat-
Erkennungs-Doménen, einer hydrophoben Transmembranregion und einem
zytoplasmatischen Ende. Die Cystein-reiche NH)-Terminalregion enthilt in ihrer
Aminosiure-Sequenz sechs Cysteine und zeigt keine Ahnlichkeiten mit irgendeiner
bekannten Struktur. Uber ihre Funktion ist lediglich bekannt, daB sie sulfatierte

Glycoproteine oder Neoglycoproteine bindet, die mit der Sequenz SO4-4GalNAcB1,



4GIcNAcB1 enden (Martinez-Pomares et al., 1996, Harris et al., 1992). Die genaue
Aufgabe der Fibronectin Typ II-dhnlichen Doméne ist nicht ganz klar, sie konnte eine
Rolle bei der Interaktion mit der extrazelluliren Matrix spielen und die Verteilung
und Adhédsion der Gewebsmakrophagen beeinflussen. Auflerdem entspricht die
Fibronectin-Sequenz einer Struktur, die von manchen Bakterien mittels
Fibronectinrezeptor gebunden wird (Stahl, 1992). Die acht Lectin-dhnlichen
Kohlenhydrat-Erkennungsdoménen dienen der Erkennung von Mannose und Fucose
und sind untereinander zu etwa 30 Prozent homolog (Stahl und Ezekowitz, 1998).
Das hydrophile zytoplasmatische Ende scheint eine wichtige Rolle bei der Aufnahme
von Stoffen in die Zelle mittels Endozytose und Phagozytose zu spielen. In der
Abbildung 1 ist eine Schemazeichnung des im Humansystem nachgewiesenen

Mannoserezeptors dargestellt.

1.4.2 Vorkommen des Mannoserezeptors

Der Mannoserezeptor wurde als erstes auf Alveolarmakrophagen entdeckt (Stahl et
al., 1978) und konnte bisher auf gewebestindigen Makrophagen (Stephenson et
Shepherd, 1987), Endothelzellen (Bijsterbosch et al., 1996), glatten Muskelzellen der
Trachea (Lew und Rattezzi, 1991, Lew et al., 1994), Pigmentzellen der Retina
(Shepherd et al., 1991), Mesangium-Zellen in der Niere (Liu et al., 1996) und auf
Kaposisarkom-Zellen (Uccini et al., 1997) gefunden werden, auf frischen
Blutmonozyten wird er nicht exprimiert (Stahl und Ezekowitz, 1998). Der Mannose-
rezeptor konnte auch auf unreifen dendritischen Zellen entdeckt werden (Sallusto et
al., 1995, Engering et al., 1997, Tan et al., 1997. Mommaas et al., 1999), allerdings
nimmt seine Expression mit zunehmender Reifung der dendritischen Zellen ab (Dong

et al., 1999).
1.4.3 Funktion des Mannoserezeptors

Der Mannoserezeptor besitzt eine hohe Affinitit zu Mannose und Fucose, mittlere
Affinitdt zu N-acetyl-glucosamin und Glucose, sowie geringe Affinitit zu Galactose.
Die Bindung der Liganden ist abhdngig vom pH-Wert und von der
Calciumkonzentration (Drickamer, 1988, Stahl, 1992). Die Bindung erfolgt bei
neutralem pH-Wert, fiir die Freisetzung in entsprechenden Zellkompartimenten ist ein
saurer pH-Wert notwendig. Der Mannoserezeptor vermittelt die Endozytose von

mannosylierten Glycoprotein-Antigenen und fordert damit die Rezeptor-vermittelte
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Antigenprasentation. Er ermoglicht die Phagozytose (Ezekowitz et al., 1990) und
aktiviert die Sekretion von Enzymen wie neutrale Proteinasen (Gordon und
Ezekowitz, 1983) und Zytokinen wie Tumor-Nekrose-Faktor oo (TNF o) und IL-1
(Nathan, 1987). Mit seiner Fihigkeit, die Saccharide der Bakterienzellwand zu
binden, spielt der Mannoserezeptor eine entscheidende Rolle bei der Abwehr von
Pathogenen, wie Mycobacterium tuberculosis (Schlesinger, 1993), Pneumocystis
carinii (Ezekowitz et al., 1991), Candida albicans (Marodi et al., 1993), Leishmania
promastigotes (Blackwell et al., 1985) und Trypanosoma cruzi (Kahn et al., 1995).
Der Mannoserezeptor scheint wie andere Lectine eine Verbindung zwischen
angeborener und erworbener Immunitdt zu schaffen (Stahl und Ezekowitz, 1998),
indem er sich auf den zur unspezifischen Abwehr gehdrenden aber auf ihre Aufgabe
hochspezialisierten antigenprasentierenden Zellen befindet, diesen zur effizienten
Antigenaufnahme verhilft und damit die Prasentation an die Zellen der spezifischen

Abwehr fordert.
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Cysteinreiche NH2-Erkennungsregion

Fibronectin Typ II Doméne

Lectinartige Kohlenhydraterkennungsdoménen

Hydrophobe Transmembranregion

Zytoplasmatisches Ende

Abb.1.: Schemazeichnung zum Bau des humanen Mannoserezeptors

Der Mannoserezeptor besteht aus einem charakteristischen hydrophoben
Signalpeptid, einer Cystein-reichen NH,-Terminalregion, einer Fibronectin Typ II
Domine, acht  Lectin-artigen = Kohlenhydrat-Erkennungs-Doménen,  einer
hydrophoben Transmembranregion und einem zytoplasmatischen Ende (Stahl und
Ezekowitz, 1998).
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1.5 Fragestellung

Unreife dendritische Zellen gehdren zu den wirksamsten antigenprisentierenden
Zellen des lebenden Organismus. Dies ist unter anderem auf den Besitz des Mannose-
rezeptors zuriickzufiihren, der ihnen die Aufnahme von mannoseverkniipften
Proteinen auch bei sehr geringer Konzentration im umgebenden Milieu ermdglicht.
Die bislang am besten untersuchten dendritischen Zellen der Epidermis sind die
Langerhans-Zellen. Eine zweite Population dendritischer Zellen in der Haut, die
IDEC, tritt fast ausschlieBlich in entziindlichen Lasionen auf. Die Abstammung, die
Verwandtschaft zu anderen Zelltypen und Funktion dieser Zellen sind bislang nicht
genau bekannt. Um mehr Daten {iiber die IDEC zu gewinnen, soll der
Mannoserezeptor auf ihnen gesucht und die ihnen zur Verfiigung stehenden

Endozytose-Mechanismen ermittelt werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden APAAP-Fiarbungen an Schnitten gesunder und
entzlindlicher Haut durchgefiihrt sowie durchfluzytometrische Untersuchungen an
Langerhans-Zellen und IDEC, Monozyten und MoDC’s vorgenommen, um die

folgenden Fragen zu beantworten:

LaBt sich der humane Mannoserezeptor auf den Monozyten und MoDC's
nachweisen? Befindet sich der Mannoserezeptor auf Langerhans-Zellen und IDEC?
Falls sich der Rezeptor auf den dendritischen Zellen der Epidermis zur Darstellung
bringen 14Bt, bestehen Unterschiede in seiner Expression zwischen verschiedenen

Hauterkrankungen?
LaBt sich, falls sich dieser Rezeptor auf den Langerhans-Zellen und IDEC befindet,

eine durch diesen Rezeptor vermittelte Endozytose neben der Pinozytose

nachweisen? Zeigen auch Monozyten und MoDC's diese Form der Endozytose?
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Wenn sich eine durch den Mannoserezeptor mediierte Endozytose darstellen 148t, ist
der Mannoserezeptor durch das bakterielle Polysaccharid Mannan so zu blockieren,

daB} er nicht mehr fiir die Endozytose zur Verfiigung steht?
Besitzen Langerhans-Zellen und IDEC die Féhigkeit, Bakterien, zum Beispiel E.coli

zu phagozytieren? Kann eine E.coli-Aufnahme bei den Monozyten und MoDC's

gezeigt werden?
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2 Material und Methoden

2.1 Gewinnung der Biopsie aus entziindeter Haut

Die Normalhautproben wurden aus iiberschiissiger Spalthaut, welche bei Operationen
anfiel, von Patienten der Dermatologischen Klinik gewonnen (n=8). Die Biopsien aus
den entziindlichen Hautldsionen (n=26) wurden, im FEinvernehmen mit der
Ethikkommission, bei Patienten der Dermatologischen Klinik der Universitdt nach
deren schriftlicher Einverstindniserklarung durchgefiihrt. Bei den in Lokalanésthesie
vorgenommenen Biopsien wurde mit einem Skalpell ein etwa einen
Quadratzentimeter grof3es Stiick der Epidermis durch eine sehr flache Schnittfiihrung
entfernt und vor der weiteren Bearbeitung in einer Petrischale mit unsterilem PBS
(Rezept im Anhang) mechanisch gereinigt. Es handelte sich bei den
Hautverdnderungen um atopisches Ekzem (n=5), Psoriasis vulgaris (n=8) und
allergische Kontaktdermatitis (n=3) sowie andere Hauterkrankungen (n=10). Die
Hautldsionen waren seit mindestens 14 Tagen nicht duBerlich oder innerlich mit

Glucocorticoiden behandelt worden oder sie waren noch ginzlich unbehandelt.

2.2 Immunfirbung von Hautschnitten mit der APAAP-Technik

2.2.1 Herstellung der Hautschnitte am Kryomikrotom
Die Probe wurde mittels gekiihltem Klebstoft auf den Teller aufgebracht, ohne daf3

die Biopsie hierbei auftaute. Es wurden die Schnitte fiir die Farbung angefertigt und

mit dem Objekttrager direkt vom Messerblock des Kryomikrotoms abgenommen.

2.2.2 Firbung der Hautschnitte in der APAAP-Technik

Mit dieser Technik kann ein bestimmtes Antigen, hier der Mannoserezeptor, an einem
Gewebeschnitt in situ sichtbar gemacht werden. Das Prinzip der APAAP-Farbung
besteht darin, das Antigen auf den Zellen durch einen spezifischen Antikorper, den
Primédrantikdrper zu markieren und daran einen Sekundirantikérper zu koppeln,
welcher als Bindeglied zwischen dem Primérantikdrper und dem anschlielend
zugegebenen APAAP-Komplex (Dako, Kopenhagen, Dénemark, Herstellung der
APAAP-L6sung im Anhang) fungiert. Der APAAP-Komplex besteht aus alkaliner
Phosphatase und einem Antikorper gegen diese Phosphatase. Der Antikorper bindet
den APAAP-Komplex an den Sekundérantikorper, das Enzym wird durch eine
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Substrat-Chromogen-Reaktion sichtbar gemacht. Vor Beginn der Farbung wurden die
Kryomikrotomschnitte fiir ein bis zwei Stunden lufttrocknen gelassen, da sie nach
dem Schneiden kondensiert waren. Zunédchst wurde mit dem Wachsstift (Dako-Pen,
Dako, Kopenhagen, Dianemark) ein Kreis um die Hautschnitte auf den Objekttragern
gezogen. AnschlieBend wurden die Schnitte fiir zehn Minuten bei Raumtemperatur in
Aceton (Merck, Ismaning) eingelegt und fiir zehn Minuten lufttrocknen gelassen. Die
Schnitte wurden fiir 60 Minuten mit dem Primérantikdrper, dem flir den Mannose-
Rezeptor spezifischen Antikdrper D547 (IgGl, freundlicherweise von A.
Lanzavecchia, Basel, iiberlassen) in einer Konzentration 10pug/ml (Verdiinnung im
Anhang) in der feuchten Kammer (Sigma, Deisenhofen) inkubiert. Als
Isotypkontrolle diente der monoklonale Antikérper MOPC-21, ebenfalls in einer
Konzentration von 10ug/ml (IgG1 Sigma, Deisenhofen, Verdiinnung im Anhang).
Nach dieser Inkubation wurden die Objekttrager zweimal mit TRIS-Puffer (Dako,
Kopenhagen, Dianemark, Rezept im Anhang) betrdufelt, um den Primérantikdrper
herunterzuwaschen. Sodann erfolgte eine Inkubation mit einem Rabbit-anti-Mouse-
Briicken-Antikorper (R-a-M, Dako, Kopenhagen, Rezept im Anhang), dem
Sekundirantikorper, in der feuchten Kammer fiir 30 Minuten. Anschlieend wurden
die Schnitte fiir 30 Minuten mit APAAP inkubiert. Die Inkubation mit R-a-M und
APAAP wurde wiederholt, um eine ausreichende Bindung dieser Substanzen an den
Primérantikdrper zu gewihrleisten. AnschlieBend wurden die Hautproben fiir 20
Minuten in die Entwicklungslésung (Herstellung im Anhang) gegeben und nach
Reinigung mit TRIS-Puffer und Aqua dest. in Hamalaun (Sigma, Deisenhofen)
gefarbt. Die Praparate wurden durch Aufbringen eines Tropfens auf 37°C erwarmter

Glycerin-Gelatine (Merck, Ismaning) eingebettet und mit einem Deckglas versehen.

2.3 Gewinnung von Monozyten aus peripherem Blut

Es standen zwei verschiedene Methoden zur Isolierung von mononukledren Zellen
aus Venenblut zur Verfiigung. Wurden die Zellen fiir die Phédnotypisierung oder fiir
funktionelle Versuche zur Pinozytose oder Phagozytose verwendet, so wurden sie
iiber Dextran (6%, Sigma, Deisenhofen) und Nycoprep (Nycomed, Oslo, Norwegen)
isoliert. Wurden die Monozyten dagegen fiir die Rezeptor-vermittelte Endozytose und

deren Hemmung eingesetzt, so wurde eine Isolation mit Ficoll (Seromed, Berlin)
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gewihlt, um eine Aufnahme von Dextran in die Zellen vor dem eigentlichen Versuch

zu verhindern.

2.3.1 Gewinnung von Monozyten unter Verwendung von Dextran und
Nycoprep

Das Venenblut wurde mittels Monovetten (Kalium-EDTA-Blut) entnommen und
sofort weiterverarbeitet. Fiir einen Versuch wurden 100ml Blut entnommen, aus
welchen sich jeweils 1-2 Millionen Monozyten isolieren lieBen. Das Blut wurde in
50ml-Zentrifugenrdhrchen (Falcon Labware, Lincoln Park, USA) transferiert. Auf
zehn Teile Blut wurde ein Teil Dextran 6% gegeben. Nachdem die Erythrozyten
abgesunken waren, wurde das Plasma mit einer Einmalpipette und dem Pipettiergerit
vorsichtig abgezogen und auf Nycoprep iiberschichtet. Das Verhiltnis von Nycoprep
zu Plasma betrug dabei eins zu zwei. Das iiberschichtete Blutplasma wurde 15
Minuten lang bei 700g und Raumtemperatur ohne Bremse in der Zentrifuge (Hettich,
Tuttlingen) zentrifugiert. AnschlieBend wurde die Interphaseschicht, welche die
Monozyten enthielt, zusammen mit einem Grofiteil des Nycoprep vorsichtig
abgezogen und in ein neues 50ml-Zentrifugenrdhrchen iiberfiihrt. Das Rdhrchen
wurde mit Monozyten-Waschmedium (Rezept im Anhang) auf 50ml aufgefiillt und
fiir zehn Minuten bei 140g und Raumtemperatur zentrifugiert. Wahrenddessen wurde
die Zellzahl in einer Neubauer-Zdhlkammer bestimmt. Die Zellen wurden noch
zweimal in Monozyten-Waschmedium gewaschen und so resuspendiert, da3 sich in

einem Milliliter eine Million Zellen befanden.

2.3.2 Gewinnung von Monozyten unter Verwendung von Ficoll

Es wurden mit einer heparinisierten Einwegspritze 10ml vendses Blut entnommen
und sofort weiterverarbeitet. Das Blut wurde in zwei 10ml-Zentrifugenréhrchen
(Falcon Labware, Lincoln Park, USA) auf je fiinf Milliliter Ficoll iiberschichtet. Die
Rohrchen wurden bei Raumtemperatur und 1500g fiir 20 Minuten zentrifugiert, die
Zentrifuge wurde nach Beendigung dieses Vorganges nicht gebremst. Nach diesem
Schritt befanden sich im Rohrchen die mononukleéren Zellen als Interphase in der
Mitte zwischen dem Blutplasma und dem Ficoll. Nach Vorlage von 20ml
Waschmedium in einem 50ml-Zentrifugenrohrchen, wurde die Interphase mit einer

sterilen Einmal-Pasteurpipette abgezogen und in das vorbereitete Waschmedium
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transferiert. Das Rohrchen wurde auf 50ml mit Waschmedium aufgefiillt und bei
Raumtemperatur und 220g fiir fiinf Minuten zentrifugiert. Wahrenddessen wurde die
Zellzahl mit einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Die Zellen wurden nochmals mit
Waschmedium gewaschen und so resuspendiert, dal sich eine Million Zellen in

einem Milliliter Medium befanden.

2.4 Gewinnung von monozytiren dendritischen Zellen aus Mono-
zyten

Die Monozyten wurden, wie in 2.2.1.1. beschrieben, unter Verwendung von Dextran
und Nycoprep aus dem peripheren Blut isoliert. Unter der sterilen Werkbank wurden
die gewonnenen Zellen so resuspendiert, dafl sich in einem Milliliter Kulturmedium
(Rezept im Anhang) eine Million Zellen befanden. Je ein Milliliter der Zellsuspension
wurde in ein Feld der Kulturplatte (Costar, Coming, USA) pipettiert. Zu den Zellen
wurden je 2ul 11-4 (Gibco, Paisley, Schottland, Herstellung der Gebrauchslésung im
Anhang) entsprechend einer Konzentration von Konzentration 500U/ml im
Kulturmedium und je 3ul GM-CSF (Leucomax von Sandoz, Basel, Schweiz,
Herstellung der Gebrauchslosung im Anhang) entsprechend einer Konzentration von
500U/ml im Kulturmedium gegeben. Die Platte wurde im Brutschrank fiir insgesamt
sechs Tage bei 37°C, und einem CO,-Gehalt von 5% bebriitet. Am zweiten und am
vierten Tag der Kultur wurde jeweils die Halfte des Kulturmediums durch frisches
ersetzt und es wurden beide Male 1pl IL-4 und 1,5u1 GM-CSF zu den Zellen
hinzupipettiert. Am sechsten Tag der Kultur wurden die MoDC'’s fiir die unten

beschriebenen Versuche verwendet.

2.5 Priparation der Einzelzellsuspension aus Spalthaut und
entziindlicher Haut

Direkt nach der Entnahme der Shave-Biopsie wurden die Proben bearbeitet. Die
entnommenen Biopsien wurden in einer Petrischale mit unsterilem PBS (Rezept im
Anhang) mechanisch gereinigt und in eine neue Petrischale gegeben. Die Haut wurde
in zwei bis drei Millimeter breite Streifen geschnitten und mit 200ul 0,5% Trypsin-
Losung (Sigma, Deisenhofen, Verdiinnung im Anhang) iiber Nacht bei 4°C inkubiert.
Am folgenden Tag wurde die Epidermis der Hautstreifen von der Dermis getrennt

und in ein 10ml-Zentrifugenrohrchen iiberfiihrt. Es wurden 2ml RPMI-Losung
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(Rezept im Anhang) und 200ul boviner DNAse Typ IV (Sigma, Deisenhofen, 0,1%,
Herstellung der Losung im Anhang) zugegeben. Das Rohrchen wurde nach kurzem
Schiitteln auf dem Vortex-Mischer flir drei Minuten im Brutschrank bei 37°C und
einem CO,-Gehalt von 5% inkubiert. AnschlieBend wurde die Probe eine Minute lang
vorsichtig auf dem Vortex-Mischer geschiittelt. Die dadurch erhaltene Zellsuspension
wurde durch ein 50um Nylonnetz in ein neues Rohrchen pipettiert, das Volumen mit
Waschmedium auf 10ml aufgefiillt. Die Zellen wurden fiinf Minuten lang bei 200g
und Raumtemperatur zentrifugiert. Wahrenddessen wurde in der Zidhlkammer die
Zellzahl bestimmt. Fiir die Zellfarbung wurden je nach gewonnener Zellzahl 200.000-
500.000 Zellen in einem Volumen von 100ul in ein FACS-Rohrchen (Falcon
Labware, Lincoln Park, USA) gegeben. Die FACS-R6hrchen befanden sich dabei im
Eiswasserbad. Die Zellen wurden vor Beginn der Phénotypisierung mit FACS-Puffer
(Rezept im Anhang), vor Beginn der Endozytose-Versuche mit RPMI-Waschmedium

(Seromed, Berlin, Herstellung der Gebrauchslésung im Anhang) gewaschen.

2.6 Phénotypisierung
Die Phinotypisierung wurde sowohl mit Zellen aus der normalen und der

entzlindlichen Haut, als auch mit Monozyten und MoDC’s vorgenommen.

2.6.1 Féarbung der Zellen

Die Hautzellen lagen in den Probenréhrchen in einer Anzahl von 200.000-500.000
Zellen vor, die Monozyten und MoDC'’s in einer Anzahl von 100.000 Zellen pro
Rohrchen, das Volumen betrug jeweils 100ul. Es wurde eine indirekte Dreifarben-
Fluoreszenzfiarbung zur Anfarbung der CDla positiven Zellen vorgenommen.
Zundchst wurden die Zellen fir 30 Minuten mit dem Primirantikérper, dem
spezifischen Antikérper D547 des Mannoserezeptors, inkubiert. Die Konzentration
des Antikorpers betrug hierbei 2pug/ml, die zugegebene Menge Sul (Aufbereitung im
Anhang). Nachdem der Primérantikorper mittels FACS-Puffer heruntergewaschen
worden war, wurden die Zellen mit dem Sekundirantikérper GaM/FITC (Jackson,
West Grove, PA, USA, Menge Sul, Konzentration 50pg/ml, Verdiinnung im Anhang)
fir 30 Minuten inkubiert. Durch nochmaliges Waschen mit FACS-Puffer wurde
ungebundener Sekunddrantikorper entfernt. AnschlieBend wurden ungebundene

Bindungsstellen des Sekundirantikdrpers mit Maus-Serum (Dianova, Hamburg,
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Verdiinnung 1/30, Menge 5ul, Inkubationszeit 20 Minuten) geblockt. Die Zellen
wurden danach ein weiteres Mal mit FACS-Puffer gewaschen und, sofern es sich um
Hautzellen oder MoDC's handelte, mit Phycoerythrin (PE) konjugiertem T6RDI1-
Antikorper (IgG1, Coulter, Krefeld) und 7-Amino-Acetinomycin-D (7AAD, Sigma,
Deisenhofen) gefarbt, diese Stoffe lagen in einem vorgefertigten Gemisch, CD]1a-
Premix (Herstellung im Anhang), vor. Der TO6RD1-Antikorper diente der Anfarbung
des Rezeptors CDla, dem Erkennungsmerkmal der dendritischen Zellen, 7AAD
wurde als Vitalfarbstoff benutzt. Es handelt sich hierbei um einen DNA-Farbstoff, der
nicht in lebende, sondern nur in tote Zellen gelangen kann und somit die toten Zellen
anfarbt. Die Konzentration fir T6RD1 und 7AAD betrug jeweils lpg/ml. Die
Isotypkontrolle wurde mit unspezifischem IgG1RD1 (Coulter, Krefeld) anstelle des
PE konjugierten T6RD1 durchgefiihrt. Wurde die Phénotypsierung mit frischen
Monozyten durchgefiihrt, so wurde zur Farbung dieser CDla-negativen Zellen ein
anderes vorgefertigtes Farbstoff-Gemisch, CD14-Premix (Herstellung im Anhang),
verwendet. Es enthielt neben 7AAD den PE-konjugierten CD14-Antikorper Leu-M3
(IgG2b, Beckton Dickinson, Mountain View, CA, USA). Es wurden jeweils 5Sul
dieser Farbstoff-Gemische hinzupipettiert, die Inkubationszeit betrug 30 Minuten.
Nach dem letzten Farbeschritt wurden alle Zellen nochmals mit FACS-Puffer
gewaschen. Die Rohrchen mit den Zellen standen wihrend der gesamten Féarbung im

Eiswasserbad bei 4°C. Die Inkubation fand jeweils im Dunklen statt.

2.6.2 Analyse der Zellen am Durchflufizytometer

Die unfixierten Zellen wurden an einem FACScan Durchfluzytometer unter
Verwendung des CellQuest-Programmes (Becton Dickinson, Mountain View, CA,
USA) analysiert. Um eventuell vorhandene Zellaggregate von der Analyse
auszuschlieBen, wurde ein Fenster gesetzt, welches auf den morphologischen
Eigenschaften der Zellen basierte. Hierzu wurden die Vorwirtslichtstreuung, englisch
forward scatter (FSC), zur Erfassung der ZellgroBBe und die Seitwirtslichtstreuung,
englisch side scatter (SSC), zur Erfassung der Granularitit der Zellen, gegeneinander
dargestellt. Die lebenden CDla-positiven dendritischen Zellen, Langerhans-Zellen,
IDEC und MoDC's, wurden durch eine Kombination des Einzelzell-Fensters (FSC
gegen SSC) und einem Fenster flir lebende dendritische Zellen (FL2 gegen FL3)
abgegrenzt. Dabei wurde im Fluoreszenz-Kanal FL2 der an den T6RD1-Antikorper
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gegen den Rezeptor CDla gebundene Farbstoff Phycoerythrin und im Fluoreszenz-
Kanal FL3 der DNA-Farbstoff 7AAD zum Ausschlul} der toten Zellen erfaf3t. Analog
wurde bei den CD14-positiven Monozyten FSC und SSC dargestellt und dieses
Einzelzell-Fenster mit einem Fenster fiir die lebenden Zellen kombiniert. Dabei
wurde im Fluoreszenzkanal FL2 das Phycoerythrin, welches an den Leu-M3-
Antikorper gegen den CD14-Rezeptor gebunden war, und im Fluoreszenzkanal FL3
der Farbstoff 7AAD registriert. Der ebenfalls an Phycoerythrin gebundene Antikorper
IgGIRDIwurde bei beiden Zelltypen als Kontrolle des gesetzten Fensters in einem
gesonderten Probenréhrchen mitgefiihrt. Der Farbstoff FITC, gebunden an den
Sekundirantikorper, wurde im Fluoreszenz-Kanal FL1 gemessen. Die Rohrchen mit
den Zellsuspensionen wurden bis zur Analyse am DurchfluBzytometer im Dunklen

bei 4°C im Eiswasserbad aufbewabhrt.

2.6.3 Auswertung

Zur Auswertung fand das Lysis-Il Programm der Firma Becton Dickinson
Verwendung. Um die Expression des Mannoserezeptors bei der Phanotypisierung
sowie das Mal} der Endozytose bei den fuktionellen Versuchen quantitativ auswerten
zu konnen, wurde eine zweidimensionale Dot Plot Analyse durchgefiihrt, wobei alle
CDla-positiven Zellen manuell von den tibrigen Zellen wie Keratinozyten und toten
Zellen abgegrenzt wurden. Des Weiteren wurden, in den Proben aus der
entzlindlichen Haut, die Langerhans-Zellen und die IDEC, erkennbar an ihrer
unterschiedlichen CD1la-Expression, voneinander getrennt. Bei der Auswertung der
Versuche an Monozyten aus frischem Blut konnten diese CD14-positiven Zellen
deutlich von den anderen mit eingemessenen Zellen abgegrenzt werden, die nach
Kultur erhaltenen MoDC'’s, als dendritische Zellen CDla-positiv, lieen sich
ebenfalls gut darstellen. Es wurde die mittlere Fluoreszenz-Intensitdt (MFI) des
Signals aus dem Kanal FL1 bestimmt und daraus die relative Fluoreszenz-Intensitét
(rFI) fiir den Oberflachenrezeptor errechnet:

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

Diese Berechnung zur Normierung ist wichtig, da sie den gesamten Versuchsablauf

gegen kleine tdgliche Schwankungen relativ stérunanfallig macht.
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2.6.4 Statistische Auswertung
Zur statistischen Auswertung wurde der Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt. Die
Ergebnisse werden als arithmetischer Mittelwert plusminus Standardabweichung

dargestellt.

2.7 Endozytose

2.7.1 Pinozytose

Dieser Versuch wurde mit Zellen aus gesunder und entziindlicher Haut sowie an
Monozyten und MoDC's durchgefiihrt. Die Hautzellen wurden aus der Epidermis,
wie unter 2.2.1.1. dargestellt, gewonnen. In jedes FACS-R6hrchen wurden 200.000-
500 000 Zellen in einem Volumen von 100ul gegeben. Die Monozyten wurden, wie
unter 2.2.3.1. ausgefiihrt, aus dem frischen Venenblut isoliert, die MoDC’s wurden,
wie unter 2.2.4. beschrieben, am sechsten Tag der Kultur verwendet. Dabei lagen in
jedem der vier bendtigten Rohrchen 100.000 Zellen in einem Volumen von 100ul
vor. Die Zellen wurden mit Ausnahme der Inkubation wihrend des gesamten
Versuchablaufs im Eiswasserbad belassen. Vor Versuchsbeginn wurden die Zellen
einmal in RPMI-Medium (Seromed, Berlin) gewaschen. Nachdem die Zellen im
Eiswasserbad 20 Minuten lang gekiihlt worden waren, wurden in jedes Rohrchen
10ul des Farbstoffes Lucifer Yellow (MoBiTec, Gottingen, 2,5mg/ml, Verdiinnung
im Anhang) pipettiert. Lucifer Yellow ist ein rezeptorunabhingiger Farbstoff, er
gelangt somit ausschlieBlich durch Pinozytose in die Zelle. Ein Rohrchen wurde im
Eiswasserbad stehengelassen, die iibrigen fiir drei, sieben, und 30 Minuten im
Wasserbad bei 37°C inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen einmal
mit kaltem (4°C) FACS-Puffer gewaschen, nach Beendigung aller Inkubationszeiten
wurden die Zellen je dreimal mit FACS-Puffer gewaschen. Anschlieend wurden die
Zellen aus normaler und entziindlicher Haut sowie die MoDC’s 30 Minuten lang mit
jeweils 5ul CDla-Premix inkubiert. Hierbei diente der im Gemisch enthaltene
T6RDI1-Antikorper zur Identifizierung der CDla-positiven Zellen, der Farbstoff
7AAD zum Ausschluf} der toten Zellen. Die frischen Monozyten wurden 30 Minuten
lang mit CD14-Premix (5ul pro Rohrchen) inkubiert. Bis zur Analyse am

Durchflu8zytometer wurden die Zellen im Eiswasserbad aufbewahrt.
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2.7.2 Rezeptor-vermittelte Endozytose

Auch die Versuche zur Rezeptor-vermittelten Endozytose wurden sowohl mit Zellen
aus normaler und entziindlich verdnderter Haut, als auch mit Monozyten und MoDC's
durchgefiihrt. Die Einzelzellsuspensionen der Hautzellen wurden, wie oben
beschrieben, hergestellt und in den oben bereits angegebenen Anzahlen und
Volumina auf insgesamt vier FACS-Rohrchen verteilt. Die MoDC’s wurden
wiederum am sechsten Tag der Kultur den Experimenten zugefiihrt. In jedem FACS-
Rohrchen befanden sich 100.000 Zellen in 100ul Medium, gekiihlt im Eiswasserbad
bei 4°C. Zu den Zellen wurde Dextran-FITC (MoBiTec, Gottingen, 1,0mg/ml,
Verdiinnung im Anhang) hinzupipettiert. Dextran-FITC bindet an den
Mannoserezeptor und wird iiber diesen und die gleichzeitig stattfindende Pinozytose
in die Zelle aufgenommen. Ein Réhrchen wurde im Eiswasserbad als Kontrolle
belassen, die librigen im Wasserbad bei 37°C erwiarmt. Um die Dextran-FITC-
Aufnahme pro Zeit darstellen zu kdnnen, wurde je ein Rohrchen drei, sieben und 30
Minuten inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen sofort in das
Eiswasserbad transferiert und insgesamt vier Mal mit FACS-Puffer gewaschen. Es
wurden die Hautzellen und die MoDC’s mit CDla-Premix, die Monozyten mit
CD14-Premix inkubiert. Bis zum Analysieren am DurchfluBzytometer wurden die

Zellen im Eiswasserbad aufbewahrt.

2.7.3 Hemmung der Rezeptor-vermittelten Endozytose

Dextran-FITC wird nicht nur an den Mannoserezeptor gebunden in die Zelle
aufgenommen, sondern auch durch die gleichzeitig neben der Rezeptor-vermittelten
Endozytose stattfindenden Pinozytose. Um diesen Anteil der unspezifischen
Aufnahme des Farbstoffes von der durch den Mannoserezeptor vermittelten
Endozytose abzugrenzen, wurde der Mannoserezeptor vor der Inkubation der Zellen
mit Dextran-FITC durch das an ihn bindende Mannan, ein bakterielles Polysaccharid,
blockiert. Da der Mannoserezeptor durch diese Blockade der Zelle nicht mehr fiir die
Endozytose zur Verfiigung stand, war die in diesem Experiment in den Zellen
nachgewiesene Farbstoffmenge durch Pinozytose einverleibt worden. Der Anteil der
Rezeptor-vermittelten Endozytose kann bestimmt werden, wenn die Dextranmenge,
welche trotz der Hemmung des Rezeptors in die Zelle gelangte, von derjenigen,

welche ohne vorangegangene Rezeptorblockierung in die Zelle aufgenommen wurde,
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abgezogen wird. Der Versuch zum Nachweis der Rezeptor-vermittelten Endozytose
wurde wie oben beschrieben mit Hautzellen sowie Monozyten und MoDC's
durchgefiihrt. Um die Bindung von Dextran-FITC an den Mannoserezeptor zu
blockieren, wurden alle Rohrchen fiir zehn Minuten mit Mannan (Sigma
Immunochemicals, St. Louis, MO, USA, 1,0mg/ml 10ul/Réhrchen) bei 37°C im
Wasserbad inkubiert. Nach Ende der Inkubationszeit wurden alle R6hrchen sofort in
das Eiswasserbad gestellt. Die Zellen wurden mit RPMI-Losung einmal gewaschen,
anschlieBend wurde Dextran-FITC wie oben beschrieben zugegeben. Alle weiteren
Schritte wurden wie beim Versuch zur Rezeptor-vermittelten Endozytose

vorgenommen.

2.7.4 Phagozytose

Die Zellen wurden, wie unter 2.2.1.1. beschrieben, aus der Hautprobe gewonnen,
wobei flir dieses Experiment nur Proben aus entziindlicher Haut verwendet wurden.
In jedes der beiden FACS-R6hrchen wurden 200.000 Zellen in einem Volumen von
100ul pipettiert. Es wurden auch Monozyten und MoDC'’s auf ihre Phagozytose-
Féhigkeit untersucht. Die Zellen wurden einmal mit RPMI-Medium gewaschen.
Sodann wurden 20pl einer stabilisierten, FITC-markierten Suspension der mit
Antikorpern und Komplement opsonisierten E.coli (Phagotest, Orpegen Pharma,
Heidelberg, 1 x 10° Bakterien/ml) zu beiden Réhrchen hinzupipettiert. Ein Réhrchen
wurde im Eiswasserbad belassen, das andere fiir zehn Minuten im Wasserbad bei
37°C inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde das Rohrchen sofort in das
Eiswasserbad transferiert, und die Phagozytose mit jeweils 100ul Losung aus dem
Phagozytose-Testset gestoppt. AnschlieBend wurden die Zellen einmal mit FACS-
Puffer gewaschen. Die CDla-positiven dendritischen Zellen der Haut sowie die
MoDC’s wurden mit CDla-Premix gefarbt, die CDla-negativen Monozyten wurden
mit CD14-Premix inkubiert. Bis zur Analyse am Durchfluzytometer wurden die

Proben-Rohrchen im Eiswasserbad gekiihlt.

2.7.5 Analyse der funktionellen Endozytose-Versuche am Durchflufizytometer
Die Erfassung der Fluoreszenz-Intensititen, die Auswertung der Daten, die
Berechnung des rFI und die statistische Auswertung erfolgte wie unter 2.2.6.2. bis

2.2.6.4. bereits beschrieben.
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Das im Fluoreszenzkanal FLI1 registrierte FITC war bei den Versuchen zur
Endozytose an das Dextran beziehungsweise an die opsonisierten E.coli gebunden.

LY wurde ebenfalls im Fluoreszenzkanal FLL1 gemessen.
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3 Ergebnisse

3.1 Immunphinotyp der Zellen

3.1.1 Immunhistochemische Fiarbung von Hautschnitten mit der APAAP-
Technik

Durch immunhistochemische Farbungen sollte untersucht werden, ob sich in
gesunder und entziindlicher Haut Zellen, welche den Mannoserezeptor exprimieren,
nachweisen lassen. An diesen den Mannoserezeptor tragenden Zellen sollte durch die

Farbung die Morphologie in situ und die Lokalisation der Zellen dargestellt werden.

3.1.1.1 Der Mannoserezeptor wird in der normalen Epidermis nicht exprimiert

An den Schnitten, die aus Proben normaler Haut hergestellt wurden, lieBen sich
wenige Zellen, welche den Mannoserezeptor exprimieren in der Dermis durch
Bindung des spezifischen Antikorpers D547 anfarben. In der Epidermis konnten bei
derselben Farbung keine Zellen gesehen werden. Wurden die Schnitte mit dem
monoklonalen Antikérper MOPC-21 inkubiert, konnten keine Reaktionen von
Hautzellen beobachtet werden. In der Abbildung 2a ist ein histologischer Schnitt,

angefertigt aus einer Normalhautprobe und gefarbt mit D547, zu sehen.

3.1.1.2 Dendritische Zellen in entziindlicher Haut exprimieren den Mannoserezeptor

In Proben, welche aus entziindlichen Hautldsionen bei atopischem Ekzem und
Psoriasis vulgaris entnommen worden waren, konnten Zellen, welche den
Mannoserezeptor exprimieren, durch Bindung des spezifischen Antikorpers D547 in
situ dargestellt werden. Diese Zellen wiesen morphologisch eine dendritische Form
auf und zeigten sich in der Epidermis sowie in der Dermis. In der Epidermis waren
sie in den suprabasalen und in den basalen Schichten zu finden. In der Dermis
konnten deutlich mehr Zellen als in der Epidermis gesehen werden. Im Gegensatz zur
normalen Haut enthédlt die entziindliche Haut somit den Mannoserezeptor auf ihrer
Oberflache tragende dendritische Zellen. Es konnte nicht festgestellt werden, ob es
sich bei den angefarbten Zellen um Langerhans-Zellen oder um IDEC handelt. In der

Isotypkontrolle mit dem unspezifischen Antikérper MOPC-21 konnten wiederum
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keine Zellen angefarbt werden. Die Abbildung 2b zeigt einen histologischen Schnitt
aus entziindlich verdnderter Haut bei atopischem Ekzem, die Abbildung 2c einen
Schnitt aus einer Probe entziindeter Haut bei Psoriasis vulgaris, jeweils nach

Anfirbung mit D547 in APAAP-Technik.

Abb.2a APAAP-Firbung an einem Schnitt aus gesunder Haut

In den Gefrierschnitten, die aus normaler Haut, wie unter Material und Methoden
beschrieben, angefertigt und in der APAAP-Technik mit dem spezifischen Antikdrper
D547 gefarbt wurden, lassen sich nur wenige den Mannoserezeptor exprimierende
Zellen in der Dermis erkennen. In der Epidermis finden sich keine mannoserezeptor-
positiven Zellen.
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Abb.2b APAAP-Firbung an einem Schnitt aus entziindlich verinderter Haut
bei atopischem Ekzem

Gefrierschnitte aus Proben entziindlicher Haut, APAAP-Technik mit dem
spezifischen Antikdrper D547. In der Epidermis und Dermis der entziindeten Haut
dendritische Zellen, welche den Mannoserezeptor exprimieren.

Abb.2¢ APAAP-Firbung an einem Schnitt aus entziindlich verinderter Haut bei
Psoriasis vulgaris

Entziindlich verdnderte Haut bei Psoriasis vulgaris, APAAP-Farbung mit dem
spezifischen Antikdrper D547. Dendritisch geformte Zellen in der Epidermis sowie in
der Dermis, welche den Mannose-Rezeptor exprimieren.
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3.1.2 Durchflufizytometrische Farbungen

3.1.2.1 Phénotypischer Nachweis des Mannoserezeptors nur auf monozytdren

dendritischen Zellen, nicht auf Monozyten

Durch Inkubation der Monozyten und der MoDC’s mit D547 sollte untersucht
werden, ob sich dieser Rezeptor auf der Oberfliche dieser beiden Zellarten finden
1aBt. Als Negativkontrolle wurden Monozyten oder MoDC’s mit dem Antikdrper
IgG1 inkubiert. Bei der Inkubation der Monozyten mit D547 konnte keine Zunahme
der relativen Fluoreszenz-Intensitdt gegeniiber der Negativkontrolle festgestellt
werden. Bei der Anfirbung der MoDC’s mit D547 zeigte sich eine deutliche
Zunahme der Fluoreszenz-Aktivitit gegeniiber der Anfirbung mit IgGl. Die
Expression des Mannoserezeptors konnte somit auf den MoDC’s durch den
spezifischen Antikdrper D547 nachgewiesen werden, auf den frisch isolierten
Monozyten konnte dagegen mit diesem Antikorper keine Expression des

Mannoserezeptors gezeigt werden (Abb.3a und b).

IgG1 " D547
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Abb.3a Immunphiinotypisierung der Monozyten

Frische Blutmonozyten wurden mit dem spezifischen Antikdrper D547 und dem
Kontroll-Antikorper IgG1 inkubiert. Die beiden Contour-Plots zeigen die fiir den
Mannoserezeptor spezifische Griinfluoreszenz (FL1), welche gegen die fiir CD14
spezifische Orangefluoreszenz (FL2) aufgetragen ist. Die beiden Contour-Plots liegen
an gleicher Stelle. Dies bedeutet gleiche Fluoreszenz-Intensitdt bei beiden Farbungen.
Der Mannoserezeptor konnte somit nicht durch D547 auf den Monozyten
nachgewiesen werden.
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Abb.3b Immunphéinotypisierung der MoDC'’s

Immunphénotypisierung an MoDC's als Contour-Plots. Die fiir den Mannoserezeptor
spezifische Griinfluoreszenz wurde im Fluoreszenzkanal 1 erfafit, die fir CD la
spezifische Orangefluoreszenz im Fluoreszenzkanal 2. Beide sind gegeneinander
aufgetragen. Die Zellen, welche mit dem Antikérper D547 inkubiert worden waren,
zeigen eine stirkere Fluoreszenz-Intensitit als die Kontrollzellen nach Inkubation mit
dem Antikdrper IgG1. Der Mannoserezeptor lie3 sich im Versuch durch Bindung des
Antikorpers D547 auf der Zelloberfliache zur Darstellung bringen.

3.1.2.2 Die dendritischen Zellen in der normalen Haut exprimieren den Mannose-

rezeptor nicht

Analog zu dem Versuch an Monozyten und MoDC's sollte durch Inkubation mit
D547 untersucht werden, ob Langerhans-Zellen, welche aus normaler Haut gewonnen
worden waren, diesen Rezeptor auf ihrer Zelloberfliche exprimieren. Als
Negativkontrolle wurden Zellen mit dem Antikorper IgG1 inkubiert. Bei der Analyse
der Einzelzellsuspensionen am Durchflulzytometer zeigte sich bei den mit dem
spezifischen Antikdrper D547 inkubierten Zellen keine stirkere Fluoreszenz-Aktivitat
als bei den Zellen, welche mit dem Antikérper IgG1 inkubiert worden waren. In der
Immunphénotypisierung erwies sich die Zelloberfliche der Langerhans-Zellen somit

als negativ beziiglich der Expression des Mannoserezeptors (Abb.4).
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Abb.4 Immunphéinotypisierung an Langerhans-Zellen aus gesunder Haut

Contour-Plots der fiir den Mannoserezeptor spezifischen Griinfluoreszenz (FL1),
welche gegen die fir CDla spezifische Orangefluoreszenz (FL2) aufgetragen ist.
Langerhanszellen aus normaler Haut zeigten nach Inkubation mit dem spezifischen
Antikorper D547 keine groBere Fluoreszenz-Aktivitdt als nach Inkubation mit dem
Kontroll-Antikorper IgGl. Der Mannoserezeptor konnte mit der Immunphéno-
typisierung nicht auf der Zelloberflache nachgewiesen werden.

3.1.2.3 In der entziindeten Haut exprimieren die IDEC den Mannoserezeptor

In entziindlichen Hautldsionen treten Langerhans-Zellen und IDEC auf. Die
Expression des Mannoserezeptors sollte bei diesen beiden Zelltypen wie auch bei den
Proben aus der normalen Haut unter Verwendung des Antikorpers D547 untersucht
werden. Als Negativkontrolle wurde der Antikorper IgGl verwendet. Bei den
Langerhans-Zellen, welche mit dem spezifischen Antikérper D547 inkubiert worden
waren, konnte am Durchflufzytometer, wie auch in der normalen Haut, keine
gesteigerte Fluoreszenz-Aktivitit gegeniiber den Zellen, welche mit dem Antikorper
IgG1 inkubiert worden waren, festgestellt werden. Bei den IDEC zeigten diejenigen
Zellen, welche mit dem Antikérper D547 inkubiert worden waren, eine deutliche
Verstarkung der Fluoreszenz-Aktivitdt gegeniiber den Zellen, welche mit dem
Antikorper IgG1 inkubiert worden waren. Der Mannoserezeptor konnte also, wie bei
den Untersuchungen an der normalen Haut, auf den Langerhans-Zellen unter
Verwendung des spezifischen Antikdrpers D547 nicht nachgewiesen werden. Bei den
IDEC zeigte die deutliche Verstirkung der Fluoreszenz-Aktivitit gegeniiber der
Negativkontrolle diesen Rezeptor auf der Zelloberflache (Abb.5).
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Abb.5 Immunphéanotypisierung an Langerhans-Zellen und IDEC aus entziindeter Haut
Immunphé&notypisierung an Proben aus entzindlicher Haut. Contour-Plots der fur den
Mannoserezeptor spezifischen Griinfluoreszenz (FL1), welche gegen die fir CD1a spezifische
Orangefluoreszenz (FL2) aufgetragen ist. Die nahezu gleiche Position der Langerhans-Zellen
zeigt keinen Unterschied in der Fluoreszenz-Intensitit zwischen den Inkubationen mit den
Antikdrpern D547 und 1gG1. Der Mannoserezeptor findet sich nicht auf Langerhans-Zellen
aus entzindeter Haut. Bei der Inkubation der IDEC mit D547 eine deutlich stérkere
Fluoreszenz als bei der Inkubation der Zellen mit dem Kontrollantikorper. Dieser
Fluoreszenz-Unterschied legt die Expression des Mannoserezeptors auf den IDEC nahe.

1.1.1.1 Unterschiedlich starke Expression des Mannoserezeptors auf den IDEC bei

verschiedenden Hauterkrankungen

Proben aus Hautl&sionen bei atopischem Ekzem (n=5), bei Psoriasis vulgaris (n=8), bei
allergischem Kontaktekzem (n=3) und anderen Hauterkrankungen (n=10) wurden untersucht.
Aufgrund der geringen Probenanzahlen der jeweiligen Hautverén-derungen konnen nur
bedingt aussagekraftige Schlusse Uber die Expression des Mannoserezeptors auf den IDEC
bei allergischem Ekzem und bei Psoriasis vulgaris gezogen werden. Es zeigte sich eine etwas
starkere Auspragung des Mannoserezeptors auf den IDEC bei allergischem Ekzem im
Vergleich zur Expressionsstarke des Rezeptors auf den IDEC bei Psoriasis vulgaris. In der
Abbildung 6 sind diese Unterschiede in einem Diagramm fur Mittelwerte und
Standardabweichungen der jeweiligen rFIs zu sehen.
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Abb.6 Siulendiagramm der Mannoserezeptor-Expression auf Langerhans-
Zellen und IDEC

Mittelwerte und Standardabweichungen der relativen Fluoreszenz-Indices des
Mannoserezeptors auf den IDEC bei allergischem Ekzem und Psoriasis vulgaris. Zum
Vergleich rFIs fiir die Langerhans-Zellen der jeweiligen Hauterkrankungen sowie der
normalen Haut.

3.2 Funktionelle Untersuchungen zur Endozytose

3.2.1 Funktionelle Untersuchungen an Monozyten und monozytiren

dendritischen Zellen

Die funktionellen Untersuchungen zur Endozytose wurden zunédchst an Monozyten
und MoDC’s vorgenommen, um die Methoden zur Erfassung von Pinozytose,
Rezeptor-vermittelter Endozytose und Phagozytose zu etablieren, als auch Positiv-

und Negativkontrollen fiir die Untersuchungen an den Hautzellen zu erhalten.

3.2.1.1 Pinozytose-Nachweis an Monozyten und monozytdren dendritischen Zellen

mit Lucifer Yellow

Die Pinozytose-Aktivitit der Monozyten und der MoDC’s wurde durch Féarbung mit
Lucifer Yellow von der Rezeptor-vermittelten Endozytose abgegrenzt. Sowohl bei
den Monozyten, als auch bei den MoDC'’s zeigte sich eine Zunahme des mittleren
Fluoreszenz-Index (rFI) im Verlauf der Inkubation im Wasserbad bei 37°C gegeniiber
der Kontrollprobe, die im Eiswasser belassen wurde. Der relative Fluoreszenz-Index

stieg bei den Monozyten im Verlauf der Inkubation bis 30 Minuten maBig an. Es fand

33



in Abhéngigkeit von der Inkubationszeit eine geringe Aufnahme des Farbstoffes

durch Pinozytose statt (Abb.7a und b).
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Abb.7a Histogramm der Lucifer-Yellow-Aufnahme durch Pinozytose bei den
Monozyten

Fluoreszenz-Zunahme in Abhingigkeit von der Férbezeit. Die steigende Fluoreszenz
ist durch die Aufnahme des Lucifer Yellow in die Zellen bedingt. Das erste
Histogramm steht fiir die Kontrollprobe, welche im Eiswasserbad belassen wurde, die
iibrigen fiir die einzelnen Firbezeiten.
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Abb.7b Mittelwerte und Standardabweichungen fiir die Pinozytose-Versuche bei

Monozyten

Geringe Aufnahme von Lucifer Yellow in die Monozyten in Abhingigkeit von der
Farbezeit. Mittelwerte der rFIs aller Versuche (n=6) und Standardabweichungen.

Bei den MoDC'’s stieg der relative Fluoreszenz-Index wihrend der steigenden

Inkubationszeiten mit Lucifer Yellow durchschnittlich im Vergleich zu den

Monozyten stirker an. Die Aufnahme des Farbstoffes in die Zellen war bei den

MoDC'’s stirker ausgeprigt als bei den Monozyten. Dabei nahmen die Zellen anfangs

nur geringe Mengen des Farbstoffes in sich auf und steigerten die Endozytose-

Aktivitdat mit zunehmender Farbezeit (Abb.8a und b).
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Abb.8a Histogramm der Aufnahme von Lucifer Yellow mittels Pinozytose bei

den MoDC'’s

Pinozytose-Fahigkeit der MoDC'’s in Abhéngigkeit von der Zeit. Histogramme fiir die
Kontrollprobe, welche im Eiswasser belassen wurde und die einzelnen Firbezeiten.
Anstieg der Fluoreszenz-Intensitit der MoDC’s im Verlauf der Inkubation mit

Lucifer Yellow.
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Abb.8b Mittelwerte und Standardabweichungen fiir die Pinozytose-Versuche bei
MoDC'’s

Mittelwerte aller rFIs (n=6) und Standardabweichungen fiir alle Versuche zur
Pinozytose-Aktivitit der MoDC’s mit Lucifer Yellow. In Abhéngigkeit von der
Férbezeit zeigt sich die Aufnahme des Lucifer Yellow in die Zellen durch Pinozytose.

3.2.1.2 Monozytdre dendritische Zellen nehmen tiber den Mannoserezeptor Dextran

auf, Monozyten nicht

Der insgesamt geringe Anstieg des rFI bei Inkubation der Monozyten mit Dextran-
FITC zeigt, daB3 bei den Monozyten keine relevante Rezeptor-vermittelte Endozytose
stattfand. Der Farbstoff gelangte ausschlieBlich durch die stets stattfindende
Pinozytose, welche bereits durch die Inkubation der Zellen mit Lucifer Yellow
gezeigt worden war, in die Zellen. Das Ergebnis ist vereinbar mit demjenigen der
Immunphénotypisierung, bei welcher der Mannoserezeptor auf den Monozyten nicht
durch den spezifischen Antikorper D547 nachgewiesen werden konnte (Abb.9a und
b).

Bei Inkubation der MoDC’s mit Dextran-FITC zeigte sich im Verlauf der Zeitkinetik
eine deutlich stirkere Fluoreszenz-Zunahme als bei den Monozyten. Dieser groflere
Fluoreszenz-Anstieg zeigt, dafl nicht nur Pinozytose stattfand, sondern auch iiber die
Rezeptor-vermittelte Endozytose Farbstoff in die Zellen aufgenommen wurde. Dieses

Ergebnis steht mit demjenigen der Immunphénotypisierung in Einklang, in welcher
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der Mannoserezeptor auf der Zelloberflache eindeutig dargestellt worden war (Abb.

10a und b).

3.2.1.3 Der Mannoserezeptor ist nur auf den monozytiren dendritischen Zellen

hemmbar, Monozyten besitzen ihn nicht

Bei den Monozyten war die Dextranaufhahme wie schon im vorangegangenen
Versuch gering, sie lieB sich durch die Zugabe von Mannan nicht weiter verringern.
Im Mann-Whitney-U-Test war der Unterschied in der Dextranaufnahme nicht
signifikant, die Monozyten unterschieden sich demnach nicht in ihrer Endozytose-
Aktivitdit ohne und mit Mannan. Die Aufnahme von wenig Farbstoff in die
Monozyten, kombiniert mit der fehlenden Hemmbarkeit der Endozytose, untermauert
das Ergebnis der Immunphénotypisierung, welches zeigt, dall auf den Monozyten der
Mannoserezeptor nicht exprimiert wird und somit keine Rezeptor-vermittelte
Endozytose moglich ist. Das in den Zellen nachgewiesene Dextran ist durch die stets
stattfindende Pinozytose aufgenommen worden (Abb.9a und b). Wurde vor der
Inkubation der MoDC's mit Dextran-FITC Mannan zu den Zellen hinzupipettiert, so
zeigte sich eine deutlich geringere Aufnahme des Farbstoffes, als bei
Dextraninkubation ohne vorausgehende Mannanzugabe. Der Unterschied zeigte sich
vor allem bei fortschreitender Dauer der Inkubation. Im Mann-Whitney-U-Test ergab
sich zwischen der alleinigen Inkubation mit Dextran-FITC und der Dextraninkubation
mit vorheriger Mannanzugabe kein signifikanter Unterschied, fiir die beiden iibrigen
Férbezeiten zeigten sich signifikante Unterschiede in der Dextran-Ingestion ohne und
mit Blockade des Mannoserezeptors mittels Mannan. Die Ergebnisse aus beiden
Versuchen zeigen, daB MoDC’s den Mannoserezeptor exprimieren und zur
Dextranaufnahme benutzen, welche durch Mannan gehemmt werden kann. Da diese
Hemmung nicht vollstindig war und noch Dextran-FITC in die Zellen gelangte, stand
den Zellen noch ein zusétzlicher rezeptorunabhiangiger Mechanismus zur Aufnahme
von Stoffen, die bei allen Zellen stets stattfindende Pinozytose, zur Verfiigung

(Abb.10a und b).
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Abb.9a Histogramm der Aufnahme von Dextran-FITC mittels Rezeptor-
vermittelter Endozytose und Hemmung der Dextran-Aufnahme durch Mannan
bei Monozyten

Geringe Fluoreszenzzunahme im Verlauf des Versuches. Die Subtrataufnahme war
mit und ohne vorangegangene Mannanzugabe nahezu gleich.
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Monozyten, Dextran-FITC/Dextran-FITC + Mannan
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Abb.9b Mittelwerte und Standardabweichungen fiir die Versuche zur Rezeptor-
vermittelten Endozytose bei Monozyten

Liniendiagramm, Mittelwerte der rFIs und Standardabweichungen (n=3),gezeigt ist
die nur geringe Dextran-FITC-Aufnahme in die Monozyten durch Pinozytose. Wurde
vor der Dextran-Inkubation Mannan zu den Zellen hinzupipettiert (n=3), so zeigte
sich eine etwa gleiche Aufnahme von Dextran-FITC in die Zellen, welche durch
Pinozytose erfolgte und nicht durch Mannan hemmbar war.

40



= e = o s .
27 T 0 min.
2 =5
wi ] wit ]
= 4 = 4
g ] gn:i:
GE ] R
g_: 23
= J AL A PR P | = T T T T Tt e Ty
w? ot o w? ot o
FL1H LiH
e =] e .
= 7] 3 min.
I
23
s 3
] = ]
ws mFi]
£7 1 £ 1
35 S
2 f R
= TR = S 4
T i LT T/ 10 ol wE 1wt
FL1H FL1H
=
e — — E_ S o .
i T 7 min.
= =
= ] .:uE
Wil Wil
= - = o
g\:i: g.:.:
'L-"E— ';_.'-9_:._
2 5
=4 =4
LTI LT T TR LTI LT T TR
FL1-H FL1-H
= oo — .
= B T 30 min.
Z ]
=
= R
& 1
o
= ﬂg_-
=i =R
2 Tl
LR “E
= =
[ 2
= T HELERARLLL | RLALLLL | HELELRALLL | LA = : T T oo HELLALLLL | T o LA
w ! e g w® ot e g
FL1-H FL1-H
Dx-FITC Dx-FITC + Mannan

Abb.10a Darstellung der Aufnahme von Dextran-FITC mittels Rezeptor-
vermittelter Endozytose in die Zellen und Hemmung der Dextran-Aufnahme
durch Mannan bei MoDC's

Anstieg der Fluoreszenz-Intensitit wihrend der Inkubation mit Dextran-FITC. Die
MoDC's lassen eine starke Aufnahme des rezeptorspezifischen Farbstoffes durch
Rezeptor-vermittelte Endozytose in Abhéngigkeit von der Férbezeit erkennen. Wurde
vor der Inkubation mit Dextran-FITC Mannan zu den Proben gegeben, so nahmen die
MoDC’s deutlich geringere Mengen des Farbstoffes auf. Die durch den
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Mannoserezeptor vermittelte Endozytose lie sich durch die Blockierung des
Rezeptors mit Mannan hemmen, geringe Farbstoffmengen wurden durch Pinozytose
in die Zellen transportiert.

MoDC'’s, Dextran/Dextran + Mannan
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Abb.10b Mittelwerte und Standardabweichungen fiir die Versuche zur Re-
zeptor-mediierten Endozytose bei MoDC'’s

Mittelwerte der rFIs und Standardabweichungen (n=3) zur Rezeptor-vermittelten
Endozytose mit Dextran-FITC an MoDC'’s und der Versuche der Rezeptor-Hemmung
durch Mannan (n=3). Die deutliche Zunahme des rFIs 14Bt eine durch den
Mannoserezeptor vermittelte Aufnahme des Farbstoffes in die Zellen erkennen. Die
geringe Zunahme des rFI nach Inkubation der MoDC’s mit Mannan vor der Dextran-
zugabe war durch Aufnahme des Dextrans mittels Pinozytose bedingt, die Rezeptor-
vermittelte Endozytose war durch Mannan blockiert.

3.2.1.4 Monozyten phagozytieren E.coli, monozytire dendritische Zellen nicht

Durch Inkubation der Monozyten und MoDC’s mit einer Suspension von
opsonisierten, FITC-markierten E.coli wurde die phagozytotische Aktivitdt der Zellen
untersucht. Die Steigerung des rFI nach Inkubation 148t eine Aufnahme der E.coli in
die Monozyten durch Phagozytose vermuten. In der Abbildung 11 wird die Zunahme

der Fluoreszenz-Intensitét dargestellt.
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Abb.11 Histogramm der Phagozytose von opsonisierten E.coli bei den
Monozyten

Monozyten wurden mit opsonisierten E.coli inkubiert. Der Anstieg der Fluoreszenz-
Intensitdt nach zehn Minuten Inkubation der Zellen mit E.coli gegeniiber der
Kontrollprobe auf Eis zeigt die Aufnahme der Bakterien in die Zellen an.

Bei den MoDC's konnte kein Anstieg der Fluoreszenz-Aktivitit gegeniiber der im
Eiswasserbad belassenen Kontrollprobe beobachtet werden (n=3). Die MoDC's

zeigten somit keine Phagozytose der E.coli (Abb.12).
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Abb.12 Histogramm der Phagozytose von opsonisierten E.coli bei den MoDC's
Keine Steigerung der Fluoreszenz-Intensitit nach Inkubation der MoDC’s mit E.coli
gegeniiber der Kontrolle. Es wurden keine Bakterien in die Zellen aufgenommen.

3.2.2 Funktionelle Untersuchungen an Langerhans-Zellen und IDEC

Die funktionellen Untersuchungen an den Langerhans-Zellen und den IDEC wurden
analog zu den Versuchen an den Monozyten und den MoDC'’s durchgefiihrt. Dabei
wurden sowohl Proben aus normaler Haut, wie auch Biopsien aus entziindlicher Haut

den Experimenten zugefiihrt.

3.2.2.1 Dendritische Hautzellen nehmen Lucifer Yellow iiber Pinozytose auf

Es wurde die Pinozytose der Langerhans-Zellen und der IDEC unter Verwendung
von Lucifer Yellow untersucht. Bei den Langerhans-Zellen aus normaler Haut zeigte
sich eine kontinuierliche Zunahme der Fluoreszenz im Verlauf der Inkubation im
Wasserbad bei 37°C gegeniiber der Kontrollprobe, welche im Eiswasser bei 4°C

belassen wurde. Es konnte somit eine Aufnahme des rezeptorunabhéngigen
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Farbstoffes Lucifer Yellow in die Zellen beobachtet werden, welche iiber Pinozytose
erfolgte (Abb.13).

Bei den Langerhans-Zellen aus entziindlichen Hautldsionen stieg die Fluoreszenz mit
steigenden Inkubationszeiten geringgradig stirker als bei den Langerhans-Zellen aus
der gesunden Haut an. Demnach konnte auch bei den Zellen aus der entziindlichen
Haut die Pinozytose mit dem rezeptorunabhidngigen Farbstoff Lucifer Yellow
nachgewiesen werden (Abb.14).

Bei den IDEC war eine kontinuierliche Zunahme der relativen Fluoreszenz-Intensitét
im Verlauf der Inkubation im Wasserbad bei 37°C gegeniiber der Kontrollprobe,
welche im Eiswasserbad belassen wurde, zu verzeichnen. Es konnte somit bei diesen
Zellen eine Pinozytose-Aktivitit mit dem rezeptorunabhingigen Farbstoff Lucifer

Yellow gezeigt werden (Abb.15).
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Abb.13a Histogramm der Lucifer-Yellow-Aufnahme durch Pinozytose in die
Langerhans-Zellen aus gesunder Haut

Langerhans-Zellen aus der normalen Haut wurden mit Lucifer Yellow in einer Zeit-
kinetik inkubiert. Die Aufnahme von Lucifer Yellow in die Langerhans-Zellen aus
normaler Haut durch Pinozytose zeigt sich durch die Zunahme der Fluoreszenz-
Intensititdt wihrend der Inkubation und die damit verbundene Verlagerung der Kurve
nach rechts.
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Abb.14a Histogramm der Aufnahme von Lucifer Yellow durch Pinozytose in die
Langerhans-Zellen aus entziindeter Haut

Aufnahme von Lucifer Yellow durch Pinozytose in die Langerhans-Zellen aus
entziindlich verdnderter Haut dargestellt. Mit zunehmender Fiarbezeit steigt die
Menge des Lucifer Yellow in den Zellen an, dadurch nimmt die Fluoreszenz zu
(Wanderung der Kurve nach rechts).
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Abb.13b Pinozytose-Versuche bei Langerhans-Zellen aus der normalen Haut
Pinozytose-Nachweis an den Langerhans-Zellen aus der normalen Haut (Mittelwerte
und Standardabweichungen (n=3)).
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Abb.14b Pinozytose-Versuche an Langerhans-Zellen aus entziindeter Haut

Pinozytose-Versuche

an Langerhans-Zellen aus

entziindlichen Hautlasionen

(Mittelwerte aller rFIs und Standardabweichungen(n=8)).
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Aufnahme von Lucifer Yellow durch Pinozytose bei den IDEC, Steigerung der
Fluoreszenz-Intensitit mit zunehmender Inkubationszeit.
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Abb.15b Pinozytose-Versuche bei IDEC mit Lucifer Yellow in Abhéingigkeit von
der jeweiligen Inkubationszeit
Mittelwerte aus den rFIs sowie Standardabweichungen (n=11).

Die Langerhans-Zellen aus normaler und entziindlicher Haut unterschieden sich kaum
in ihrer Pinozytose-Aktivitdt welche insgesamt gering war, wihrend die IDEC eine

starkere Pinozytose-Fahigkeit besal3en.

3.2.2.2 Nur IDEC besitzen die Fahigkeit zu Rezeptor-vermittelter Endozytose

Durch Inkubation der Zellen mit Dextran-FITC wurde untersucht, ob die Langerhans-
Zellen und die IDEC, falls sie den Mannoserezeptor auf ihrer Oberfldche tragen,
diesen zur Rezeptor-vermittelten Endozytose benutzen konnen. Wie bei den
Monozyten, welche im folgenden Versuch als Negativkontrolle verwendet wurden
und den MoDC's, welche hier als Positivkontrolle dienten, wurde die Aufnahme des
Farbstoffes in die Zellen in Abhédngigkeit von der Férbezeit quantitativ bestimmt. Bei
den Langerhans-Zellen aus der gesunden Haut konnte ein Anstieg der Fluoreszenz
beobachtet werden. Allerdings kann bei alleiniger Dextran-FITC-Inkubation nicht
bestimmt werden, {iber welchen Endozytose-Mechanismus das Dextran in die Zellen

einverleibt wird (Abb.16a und b).
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Bei den Langerhans-Zellen aus der entziindlichen Haut ergab sich eine etwas
geringere Steigerung der Fluoreszenz-Aktivitét, als bei den Langerhans-Zellen aus
gesunder Haut. Wiederum kann bei alleiniger Dextran-FITC-Inkubation keine
Aussage iiber den Endozytose-Mechanismus gemacht werden, da die stets
stattfindende Pinozytose nicht eindeutig bestimmt werden kann (Abb.17a und b).

Die IDEC lieBen nach 30 Minuten Inkubationszeit einen Anstieg der relativen
Floureszenz-Intensitdt im Vergleich zur Kontrollprobe erkennen. Es gelangt somit
Farbstoff in Abhédngigkeit von der Inkubationszeit in die Zellen. Auch hier kann
durch die alleinige Gabe eines rezeptorspezifischen Stoffes nicht zwischen den
Anteilen von Pinozytose und Rezeptor-vermittelter Endozytose unterschieden werden

(Abb.17a und b).

3.2.2.3 Der Mannoserezeptor kann auf den IDEC durch Mannan gehemmt werden

Analog zu den Monozyten und den MoDC’s wurden auch die Hautzellen vor der
Zugabe von Dextran-FITC mit Mannan inkubiert. Da Mannan an den
Mannoserezeptor bindet, wird dieser blockiert und steht somit nicht mehr fiir die
Endozytose zur Verfiigung. Diejenige Menge an Farbstoff, die nach dieser
Blockierung des Rezeptors in die Zellen aufgenommen wird, ist somit nicht durch
Rezeptor-vermittelte Endozytose, sondern durch einen rezeptorunabhingigen
Endozytosemechanismus, der bei allen Zellen stets stattfindenden Pinozytose bedingt.
Zudem kann neben der Abgrenzung der Endozytosewege voneinander, bestimmt
werden, welche Zellen iiberhaupt einen Mannoserezeptor exprimieren.

Die Langerhans-Zellen aus normaler und entziindlicher Haut nahmen in Verlauf der
Inkubation nach Mannan-Zugabe zunéchst weniger Dextran-FITC in sich auf, als bei
Inkubation ohne vorangehende Mannan-Zugabe. Nach 30 Minuten war die in den
Zellen befindliche Farbstoffmenge bei Inkubation ohne und mit Mannan nahezu
gleich. Es konnte somit keine Hemmung der Farbstoffaufnahme durch das fiir den
Mannoserezeptor spezifische Mannan erreicht werden, dies zeigt, dal keine
Rezeptor-vermittelte Endozytose stattfand, sondern das Dextran allein durch
Pinozytose von den Langerhans-Zellen aufgenommen wurde (kein signifikanter
Unterschied zwischen beiden Inkubationsarten in der statistischen Auswertung). Das

Ergebnis Inkubation mit Dextran-FITC ohne und mit vorausgegangener
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Mannaninkubation steht demnach mit demjenigen der Immunphénotypisierung in
Einklang, bei welcher der Mannoserezeptor auf den Langerhans-Zellen nicht

gefunden werden konnte (Abb.16a und b).
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Abb.16a Histogramm der Dextranaufnahme ohne und mit vorangegangener
Mannaninkubation

Bei Langerhans-Zellen aus normaler Haut kann sowohl ohne als auch mit
vorangehender Inkubation mit Mannan ein Anstieg der Fluoreszenz-Aktivitét
wiahrend der Féarbung der Zellen mit Dextran-FITC festgestellt werden. Es fand
unabhingig von der Verwendung von Mannan eine Aufnahme des Farbstoffes in die
Zellen statt. Die nahezu gleiche Fluoreszenz-Intensitit bei beiden Versuchen und die
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fehlende Hemmbarkeit zeigen, die Langerhans-Zellen nur durch Pinozytose Stoffe in
sich aufnehmen kdnnen.

LC, NH, Dextran/Dextran + Mannan

1 —o—Dextran-FITC
——Dextran-FITC + Mannan

Dextran-FITC-Aufhahme

0 min. 3 min. 7 min. 30 min.

Abb.16b Rezeptor-vermittelte Endozytose bei Langerhans-Zellen aus normaler
Haut

Mittelwerte der rFIs und Standardabweichungen zur Rezeptor-vermittelten
Endozytose mit Dextran-FITC in Anwesenheit (n=8) und Abwesenheit von Mannan
(n=6). Eine Hemmung der Dextranaufnahme in die Zellen durch Mannan ist nicht zu
erkennen.

Die Langerhans-Zellen, welche aus entziindlicher Haut isoliert worden waren, wiesen
dhnliche Ergebnisse, wie diejenigen aus normaler Haut, auf. Die Intensitdt der
Fluoreszenz-Steigerung bei Dextraninkubation der Zellen war unabhéngig von einer
vorangegangenen Inkubation der Zellen mit Mannan nahezu gleich (kein signifikanter
Unterschied zwischen beiden Inkubationsarten in der statistischen Auswertung). Wie
auch bei den Langerhans-Zellen aus gesunder Haut 148t dies darauf schlieBen, dafl nur

Pinozytose und keine Rezeptor-vermittelte Endozytose stattfand (Abb.17a und b).
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Sowohl mit als auch ohne vorherige Mannaninkubation ein nahezu gleicher Anstieg
der Fluoreszenz-Aktivitit. Die Aufnahme des Farbstoffes in die Zellen konnte
demnach nicht durch Mannan gehemmt werden, sie ist durch die
rezeptorunabhingige Pinozytose bedingt.

LC, EH, Dextran/Dextran + Mannan

] ——Dextran-FITC
| —®Dextran-FITC + Mannan

Dextran-FITC-Aufnahme

0 min. 3 min. 7 min. 30 min.

Abb.17b  Rezeptor-mediierte = Endozytose bei Langerhans-Zellen aus
entziindlicher Haut

Mittelwerte aller rFIs und alle Standardabweichungen (n=3) zur Hemmung der durch
den Mannoserezeptor vermittelten Endozytose unter Verwendung von Mannan (n=3)
fiir Langerhans-Zellen. Die von der Inkubationszeit abhidngige Dextranaufnahme
kann nicht durch Mannan gehemmt werden.

Bei den IDEC zeigte sich im Vergleich zum vorausgegangenen Versuch ohne
Mannanzugabe zu den Zellen, nach der Inkubation mit Mannan eine deutlich
geringere Aufnahme von Dextran-FITC in die Zellen. Die Endozytose konnte somit
durch den fiir den Mannoserezeptor spezifischen Liganden Mannan gehemmt werden.
Durch die Blockierung des Mannose-Rezeptors konnte Dextran nur noch mittels
Pinozytose in die Zellen aufgenommen werden. In der statistischen Auswertung
zeigte sich ein signifikanter Unterschied in der Ingestion des Dextran-FITC ohne und
mit vorausgegangene Mannaninkubation bei sieben Minuten Inkubation. Ein
deutlicher Unterschied in der Absorption des Dextran war demnach nur bei sieben
Minuten Férbezeit zu sehen. Das Ergebnis der funktionellen Untersuchungen mit

Dextran-FITC und Mannan bestitigt somit dasjenige der Immunphénotypisierung, in
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welcher der Mannoserezeptor auf den IDEC durch den spezifischen Antikérper D547
nachgewiesen werden konnte. Es zeigt auch den Unterschied der IDEC zu den
Langerhans-Zellen, welche keinen Mannoserezeptor besitzen und nicht zur Rezeptor-
vermittelten Endozytose befdhigt sind, sondern lediglich durch Pinozytose Stoffe aus

dem sie umgebenden Medium inkorporieren konnen (Abb.18a und b).
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Abb.18a Dextran-FITC-Aufnahme ohne und mit vorausgegangener Inkubation
der Zellen mit Mannan bei den IDEC

Verminderung der Dextranaufnahme durch Blockierung des Mannoserezeptors
mittels Mannan an den IDEC. Die Steigerung der Fluoreszenz-Intensitidt bei
Inkubation der Zellen mit Dextran-FITC ist nach der Zugabe von Mannan geringer,
als ohne vorangegangene Mannaninkubation.
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IDEC, Dx/Dx + Mannan

7 W —O—Dextran-FITC
—l—Dextran-FITC + Mannan

Dextran-FITC-Aufnahme

0 min. 3 min. 7 min. 30 min.

Abb.18b Rezeptor-vermittelte Endozytose bei den IDEC

Die Mittelwerte der rFIs und alle Standardabweichungen. Unter Verwendung von
Mannan lie sich eine geringere Dextranaufnahme in die Zellen feststellen, als ohne
die Inkubation mit Mannan.

3.2.2.4 Dendritische Zellen der Haut konnen keine E.coli phagozytieren

Unter Verwendung von opsonisierten, FITC-markierten E.coli sollte die
phagozytotische Aktivitidt der Langerhans-Zellen und der IDEC wie vorher an den
Monozyten, welche als Positivkontrolle dienen und den MoDC's, hier als
Negativkontrolle eingesetzt, untersucht werden. Es wurden nur Proben aus
entziindlichen Hautldsionen fiir das Experiment verwendet. Bei den Langerhans-
Zellen zeigte sich nach 10 Minuten Inkubation mit E.coli keine Steigerung der
Fluoreszenz-Intensitit und damit keine Phagozytose der Bakterien (Abb.19). Bei den
IDEC konnte ebenfalls ein nur unwesentlicher Anstieg der Fluoreszenz-Aktivitét

festgestellt werden. Somit phagozytierten auch die IDEC keine E.coli (Abb.20).
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Abb.19 Fehlende Phagozytose-Aktivitit bei
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Abb.20 Fehlende Phagozytose-Aktivitiit bei den IDEC
Nahezu gleiche Fluoreszenz-Intensititen fiir IDEC im Kontrollrdhrchen auf Eis und

fir mit E.coli fir 10 Minuten inkubierte IDEC, die E.coli wurden demnach nicht
durch Phagozytose in die Zellen aufgenommen (n=3).
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dal Monozyten keinen
Mannoserezeptor auf ihrer Zelloberfliche exprimieren und nicht zu Rezeptor-
vermittelter Endozytose von Dextran-FITC fahig sind. Thre Fahigkeit zur Phagozytose
konnte nachgewiesen werden. Weiterhin konnte gezeigt werden, dafl die MoDC'’s den
Mannoserezeptor besitzen und ihn auch zur Endozytose benutzen. Durch die
Anfarbung der histologischen Hautschnitte und durch die Immunphéinotypisierung
konnte nachgewiesen werden, dal3 Langerhans-Zellen weder in der gesunden, noch in
der entziindlichen Haut den Mannoserezeptor exprimieren. Dieses Ergebnis konnte
durch die funktionellen Versuche untermauert werden, bei welchen die Langerhans-
Zellen keine hemmbare Rezeptor-vermittelte Endozytose aufwiesen. Es konnte die
Expression des Mannoserezeptors auf den nur in der entziindlichen Haut
vorkommenden IDEC durch die APAAP-Fiarbung und die Immunphéinotypisierung
mit dem spezifischen Antikorper D547 nachgewiesen werden. Die Fahigkeit zur
Rezeptor-vermittelten Endozytose und deren Hemmbarkeit zeigen ebenfalls das
Vorhandensein und die Funktionsfihigkeit des Mannoserezeptors bei den IDEC an.
Es konnte somit weiter untermauert werden, da3 IDEC eine eigenstdndige Population
dendritischer Zellen sind und sie sich in ihren Féhigkeiten in einer weiteren
Eigenschaft von den Langerhans-Zellen unterscheiden. Durch Inkubation der Zellen
aus der normalen sowie der entziindlichen Haut mit opsonisierten E.coli konnte
gezeigt werden, daBl weder die Langerhans-Zellen noch die IDEC phagozytieren

konnen.

4.1 Vorkommen und Funktion des Mannoserezeptors

Die Expression, die Funktion (Sallusto et al., 1995, Tan et al., 1997, Engering et al.,
1997) und die Regulation ( Allavena et al., 1998, Longoni et al., 1998) des Mannose-
rezeptors wurde bereits auf vielen Zellarten, wie Monozyten und Makrophagen
(Noorman et al., 1997), unreifen und reifen MoDC's (Sallusto et al., 1995, Tan et al.,
1997, Noorman et al., 1997) und dendritischen Zellen der Lunge (Cochand et al.,
1999) untersucht. Versuche wurden auch an Zellen aus der Haut, dem Knochenmark,
dem Thymus, Lymphknoten und dem Blut unternommen. Langerhans-Zellen wurden

in situ oder aus dem Zellverband isoliert untersucht (Condaminet et al., 1998,
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Mommaas et al., 1999). Der Mannoserezeptor vermittelt die Endozytose von an ihn
gebundenen Antigenen in kleinen von Clathrin umhiillten Vesikeln. Er gilt als
Erkennungsmerkmal fiir unreife dendritische Zellen, insbesondere fiir MoDC's (Bell
et al., 1999). Dendritische Zellen aus entziindlich verédnderter Haut wurden bislang
nicht untersucht. Die Erforschung des Rezeptors in entziindlich verdanderter Haut ist
nicht einfach, da aus ethischen und technischen Griinden nur wenig
Untersuchungsmaterial zur Verfiigung steht und sich die funktionellen Versuche
schwierig gestalten, da Langerhans-Zellen und IDEC genau voneinander abgegrenzt
werden miissen, um den Mannoserezeptor auf nur einer der beiden Zellarten zu
untersuchen. Des Weiteren mull die Pinozytose-Aktivitit von der Rezeptor-
vermittelten Endozytose abgegrenzt werden. Diese Schwierigkeiten konnten
iberwunden werden, indem die beiden CDla-positiven Zell-Populationen am
Durchflulzytometer getrennt ausgewertet wurden und die Rezeptor-vermittelte
Endozytose durch Kontrolluntersuchungen mit Blockade des Rezeptors durch

Mannan isoliert betrachtet werden konnte.

4.2 Monozyten exprimieren den Mannoserezeptor nicht

Bei der durchfluBzytometrischen Férbung der Monozyten, der Immunphéno-
typisierung mit dem spezifischen Antikorper D547 des Mannoserezeptors, konnte
dieser Rezeptor nicht auf den Monozyten nachgewiesen werden. Bei den
funktionellen Untersuchungen der Monozyten am DurchfluBzytometer konnte die bei
allen Zellen stets stattfindende Pinozytose mit dem rezeptorunabhingigen und
deshalb nur iiber Pinozytose aufnehmbaren Farbstoff Lucifer Yellow eindeutig
dargestellt werden. Dies diente nicht nur dem Nachweis der Pinozytose selbst sondern
auch der Abgrenzung der Pinozytose gegeniiber der Rezeptor-vermittelten
Endozytose. Die Aufnahme des Farbstoffes in die Monozyten wihrend dieser
Versuche war nicht sehr stark ausgepragt. Die Fahigkeit der Monozyten zur Rezeptor-
vermittelten Endozytose wurde durch Inkubation der Zellen mit Dextran-FITC,
welches an den Mannoserezeptor bindet, aber ebenfalls durch Pinozytose in die
Zellen aufgenommen wird, untersucht. Die Zellen zeigten eine maBige Aufnahme
dieses Farbstoffes. Um zu kldren, welcher Anteil des Farbstoffes iiber Pinozytose
aufgenommen wurde, wurden die Monozyten mit Mannan, welches an den

Mannoserezeptor bindet und ihn blockiert, inkubiert. Es zeigte sich keine
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Verdanderung der Dextran-FITC-Aufnahme in die Zellen. Das negative Ergebnis der
Immunphénotypisierung und die insgesamt méfige, nicht hemmbare Endozytose sind
gut miteinander zu vereinbaren. Somit konnte gezeigt werden, daBl der
Mannoserezeptor auf den Monozyten nicht exprimiert wird. Dieses Ergebnis stimmt
mit den Untersuchungen der Arbeit von Noorman iiberein, in welcher der
Mannoserezeptor mit dem Antikérper 15-2 auf Monozyten nicht nachgewiesen
werden konnte (Noorman et al., 1997). Wurden die Monozyten von dieser
Arbeitsgruppe in Kultur genommen, so reiften sie zu Makrophagen heran und
exprimierten den Mannoserezeptor ab dem dritten bis vierten Tag der Kultur. Auf den
noch undifferenzierten Monozyten konnte er auch von der Arbeitsgruppe um Pontow
nicht dargestellt werden (Pontow et al.,, 1992). In der Literatur wird der
Mannoserezeptor als Merkmal reifer Makrophagen beschrieben (Stahl et al., 1978).
Zusammengenommen deuten das Ergebnis der vorliegenden Arbeit sowie die
Erkenntisse anderer Arbeitsgruppen darauf hin, da3 die Monozyten erst mit ihrer
Ausreifung zu Makrophagen den makrophagentypischen Mannoserezeptor auf ihrer
Zelloberflache tragen. Als Monozyten benutzen diese Zellen offenkundig andere

Rezeptoren fiir ihre Aufgaben.

4.3 Der Mannoserezeptor fungiert als Erkennungsmerkmal der
MoDC’s und Mediator einer effizienten Endozytose

Die Immunphénotypisierung der MoDC’s mit dem spezifischen Antikorper D547 des
Mannoserezeptors erbrachte ein positives Ergebnis. Der rezeptorunabhingige
Farbstoff Lucifer Yellow wurde mit ansteigender Fiarbezeit in die Zellen inkorporiert,
die Pinozytose-Aktivitét lie sich somit eindeutig nachweisen. Bei der Inkubation mit
Dextran-FITC nahmen die MoDC'’s groBe Mengen dieses an den Mannoserezeptor
bindenden Farbstoffes in sich auf. Der Anteil der immerwéhrenden Pinozytose wurde
von der Rezeptor-vermittelten Endozytose durch Blockade des Mannoserezeptors
mittels Mannan abgegrenzt. Nach dieser Hemmung liel sich eine deutliche
Verringerung der Endozytose feststellen. Zusammengenommen zeigen das positive
Ergebnis der Immunphénotypisierung und die Resultate der funktionellen Versuche,
daB3 die MoDC’s den Mannoserezeptor auf ihrer Zelloberfldche tragen und ihn zur
Endozytose benutzen. Die Expression des Mannoserezeptors auf den MoDC’s war
bereits mehrfach beschrieben worden. So konnte die Rezeptor-vermittelte Endozytose

und deren Hemmbarkeit bei den MoDC’s in durchfluBzytometrischen
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Untersuchungen mittels von Dextran-FITC und Mannan bereits nachgewiesen werden
(Sallusto et al., 1995). Tan konnte den Mannoserezeptor auf den MoDC’s unter
Verwendung von mannosyliertem bovinem Serumalbumin (BSA) und anderen
Liganden nachweisen (Tan et al., 1997). In der vorliegenden Arbeit konnte die
Expression des Mannoserezeptors sowohl phanotypisch, als auch funktionell gezeigt
werden. Die bereits vorhandenen Resultate konnten somit bestitigt werden. Der
Mannoserezeptor wird als Merkmal unreifer dendritischer Zellen gesehen (Sallusto et
al., 1995, Tan et al., 1997, Engering et al., 1997, Mommaas et al., 1999). Werden
MoDC’s in Kultur genommen, so reifen sie aus, der Mannoserezeptor wird
vermindert exprimiert (Dong et al., 1999).

Der Mannoserezeptor erleichtert die Antigen-Présentation, mannosylierte Proteine
werden in 200-1000-fach geringerer Konzentration den T-Zellen présentiert (Tan et
al., 1997, Engering et al., 1997). Der Effekt der Mannosylierung konnte auch an
sogenannten Altered peptide ligands gezeigt werden (APL), welche von den
antigenprisentierenden Zellen aufgenommen werden und die Reaktion der T-
Lymphozyten blockieren (Tan et al., 1998). Sind die APL mannosyliert, so konnen
sie bereits in 100- bis 1000-fach geringerer Konzentration aufgenommen werden als
ohne Mannosylierung und eine Immunantwort der T-Lymphozyten blockieren. Die in
der vorliegenden Arbeit gezeigte Expression und Funktion des Mannoserezeptors
zusammengenommen mit den Erkenntnissen der anderen Arbeitsgruppen iiber die
durch ihn vermittelte effektive Antigenpriasentation an die T-Zellen und den Verlust
wihrend der Reifung in Kultur, legt nahe, dal3 es sich bei den MoDC’s um unreife
dendritische Zellen handelt, welche genau wie andere dendritische Zellen auch zu
aullergewohnlich effizienter Antigenpridsentation féhig sind. Die Expression des
Mannoserezeptors wird auf den MoDC’s durch IL-10 (Longoni et al., 1998) und
Glucocorticoide (Piemonti et al., 1999) gesteigert, die Endozytose-Leistung der
Zellen nimmt zu.

Es konnte bislang nicht nur der Mannoserezeptor auf der Zytoplasmamembran der
MoDC's gefunden werden, sondern kiirzlich auch bei aus frischen Blutmonozyten
generierten MoDC’s in Kultur die Produktion einer in das Medium sezernierten
Variante des Mannoserezeptors beobachtet werden (Jordens et al., 1999). Diese
Variante scheint durch Abspaltung des membranstéindigen Anteils des Rezeptors zu
entstehen und mit der synthetisierten Menge des Mannoserezeptors zu korrelieren.

Werden die dendritischen Zellen durch entziindungsmediierende Lipopolysaccharide
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(LPS) zur Ausreifung gebracht, so wird der Mannoserezeptor vermindert synthetisiert
und auch die Menge des im Medium befindlichen Rezeptors nimmt ab. Es konnte die
Bindung von Mannose an diese im Medium gelosten Rezeptoren nachgewiesen
werden. Weiterhin wurde von der Arbeitsgruppe um Martinez-Pomares und Gordon
die Hypothese aufgestellt, da} der sezernierte Mannose-Rezeptor nach Bindung eines
mannosylierten Antigens direkt zu den B-Lymphozyten in den follikuldren Regionen
der Lymphknoten geleitet wird und auf diesem Wege eine Antigenprédsentation ohne
vorangehende Prozessierung und Verkniipfung mit den MHC Klasse II Molekiilen

stattfindet (Martinez-Pomares und Gordon, 1999).

4.4 Langerhans-Zellen sind dendritische Zellen ohne Mannose-
rezeptor

Bei den Langerhans-Zellen aus der normalen sowie der entziindlich verdnderten Haut
wurde die Immunphénotypisierung mit dem spezifischen Antikdrper D547 des
Mannoserezeptors in der APAAP-Farbung wie auch in der durchfluBzytometrischen
Untersuchung vorgenommen. In beiden Experimenten ergab sich fiir die Langerhans-
Zellen aus der gesunden und der entziindeten Haut ein negatives Ergebnis. Der
Mannoserezeptor konnte somit nicht durch den verwendeten Antikérper D547
dargestellt werden. In den funktionellen Versuchen, ebenfalls mit Langerhans-Zellen
der normalen und der entziindeten Haut durchgefiihrt, konnte die Pinozytose mit dem
rezeptorunabhéngigen Farbstoff Lucifer Yellow nachgewiesen werden. Die
Aufnahme von Dextran-FITC in die Zellen war nicht sehr gro. Um iiber den
Mechanismus der Endozytose, iiber welchen das Dextran in die Zellen aufgenommen
worden war, Kenntnis zu erlangen, wurden in einer weiteren Versuchsreihe die Zellen
vor der Dextranzugabe mit Mannan inkubiert, um den Anteil der Pinozytose
abgrenzen zu konnen. Die Endozytose lieB sich durch diese Mannaninkubation vor
Versuchsbeginn nicht hemmen. Die Ergebnisse der funktionellen Versuche zur
Endozytose zeigen zusammengenommen, dafl die Langerhans-Zellen mittels
Pinozytose mannosylierte Proteine aus ihrer Umgebung aufnehmen, aber nicht zu
Rezeptor-vermittelter Endozytose fdhig sind. Diese Resultate stimmen mit denjenigen
der Immunphénotypisierung liberein. Es konnte an Langerhans-Zellen aus gesunder
und entziindeter Haut, sowohl in situ als auch aus dem Zellverband isoliert, gezeigt
werden, dal sie den Mannoserezeptor nicht auf ihrer Zelloberfliche exprimieren.

Dies bestitigt die Ergebnisse der Immunogold-Farbung an Langerhans-Zellen, bei
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welcher der Mannoserezeptor ebenfalls nicht auf den Langerhans-Zellen dargestellt
werden konnte (Mommaas et al., 1999). Es wurden hierbei nur Proben der normalen
Haut untersucht. Auch auf Langerhans-Zellen bei Méusen konnte der
Mannoserezeptor nicht nachgewiesen werden (Linehan et al., 1999). Andere
Arbeitsgruppen konnten eine Bindung von Mannose und Fucose an den Langerhans-
Zellen feststellen und postulierten die Expression des Mannoserezeptors auf den
Langerhans-Zellen (Condaminet et al., 1998). Die Aufnahme der von Condaminet
und seinen Mitarbeitern verwendeten Substanzen, Fucose- und Mannose-BSA, in die
Zelle, konnte auch durch die stets stattfindende Pinozytose bedingt gewesen sein,
welche in den funktionellen Versuchen von der Rezeptor-vermittelten Endozytose
abgegrenzt werden muf3. Es gelang dieser Arbeitsgruppe, humane Langerhans-Zellen
mit verschiedenen flir den Mannoserezeptor spezifischen Antikérpern anzufirben.
Andere CDla negative Zellen der Haut konnten mit diesen Antikérpern nicht
angefarbt werden, die Bindung eines fiir den Mannoserezeptor unspezifischen

Antikorpers an die Langerhans-Zellen wurde von Condaminet nicht untersucht.

4.5 Funktion der Langerhans-Zellen

Die Funktion der Langerhans-Zellen liegt in der Antigenaufnahme und Prisentation
l6slicher Proteinantigene. Daher und auch wegen ihrer geringen Kapazitit bei der
Endozytose erscheint es verwunderlich, daf3 sie den Mannoserezeptor und mit ihm die
Fahigkeit zur raschen und effizienten Antigenaufnahme mannosylierter Proteine und
Antigene nicht besitzen. Die nachgewiesene relativ geringe Aktivitit in der
Aufnahme von Substraten bei den Langerhans-Zellen bestitigt die bereits
gewonnenen Erkenntnisse iiber die schwach ausgeprigte Endozytose-Leistung der
Langerhans-Zellen (Steinman et al, 1998). Auch in ihrer Ultrastruktur sind
Langerhanszellen nicht auf grofe Endozytosefdahigkeit ausgelegt, sie besitzen nur
wenige Endosomen und Lysosomen mit entsprechenden lysosomalen Enzymen wie
B-Hexosaminidase (Mommaas et al., 1999). Da der Mannoserezeptor zur Bindung
mannosylierter Antigene dient und sich diese vor allem auf pathogenen Bakterien
(Koning, 1997, Ezekowitz et al., 1991, Stahl und Ezekowitz, 1998) und Pilzen
(Buentke et al., 2000) finden, ist er moglicherweise nicht auf den Langerhans-Zellen

notwendig.
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4.6 Langerhans-Zellen zeigen deutliche Unterschiede zu den
iibrigen antigenprisentierenden Zellen

Im Unterschied zu den beiden iibrigen untersuchten Arten dendritischer Zellen,
MoDC's und IDEC, der Mannoserezeptor auf den Langerhans-Zellen nicht gefunden
werden. Da Langerhans-Zellen als unreife dendritische Zellen der Haut gelten, wire
die Expression des Mannoserezeptors auf ihrer Zelloberfliche zu erwarten. Da dies
nicht der Fall ist, kann er somit nur fir MoDC’s und andere unreife myeloide
dendritische Zellen des interstitiellen Typs als Merkmal angesehen werden, nicht fiir
Langerhans-Zellen (Banchereau und Steinman, 1998). Auch in der Endozytose
unterschieden sich die Langerhans-Zellen, bedingt durch das Fehlen des
Mannoserezeptors auf ihrer Zelloberfliche, stark von den MoDC's. Thre Aktivitit in
der Aufnahme des Dextrans war wesentlich geringer. Dies stimmt mit den Ergeb-
nissen von Mommaas et al. iiberein, hier wurde bei Endozytoseversuchen eine 20-
fach geringere Aufnahme von bovinem Serumalbumin (BSA) durch die Langerhans-
Zellen im Vergleich zu den MoDC’s festgestellt (Mommaas et al., 1999).
Unterschiede konnen auch in der Ultrastruktur nachvollzogen werden. Langerhans-
Zellen weisen nach Pinozytoseversuchen nur wenige Endosomen auf, bei MoDC's
konnten dagegen im Anschlul an Makropinozytose-Experimente viele Makropino-
somen im Zellinneren gefunden werden (Sallusto et al., 1995). In der gemischten
Leukozyten-Reaktion (MLR) bendtigten die Langerhans-Zellen deutlich hdohere
Konzentrationen eines Antigens, als die MoDC'’s, um es den T-Zellen zu présentieren
(Mommaas et al., 1999). Fiir ihre wirksame Antigenprisentation besitzen unreife
dendritische Zellen in ihrem Zytoplasma =zahlreiche MHC Klasse II-positive
Endosomen und Lysosomen (Mellman et al., 1998). In ihrem MHC Klasse II Kom-
partiment unterscheiden sich die Langerhans-Zellen von dem tibriger antigenprésen-
tierender Zellen durch nur in geringen Mengen vorhandenen lysosomalen Enzymen
(Mommaas et al., 1999). Zusammengenommen lassen diese Ergebnisse vermuten,
daB Langerhans-Zellen nicht sehr eng mit MoDC’s verwandt sind (Caux et al., 1996,
Strunk et al., 1997), sondern sich als eigenstindige antigenprisentiende Zellen

darstellen, die sich von den iibrigen unreifen dendritischen Zellen unterscheiden.
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4.7 IDEC tragen als dendritische Zellen der Haut den Mannose-
rezeptor

In der APAAP-Féarbung an Schnitten aus der entziindlichen Haut konnten in den
suprabasalen und in den basalen Schichten der Epidermis sowie in der Dermis Zellen
mit dendritischer Form, welche den Mannoserezeptor exprimierten, nachgewiesen
werden. Dabei waren in der Dermis deutlich mehr Zellen als in der Epidermis zu
finden. Bei der Immunphénotypisierung von Zellproben aus entziindlicher Haut
konnten die IDEC eindeutig von den Langerhans-Zellen abgegrenzt werden, und es
konnte mit dem Antikdrper D547 der Mannoserezeptor auf den IDEC nachgewiesen
werden. Bei den durchfluBzytometrischen Untersuchungen der Pinozytose und der
Rezeptor-vermittelten Endozytose konnte die pinozytotische Aktivitit der IDEC unter
Verwendung von Lucifer Yellow nachgewiesen werden. Bei der Inkubation der
Zellen mit Dextran-FITC ergab sich eine miBige Absorption dieses
rezeptorabhéngigen Farbstoffes in die Zellen. Um herauszufinden, welcher Anteil des
Dextrans durch Pinozytose und welcher iiber Rezeptor-vermittelte Endozytose in die
Zellen aufgenommen worden war, wurden die IDEC in einem weiteren
Versuchsansatz mit Mannan inkubiert, bevor die Dextranzugabe erfolgte. Es zeigte
sich hierbei eine deutliche Hemmbarkeit der Dextranaufnahme in die IDEC. Der
gehemmte Anteil der Endozytose entsprach der Rezeptor-vermittelten Endozytose.
Das nach Mannanzugabe in den Zellen befindliche Dextran-FITC war
rezeptorunabhingig durch Pinozytose aufgenommen worden. Zusammengenommen
zeigen die Ergebnisse der Immunphénotypisierung und der fuktionellen Versuche,
daB die IDEC den Mannoserezeptor auf ihrer Zelloberfliche exprimieren und ihn zur
Endozytose der an ihn gebundenen Molekiile benutzen. Bei elektronenmikro-
skopischen Untersuchungen an Langerhans-Zellen und IDEC nach Immuno-
goldfarbung konnten im Zellinneren der IDEC, von den Langerhans-Zellen durch das
Fehlen der Birbeck-Granula abgegrenzt, zahlreiche Clathrin-umhiillte Vesikel gezeigt
werden, welche mit groBBeren endosomartigen Strukturen in Kontakt traten. In der
Immunogoldfarbung der IDEC mit dem Antikdrper D547 konnten die Goldpartikel
auf der Zelloberfldche und im Inneren gesehen werden. Mit diesen Beobachtungen in
der Immunogoldfiarbung, welche durch die Bindung des Antikérpers D547 und die in
den Zellen auftretenden Vesikel die Expression und die Funktion des
Mannoserezeptors bei den IDEC anzeigen, erginzen sich die Ergebnisse der

vorliegenden Arbeit zu einem schliissigen Gesamtbild.
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4.8 Der Mannoserezeptor im Zusammenhang mit der Funktion der
IDEC

Es konnte fiir Langerhans-Zellen gezeigt werden, daB sie in der gesunden Haut als ein
Netzwerk in der Epidermis liegen und bei Auftreten einer Hauterkrankung als
aktivierte Zellen in die Dermis wandern, wo sie auch in Lymphspalten zu finden sind
(Katou et al., 2000). Wie Langerhans-Zellen konnten die IDEC in der Epidermis die
Antigene aufnehmen um anschlieend in die Dermis und weiter zu den T-Zellen,
welchen sie die aufgenommenen Antigene préisentieren konnten, zu gelangen. Die
Expression des Mannoserezeptors, Merkmal und wichtiges funktionelles Molekiil der
unreifen dendritischen Zellen, auf ihrer Zelloberfliche unterstreicht die Vermutung,
daB die IDEC den in der Antigen-Aufnahme sehr effizienten unreifen dendritischen
Zellen zuzordnen sind (Banchereau und Steinman, 1998, Bell et al., 1999). Der
Mannoserezeptor ermdglicht den IDEC die Rezeptor-vermittelte Endozytose
mannosylierter Antigene. Diese konnte beim atopischen Ekzem zur erleichterten
Antigenprisentation des Glycoproteinallergens beitragen (Bieber, 1997), analog der
durch den Mannoserezeptor erleichterten Antigenprdsentation anderer dendritischer
Zellen (Tan et al., 1997). Es konnte auch gezeigt werden, dal3 beim atopischen Ekzem
nicht die Langerhans-Zellen sondern die IDEC fiir die Bindung des IgE und die
Expression des FceRI relevant sind (Wollenberg et al., 1996, 1999). Zudem wurde
angenommen, daf} die IDEC bei Psoriasis vulgaris und atopischem Ekzem eine Rolle
in der Abwehr mannosylierter pathogener Bakterien oder Pilze, welche die Lasionen
besiedeln konnten, spielen. Die Abwehr pathogener Mikroorganismen durch
Mannoserezeptor-tragende Zellen ist bereits hdufig beschrieben worden (Schlesinger,
1993, Ezekowitz et al., 1991, Marodi et al., 1993, Blackwell et al., 1985, Kahn et al.,
1995). Dabei bindet der Mannoserezeptor die Saccharide in der Zellwand der
Mikroorganismen. Da sich diese Saccharide nur auf den pathogenen Keimen und
nicht auf den Zellen des Organismus selbst finden, dient der Mannoserezeptor hierbei
auch der Unterscheidung zwischen korpereigenen- und korperfremden Antigenen
(Koning, 1997). Es ist mdglich, dal die IDEC mit Hilfe des auf der Zelloberfldche
exprimierten Mannoserezeptors eine derartige immmunologische Funktion ausiiben.

Es konnte auch nachgewiesen werden, da3 unreife dendritische Zellen eine Rolle bei
der Abwehr von eingehiillten Viren spielen (Milone und Fitzgerald-Bocarsly, 1998).

Dabei vermittelt der Mannoserezeptor die Produktion von IFN-o, welches fiir die

70



Abwehr von Viren wichtig ist. [IFN-o- Produktion durch dendritische Zellen wurde
bereits beschrieben (Svensson et al., 1996).

In Versuchen mit dendritischen Zellen, welche aus der Lymphe von immunisierten
Maiusen isoliert wurden, konnte gezeigt werden, daB3 neben der Aktivierung der T-
Zellen die Produktion spezifischer Antikorper der Klassen IgM und IgG angeregt
werden konnte (Berney et al., 1999). Die Regulation des Mannoserezeptors durch IL-
10 und Glucocorticoide wurde auf den IDEC nicht untersucht, doch die Aufregulation
der Rezeptorexpression und die Steigerung der Rezeptor-vermittelten Endozytose
durch IL-10 sowie durch Glucocorticoide bei den MoDC'’s sind bereits bekannt
(Longoni et al., 1998, Piemonti et al., 1999), wie auch die Herunterregulation des
Mannoserezeptors auf den MoDC’s im Rahmen der Ausreifung durch LPS

(Lipopolysaccharid) TNF-o, und IL-1 (Sallusto et al., 1995).

4.9 Unterschiede in der Expression des Mannoserezeptors auf den
IDEC bei verschiedenen Hauterkrankungen

Proben, welche aus verschiedenen Hauterkrankungen isoliert worden waren, wurden
untersucht. Dabei zeigte sich ein Unterschied in der Stirke der Expression des
Mannoserezeptors auf den IDEC zwischen denjenigen Zellen, welche aus Lasionen
bei allergischem Ekzem isoliert worden waren und denjenigen aus Lidsionen bei
Psoriasis vulgaris. Es konnte eine etwas stirkere Expression des Rezeptors auf den
IDEC aus entziindlich verdnderten Hautarealen bei allergischem Ekzem im Vergleich
zu IDEC aus Entziindungsherden bei Psoriasis vulgaris beobachtet werden. Diese
erwies sich jedoch als nicht signifikant. Fiir alle iibrigen Hauterkrankungen waren die
Anzahlen der Proben zu gering, um iiber die Expressionsstirke des Mannoserezeptors
auf den IDEC eine Aussage treffen zu konnen. Die IDEC zeigten jeoch bei allen
Proben aus entziindlich verdnderter Haut eine deutliche Rezeptorexpression und
unterschieden sich damit signifikant von den Langerhans-Zellen, welche den

Mannoserezeptor nicht auf ihrer Zelloberfldche exprimierten.

4.10 Ursprung und Verwandtschaft der IDEC
Der Ursprung der IDEC ist noch unklar. Die Expression des Mannoserezeptors auf
der Zelloberfliche sowie die verminderte Expression des Rezeptors nach kurzer Zeit

der Zellen in Kultur zeigen Ahnlichkeit mit der Expression des Rezeptors auf den
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MoDC'’s. Bei beiden Zellarten wurde wahrend der Kultur der Versuch unternommen,
die einzelnen Mannoserezeptoren durch verschiedene Reagentien zu vernetzen.
Weder bei den IDEC noch bei den MoDC'’s lie8 sich dadurch die Ausreifung der
Zellen beeinflussen. Die Ahnlichkeit zwischen IDEC und MoDC's zeigte sich auch
bei der Immunphénotypisierung. Dabei konnte gezeigt werden, dal beide Zelltypen
den Mannoserezeptor exprimieren, die IDEC in geringerem Malle, als die MoDC's.
Dieses Resultat 146t sich gut mit den Ergebnissen aus vorangegangenen Immuno-
Gold-Farbungen der MoDC'’s (Tan et al., 1997) und der IDEC mit dem fiir den
Mannoserezeptor spezifischen Antikorper D547 vereinbaren. Bei diesen
Untersuchungen zeigten die IDEC eine dhnliche Verteilung der Goldpartikel wie
MoDC'’s, wobei hier die im Vergleich zu den MoDC'’s geringere Intensitdt der
Goldfarbung auf den IDEC die geringere Expression des Mannoserezeptors auf den
IDEC anzeigte. In der Rezeptor-vermittelten Endozytose zeigten sich die IDEC
deutlich schwicher, als die MoDC's.

Unterschiede zwischen den Langerhans-Zellen und den IDEC sind bekannt. So
unterscheiden sich diese beiden dendritischen Zellarten der Haut durch ihre
unterschiedlichen Oberflachenrezeptoren, durch welche sie auch urspriinglich am
Durchfluflzytometer voneinander abgegrenzt wurden (Wollenberg et al., 1996). Auch
treten die IDEC nur in entziindlichen Hautldsionen auf. Durch die Expression des
Mannoserezeptors auf den IDEC und nicht auf den Langerhans-Zellen und die sich
dadurch ergebenden verschiedenen Endozytose-Fahigkeiten, konnten die beiden
Zellpopulationen weiter differenziert werden. Die bei den Untersuchungen zur
Ultrastruktur gewonnenen Erkenntnisse (Mommaas et al., 1999) verdeutlichen
ebenfalls den Unterschied zwischen den beiden Arten dendritischer Zellen in der
entziindeten Haut. Zusammengenommen bestirken diese Ergebnisse die Annahme,
daB die IDEC eine eigenstindige Zellart sind, mit den MoDC’s und nicht mit den
Langerhans-Zellen verwandt sind, von den Monozyten abstammen und zu den
unreifen dendritischen Zellen vom interstitiellen Typ gehoren (Banchereau und

Steinman, 1998, Bell et al., 1999).
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4.11 Monozyten phagozytieren E.coli ohne den Mannoserezeptor zu
exprimieren

In Versuchen mit opsonisierten E.coli zeigten sich die Monozyten in der Lage, die
Bakterien zu phagozytieren. Diese Phagozytose fand unabhidngig vom
Mannoserezeptor statt, da dieser auf den Monozyten bei der Immunphénotypisierung
nicht nachgewiesen werden konnte. Bei den Versuchen mit I6slichen Proteinen ergab
sich, daBB die Monozyten lediglich zur Pinozytose fihig sind. Eine Aufnahme
mannosylierter Antigene mittels Rezeptor-vermittelter Endozytose ist ihnen nicht
moglich. Das Fehlen des Rezeptors auf der Zytoplasmamembran frisch aus dem Blut
isolierter Monozyten wurde beschrieben (Ezekowitz et al., 1983, Pontow et al., 1992).
Das Ergebnis 146t sich auch damit in Einklang bringen, dal der Mannoserezeptor als
Merkmal reifer gewebsstindiger Makrophagen in den einzelnen Organen gilt,
wohingegen zirkulierende Phagozyten den Rezeptor nicht exprimieren (Ezekowitz
und Stahl, 1988). Der Mannoserezeptor wird als phagozytose-vermittelnder Rezeptor
auf den mit cDNA des Mannoserezeptors transferierten Cos-I-Zellen beschrieben
(Ezekowitz et al., 1990). Zudem kommt ihm moglicherweise eine Bedeutung bei der
Induktion der TNF-o-Produktion, Sekretion lysosomaler Enzyme und zytotoxischen
Wirkung der Makrophagen zu (Stahl et al., 1978, Pontow et al., 1992). Im Serum
zirkuliert ein Mannose-bindendes Protein (MBP), welches von den Hepatozyten
synthetisiert und sezerniert wird (Ezekowitz et al., 1990) und nach der Bindung von
bestimmten Viren (Ezekowitz et al., 1989) oder mannosereichen Bakterien (Kuhlman
et al.,, 1989) den Phagozyten ohne Mannoserezeptor die Bindung, Aufnahme und
Bearbeitung des entsprechenden Pathogens erleichtert (Kuhlman et al., 1989). Wie
die Phagozytose der opsonisierten E.coli bei den Experimenten der vorliegenden
Arbeit zustande kam, kann nicht schliissig erkldart werden. Es ist unklar, durch
welchen Rezeptor die Inkorporation der Bakterien vermittelt wurde. Moglicherweise
handelte es sich dabei um eine dem Mannoserezeptor verwandte Struktur, welche
durch den Antikérper D547 und die funktionellen Versuche nicht erfaB3t werden
konnte. Es gibt mehrere dem Mannoserezeptor verwandte Oberfldchenrezeptoren. So
existiert beispielsweise ein Galactose/N-Acetylgalactosamin-bindender Rezeptor auf
humanen Makrophagen (Suzuki et al., 1996). Weiterhin ist auf Zellen von Miusen
ein dem Mannoserezeptor in Bindungsspezifitit und Bau analoger Rezeptor, DEC

205 bekannt (Swiggard et al., 1995).
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4.12 MoDC'’s zeigen keine Phagozytose trotz der Expression des
Mannoserezeptors auf der Zelloberflache

Die unreifen dendritischen Zellen, die aus den Monozyten gewonnen wurden, zeigten
keine phagozytotische Aktivitdt bei der Inkubation mit opsonisierten E.coli. Da sie
den Ergebnissen der Immunphénotypisierung und der funktionellen Untersuchungen
zufolge den Mannoserezeptor auf ihrer Zelloberfliche exprimieren, konnte bei diesen
Zellen die Fahigkeit zur Phagozytose vermutet werden. Ezekowitz et al. konnten an
Cos-1 Zellen, welche Hefe phagozytierten, zeigen, dal zur Aufnahme der Partikel in
die Zelle das zytoplasmatische Ende des Mannoserezeptors eine entscheidende Rolle
spielt (Ezekowitz et al., 1990). Ist es in seiner Sequenz verdndert, so kann durch den
Mannoserezeptor keine Phagozytose vermittelt werden. Mdglicherweise besitzen die
dendritischen Zellen einen Mannoserezeptor ohne oder mit verdndertem

zytoplasmatischem Ende und konnen deshalb nicht phagozytieren.

4.13 Langerhans-Zellen sind ausschlieBllich zur Pinozytose fihig

In den Versuchen zur Phagozytose konnte bei den Langerhans-Zellen aus der
normalen und der entziindlichen Haut keine Aufnahme der E.coli in die Zellen
beobachtet werden. Der Mannoserezeptor konnte auf ihnen nicht nachgewiesen
werden. Die Langerhans-Zellen konnen demnach 16sliche mannosylierte
Proteinantigene nur liber Pinozytose in sich aufnehmen. Reis e Sousa et al. konnten
bei Langerhans-Zellen die Phagozytose von Zymosan, einem Bestandteil der Hefe-
zellwand sowie von mehreren Bakterien, wie Corynebacterium parvum und Staphy-
lococcus aureus und von Latexpartikeln nachweisen (Reis e Sousa et al., 1993). Die
abweichenden Beobachtungen konnten sich dadurch ergeben, da3 die Versuche an
Langerhans-Zellen von Mausen durchgefiihrt wurden, oder auch dadurch, dal3 die
Aufnahme vor allem des Zymosans in die Zellen iiber Glycanrezeptoren stattfand, die

moglicherweise mit dem Makrophagen-Mannoserezeptor verwandt sind.

4.14 IDEC phagozytieren keine E.coli, obwohl sie den
Mannoserezeptor tragen

Auf den IDEC konnte der Mannoserezeptor durch den spezifischen Antikorper D547
nachgewiesen werden. Zudem konnte in den Versuchen gezeigt werden, daf} die

IDEC durch den Mannoserezeptor zur Dextranaufnahme befihigt sind. In den
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Versuchen mit opsonisierten E.coli konnte gezeigt werden, da3 die IDEC trotz ihrer
Rezeptorexpression nicht zur Phagozytose von Bakterien in der Lage sind. Das
Vorkommen des Mannoserezeptors ist somit auch bei den IDEC nicht automatisch
mit der Fihigkeit zur Phagozytose verbunden. Die Unfdhigkeit der Zellen zur
Phagozytose trotz des Mannoserezeptors entspricht den an den MoDC’s gemachten
Beobachtungen. Sie bestirken die Vermutung, dafl die IDEC von Blutmonozyten

abstammen und mit den MoDC’s verwandt sind.

4.15 Ausblick

Die Langerhans-Zellen unterscheiden sich in einigen Merkmalen von den iibrigen
dendritischen Zellen. Ein wesentlicher Unterschied ist die fehlende Expression des
Mannoserezeptors auf ihrer Zelloberfliche. Ohne ihn besitzen sie nur die Fahigkeit
zur Pinozytose, wodurch ihre Endozytosekapazitit insgesamt gering ist. Dies spiegelt
sich auch in ihrer Ultrastruktur wider. So weisen die Langerhans-Zellen nur wenige
Pinosomen (Sallusto et al., 1995) und ein gegeniiber den MoDC'’s verschiedenes
MHC Klasse II Kompartiment (Mommaas et al., 1999) auf. Um T-Lymphozyten zu
stimulieren, bendtigen Langerhans-Zellen deutlich hohere Konzentrationen eines
mannosylierten Proteinantigens als die MoDC’s (Mommaas et al., 1999). Welche
Griinde diese Unterschiede haben, und welche Rolle die Langerhans-Zellen in der
normalen Haut, und die beiden verschiedenen Arten von dendritischen epidermalen
Zellen gemeinsam in der entziindeten Haut folglich spielen, bleibt zu untersuchen.
Moglicherweise sind die Langerhans-Zellen nicht die relevanten antigenprésen-
tierenden Zellen in der entziindeten Haut.

Ahnlichkeiten zwischen den IDEC und den MoDC s konnten bereits herausgefunden
werden. So konnte die gleichartige Herunterregulation des Mannoserezeptors der
Zellen in Kultur gezeigt werden, ebenso konnte bei beiden Zellarten die Ausreifung
in Kultur nicht durch Kreuzvernetzung der einzelnen Rezeptormolekiile auf der
Zelloberflaiche beeinflult werden. Eine weiteres gemeinsames Merkmal ist die
Expression des Mannoserezeptors auf den MoDC’s und den IDEC. Die Steigerung
der Expression des Mannoserezeptors auf den MoDC's unter dem Einfluf3 von IL-10
(Longoni et al., 1998) und Glucocorticoide (Piemonti et al., 1999) ist bereits bekannt.

Die Regulation des Mannoserezeptors auf den IDEC bleibt zu untersuchen.
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Bei in Kultur genommenen MoDC’s konnte die Produktion eines nicht
membranstindigen Mannoserezeptors beobachtet werden (Martinez-Pomares et al.,
1999). Die Funktion dieses Rezeptors wurde in der von Prozessierung und
Priasentation auf den MHC Klasse II Molekiilen unabhédngigen Antigenprisentation
gesehen. Ob IDEC ebenfalls solche nicht membranstindigen Mannoserezeptoren
sezernieren, ist nicht bekannt.

Dendritische Zellen waren bereits in der DurchfluBzytometrie als iibereinstimmend
mit [FN-a-produzierenden Zellen beschrieben worden (Svensson et al., 1996). Bei
den MoDC'’s konnte die Produktion von IFN-a als Antwort auf eine Infektion
hiilltragender Viren, wie HSV und HIV, nachgewiesen werden (Milone und
Fitzgerald-Bocarsly, 1998). Die Produktion des IFN-o wurde durch glycosylierte
Proteine der Virushiille induziert und konnte durch Monosaccharide wie Fucose,
durch Mannan und Antiserum gegen den Mannoserezeptor gechemmt werden. Es
wurde daher angenommen, da3 der Mannoserezeptor auf den dendritischen Zellen
eine Rolle bei dieser IFN-a-Produktion und damit bei der Abwehr von hiilletragenden
Viren spielt. IDEC wurden noch nicht auf die Produktion von IFN-a untersucht.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, da3 die Monozyten, welche den
Mannoserezeptor nicht exprimieren, zur Internalisierung von Bakterien fahig sind,
dendritische Zellen, MoDC’s und IDEC, die den Mannoserezeptor auf ihrer
Zelloberflache tragen, keine Bakterien in sich aufnehmen. Langerhans-Zellen

besitzen weder den Mannoserezeptor, noch konnen sie Bakterien phagozytieren.
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5 Zusammenfassung

Vor einigen Jahren wurde in der entziindlichen Haut neben den Langerhans-Zellen
die Existenz einer weiteren Art dendritischer Zellen, der sogenannten
Inflammatorischen Dendritischen Epidermalen Zellen (IDEC) herausgearbeitet. Uber
Herkunft, Verwandtschaft zu anderen Zellarten und Funktion der IDEC ist bislang
wenig bekannt.

Um die Abstammung der IDEC zu erforschen und ihre Rolle in der entziindlichen
Haut neben jener der Langerhans-Zellen besser zu verstehen, sollte der
Mannoserezeptor auf diesen beiden dendritischen Zellen in der Haut gesucht und die
thnen zur Verfiigung stehenden Endozytose-Mechanismen ermittelt werden. In
gesonderten Experimenten sollte die Phagozytosefdhigkeit der Langerhans-Zellen
und der IDEC gepriift werden. Als Kontrollzellen dienten Monozyten und MoDC's,
von welchen bereits Daten bekannt sind.

Es wurden APAAP-Farbungen an histologischen Schnitten gesunder und
entzlindlicher Haut unter Verwendung des spezifischen Antikérpers D547 zur
Identifizierung des Mannoserezeptors auf den Langerhans-Zellen und den IDEC
vorgenommen. In der durchfluBzytometrischen Immunphéinotypisierung wurden die
jeweiligen Zellen mit dem rezeptorspezifischen Antikérper D547 gefarbt. In
durchfluBzytometrischen Versuchen wurde die Pinozytose mittels Lucifer Yellow
nachgewiesen. Zur Untersuchung der Rezeptor-vermittelten Endozytose wurden die
Zellen mit Dextran-FITC inkubiert. Durch Hemmung der Rezeptor-vermittelten
Endozytose mittels Mannan wurde die Rezeptor-vermittelte Endozytose von der
Pinozytose abgegrenzt. Die Phagozytose der Zellen wurde unter Verwendung von
opsonisierten E.coli untersucht.

Durch die immunhistologische Farbung und die Phénotypisierung jeweils mit dem
Antikorper D547 konnte gezeigt werden, daf3 sich der Mannoserezeptor nicht auf den
Langerhans-Zellen der normalen und der entziindlichen Haut befindet und nur auf
den IDEC nachgewiesen werden kann. Er war in der Phénotypisierung der
Monozyten nicht, auf den MoDC'’s dagegen deutlich zur Darstellung zu bringen.

Die Pinozytose konnte bei allen Zelltypen dargestellt werden. Weiterhin konnte unter
Verwendung von Dextran-FITC und Hemmung des Mannoserezeptors durch Mannan
gezeigt werden, dal Monozyten keine, MoDC’s dagegen eine deutliche Rezeptor-

vermittelte Endozytose aufweisen. Langerhans-Zellen besitzen die Fahigkeit zur
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Rezeptor-vermittelten Endozytose nicht, MoDC’s hingegen nehmen mannosylierte
Antigene rezeptorgebunden in sich auf. Die Ergebnisse ergeben mit denjenigen der
Phénotypisierung ein Konzept, welches sagt, dal Langerhans-Zellen keinen
Mannoserezeptor tragen, IDEC jedoch ebenso wie die MoDC’s den Rezeptor auf
ihrer Zelloberflache exprimieren und ihn zur Endozytose benutzen.

Ferner konnte gezeigt werden, da3 Blutmonozyten opsonisierte E.coli phagozytieren.
MoDC’s nahmen keine E.coli in sich auf. Ebenso konnte gezeigt werden, dal3
Langerhans-Zellen aus normaler und entziindlicher Haut keine Phagozytose-Aktivitét
entfalten. Auch IDEC phagozytierten E.coli nicht.

Langerhans-Zellen und IDEC konnten weiter voneinander abgegrenzt werden. Die
Expression des Mannoserezeptors auf den IDEC und ihre Prisenz ausschlieBlich in
entziindlichen Hautldsionen 1483t vermuten, dall sie den in der Antigenprédsentation
duBerst effizienten unreifen dendritischen Zellen zuzuordnen sind und ihnen eine
Rolle in der Genese des atopischen Ekzems und in der Abwehr pathogener
Organismen von entziindeter Haut zukommt. Die Ahnlichkeit der IDEC mit den
MoDC'’s nicht nur in der Rezeptor-vermittelten Endozytose legt die Abstammung
dieser Zellen von Blutmonozyten und die Verwandtschaft mit MoDC’s und nicht mit
den Langerhans-Zellen nahe. Die Expression des Mannoserezeptors und die
Phagozytose-Féhigkeit der Zellen erwiesen sich als voneinander unabhingig. Dies
erscheint wesentlich, da eine Funktion des Mannoserezeptors bei der Phagozytose

bekannt ist.
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7 Anhang

7.1 Rezepte fiir Reagentien

7.1.1 Reagentien fiir die APAAP-Firbung

7.1.1.1 TRIS-Puffer

A. Stammldsungen

TRIS-Base (Trizma-Base) 60,55 g
NaCl 87.66 g
0,5 M Losung

Aqua dest. 2600ml

1. Losung: Zur Herstellung der ersten Losung wurde die TRIS-Base (Dako,
Kopenhagen, Danemark) in 600ml Aqua dest. (Klinikapotheke der LMU) gelost und
der pH-Wert mit 25% HCl (Klinikapotheke der LMU) auf 7,4 -eingestellt.
AnschlieBend wurde die Losung mit Aqua dest. auf 1000ml aufgefiillt und die 0,5 M

Losung (Klinikapotheke der LMU) hinzugegeben.

2. Losung: Zur Herstellung der zweiten Losung wurde das NaCl (Klinikapotheke der

LMU) in 1000ml Aqua dest. gelost.

B. Gebrauchslosung

Losung 1 100ml
Losung 2 100ml
Aqua dest. 800ml

Es ergaben sich 1000ml TRIS-L&ésung, welche mit 2 M HCI auf einen pH-Wert von

7,4-7,6 eingestellt wurden.
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7.1.1.2 Rabbit-anti-Mouse-Briickenantikorper (R-a-M)

Inaktiviertes Humanserum 250ul
RPMI-Medium Sml
R-a-M 200ul

Zur Herstellung der gebrauchsfertigen Losung des Rabbit-anti-Mouse-
Briickenantikorpers, R-a-M (Dako, Kopenhagen, Dinemark), wurden 250ul
inaktiviertes Humanserum (hergestellt in der Dermatologischen Klinik und Poliklinik
der Universitdt Miinchen, inaktiviert durch Erhitzen auf 56°C fiir sechs bis sieben
Minuten) in 5Sml RPMI-Medium (Seromed, Berlin) verdiinnt. Von dieser Losung
wurden 3800ul mit 200ul R-a-M gemischt und der pH-Wert mit 0,1 M HCI

(Klinikapotheke der LMU) eingestellt.

7.1.1.3 APAAP

APAAP 50ul
RMPI-Medium 2450p1

Es wurde APAAP (IgG1, Dako, Kopenhagen, Dianemark) mit dem RMPI-Medium
(Seromed, Berlin) vermischt und vor Gebrauch die pH-Farbe mit 0,1 M HCI

eingestellt.

7.1.1.4 Entwicklungslosung

Losung A:
NaCl 8,7¢g
TRIS-HCI 1,5g
TRIS-Base 4,9¢g
Propandiol 2lg
Levamisol 100mg
Aqua dest. 2000ml

Vorratspuffer: Zur Herstellung des Vorratspuffers wurden NaCl, TRIS-HCI (Dako,
Kopenhagen, Dédnemark), und die TRIS-Base (Dako, Kopenhagen, Didnemark), in
1000ml Aqua dest. geldst.

Propandiollosung: Es wurde das Propandiol (Klinikapotheke der LMU) in 1000ml
Aqua dest. gelost.
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Zur Herstellung der Losung A wurden 175ml Vorratspuffer mit 62,5ml Propandiol
gemischt und der pH-Wert auf 9,75 eingestellt. Sodann wurde das Levamisol (Sigma,

Deisenhofen) dazugegeben.

Losung B:
Natriumnitrit 50,0mg
Astralfuchsin 0,5ml
Aqua dest. 1,25ml

Zur Fertigstellung der Losung B wurden Natriumnitrit (Merck, Ismaning), Aqua dest.
und Astralfuchsin (Merck, Ismaning) eine Minute lang miteinander reagieren
gelassen. Das Astralfuchsin wurde im Kiihlschrank bei 4°C aufbewahrt, 5%
Neufuchsin (Merck, Ismaning) in 2N HCI, entsprachen 5g in 100ml HCI.

Losung C:

N-AS-Bi-Phosphat 125,0mg
Dimethylformamid 1,25ml

Das N-AS-Bi-Phosphat (Sigma, Deisenhofen) und Dimethylformamid (Merck,
Ismaning) wurden miteinander gemischt.

Erst unmittelbar vor Gebrauch wurde die Entwicklungslosung hergestellt, da sie bei
Aufbewahrung ihre Wirkung verliert. Es wurden die Losungen A, B und C
zusammengegeben, der pH-Wert auf 8,7 eingestellt und die fertige
Entwicklungslosung durch ein Sterilfilter (Schleicher und Schuell, Dassel) doppelt
filtriert.

7.1.2 Puffer und Losungen fiir die Phanotypisierung und die Endozytose

7.1.2.1 RPMI-Waschmedium

RPMI ohne Glutamin 500ml 4°C

L-Glutamin Sml -20°C
Antibiotikum/Antimykotikum | 5ml -20°C
inaktiviertes FCS 50ml -20°C
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Alle Inhaltsstoffe, das L-Glutamin (Gibco, Karlsruhe), das Fetale Kélberserum (FCS,
Boehringer, Mannheim) und das Antibiotikum/Antimykotikum (Gibco, Karlsruhe)
wurden bei den angegebenen Temperaturen gelagert und iiber ein steriles 0,2um

Bottletop-Filter (Pall-Gelman Sciences, RofBdorf) dem RMPI (Seromed, Berlin)

hinzugefiigt.

Kulturmedium mit FCS
DMEM 500ml [4°C
1 M Hepes Puffer 10ml 4°C
NEAA Sml 4°C
Na-Pyruvat Sml 4°C
L-Vitamin Sml -20°C
L-Glutamin Sml -20°C
Antibiotikum/Antimykotikum | 5ml -20°C
inaktiviertes FCS 50ml -20°C

Alle Inhaltsstoffe, der einmolare Hepes Puffer (Gibco, Karlsruhe), die nicht
essentiellen Aminosduren (NEAA, Gibco. Karlsruhe), das Natrium-Pyruvat (Merck,
Ismaning), Das L-Vitamin (Gibco, Karlsruhe), das L-Glutamin (Gibco, Karlsruhe),
das inaktivierte fetale Kailberserum (FCS, Boehringer, Mannheim) und das
Antibiotikum/Antimykotikum (Gibco, Karlsruhe) wurden iiber ein steriles 0,2um
Bottletop-Filter (Pall-Gelman-Sciences, RoBdorf) zu dem Dimethylethylendiamin
(DMEM, Merck, Ismaning) hinzugegeben.

7.1.2.2 Monozyten-Waschmedium

bovines Albumin 5,0g

1 M EDTA-L6sung 0,85ml
NaCl 4,5¢
Aqua bidest. ad 500ml

Es wurde aus dem bovinen Albumin (Sigma, Deisenhofen), der einmolaren EDTA-
Losung (Klinikapotheke der LMU), dem Natriumchlorid (Klinikapotheke der LMU)
und dem Aqua bidest. das gebrauchsfertige Monozyten-Waschmedium hergestellt.
Die Losung wurde tiber ein 0,2um Bottletop-Flter steril filtriert.
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7.1.2.3 Monozyten-Kulturmedium

RPMI 1640 500ml |4°C

GM-CSF, 500U/ml 4,5u1 -20°C
IL-4, 13, 500U/ml 10ul -20°C
L-Glutamin 10ml -20°C
Antibiotikum/Antimykotikum | Sml -20°C
Inaktiviertes FCS 50ml -20°C

Alle Inhaltsstoffe, das GM-CSF (Leukomax von Sandoz, Basel, Schweiz), das
Interleukin 4 (Il-4, Gibco, Paisley, Schottland), das L-Glutamin (Gibco, Karlsruhe),
das inaktivierte fetale Kélberserum (FCS, Boehringer, Mannheim) und das
Antibiotikum/Antimykotikum (Gibco, Karlsruhe) wurden tber ein steriles 0,2um
Bottletop-Filter (Pall-Gelman Sciences, Rof3dorf) dem RPMI (Seromed, Berlin)
zugefiigt.

7.1.2.4 Inaktiviertes fetales Kélberserum, FCS

Das fetale Kilberserum (Boehringer, Mannheim) wurde bei —20°C gelagert. Zum
Gebrauch wurden 500ml FCS iiber Nacht im Kiihlschrank auftauen gelassen und im

Wasserbad bei 56°C inaktiviert.

7.1.2.5 Leukozyten-Wachstumsfaktor, GM-CSF

Die Stammlésung des GM-CSF (Leucomax von Sandoz, Basel, Schweiz) in einer
Konzentration von 1670U/ul wurde bei —80°C aufbewahrt. Um die Gebrauchsldsung
herzustellen wurde die Stammldsung mit sterilem PBS ohne Acid im Verhiltnis 1:10
verdiinnt und anschlieBend bei -20°C eingefroren. Es wurden 3ul der
Gebrauchslosung entsprechend einer Konzentration von 500U/ul zu einer Million

Zellen in einem Milliliter Kulturmedium hinzupipettiert.

7.1.2.6 Interleukin 4, IL-4

Das Interleukin 4 (Gibco, Paisley, Schottland) wurde bei —80°C aufbewahrt. Zur
Herstellung der Gebrauchslosung wurde es in 100ul Aqua dest. resuspendiert. Es
ergab sich dabei eine Konzentration von 250U/ul. Von der Gebrauchslosung wurden
jeweils 2ul zu einer Million Zellen in einem Milliliter Kulturmedium hinzupipettiert.

In einem Milliliter Kulturmedium befanden sich somit 500U des Interleukin 4.
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7.1.2.7 0,5% Trypsin-Losung

PBS def.

1000ml

4°C

Trypsin (Typ XI)

S8

-20°C

Die Losung aus Trypsin (Sigma, Seisenhofen) und sterilem PBS wurde auf dem

Magnetriihrer geldst, bis sie klar war. Sodann wurde der pH-Wert mit HCl/NaOH

(Klinikapotheke der LMU) auf 7,2-7,4 eingestellt und die Losung mit einem 0,2pm

Bottletop-Sterilfilter steril filtriert. Sie wurde in 50ml-Rohrchen bei -20°C

aufbewabhrt.

7.1.2.8 0,1% DNAse-Losung

PBS def.

250ml  [4°C

bovine DNAse (Typ IV)

250mg |-20°C

Es wurde die bovine DNAse (Sigma, Deisenhofen) dem sterilen PBS zugegeben. Die

Losung wurde nach ihrer Fertigstellung iiber ein 0,2um Bottletop-Sterilfilter steril

filtriert und bei -20°C aufbewahrt.

7.1.2.9 PBS def.

NaCl 8,0g
KCl 0,2g
NazHPO4 X 2H20 I,Sg
KH,PO4 0,2g
Aqua dest. ad 1000ml

Das fertige Reagenz (alle Inhaltsstoffe wurden aus der Klinikapotheke der LMU

bezogen) wurde mit HCI und NaOH auf einen pH-Wert zwischen 7,2 und 7.4

eingestellt und anschlieend autoklaviert.
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7.1.2.10 Unsteriler PBS

NaCl 17g
Na,HPO, 2,14g
NaH,PO, 0,78¢g
Aqua dest. ad 2000ml

Das fertige Reagenz (alle Inhaltsstoffe aus der Klinikapotheke der LMU) wurden mit
HCI und NaOH auf einen pH-Wert zwischen 7,2 und 7,4 eingestellt.

7.1.2.11 Zehnfacher FACS-Puffer

NaCl 170g
Na,HPO, 21,4g
NaH2P04 7,8g

Aqua dest. ad 1500ml
inaktiviertes FCS 200ml
Na-acid 20g

Es wurde der Puffer aus den angegebenen Inhaltsstoffen (FCS Boehringer,
Mannheim, die iibrigen aus der Klinikapotheke der LMU) hergestellt. Der pH-Wert
dieser Losung wurde mit HCI/NaOH auf 7,2-7,4 eingestellt, anschlieBend wurde
Aqua dest. ad 2000ml aufgefiillt. Der fertige zehnfache FACS-Puffer wurde bei 4°C
gelagert. Fiir die Riickverdiinnung zum Gebrauch wurde die Flasche auf dem
Magnetriihrer erwiarmt, bis der Bodensatz vollstindig geldst war und anschlieend je
50ml der konzentrierten Losung mit 450ml Aqua dest. rekonstruiert. Der fertige

Puffer wurde durch ein 0,2pm Filter steril filtriert.

7.1.3 Antikorper und Stoffe fiir die Phinotypisierung, die Pinozytose und die

Rezeptor-vermittelte Endozytose

7.1.3.1 Der rezeptor-spezifische Antikdrper D547

Img des Antikorpers (freundlicherweise von A.Lanzavecchia, Basel, Schweiz, zur
Verfiigung gestellt) wurde in 1ml PBS def. gelost. Von dieser Stammldésung wurden
jeweils 10ul mit 190ul sterilem PBS auf eins zu zwanzig verdiinnt, der Antikérper lag
somit in einer Endkonzentration von 50ug/ml vor. Die fertigen Eppendorf-Caps

wurden bei -20°C gelagert.

96



7.1.3.2  Antikérper MOPC-21 als Isotypkontrolle fiir die APAAP-Férbung

Img des Antikdrpers MOPC-21 (IgG1, Sigma, Deisenhofen) wurde in 1ml sterilem
PBS gelost. Um eine Endkonzentration von 10pg/ml zu erreichen, wurde die
Stammlosung mit sterilem PBS auf eins zu einhundert verdiinnt. Die Eppendorf-Caps

wurden anschlieSend bei -20°C gelagert.

7.1.3.3  Antikorper IgG1 als Isotypkontrolle fiir die Phdnotypisierung

Img des Antikorpers IgG1 (Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA) wurde in
Iml sterilem PBS verdiinnt. Um eine Endkonzentration von 50ug/ml zu erreichen,
wurde die konzentrierte Losung mit sterilem PBS auf eins zu zwanzig verdiinnt. Die

fertigen Eppendorf-Caps wurden anschlieend bei -20°C autbewahrt.

7.1.3.4 Sekundérantikorper GaM-FITC

Der Antikorper GaM-FITC (Jackson, Westgrove, PA, USA) wurde in sterilem PBS
gelost, wobei eine Konzentration von 1000pg/ml erreicht wurde. Um eine
Endkonzentration von 50pug/ml zu erhalten, wurde die Stammldsung mit sterilem PBS
auf eins zu zwanzig verdiinnt. Die Eppendorf-Caps wurden anschlieBend bei -20°C

gelagert.

7.1.3.5 Maus-Serum

Das Maus-Serum (Dianova, Hamburg) wurde mit sterilem PBS auf eins zu 30

verdiinnt und bei -4°C gelagert.

7.1.3.6 Dextran-FITC

Es wurden 10mg des Farbstoffes Dextran-FITC (MoBiTec, Gottingen) in Iml
sterilem PBS gelost. Um eine Endkonzentration von 1mg/ml zu erhalten, wurden
10pl dieser Losung in 90ul sterilem PBS verdiinnt, die fertigen Eppendorf-Caps
wurden bei -20°C aufbewahrt.
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7.1.3.7 Mannan

Das Mannan (MoBiTec, Gottingen) wurde mit sterilem PBS auf eine Konzentration
von 1,0mg/ml verdiinnt und jeweils & 100ul in Eppendorf-Caps aliquotiert. Es wurde

bei -20°C gelagert.

7.1.3.8 Lucifer Yellow

Es wurden 25mg des Farbstoffes Lucifer Yellow (MoBiTec, Goéttingen) in 1ml
sterilem PBS gelost. Um eine Endkonzentration von 2,5mg/ml zu erhalten, wurden
10ul dieser Losung in 90ul sterilem PBS verdiinnt, die fertigen Eppendorf-Caps
wurden bei -20°C aufbewahrt.

7.1.3.9 CDla-Premix

T6RD1, PE-konjugiert 30ul
7AAD 20ul
PBS steril/Acid 450ul

In der sterilen Werkbank wurden der an den fluoreszierenden Farbstoff PE gebundene
CDla-Antikorper T6RD1 (IgG1l, Coulter, Krefeld), der DNA-Farbstoff 7AAD
(Sigma, Deisenhofen) und die PBS-Losung gemischt. Die entstandenen 500ul des
Farbstoffgemisches wurden auf 20 Eppendorf-Caps 4 25ul verteilt und bei -20°C

gelagert. Die Losung wurde unverdiinnt angewendet.

7.1.3.10 CD14-Premix

Leu-M3, PE-konjugiert 120ul
7AAD 8ul
PBS steril/Acid 72ul

In der sterilen Werkbank wurden der an den fluoreszierenden Farbstoff PE gebundene
CD14-Antikorper Leu-M3 (IgG2b, Beckton Dickinson, San Jose, CA, USA), der
DNA-Farbstoff 7AAD (Sigma, Deisenhofen) und das acidhaltige PBS gemischt. Die
entstandenen 200ul des Farbstoffgemisches wurden auf 20 Eppendorf-Caps a 10ul

verteilt und bei -20°C gelagert. Die Losung wurde unverdiinnt angewendet.
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7.1.3.11 IgG1-Premix

IgGIRDI 6ul
7AAD 4ul
PBS steril/Acid 90ul

In der sterilen Werkbank wurden der an den fluoreszierenden Farbstoff PE gebundene
unspezifische Antikdrper IgG1RD1 (Coulter, Krefeld), der DNA-Farbstoff 7AAD
(Sigma, Deisenhofen) und das acidhaltige PBS gemischt. Die entstandenen 100ul des
Farbstoffgemisches wurden auf 10 Eppendorf-Caps a 10ul verteilt und bei -20°C

gelagert. Die Losung wurde unverdiinnt angewendet.
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7.2 Verzeichnis der Abkiirzungen

AB
7-AAD
AM
APAAP
APC
APL
Dx-FITC
EH

FSC
GM-CSF
IDEC
IL-2, -4, -5
IFNo, vy
LC

LPS

LY

MBP
MFI
MLR
MoDC
MR
NEAA
PBS

PE
R-a-M
rFI

SSC
TNF-o

100

Antibiotikum

7-Amino-Acetinomycin D

Antimykotikum

alkaline Phosphatase antialkaline Phosphatase
antigenprasentierende Zelle

Altered peptide ligand
Dextran-Fluoreszenzisothiocyanat

entziindete Haut

forward scatter, Vorwértslichtstreuung
Granulozyten/Monozyten-Kolonie stim. Faktor
Inflammatorische Dendritische Epidermale Zelle
Interleukin 2, 4, 5

Interferon o, y

Langerhans-Zelle

Lipopolysaccharid

Lucifer Yellow

mannosebindendes Protein

mittlerer Fluoreszenzindex

mixed leucocyte reaction

aus Monozyten kultivierte dendritische Zelle
Mannoserezeptor

nicht essentielle Aminosduren
phosphatgepufferte NaCl-Losung
Phycoerythrin

Rabbit-anti-Mouse

relativer Fluoreszenzindex

side scatter, Seitwartslichtstreuung

Tumor-Nekrose-Faktor o



8 Danksagung

Mein Dank gilt allen, die diese Arbeit ermdglicht und unterstiitzt haben.

Zunachst danke ich Herrn Professor Dr. med. Dr. h. c¢. Gerd Plewig fiir die
Bereitstellung der groBziigigen Arbeitsmoglichkeiten in der Klinik.

Ich danke Herrn PD Dr. med. Andreas Wollenberg fiir die Uberlassung des Themas
und die sehr gute Betreuung wéhrend der praktischen Versuche. Er war stets sehr am
Fortgang der Arbeit interessiert und er war jederzeit bereit, mir Fragen zu
beantworten und Ergebnisse zu besprechen. Durch dieses herausragende Engagement
hat er den ziigigen Abschlufl dieser Arbeit moglich gemacht, und es gebiihrt ihm
hierfiir mein besonderer Dank.

Fiir die freundliche Uberlassung von Proben und Reagentien danke ich dem Institut
fiir Rechtsmedizin der Universitdt Miinchen, dem Operations-Team der Dermato-
logischen Klinik der Universitit sowie Herrn Prof. Dr. med. Antonio Lanzavecchia,
Basel.

Ich danke allen meinen Kolleginnen und Kollegen, ob Mitdoktoranden oder Arzte,
fiir ihre Hilfsbereitschaft und die nette und kameradschaftliche Atmosphére, die
wiahrend unserer gemeinsamen Arbeit im Labor stets herrschte.

Im Einzelnen mochte ich vor allem folgenden Kolleginnen und Kollegen namentlich
danken: Frau Dr. med. Erika Schuller fiir die Einarbeitung in die praktische Tétigkeit
im Labor und ihre stindige Hilfsbereitschaft, Frau Sandra Giinther fiir das
gemeinsame Erarbeiten vieler Grundlagen der tiglichen Laborarbeit sowie Herrn Dr.
med. Tilmann Oppel, der mir beim Erstellen der Graphiken und bei der statistischen
Auswertung hilfreich zur Seite stand. Herr PD Dr. med. Christian Sander fertigte die
Photographien der APAAP-Farbungen an, hierfiir sei ihm herzlich gedankt.

Mein Dank gilt auch den Assistentinnen im Labor fiir Serologie, Frau Susanne
Multhaup, Frau Dagmar Nau, Frau Margit Orthgiess und Frau Ingrid Urban, fiir ihre
Hilfsbereitschaft bei der Arbeit am Durchflulzytometer.

Ich danke allen, die mich in der Zeit meines Studiums und wiahrend meiner
Dissertation begleitet haben, auf deren Hilfe und Unterstiitzung ich mich stets

verlassen durfte, im Besonderen danke ich meiner Familie.

101



9 Lebenslauf

Name
Geburtsdatum
Geburtsort

Schule
1981-1985

1985-1993
1993-1994

Hochschule
10.1994-02.1995
04.1995-03.1996
04.1996-09.2001
Examina
25.03.1997
24.03.1998

12.04.2000
22.05.2001

Praktisches Jahr
24.04.2000- 13.08.2000
14.08.2000- 08.10.2000
09.10.2000- 03.12.2000
04.12.2000- 25.03.2001
Arztin im Praktikum

01.07.2001- 07.10.2001
Seit dem 08.10.2001

102

Eva-Maria Schottdorf
24.11.1974
Miinchen

Grundschule Neusdf3-Westheim
Gymnasium bei St. Anna, Augsburg
Elsa-Brandstrom-Gymnasium, Miinchen

Studium der Medizin an der Leopold-Franzens-
Universitit Innsbruck

Studium der Medizin an der Johann-Wolfgang-Goethe-
Universitéit Frankfurt/Main

Studium der Medizin an der Ludwig-Maximilans-
Universitit Miinchen

Arztliche Vorpriifung in Miinchen

Erster Abschnitt der Arztlichen Priifung in Miinchen
Zweiter Abschnitt der Arztlichen Priifung in Miinchen
Dritter Abschnitt der Arztlichen Priifung in Miinchen

Pathologie, Pathologisches Institut der Universitit
Miinchen

Herz- und Thoraxchirurgie, Groote Schuur Hospital,
Kapstadt

Abdominalchirurgie und Traumatologie, Groote Schuur
Hospital, Kapstadt

Innere Medizin, Hiamatologie-Onkologie, Krankenhaus
Miinchen-Schwabing

Allgemeinchirurgie, Klinikum Freising
Strahlentherapie  und  Radioonkologie,  Ludwig-
Maximilians-Universitdt Miinchen





