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1 EINLEITUNG

Um die Rolle von Keratinozyten in immunologisch bedingten Abwehrreaktionen der Haut
untersuchen zu kénnen, wurde das In-vitro Testsystem ,,Passive Sensibilisierung muriner
Keratinozyten* wahrend der Dissertation etabliert. Epidermale Keratinozyten gehéren zum
ersten Zelltyp, der Kontakt mit einem Uber die Haut aufgenommenen Antigen erhélt. Wie
als Folge der Antigenbindung Keratinozyten die immunologische Abwehrreaktion beein-
flussen konnen, soll mit dem Testsystem untersucht werden. Die passive Sensibilisierung
von Zellen wurde in Anlehnung an RABE et al. (1998) durch Inkubation mit Blutplasma
oder mit Antigen-Immunglobulinkomplexen erreicht. In ihren Versuchen wurden bron-
cheale Muskelzellen von Asthmatikern sensibilisiert. Versuche an humanen Keratinozyten
wurden von BECHEREL et al. (1994) durchgefuhrt. Hier wurden Keratinozyten mit reinen
IgE-Antigenkomplexen inkubiert. Jedoch entspricht dieser Versuchsaufbau nicht den In-
vivo Bedingungen. Daher sollten in eigenen Versuchen Keratinozyten durch die Inkubation
mit Plasma, das von allergischen M&usen gewonnenen wurde, sensibilisiert werden.
DeARMAN und KIMBER (1991) fanden in Plama von Mausen, die unter vergleichbaren Be-
dingungen sensibilisiert wurden, neben antigenspezifischem IgE auch verschiedenen 1gG-
Subtypen. Dass das Vorhandensein verschiedener Immunglobulinsubtypen fir die Sensi-
bilisierung eine wichtige Rolle spielt, wurde in eigenen Versuchen deutlich, in denen
Plasma zur Sensibilisierung eingesetzt wurde, das zu verschiedenen Zeitpunkten nach An-
tigenbehandlung von Méusen gewonnen wurde. An die passive Sensibilisierung der Kera-
tinozyten schloR sich die Inkubation mit dem spezifischen Antigen an. Das Antigen wurde
uber membranstdndige Immunglobuline an die Keratinozyten gebunden. Im Vordergrund
der Arbeit steht die Fragestellung, welche Mediatoren die Keratinozyten als Folge der An-
tigenbindung freisetzen. Durch die Freisetzung von Mediatoren ist es Keratinozyten mog-
lich, mit anderen Zellen des Immunsystems zu kommunizieren. Endothelzellen, die die
BlutgefaRe auskleiden, gehdren zu wichtigen Zellen des Immunsystems. Sie sind fir die
Umverteilung von zirkulierenden Entzindungszellen aus dem Blut ins Gewebe verant-
wortlich. Zur Bindung von Entzindungszellen aus dem Blut sind Adhé&sionsmolekiile auf
der Membran von Endothelzellen erforderlich. Es ist aus der Literatur bekannt, dass Me-
diatoren wie z.B. TNFa die Expression dieser Adhasionsmolekile induzieren. Wenn Me-
diatoren, die von passiv sensibilisierten Keratinozyten freigesetzt werden, die Expression
von Adhé&sionsmolekilen auf Endothelzellen induzieren, ist dies ein Hinweis auf die Be-



teiligung von Keratinozyten wéhrend immunologisch bedingter Abwehrreaktionen der
Haut. Daher wurden Endothelzellen mit dem Zellkuturiiberstand von passiv sensibilisierten
Keratinozyten inkubiert und deren Proliferationsrate sowie die Expression von Adhasi-

onsmolekiilen bestimmt.

2 STAND DER FORSCHUNG

2.1 Zytokine - Botenstoffe immunologischer Reaktionen

Schon lange ist bekannt, dass epitheliale Zellen, zu denen auch Keratinozyten gehéren,
eine physiologische Schutzbarriere zur Umwelt darstellen. Dass Keratinozyten auch eine
wichtige Rolle bei der kutanen immunologischen Abwehrreaktion besitzen, wurde 1990
erstmals festgestellt (Mc KENzIE und SAUNDER, 1990). Die Beobachtung, dass Keratino-
zyten Botenstoffe produzieren und freisetzen, die bei Entziindungvorgangen und bei der
Immunantwort eine bedeutende Rolle spielen, hat zu einem wesentlichen Fortschritt auf
dem Gebiet der kutanen Immunbiologie gefuhrt (ENK und KaTz, 1992). Zytokine, die ihre
Wirkung bereits im Subnanogrammbereich entfalten, sind fir eine grof3e Zahl biologischer
Aktivitaten verantwortlich (WILMER at al., 1994).

Zytokine sind definitionsgemaR wasserlosliche, induzierbare, heterogene Proteinmediato-
ren mit einem Proteingewicht von mehr als 5000 kDa. Die meisten dieser Mediatoren dif-
fundieren nach ihrer Sekretion in die nd&here Umgebung und beeinflussen auch die Funkti-

on der sezernierenden Zelle (Hsu und Hsu, 1994).

Die Synthese von Zytokinen wird meist durch Gentranskription eingeleitet. Die Kombina-
tion einer kurzen Transkriptionsphase und der Kurzlebigkeit der mMRNA-Molekiile sind der
Grund fur eine transiente Zytokinbildung. Einige Zytokine werden durch posttranskriptio-
nale Mechanismen aktiviert. Ein Beispiel fur solche Mechanismen ist die proteolytische
Abspaltung einer Hemmgruppe vom Precursor-Molekil. Kurz nach ihrer Produktion wer-
den die Zytokine aus den Zellen exportiert (VAN WAUWE et al., 1996). Die gleichen Zyto-
kine kdnnen von unterschiedlichen Zellen gebildet werden. Ihre Wirkung ist nicht auf eine
bestimmte Zellart limitiert (Pleiotropismus). Zu den Zytokinen gehort die Gruppe der In-

terleukine, deren Name basierend auf der falschen Annahme gewéhlt wurde, dass Zytokine



nur von Leukozyten gebildet werden und nur Wirkung auf Leukozyten ausiiben (ABBAS et
al., 1997). Sie besitzen eine weitere Eigenschaft, ndmlich die der Redundanz, was bedeutet,
dass unterschiedliche Typen die gleiche Reaktion an den Zielzellen auslésen kénnen. Da-
bei wird die Wirkung oft von der Anwesenheit anderer Zytokine beeinflut. Es kann so-
wohl zu antagonistischen als auch zu synergistischen Effekten kommen. Die Zytokine bin-
den bereits in niedriger Konzentration mit hoher Affinitat an Rezeptoren (Kg 10™° bis 10
12) (BENVENISTE et al., 1989). Diese Rezeptormolekiile sind integrale Glykoproteine, die
aus drei Doménen bestehen: dem extrazelluldren Rezeptor als Bindungsstelle fiir das Zyto-
kin, einem hydrophoben Membranteil und einem Abschitt auf der Innenseite der Plasma-
membran, der die Signaltransduktion vermittelt. An der Transduktion sind Calmodulin,
Guanosinphosphat-bindende Proteine (G-Proteine), Adenylatcyclase und Proteinkinase A
beteiligt. Andere Rezeptoren beinhalten selbst eine Tyrosinkinase, die nach Stimulation
Phospholipasen aktiviert (HERz et al., 1997). Dies fuhrt zum Abbau von Inositolphospholi-
piden der Plasmamembran. Das entstehende Inositoltriphosphat setzt intrazellular Ca* frei
und Diacylglycerin aktiviert die Proteinkinase C (STRYER, 1979). Zytokine sind wichtige
Mediatoren, die fur Zell-Zell-Interaktionen wéhrend immunologischer Reaktionen verant-

wortlich sind.

2.2 Das Immunsystem bei Saugetieren

Den Vertebraten dient das Immunsystem zur Abwehr pathogener Keime. Dabei werden
korperfremde Strukturen (z.B. Mikroorganismen) erkannt und eliminiert (WEHNER und
GEHRING, 1990). Kommt es zu fehlregulierten Reaktionen, treten Allergien, chronische
Entzindungen oder Autoimmunerkrankungen auf (ABBAS et al., 1997). Aullerdem ist es
maoglich, dass sich die Abwehrmechanismen auch gegen korpereigene Strukturen richten.
Daher ist ein wichtiger Bestandteil des Immunsystems die Trennnung zwischen korper-
fremd und kérpereigen. Dies wird durch den Mechanismuns der Immuntoleranz gewéhrlei-
stet. Bei der Abwehr von pathogenen Keimen tritt zunédchst die unspezifische Abwehr
(naturliche Resistenzmechanismen) in Kraft. Zu diesen Mechanismen wird die Barriere-
funktion der humanen Haut und Schleimhdute (niedriger pH-Wert, Sekretion bakterizider
Substanzen wie Lysozym oder Laktoferrin) gerechnet (WEHNER und GEHRING, 1990).
Uberwinden Keime diese Abwehrmechanismen und gelangen in das Korperinnere, werden

unspezifische zellulare und humorale Abwehrmechnismen aktiviert. Das Immunsystem



besteht aus lymphoiden und myeloiden Zellen (basophile, eosinophile und neutrophile
Granulozyten, Monozyten/Makrophagen) sowie spezialisierten epithelialen Zellen. Bei den
lymphoiden Zellen werden T- und B-Lymphozyten unterschieden, die von Stammzellen
gebildet werden (ABBAs et al., 1997). Die Ausdifferenzierung der B-Zellen setzt schon im
Knochenmark ein. Die von diesen Zellen gebildeten Antikorper binden an Fremdproteine
und markieren diese fur bestimmte Abwehrzellen als zu eliminierende Objekte (humorale
Immunitat). Aus der anderen Hauptlinie gehen die T-Lymphozyten hervor, die im Thymus
heranreifen. Sie bek&mpfen Erreger, die in Zellen eingedrungen sind. Dazu schitten sie
Lymphokine aus und aktivieren und steuern B-Zellen, andere T-Zellen und weitere Kom-
ponenten des Immunsystems (SHORTMAN und Wu, 1996). Beide Sorten von Zellen wan-
dern nach der Ausdifferenzierung in die Milz, in die Lymphknoten und das Lymphgewebe
des Darms. Stol3en sie dort auf Antigene, dann treten sie in Aktion. Ansonsten zirkulieren
sie durch die BlutgefalRe und das Lymphsystem (CONSTANT et al., 1995).

Das Signal, dass eine Stammzelle zu einer B-Zelle ausreift, wird von den umliegenden
Zelle gegeben. So agieren Bindegewebszellen mit den ersten Vorléuferstadien der B-
Zellen tber Oberflachenmolekule. Sie produzieren auRerdem Proteinfaktoren (z.B. Inter-
leukin-7), die an Rezeptoren von Pro- und Pra-B-Zellen binden und diese veranlassen, sich
weiter zu teilen und weiter auszudifferenzieren (SUGIHARA et al., 2000). Im Pra-B-Stadium
werden die Gene fir die schweren Ketten zusammengesetzt und abgelesen. Zugleich ent-
stehen zwei weitere Genprodukte, die in die Zellmembran eingebaut werden: die Im-
munglobuline Alpha und Beta (IgA und IgB). Mit diesen beiden Proteinen vereinen sich
die leichten und die schweren Ketten zu einer Antigen-Rezeptor-Einheit, die zur Zellober-
flache wandert. Wird das spezifische Antigen erkannt, wird diese Information zum Zell-
kern weitergeleitet. Ab diesem Stadium wird die Zelle B-Zelle genannt, die mit dem Blut

durch den Korper zirkuliert (ABBAS et al., 1997).

Die Entwicklung der T-Zellen ist komplexer, da sie im Thymus zu mehreren Typen wie
Helfer- oder Killerzellen differenzieren kénnen. In dem EntwicklungsprozeR dieser Zellen
werden zundchst diejenigen Zellen eliminiert, die nicht in der Lage sind, kdrpereigene
MHC-Komplexe zu erkennen. Zellen, die zu heftig mit korpereigenen Zellen reagieren,
werden im nachsten Ausleseschritt ausgesondert (BABBITT et al., 1985). Die Zellen, die

nach dieser Auswahl Uberleben, verlassen den Thymus und verteilen sich im Koérper. Wéh-



rend die Zellen sich im Thymus teilen und ihre Oberflachenproteine veréndern, stellen sie
auch die Abschnitte der Gene, die den Hauptrezeptor codieren, um. So werden bei der
Maus die Ketten flir T-Zell-Rezeptoren gleichzeitig mit oder bereits vor der Expression der
beiden Hilfsrezeptoren zusammengebaut und auf der Oberflache ausgeprégt. Diese Vorlau-
ferzellen sind in der Lage, mit MHC-présentierenden Zellen im Thymus zu interagieren.
Von den Zellen, die sich an MHC-Proteine der Klasse 1 anlagern, werden die meisten
spater zu Killerzellen. Solche, die mit der Klasse 2 reagieren, entwickeln sich Giberwiegend
zu Helferzellen. Die restlichen Zellen, die keinen MHC-Komplex herstellen, sterben ab
(SEBZDA et al., 1999). Nachdem T-Zellen in ihrer Entwicklung festgelegt sind, hort die
Produktion des jeweils nicht mehr benétigten Hilfsrezeptors auf und die des T-Zell-
Rezeptors steigt. Zusétzlich erhalten sie Homing-Rezeptoren. Diese Rezeptoren werden
nach dem Verlassen des Thymus benétigt, um an der richtigen Stelle aus der Blutbahn in
die fur sie bestimmten peripheren Lymphorgane zu gelangen (HAWKINS et al., 2000).

Der erste Kontakt der Haut mit dem Antigen fuhrt zur Bildung von antigenspezifischen T-
Zellen in den Lymphknoten und deren Einwanderung in die Haut. Nach der Bindung des
Antigens an die Langerhans-Zellen beginnen diese, aus der Haut in die Lymphknoten ein-
zuwandern. Epidermale Zytokine wie TNFa und IL-1(3 stellen Reize zur Einleitung der
Migration der Langerhans-Zellen dar. Die Wanderung geht einher mit der Expression von
Adhésionsmolekilen an der Zellmembranoberflache der Langerhans-Zellen: E-Cadherin
(SCHWARZENBERGER et al., 1996), R1-Integrin (AIBA et al., 1993), CD44-Isoformen
(WElss et al., 1997) und Chemokine (PROUDFOOT, 1998). In den Lymphknoten werden die
gebundenen Antigene den naiven T-Lymphozyten prasentiert. Zellen erkennen Antigene
durch die Bindung an die T-Zell-Rezeptoren, die von CD4" -und CD8"-Zellen exprimiert
werden. Dabei reagieren T-Zellen hauptséachlich mit den an MHC-Klasse 2-Komplexe ge-
bundenen Antigenpeptiden und zweitrangig mit Domanen des MHC-Molekuls (WELTZIEN
et al., 1996). CD4"- und CD8"-T-Zellen sind in der Lage, entziindliche Hautreaktionen
einzuleiten. Je nach den spezifischen Eigenschaften des Antigens werden entweder CD4"-
oder die CD8"-T-Zellen aktiviert. Dabei werden die CD8"-T-Zellen durch Antigene akti-
viert, die vom MHC-Klasse 1-Komplex dargeboten werden, wahrend eine Antigenprasen-
tation durch den MHC-Klasse 2-Komplex zu einer Stimulation der CD4"-Zellen fiihrt
(BOUR et al., 1995). Es besteht eine funktionale Dichotomie zwischen Klasse 1- und Klasse

2-Préasentation von Antigenpeptiden durch dendritische Zellen. CD8"-T-Zellen leiten Re-



aktionen infolge einer Kontaktsensibilisierung ein, indem sie Typ I-Zytokine sezernieren.
Zu der Gruppe der Typ I-Zytokine gehort unter anderem Interferon-y (IFNy). Interleukin
12, das von dendritischen Zellen gebildet wird, ist der Hauptfaktor, der zur Bildung des
Typ I-Phanotyps aus naiven T-Zellen fuhrt (DEARMAN et al., 1996). Die Aktivierung der
antigenspezifischen T-Lymphozyten flhrt zur Auswanderung aus den Lymphknoten tber
das LymphgefaRsystem und das BlutgefaRsystem in den gesamten Organismus. Antigen-
spezifische T-Lymphozyten, die von Antigen-préasentierenden Langerhans-Zellen aktiviert
wurden, exprimieren an ihrer Oberflache ein cutanes Lymphozyten-assoziiertes Antigen
(CLA) und sind in der Lage, aus post-kapillaren Venen in die Dermis einzuwandern
(PICKER et al., 1993). Die weitere Entwicklung der beiden Zelltypen wird durch die Bin-
dung von korperfremden Substanzen an die Zellrezeptoren eingeleitet. Solange die reifen
Zellen noch nicht immunologisch aktiv sind, halten sich beide Zellsorten innerhalb der
Lymphorgane in getrennten Bereichen auf. Erst nach der Antigen-Stimulation reagieren
die kunftig Beteiligten bei der Antikorperproduktion in vielfaltiger Weise miteinander,
wobei sie an den Grenzen der T- und B-Zelldoménen neue Zellaggregate bilden. Dort tref-
fen nun drei Zelltypen aufeinander: aktivierte T-Helferzellen (Ty-Zellen), B-Zellen und
spezielle dendritische Zellen. B-Zellen, die in Kontakt mit dem Antigen getreten sind,
vermehren sich zu Klonen (NAKAMACHI et al., 1994) und differenzieren zu reifen B-Zellen
aus. Wahrend dieser Reifungsprozesse unterliegen B-Zellen genetischen Verdnderungen,
die einen Beitrag zur Antikdrperdiversitat leisten. Sie modifizieren die Genteile, die fir
ihren spezifischen Antikdrper kodieren, so dass der neue dem alten zwar ahnelt, aber viel-
leicht noch eine gréRere Bindungsaffinitdt zum Antigen aufweist als der Originalrezeptor
(APEL und BEREK, 1990). Einige B-Zellen werden nach Interaktion mit Ty-Zellen zu
Plasmazellen, die nun Antikorper ausschiitten. Es entstehen mehrere Arten von Plasma-
zellen, deren freigesetzte Antikorper zwar auf das gleiche Antigen reagieren, aber fir un-
terschiedliche Aspekte der Immunantwort zustandig sind. Andere B-Zellen werden zu Ge-
déachtnis-Zellen, die eine Art molekularer Erinnerung an den Erreger bewahren und bei
einer neuerlichen Konfrontation beschleunigt reagieren (ABBAS et al., 1997). Die Im-
munantwort wird innerhalb der Lymphorgane organisiert, doch die Lymphozyten pendeln
zwischen Blutstrom und lymphatischen Organen. So ist im Fall eines Eindringens von Kor-
perfremden Substanzen gewahrleistet, dass schnell eine Auswahl aller Lymphozyten mit
einem passenden Rezeptor vorhanden ist. Die Lymphozyten gelangen tber die Blutbahn in

die Lymphorgane. Die speziellen BlutgefaRe (Hochendothel-Venolen) sind mit besonders



dicken, fur andere Zellen undurchdringbaren, Innenwéanden ausgekleidet. An diesen Wén-
den befinden sich spezielle Erkennungsstrukturen flr die erwéhnten Homing-Rezeptoren
der Lymphozyten (HARRIS und MIYASAKA, 1995). Sind die B- und die T-Zellen aktiviert,
wird schnell die Produktion ihrer blichen Homing-Rezeptoren eingestellt. Stattdessen
exprimieren sie nun ein Verankerungsmolekil (Integrin), das sich an ein bestimmtes Zel-
ladhésionsmolekul (VCAM-1, Vascular cell-adhesion molecule) auf den Gefalwanden zu
heften vermag. Diese aktivierten Immunzellen kénnen, wenn sie in den Blutstrom entlas-
sen werden, nicht mehr in normale, gesunde lymphatische Gewebe zuriickkehren. Stattdes-
sen binden sie an das Endothel der Blutgefalie, die infizierte, entziindete und antigenreiche
Gewebe versorgen. Vermutlich pragen nur diese Gewebe VCAM-1 aus (POSTIGO et al.,
1991).

Die neutrophilen Granulozyten und Monozyten, die in das Gewebe eindringen, in dem die
zellvermittelte Immunreaktion ablduft, werden funktionell aktiviert, so dass sie bakte-
riostatische und bakterizide Wirkungen ausuben koénnen. Ziel ist die Eliminierung der
Fremdantigene und die Wiederherstellung ,,normaler” Verhéltnisse (MARzIOET al.,1997).
Gelingt die Eliminierung des Antigens nicht, so kommt es zu einer anhaltenden Proliferati-
on der Fibroblasten, die zur Produktion von Kollagen, zur Fibrose und zur Granulombil-
dung angeregt werden (HAMILTON et al., 2001).

Vorlaufer der zytotoxischen T-Zellen entwickeln sich unter dem Einflul} von IL-2, IFNy
und IL-6 aus Ty-Zellen zu Effektorzellen. Die Tk-Zellen erkennen Zielzellen, die das en-
dogene Molekil exprimieren. Sie werden dabei aktiviert und kdnnen die Zielzelle lysieren
(LEONG et al., 1997).

Die adaptive Immunitat beruht auf klonaler Selektion. Die B-Zellen stellen Antikérper her
und bringen sie zur Zelloberflache, wo sie im Sinne von Rezeptoren fungieren. Jede B-
Zelle exprimiert einen individuell gestalteten Rezeptor, so dass jede eine andere Fremd-
struktur erkennt. Eine Bindung des Rezeptors an eine eingedrungene Fremdstruktur 16st
eine gesteigerte Proliferation der B-Zelle aus. Diese geklonten B-Zellen differenzieren
weiter und setzen als Plasmazelle grofe Mengen ihres Antikorpers frei (WILLIAMSON et
al., 1974). Diese Antikorper bilden mit den Fremdkdrpern einen Komplex, der FreRzellen
und das Komplementsystem aktiviert. Die adaptive Immunitét hat die Aufgabe bei einem

wiederholten Kontakt mit der Fremdsubstanz die Immunantwort rascher einzuleiten. Der



Nachteil dieser Strategie besteht darin, dass die Umwandlung von B-Zellen in antikorper-
freisetzende Plasmazellen bei erstmaligem Kontakt einen Zeitraum von ca. 5 Tagen beno-
tigt. AuBerdem ist es nicht ausgeschlossen, dass die Vielzahl von Antikoérpern auch kor-
pereigene Makromolekiile erkennen und so eine Autoimmunreaktion auslésen (KELLER,
1987).

2.3 Allergien

Unter Umstanden kann Antigenkontakt zu Gberschieenden immunologischen Reaktionen

fihren, die sich klinisch als Allergien darstellen kdnnen.

Die Beschreibung des Heuschnupfens als allergische Reaktion von J. BosTock im Jahr
1819 bildete den Beginn der Allergieforschung. 54 Jahre spéter fand C. BLACKLEY heraus,
dass der Kontakt mit Graserpollen die Ursache fur die Ausldsung der allergischen Reaktion
darstellt. PRAUSNITZ und KUSTERS machten 1921 einen Serumfaktor fur die Manifestation
der Allergie verantwortlich. Die néhere Bestimmung gelang JOHNSEN und ISHIZAKAS 45
Jahre spéter, indem sie den Serumfaktor als Immunglobulin E identifizierten (CoHEN und
SAMTER, 1992). Erst in den letzten dreiRig Jahren wurden groRe Fortschritte um das Ver-
stdndnis der allergischen Reaktion erzielt. Dieser Prozel} geht einher mit einem dramati-
schen Anstieg der Zahl der Patienten, die an allergischen Reaktionen erkrankt sind. War
eine allergische Erkrankung zur Zeit von BosTocK und BLACKLEY ein Problem der privi-
legierten Klasse, so ist in westlichen Industrienationen heutzutage nahezu die Hélfte der
Bevolkerung gegen ein oder mehrere Umweltallergene sensibilisiert (PEAT und L1, 1999).
In Landern wie GroR3britannien oder Australien liegt der Prozentsatz der Kinder unter 14
Jahren, die an Asthma erkrankt sind, bei 25% (BEASLEY, 1998). Eine Hypothese, die die
drastische Zunahme allergischer Patienten zu erklaren versucht, gibt als Grund einen ver-
ringerten Kontakt des Organismus mit Parasiten an. Der so unterforderte Teil des Immun-
systems richte sich nun gegen andere Substanzen (z.B. Birkenpollen). Fur diese Theorie
spricht der epidemiologische Befund, wonach allergische Erkrankungen in Entwicklungs-
landern seltener auftreten als in Industrienationen (LICHTENSTEIN, 1996). Die allergischen

Reaktionen konnen in vier verschiedene Typen unterschieden werden:



Typ I-Reaktion: Uberempfindlichkeitsreaktion vom Sofort-Typ

Beispiele fiir die Typ I-Reaktion sind allergisches Asthma oder Heuschnupfen. Etwa 10%
der Bevolkerung neigen zu Allergien, die auf Typ I-Immunmechanismen beruhen. Die
Menschen, die eine genetische Disposition fir Allergien aufweisen, werden Atopiker ge-
nannt. Diese Uberempfindlichkeitsreaktion vom Typ I stellt sich als eine sofort nach dem
Allergenkontakt einsetzende allergische Reaktion dar. Atopie und Allergie treten zwar
familiar gehduft auf, jedoch unterliegt diese Ausprdgung keinem einfachen Erbgang
(SCHNYDER, 1960). Im "candidate gene approach™ werden polymorphe Gene untersucht,
die Bedeutung flr Atopie und Allergie besitzen. Dabei stehen IgE, der hochaffine IgE-
Rezeptor und die IgE-Synthese-regulierenden Zytokine im Vordergrund. Zu diesen Zyto-
kinen zéhlen unter anderem die Interleukine 3, 4 und 5 und das Interferon-y sowie Zytokin-
rezeptoren. Weitere Untersuchungsgebiete beziehen sich auf Elemente der Effektorphase
(z.B. Mastzell-Chymase), sowie die Strukturen der Zielgewebe, an denen sich allergische
Reaktionen manifestieren (MALY et al., 1998). Der entscheidende Schritt bei der Ausbil-
dung der Typ-I-Allergie ist das Umschalten der Antikorperproduktion auf den Isotyp IgE
in aktivierten B-Lymphozyten (De VRIES et al., 1993).

Erstkontakt mit dem Antigen

Bei erstmaligem Kontakt wird ein Antigen von B-Zellen Giber membranstéandiges IgM er-
kannt. Daraufhin differenzieren sie unter Einflu@ wvon T-Helferzellen zu IgE-
sezernierenden Plasmazellen (ZHANG und MiLLs, 1994). Das IgE bindet an spezifische
hochaffine Fc-Rezeptoren auf der Oberflache von Mastzellen und basophilen Granulo-

zyten. Dadurch erhalten diese Zellen einen membrangebundenen Antigenrezeptor.

Zweitkontakt mit dem Antigen

Zellen mit membranstdndigem Antigenrezeptor binden bei Zweitkontakt das Antigen.
Durch die Kreuzvernetzung der Rezeptoren werden die Zellen aktiviert, die daraufhin Me-
diatoren (z.B. Histamin, Zytokine, Lipidmediatoren) freisetzen (DURHAM und STEPHEN,
1998). Diese Mediatoren sind die Ursache fur die klinische Symptomatik der allergischen
Reaktion, die bereits Sekunden nach Allergenkontakt einsetzen kann. An der Haut beste-
hen die Symptome hauptsachlich aus R6tung, Juckreiz und Odembildung. Zwei bis vier
Stunden nach dem Kontakt setzt die Spatphasenreaktion ein, die durch eine Gewebsinfil-
tration mit eosinophilen Granulozyten gekennzeichnet ist (ABBAS et al., 1997 ; DURHAM
und STEPHEN, 1998).



Typ 11-Reaktion: Antikoérper-abhangige Uberempfindlichkeitsreaktion vom zyto-

toxischen Typ
Die AuBerungen der humoralen zytotoxischen Immunreaktion werden durch Antikérper
vermittelt, deren Spezifitat sich gegen ein auf der Zelloberflache exprimiertes Antigen
richtet. Die Immunreaktion bendtigt die Bindung von Antikorpern an fixierte Antigene. Ist
das Antigen ein Autoantigen, dann richten sich die IgM- bzw. IgG-abhangigen Effektor-
mechanismen gegen Kkorpereigene Zielstrukturen — wie z.B. eigene Erythrozyten
(SUANKRATAY et al., 1999). Dabei konnen die Zielantigene auf Oberflachen oder im Ge-
webe lokalisiert sein. Der Isotyp des Antikdrpers bestimmt den Schweregrad und den Cha-
rakter der pathologischen Immunreaktion. Die verschiedenen Mechanismen der Ge-
websschédigung umfassen die komplementvermittelte Lyse antikérperbeladener Zielzel-
len, die Rekrutierung und Aktivierung von Entziindungszellen unter Beteiligung chemo-
taktischer und zellaktivierender Spaltprodukte (,,Anaphylatoxine®), die Phagozytose anti-
korperbeladener Zellen und die Antikorper-abhéngige zelluldre Zytotoxizitdt (LE
BOUTEILLER et al., 1976). Die Aktivierung der Leukozyten erfolgt durch die Bindung der
Antikorper an die Fc-Rezeptoren der Entzindungszellen. Die aktivierten Entziindungszel-
len setzen proinflammatorische und gewebsschadigende Faktoren frei (MINGARI et al.,
1995).

Typ I1-Reaktion: Immunkomplex-vermittelte Reaktionen

Diese Reaktionen beruhen auf frei im Blut zirkulierenden Immunkomplexen. Sie werden
sekundar in den Geféllwanden verschiedener Gewebe abgelagert und aktivieren dort Ef-
fektormechanismen. Diese Aktivierung fiihrt zu entzlindlichen Gefalveranderungen. Die
Ablagerung kann in allen Geweben auftreten, jedoch sind sie vermehrt in der Haut, in der
Niere und im Synovialgewebe anzutreffen. Die Typ IlI-Reaktion zeigt im Gegensatz zur
Typ I-Reaktion primér einen systemischen Verlauf (ABBAS et al., 1997).

Die GroRe der sich bildenden Immunkomplexe wird unter anderem von dem aktuellen
Verhiltnis von Antigen und Antikérper bestimmt. Bei Aquivalenz entstehen groRe Kom-
plexe, die von Makrophagen eliminiert werden. Sie verursachen keine Krankheitssympto-
me. Kleinere bis mittelgroRe Komplexe werden wesentlich langsamer eliminiert. Sie blei-
ben langer in Zirkulation, kénnen zwischen den Zellen des GefélRendothels auf die Basal-
membran gelangen, sich dort ablagern und eine Entzlindung verursachen. Einmal abgela-

gerte Komplexe kénnen durch ein Komplement wieder solubilisiert werden. Sowohl Typ I-
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als auch Typ II-Mechanismen beruhen auf der Bindung des Antikorpers an das spezifische

Antigen und aktivieren die gleichen Folgemechanismen (ROTHLEIN und Kim, 1983).

Typ IV-Reaktion: T-Zellvermittelte pathogene Reaktionen

-,,Uberempfindlichkeitsreaktion vom verzogerten Typ*;

Delayed Type of Hypersensitivity, DTH
Die typische DTH-Reaktion wird hauptséchlich von T-Helferzellen getragen, jedoch sind
auch zytotoxische T-Zellen daran beteiligt. Die T-Helferzellen rekrutieren und aktivieren
Makrophagen. Wahrend des Ablaufs der DTH sezernieren aktivierte T-Zellen unterschied-
liche Zytokine. So stimuliert IL-2 die Proliferation von antigenspezifischen T-Zellklonen
und von benachbarten nicht antigenspezifischen T-Zellen. IFNy bewirkt die funktionelle
Aktivierung der APC -besonders Makrophagen- und verstarkt sowohl die Expression von
MHC-Klasse 2-Molekilen als auch die Effektorphase der DTH (MATSUSHIMA und
STOHLMAN, 1991). Es kommt zu einem mononukledren Infiltrat (B-Lymphozyten, Makro-
phagen). Auch dieser Allergietyp kann sich gegen korpereigene oder korperfremde Struk-

turen richten.

Eine Reihe von Erkrankungen wird durch Antigenkontakt tber die Haut ausgeldst (Kon-
taktdermatitis). Hautreaktionen werden oft durch Fremdmaterial wie Medikamente oder
Kosmetika verursacht (BARBAUD, 2000). Die Reaktion resultiert in ein mononukleéres
Zellinfiltrat (H6hepunkt 12-15 Stunden nach Antigenkontakt) und fiihrt zu einem Odem
der Epidermis mit Blaschenbildung (KRAWIEC und GAAFAR, 1975).

Bei der kutanen basophilen Uberempfindlichkeit -auch Jones-Mote-Reaktion genannt-
werden zwei Phasen unterschieden:

In der 1. Phase wird bei der Immunisierung tber die Haut primér eine T-zellabhéngige
Reaktion induziert. Parallel wird die Bildung antigen-spezifischer IgE-Molekile eingelei-
tet.

In der 2. Phase kommt es bei erneutem Allergenkontakt Giber die Haut zum Bild einer anti-
korpervermittelten Reaktion vom Sofort-Typ. An der Antigen-Kontaktstelle bildet sich ein
Infiltrat aus basophilen Granulozyten, die mit antigenspezifischem IgE beladen wurden.
Beim Zweitkontakt mit dem Antigen werden die basophilen Granulozyten ber ihr mem-

bransténdiges IgE aktiviert und l6sen eine Typ I-Reaktion aus (JACYSYN et al., 2001).
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2.4 Immunglobuline

Immunglobuline erfiillen wahrend Uberempfindlichkeitsreaktionen die Funktion der
Fremdstrukturerkennung. Alle Immunglobuline besitzen eine gemeinsame Kernstruktur,
die sich aus zwei identischen leichten Ketten (~ 24 kD) und zwei identischen schweren
Ketten (~55-70 kD) zusammensetzt. Je eine leichte Kette ist mit einer schweren Kette ver-
bunden, wahrend die beiden schweren Ketten miteinander gekoppelt sind. Beide Ketten
besitzen eine Sequenz sich wiederholender Aminosduren, die die Immunglobulin-Domaéne
bilden. Alle Molekdle, die solch ein Motiv besitzen, werden zur 1g-Superfamilie gerechnet
(ABBAS et al., 1997).

Die Antikorperklassen werden in Isotypen untergliedert. Humane Immunglobulinklassen
tragen folgende Bezeichnungen: IgA, IgD, IgE, 1gG und IgM. Méuse besitzen die gleichen
Isotypen wie Menschen, jedoch wird 1gG in 1gGi-, 19G2.-, 1gGap- und 1gGs-Subklassen
unterteilt (STRYER, 1985).

Chemische Substanzen, die bei der spezischen Antikérperbindung vom Immunsystem er-
kannt werden, werden als Antigene bezeichnet. Wéhrend letztlich nahezu alle Molekile
die Bildung von Antikdrpern induzieren kénnen, aktivieren nur Makromolekiile die Lym-
phozyten direkt. Haptene sind kleine Molekiile, die zuerst an ein Protein gebunden werden
mussen, um eine immunologische Antwort zu induzieren (SEMAN et al., 1982). Normaler-
weise sind Makromolekiile sehr viel groRer als die Antigen-Bindungsstelle der Antikorper.
Deshalb bindet der Antikdrper nur an eine spezifische Stelle (Epitop oder Determinante)
des Antigens. Ein Antigen kann somit als eine exogene Determinante angesehen werden,
die an ein Makromolekl bindet (KELLER, 1987).
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2.5 Passive Sensibilisierung

1921 wurde in einem Versuch von PRAUSNITZ und KUSTNER die Bedeutung von Blutserum
auf die Uberempfindlichkeitsreaktion gegeniiber einem Antigen gezeigt. Die Injektion des
Serums von H. KUSTNER, der auf Fisch allergisch reagierte, 16ste bei C. PRAUSNITZ eine
allergische Reaktion aus, wenn Fischantigen in die sensibilisierte Gegend injiziert wurde
(PRAUSNITZ und KUSTNER, 1921). Dies war der erste Hinweis, dass eine Substanz inner-
halb des Blutserums fiir den Transfer der Uberempfindlichkeit verantwortlich ist. Die pas-
sive Sensibilisierung, hervorgerufen durch die Ubertragung von Blutserum von Allergi-
kern, wurde 1967 auf ein In-vitro-Modell Ubertragen (LEVY et al., 1967). In diesen Versu-
chen wurden naive Zellen durch die Inkubation mit Serum von Allergikern passiv sensibi-
lisiert. LEwy (1967) verwendete bronchiale, glatte Muskelzellen, die als Reaktion auf die
passive Sensibilisierung und anschliefende Behandlung mit dem spezifischen Antigen
Histamin freisetzten. Darlber hinaus kam es als Folge der passiven Sensibilisierung zur
Kontraktion der glatten Muskelzellen. Anstelle des Blutserums wurden von anderen Ar-
beitsgruppen auch reine Antigen-Immunglobulin-Komplexe fur die passive Sensibilisie-
rung verwendet. Makrophagen reagierten auf die Behandlung mit DNP/IgE-Komplexen

mit der Aktivierung der induzierbaren Stickstoffmonoxidsynthase (BAYON et al., 1998).

2.6 Zielsetzung der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit sollten weitere Aspekte der Beteiligung epidermaler Keratino-

zyten an der immunologischen Reaktion untersucht werden. Obwohl die Haut relativ ein-

fach aufgebaut ist, ist sie ein hochkomplexes, heterogenes Organ, welches neben Keratino-

zyten und Melanozyten weitere Zellpopulationen enthalt, die aus dem Knochenmark

stammen. Diese Zellen sind unter anderem an der Induktion der kutanen Immunantwort

beteiligt, die vorwiegend nach NossAL (1987) von drei wesentlichen Faktoren abhangt:
Vorhandensein von akzessorischen Zellen, deren Aufgabe es ist, Antigene aufzuneh-
men, zu verarbeiten und Proteinfragmente dem Lymphozytensystem zu prasentieren.
Sie sind als antigenprésentierende Zellen (APC) bekannt (STEINMANN et al., 1995).
T-Zellen, die in der Lage sind, auf prasentierte Antigensignale mit gesteigerter Prolife-
ration zu reagieren (WELTZIEN et al., 1996).
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Zytokine, die Signale fur die Proliferationssteigerung von T-Zellen darstellen oder die

Freisetzung dieser Botenstoffe bewirken kénnen (DONG et al., 1999).

Seit 1990 war bekannt, dass Keratinozyten als Reaktion auf die Behandlung mit sensibili-
sierenden Substanzen eine Vielzahl von Zytkinen freisetzen kénnen (Mc. KENZzIE et al.
1990). Vor allem Antigene (Kontaktallergene), die tber die Haut aufgenommen werden,
rufen Reaktionen in Keratinozyten hervor. Dabei treten die epithelialen Keratinozyten als
erster Zelltyp in Kontakt mit dem Antigen. In der vorliegenden Arbeit sollte die Funktion
von vorher sensibilisierten Keratinozyten untersucht werden. In Arbeiten von BECHEREL et
al. (1994) reagierten Keratinozyten auf Inkubation mit IgE/Anti-IgE-Komplexen mit der
Freisetzung von NO und TNFa. Im Gegensatz zu diesen Untersuchungen sollte in eigenen
Versuchen anstelle des reinen IgE ein Gemisch aus Immunglobulinen zur passiven Sensi-
bilisierung von Keratinozyten verwendet werden, um eine Situation zu simulieren, die an
In-vivo-Bedingungen angepalit ist. Das verwendete Plasma stammte aus Mausen, die gegen
TDI sensibilisiert wurden. DEARMAN und KIMBER (1991) fanden in Plasma, das unter ver-
gleichbaren Bedingungen gewonnen wurde, die Antikorper: IgE, 1gG1, 19gG2a, 1gG2b,
1gG3. Es sollte untersucht werden, welche Mediatoren als Reaktion der passiven Sensibili-

sierung mit Mduseplasma von Keratinozyten freigesetzt werden.

Eine weitere Fragestellung beschaftigte sich mit dem mdoglichen EinfluR von aus Keratino-
zyten freigesetzten Mediatoren auf Endothelzellen wahrend immunologischer Reaktionen.
Dazu wurden Endothelzellen mit dem Uberstand von passiv sensibilisierten Keratinozyten
behandelt. Als mogliche Reaktionen der Endothelzellen wurde deren Proliferationsaktivitét

und die Expression von Adhasionsmolekilen untersucht.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Reagenzien und Gerate

Im folgenden werden tabellarisch Reagenzien und Gerate aufgelistet.

3.1.1 Zellkulturmedien

RPMI 1640 — Kulturmedium (Biochrom, Berlin)
Zusammensetzung (Angaben in mg/ml)

NaCl 6000 L-Methionin 15
KCI 400 L-Phenylalanin 15
Na,HPO, - 7H,0 1512 L-Prolin 20
MgSO, - 7H,0 100 L-Serin 30
Ca(NOs), [14H,0 100 L-Threonin 20
D-Glucose 2000 L-Tryptophan 5
Phenolrot 5 L-Tyrosin 20
NaHCO; 2000 L-Valin 20
L-Arginin 200 Glutathion 1
L-Asparagin 50 Biotin 0,2
L-Asparaginsaure 20 Vitamin By, 0,005
L-Cystein 50 D-Ca-Panthothenat 0,25
L-Glutamin 300 Cholinchlorid 3
L-Glutaminsdure 20 Folsdure 1
Glycin 10 Myoinositol 35
L-Histidin 15 Nicotinamid 1
L-Hydroxyprolin 20 p-Aminobenzoesdure 1
L-Isoleucin 50 Pyridoxol - HCI 1
L-Leucin 50 Riboflavin 0,2
L-Lysin - HCI 40 Thiamin - HCI 1
Dulbecco’s Minimal Essential Medium (DMEM) (Biochrom, Berlin)
Zusammensetzung (Angaben in mg/l)
NaCl 6400 L-Methionin 30
KCI 400 L-Phenylalanin 66
NaH,PO, 124 L-Threonin 95
MgSQO, - 7TH,0 200 L-Tryptophan 16
D-Glucose 1000 L-Tyrosin 72
Phenolrot 15 L-Valin 94
NaHCO; 3700 Glycin 30
Na-Pyruvat 110 L-Serin 42
Fe,(NOs) - 9H,0 0,1 Cholinchlorid 4
CaCl, 200 Folsaure 4
L-Arginin - HCI 84 Myoinositol 7,2
L-Cystein 48 Nicotinamid 4
L-Glutamin 580 D-Ca-Pantothenat 4
L-Histidin - HCI - H,O 42 Pyridoxal - HCI 4
L-Isoleucin 105 Riboflavin 0,4
L-Leucin 105 Thiamin 4
L-Lysin- HCL 146
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Ansetzen des Endothelzell-Kulturmedium

Dem DMEM-Basismedium wurden 2 mmol/l Glutamin, 5 pumol/l 3-Mercaptoethanol, 1

mmol/l Natriumpyruvat, 1% nicht-essentielle Aminosauren und 10% fotales Kalberserum

zugeflgt.

3.1.2 Chemikalien

[3-Mercaptoethanol

Accutase™

Aceton

Benzylpenicillin
Blockierungslésung

DMSO (Dimethylsulfoxid)
DNP-BSA Komplex

EDTA (Versen) 1%

Fotales Kalberserum

Freundsches Adjuvans

Glutamin

H3PO,

Heparin Natriumsalz

IL-4

KCI

KH,PO,

LPS from Escherichia coli (Serotype 0111:B8)
LPS from Salmonella abortus equi
LPS from Salmonella typhimurium
N-(1-Naphtyl)-Ethylendiamin
Na;HPO,

NaCl

NaNOz

Natriumnitroprussid [2H,0O
Natriumpyruvat

Nicht-essentielle Aminosauren
Streptomycinsulfat

Sulfanilamid

TDI

Tesafilm”

Trypsin/EDTA (0,05%/0,02%)
Veet”

Waschldsung

DNA-Ladder

Chloroform

Isopropanol

Ethanol
Tris(hydroxylmethyl)-aminomethan
Borsaure

Merck, Darmstadt

PAA, Colbe

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Amersham, Braunschweig

Merck, Darmstadt

Molecular Probes, Leiden, NL
Biochrom, Berlin

Biochrom, Berlin

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Biochrom, Berlin

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

R&D, Wiesbaden

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Riedel de Haen AG, Hannover
c.c.pro, Neustadt

c.c.pro, Neustadt

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Beiersdorf, Hamburg

Biochrom, Berlin

Reckitt & Colman, Hamburg
Amersham, Braunschweig

Gibco BRL, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Baker, GroR-Gerau

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
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EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)
Tetramethylbenzidin + H,0,
Schwefelsdure

RNase-Inhibitor

DEPC (Diethylpyrocarbonat)
Reaktionsmix (zweifach konzentriert)
RT-Tag-Polymerase

Freundsches Adjuvans

3.1.3 Antikorper

anti CD23: Rat Anti Mouse CD23: FITC markiert

Isotypkontrolle: 19G2a: FITC markiert
anti DNP-IgE, monoclonal, Clone SPE-7
F(ab”)2 Goat anti mouse IgG: FITC

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen

Baker, GroR-Gerau

Perkin-Elmer, Norwalk USA

Roth, Karlsruhe

Gibco BRL, Karlsruhe

In-vitro-gen, Groningen, NL
Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen

Serotec, Eching
Serotec, Eching
Sigma, Deisenhofen
Serotec, Eching

anti VCAM-1: Rat Anti MouseVCAM-1: FITC markiert Chemicon, Hofheim

3.1.4 Gerate

Personal Cycler

Agagel Mini

Electrophoresis Power Suply
Transluminator T1 1
Labsystems Fluoroskan Il
heim

MRX Microtiterplate reader
Kutimeter Art.-Nr. 7309
Lamina Flow TL 2448
Trockenschrank UM 100-800
CO,-Inkubator Nuaire NU 4500E
Mikroskop Zeiss Axiovert 25
Zentrifuge Eppendorf 5804 R
DurchfluRzytometer

3.1.5 Kunststoffmaterial

25cm? Kulturflaschen(Schréaghals, Filterdeckel)

96-well Kulturplatte
CRYO-Ro6hrchen 1 ml

96-well-Zellkulturplatten (fir den Einsatz von
fluoreszenzmarkierter Antikorper geeignet)

Zellschaber

Biometra, Gottingen

Biometra, Gottingen

Gibco BRL, Karlsruhe

Biometra, Gottingen

Flow Laboratories GmbH, Mecken-

Dynatech Laboratories,
Mitutoyo, Neuss
Kendro, Hamburg
Memmert, Schwabach
Zapf Instruments, Sarstedt
Omnilab, Gerden
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Greiner, Frickenhausen
Greiner, Frickenhausen
Greiner, Frickenhausen

Costar, Bodenheim
Costar, Bodenheim
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3.1.6 Pufferlésungen

Im folgenden wird die Herstellung der verwendeten Pufferldsungen beschrieben.

3.1.6.1 PBS-Puffer (phosphate-buffered-saline), 0,01 mol/l, pH 7,4

Wurde der Puffer als Waschpuffer in der Zellkultur verwandt, dann wurden vor dem An-

setzen der Losung alle Glasgeréte fiir 2 Stunden bei 200 °C sterilisiert.

Zur Herstellung des Puffers wurden 8,0 g NaCl, 0,2 g KCI, 0,2 g KH,PO,4 und 1,15 g
Na,HPO, in 1 Liter destilliertem Wasser gel6st (pH 7,4). Zu diesem Puffer wurden 125 mg
Dihydrostreptomycinsulfat und 600 mg Benzylpenicillin hinzugefiigt. Vor Verwendung als

Waschlosung in der Zellkultur wurde der Puffer autoklaviert.

3.1.6.2 TBE-Puffer (10x)

Zur Herstellung des TBE-Puffers wurden 1 mol/l Tris, 0,9 mol/l Borséure und 0,01 mol/Il
EDTA in destilliertem Wasser gemischt.

3.1.6.3 MIF-Puffer (Membranimmunofluoreszenzpuffer zum Waschen und Verdinnen
der Proben)

Zur Herstellung des Puffers wurden 5 g BSA und 0,1 g NaNs in 1 | PBS (pH 7,4) gel0st.

3.1.6.4 Trypanblau-L6sung

Zur Herstellung der Losung wurden 40 mg Trypanblau in 10 ml Aqua. dest. gelost. Danach
wurde die L6sung in 100 pl Alliquots aufgeteilt.
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3.2 Kultur von Zellinien

Die Versuche wurden mit murinen Zellinien durchgefiihrt, deren Kultivierung im folgen-

den kurz beschrieben werden.

3.2.1 Kultivierung von murine Keratinozyten, MSC-P5 (Cell Line Service, Heidel-
berg)

Bei MSC-P5-Zellen handelt es sich um Keratinozyten, die durch Transfektion mit dem

Sarcoma Virus zu Tumorzellen transformiert wurden (WoobDs et al., 1973).

Das Medium von subkonfluent bewachsenen 25 cm? Kulturflaschen wurde abgesaugt. An-
schlielend wurden die Zellen mit 5 ml sterilem PBS-Puffer gewaschen. Im ndchsten
Schritt erfolgte eine Inkubation mit 2 ml EDTA-LGsung fur eine Minute bei Raumtempe-
ratur. Nach Entfernen der Lésung wurden 1,5 ml Trypsin/EDTA-LGAsung in die Flaschen
pipettiert und fir 15 Minuten im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Die CO,-Konzentration
im Brutschrank betrug 5 %. Die Zellsuspension wurde in Reagenzgléser tberfihrt und bei
1000 g fur 10 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und das Zell-
pellet in 1 ml RPMI 1640-Medium (10 % fotales Kélberserum) resuspendiert. Bei der
Routineumsetzung von MSC-P5-Zellen wurden 10 ml RPMI-Medium (10 % fotales Kal-
berserum) zugefugt. Pro 25 cm? Kulturflasche wurden 5 ml Zellsuspension ausgesat. Zwei
Stunden nach der Aussaat wurde der erste Mediumwechsel durchgefiihrt. Dazu wurde das
alte Medium abgesaugt, die Flaschen mit 5 ml PBS-Puffer gewaschen und 5 ml neues Me-

dium mit 10 % Kalberserum hinzugefugt.

Fur Versuche, in denen Oberflachenmolekiile von Keratinozyten mit fluoreszenzmarkier-
ten Antikorpern nachgewiesen oder Zytokine in Zellkulturiberstand gemessen werden

sollten, muRten die Zellen in 96-well Kulturplatten ausgesat werden.

Nach dem Abzentrifugieren der abgeldsten Zellen aus 25 cm? Kulturflaschen wurde das
Pellet in RPMI 1640 Medium (mit 10% fotalem Kaélberserum) resuspendiert. 50 ul der
Zellsuspension wurden in 100 pl Trypanblauldsung pipettiert und in einer Neubauer-
Zahlkammer ausgezahlt. Nach der Bestimmung der Gesamtzellzahl wurde die Suspension
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auf eine Dichte von 200000 Zellen/ml RPMI 1640 (mit 10% Kalberserum) eingestellt und

in 96-well Kulturplatten ausgest.

Alle drei Monate wurden Keratinozyten eingefroren, um im Falle einer Kontamination der
Zellen keimfreie Zellen aussden zu kdnnen. Dazu wurde das alte Medium von subkonflu-
ent bewachsenen 25 cm? Kulturflaschen abgesaugt. AnschlieBend wurden die Zellen mit 5
ml sterilem PBS-Puffer gewaschen. Im ndchsten Schritt erfolgt eine Inkubation mit 2 ml
EDTA-Lo6sung fir eine Minute bei Raumtemperatur. Nach Entfernen der Losung wurden
1,5 ml Trypsin/EDTA-LGsung in die Flaschen pipettiert und fur 15 Minuten im Brut-
schrank bei 37°C und 5 % CO; inkubiert. Die Zellsuspension wurde in Reagenzglaser
tberfithrt und bei 1000 g fir 10 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde de-
kantiert. Das Pellet wurde in 1 ml in RPMI 1640-Medium mit 10 % DMSO resuspendiert
und in Cryo-Rohrchen bei -180°C gelagert.

3.2.2 Kultivierung von b.End3-Zellen, murine Endothelzellen (European Collection
of Cell Cultures, Salisbury, UK)

Die Transfektion der Zellen mit Polyoma-Virus (SV129) flhrte zur Bildung der Zell-Linie.
Durch Inkubation mit inflammatorischen Zytokinen konnen die Adhé&sionsmolekile
ICAM-1 und VCAM-1 induziert werden (Mc HALE et al., 1999).

Das Medium von subkonfluent bewachsenen 25 cm? Kulturflaschen wurde abgesaugt. An-
schlieRend wurden die Zellen mit 5 ml sterilem PBS-Puffer gewaschen. Nach Entfernen
der Losung wurden 1,5 ml Trypsin/EDTA-LOsung in die Flaschen pipettiert und fur 15
Minuten im Brutschrank bei 37°C und 5 % CO, inkubiert. Die Zellsuspension wurde in
Reagenzglaser uberfithrt und bei 150 g fiir 10 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Der Uber-
stand wurde dekantiert und das Zellpellet in 1 ml Endothelzell-Kultur-Medium resuspen-
diert. Fir die routineméaliige Umsetzung wurde die Zellsuspension in 15 ml Kulturmedium
verdinnt. Pro 25 cm? Kulturflasche wurden 5 ml Zellsuspension ausgesat. Zwei Stunden
nach der Aussaat wurde der erste Mediumwechsel durchgefuhrt. Dazu wurde das alte Me-
dium abgesaugt, die Flaschen mit 5 ml PBS-Puffer gewaschen und 5 ml neues Medium mit

10 % Kalberserum hinzugefigt.
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Fur Versuche, in denen Oberflachenmolekile von Endothelzellen mit fluoreszenzmarkier-
ten Antikdrpern nachgewiesen oder die Zellproliferation gemessen werden sollten, wurden

die Zellen in 96-well Kulturplatten ausgesat.

Nach dem Abzentrifugieren der abgelosten Zellen aus 25 cm? Kulturflaschen wurde das
Pellet in Kulturmedium resuspendiert. 50 pl der Zellsuspension wurden in 100 pl Trypan-
blaulésung pipettiert und in einer Neubauer-Z&hlkammer ausgezahlt. Nach der Bestim-
mung der Gesamtzellzahl wurde die Suspension auf eine Dichte von 200000 Zellen/ ml
Endothelzell-Kulturmedium eingestellt.

Alle drei Monate wurden Keratinozyten eingefroren, um im Falle einer Kontamination der
verwendeten Zellen keimfreie Zellen aussaen zu kénnen. Dazu wurde das alte Medium von
subkonfluent bewachsenen 25 cm? Kulturflaschen abgesaugt. Anschlielend wurden die
Zellen mit 5 ml sterilem PBS-Puffer gewaschen. Nach Entfernen der Losung wurde 1,5 ml
Trypsin/EDTA-LOsung in die Flaschen pipettiert und fir 15 Minuten im Brutschrank bei
37°C und 5 % CO; inkubiert. Die Zellsuspension wurde in Reagenzglaser tberfihrt und
bei 150 g fiir 10 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert. Das Pellet
wurde in Endothelzell-Kulturmedium mit 10 % DMSO resuspendiert und in Cryo-
Rohrchen bei -180°C gelagert.

3.2.3 Nachweis von Mykoplasmenfreiheit in Zellkulturiberstanden

Da die Anwesenheit von Mykoplasmen in Zellkulturen die Versuche stéren konnte, wur-
den in regelmaRigen Abstanden Analysen des Zellkulturliberstandes mit einem Mykoplas-
men-Detektionskit (VenorGeM®, Biochrom, Berlin) durchgefihrt.

Rehydratation der Primer/Nukleotide und der Positivkontrolle mit sterilem deionisiertem

Wasser laut Herstellerprotokoll.

Zur Probenvorbereitung wurden 100 pl Zellkulturiiberstand in ein steriles Reaktionsgefal3
uberfiihrt und anschlieend 5 Minuten auf 95°C erhitzt. Die Zelltrimmer wurden abzentri-
fugiert (5 Sekunden., 13000 Umdrehungen/min.). Von der Lésung wurden 2 pl in den
PCR-Test.
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Fur den PCR-Reaktionsmix wurden je Test 5 pl 10x PCR Reaktionspuffer, 10 pl Pri-
mer/Nukleotid sowie 1 U Tag DNA Polymerase gemischt und auf 48 ul mit deionisiertem
Wasser aufgefillt. Zu je 48 pl PCR-Reaktionsmix wurden entweder 2 ul PCR-Proben, 2 pl
Positivkontrolle oder 2 ul steriles, deionisiertes Wasser als Negativkontrolle hinzugefigt.

PCR-Thermocycler-Programm:

Im ersten Zyklus wurden die Proben fur je zwei Minuten auf 94°C, 55°C und 72°C erhitzt.
AnschlieRend folgten 34 Zyklen in denen die Proben 30 Sekunden auf 94°C, 60 Sekunden
auf 55°C und 60 Sekunden auf 72°C erhitzt wurden. Nach dem letzten Zyklus wurden die
Proben vier Minuten auf 72°C erhitzt und anschlieRend auf 4 bis 8 °C abgekdhlt.

Herstellung des Agarosegels:

Fur ein Agarosegel wurden 1,5 g Agarose in 100 ml TBE-Puffer gegeben. AnschlieRend
wurden 4 pl Ethidiumbromid hinzugeflgt. Die Agarose-TBE-L6sung wurde aufgekocht
und in die vorbereitete Gelkammer gegossen. Nach ca. 20 Minuten war das Gel ausgehér-
tet. Das Gel wurde in der Elektrophoresekammer vollstandig mit TBE-Puffer (1x) Ubergos-
sen. Ein Probenvolumen von je 20 pl wurde in die Auftragetaschen pipettiert. Bei einer
angelegten Stromstérke von 100 mA wurden die DNA-Proben ca. 45 Minuten getrennt.

Unter UV-Licht konnten die DNA-Banden sichtbar gemacht werden.

- -—
Std Pos Neg MSC-P5

Abbildung 1: Nachweis der Mykoplasmenfreiheit vom 4.10.2000 (Std = DNA-Ladder, Pos = posti-
ve Kontrolle, Neg = negative Kontrolle, MSC-P5 = Uberstand der verwendeten Keratinozyten)
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Abbildung 2: Nachweis der Mykoplasmenfreiheit vom 26.04.2001 (Std = DNA-Ladder, Pos = po-
stive Kontrolle, Neg = negative Kontrolle, MSC-P5 = Uberstand der verwendeten Keratinozyten)

Es war keine DNA-Bande auf der Hohe der Positivkontrolle zu erkennen (Abb. 1 u. 2).

Daher wurde von mykoplasmenfreien MSC-P5-Zellkulturen ausgegangen.

3.2.4 Bestimmung der Zellvitalitat

Die Untersuchung wurde mit CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation
(Promega, Mannheim) durchgefiihrt. Da zytotoxische Effekte die Versuchsergebnisse be-
einflusst hatten, sollte wahrend den Untersuchungen die Zellvitalitét nicht absinken. Daher

wurde parallel zu den Versuchen jeweils die Vitalitat der Zellen bestimmt.

Tetrazoliumsalze werden oft fur die Detektion von Enzymaktivitaten verwendet, bei der
Reduktionséquivalente gebildet werden. Gelbes, wasserlosliches Tetrazoliumsalz wird
durch Reduktion zu einem wasserunldslichen blau/violetten Formazan umgesetzt. Vitale
Zellen setzen wahrend dieses Tests das Tetrazoliumsalz [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium] zu violettem Formazan um.
Fur die Umwandlung ist die Aktivitat der Dehydrogenase, die NADPH oder NADH bildet,
essentiell (BERRIDGE und TAN, 1993).

Pro Kavitat wurden 20 ul der CellTiter 96® AQueous One Solution zu 100 pl Zellkultur-

uberstand gegeben. Nach einer Inkubationszeit von einer Stunde bei 37°C im Brutschrank

wurde die Extinktion bei einer Wellenldnge von 490 nm gemessen.

23



3.2.5 Kalibrierung der Formazanbildung mit der Zellzahl

Um die Extinktion der Vitalitditsmessungen auf eine Zellzahl beziehen zu kénnen, mul}

eine Kalibrierungsreihe der MSC-P5-Zellen angelegt werden.

Die Zellsuspension wurde auf eine Dichte von 40000 Zellen/cm? eingestellt. Diese Zell-
suspension wurde in Verdinnungen von 10, 20, 30, 50, 100 und 200 pl ad 200 ul Zellme-
dium in eine Mikrotiterkulturplatte ausgesat. Nach 24 h wurden die Zellen entweder mit
Trypsin abgeldst und die Zellzahl mit einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt oder die Vi-
talitat der Zellen mit der Cell-Titer-Methode gemessen. Die Ergebnisse sind als Mittelwert
+ Standardabweichung von jeweils sechs unterschiedlichen Messungen dargestellt (Abb.
3).

Extinktion [490 nm]
5 8 8 8 8 8 8 8

y=0.0025¢+ 83173
R=09929

.
.
%
.
,

Zellen/nell

Abbildung 3: Messung der Vitaltitat in Abhangigkeit der eingesetzten Zellzahl. Angabe von Mittel-
wert + Standardabweichung von sechs einzelnen Messungen.

Mit Hilfe der Kalibrierungsgleichung y = 0,0025 x + 83,173 kann die Extinktion der Vita-

litdtsmessung einer Zellzahl zugeordnet werden.
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3.2.6 Bestimmung der Wachstumskurve der MSC-P5-Zellen und bend.3-Zellen

Das Wachstum von Zellkulturen I&Rt sich in drei Phasen unterteilen. Nach dem Aussden
beginnt die Adaptionsphase (lag-Phase), in der sich die Zellen nach der Umsetzung an die
neuen Bedingungen gewohnen mussen. Diese Phase ist durch eine geringe Proliferations-
aktivitat der Zellen gekennzeichnet. Unter glinstigen Wachstumsbedingungen vermehren
sich dann die Zellen sehr schnell. Diese Phase wird exponentielle Wachstumsphase oder
log-Phase genannt. Die anschlieRende stationdre Phase wird durch Erschopfung der Nah-
rungsquellen, Akkumulation giftiger Stoffwechselprodukte oder zu hoher Zelldichte ein-
geleitet (KLEINIG und SITTE, 1992). Zellversuche sollten wahrend der log-Phase durchge-

fuhrt wurden.

Die MSC-P5-Zellen wurden in einer Dichte von 40000 Zellen/cm? in einer 96-well-
Mikrotiterplatte ausgesat. Die Zelldichte der bend.3-Zellen betrug wahrend der Aussaat
80000 Zellen / cm2. Nach 2, 24, 48, 72 und 144 h wurde die Zellzahl mit der Cell-Titer-
Methode bestimmt. Dabei wurden je 100 pl Zellmedium 10 pl Farbldsung zugefugt. Nach
einer Inkubationszeit von 60 Minuten bei 37°C wurde der Uberstand in eine neue 96-well-
Mikrotiterplatte Uberfuhrt und die Extinktion bei einer Wellenlange von 450 nm bestimmt.
Die Extinktionen wurden mit der vorab ermittelten Kalibrierungsgleichung auf die Zellzahl

umgerechnet (vgl. 3.2.5)
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Abbildung 4: Zellzahl (MSC-P5-Zellen) in Abhangigkeit der Zeit nach der Aussaat. Angabe von
Mittelwert + Standardabweichung von sechs einzelnen Messungen.

Fir MSC-P5-Zellen endete die Adaptionsphase (lag-Phase) 24 Stunden nach der Aussaat.
Danach begann die log-Phase, die sich tber 48 Stunden erstreckte. Die anschlie}ende sta-
tiondre Phase war nur durch einen leichten Anstieg der Zellzahl gekennzeichnet (Abb. 4).
Fur die weiteren Versuche ergab sich daraus die Forderung, dass die Zugabe von Substan-

zen 24 Stunden nach der Aussaat der MSC-P5-Zellen beginnen sollte.
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Abbildung 5: Zellzahl (bend.3-Zellen) in Abhangigkeit der Zeit nach der Aussaat. Angabe von
Mittelwert + Standardabweichung von sechs einzelnen Messungen.

Die Versuche mit bend.3-Zellen mussten innerhalb von 48 Stunden durchgefiihrt werden,
da schon binnen zwei Stunden nach der Aussaat der bend.3-Zellen eine vermehrte Tei-
lungsaktivitat der Endothelzellen einsetzte (Abb. 5). Die stationdre Wachstumsphase be-

gann 48 Stunden nach der Aussaat.
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3.3 Nachweismethoden fur Zytokine, Rezeptoren und Membranpro-

teine

Im folgenden werden Methoden beschrieben um Mediatoren, die von passiv sensibilisier-
ten Keratinozyten gebildet werden, intrazellulér und im Zellkulturiiberstand nachzuweisen.
Desweiteren werden die angewandten Methoden beschrieben, um Membranproteine nach-

Zuweisen.

Tabelle 1: Auflistung der angewendeten Nachweismethoden

Methode Nachweis von:
Griess-Test NO

RT-PCR FceRl, FceRIl, TNFa
Zytokin-ELISA IL-1(3, IL-10
FITC-markierte Antikorper |FceRIl, VCAM-1, FcyR
TNFa-DuoSet TNFa
DurchfluBzytometer FceRll

3.3.1 Stickstoffmonoxid-Bestimmung

Die Reaktion der Keratinozyten auf die passive Sensibilisierung wurde anhand der Freiset-
zung von Stickstoffmonoxid untersucht. Der Nachweis wurde mit dem kolorimetrischen
Griess-Test durchgefuhrt. Da NO nur eine Halbwertzeit von wenigen Sekunden besitzt und
in wéssriger Losung eine stabile Nitritldsung bildet, wurde zur Bestimmung von Stick-
stoffmonoxid der Nitrit-Gehalt gemessen. Mit Sulfanilsdure bildet Nitrit Diabenzolsulfon-

séure, die mit a-Naphthylamin zu einem rotem Farbstoff komplexiert.

50 pl Griess-Reagenz 1 (1% Sulfanilamid in H3PO,4 5 %) und 50 pl Griess-Reagenz 2 (0,1
% Naphthylethylendiamin in Aqua dest.) wurden nacheinander in die Kulturplatte zu 100
pl Zelluberstand pipettiert. Nach 10 Minuten Inkubationszeit bei Raumtemperatur erfolgte

die Messung bei einer Wellenlédnge von 570 nm.
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3.3.1.1 Kalibrierung des Griess-Tests

Fir die Kalibrierung der Messung wurde anstelle von 100 ul Zellkulturiiberstand Natrium-
nitritlosung (NaNO,) verwendet. Die eingesetzten Verdlinnungen waren: 0 / 0,156 / 0,3125
/0,625/1,25/2,5/5 und 10 nmol/l RPMI 1640-Medium (10 % fotales Kalberserum).

45 -
355
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20

157 y=3,4719x + 4,7701

R%?=0,9972

Extinktion (570 nm) - Blank

10 A

0 2 4 6 8 10 12
NaNO, [nmol/l]

Abbildung 6: Kalibrierung des Griess-Tests mit NaNO,. Angabe von Mittelwert + Standardabwei-
chung von sechs einzelnen Messungen.

Zur Berechnung der absoluten NO, Konzentration aus der Extinktion bei einer Wellenlan-
ge von 570 nm wurde die Formel: y = 3,471 x + 4,7701 verwendet (Abb. 6).

3.3.2 Freisetzung von Stickstoffmonoxid durch MSC-P5-Zellen

Stickstoffmonoxid wurde als erster Parameter herangezogen, um die Reaktion von Kerati-
nozyten in Folge einer passiven Sensibilisierung zu messen. Zundchst mulite jedoch die
Fahigkeit der MSC-P5-Zellen zur Bildung und Freisetzung von NO durch bekannte Sti-

mulantien (Lipopolysaccharide und Natriumnitroprussid) nachgewiesen werden.
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3.3.2.1 Behandlung von MSC-P5-Zellen mit LPS (Lipopolysacchariden)

Die MSC-P5-Zellen wurden in eine 96-well-Mikrotiterkulturplatte in einer Dichte von
80000 Zellen/cm? ausgesét. Nach 24 Stunden wurde das alte Kulturmedium entfernt und
anschlies-send Medium, welches LPS verschiedener Species enthielt, den Zellen zugefugt.
Die jeweilige Konzentration der eingesetzten Lipopolysaccharide betrug 100 pg/ml serum-
haltiges RPMI 1640-Medium. Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden wurde die Stick-

stoffmonoxidmenge mittels Griess-Test bestimmt.

NO [nmol/l]

o = N
o ok 00N O
1 | | | | |

Kontr. LPS E.coli LPS S. a. eq. LPS S. typh.
LPS [100 pg/ml]

Abbildung 7: LPS-induzierte NO-Bildung bei Keratinozyten (MSC-P5). Bestimmung der NO-
Konzentration mittels Griess-Test. LPS E.coli = LPS Escherichia coli, LPS S. a. eq. = LPS Salmo-
nella abortus equi, LPS S. typh. = LPS Salmonella typhimurium. Angabe von Mittelwert + Stan-
dardabweichung aus sieben einzelnen Versuchen. * = p<0,05 (Mann-Whitney-Test) im Vergleich
zur Kontrolle.

Wahrend in der unbehandelten Kontrollgruppe ein NO-Wert von 1,4 (£ 0,54) nmol/l ge-
messen wurde, konnte dieser Wert durch die VVorbehandlung der Keratinozyten mit LPS
deutlich gesteigert werden. Eine Behandlung der Zellen mit LPS von E.coli und S. a. eq.
fihrten zu einer NO-Bildung von 3,8 (+ 0,81) bzw 3,9 (x 0,75) nmol/l. LPS von S. typh.
hatte einen abgeschwéchten Effekt (3,3 (x 0,50) nmol/l). Die Ergebnisse zeigen, dass Ke-
ratinozyten zur Freisetzung von NO stimuliert werden kdnnen (Abb. 7). Der Griess-Tests
ist ausreichend sensitiv, um die freigesetzte NO-Menge nachzuweisen.
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3.3.2.2 NO-Freisetzung aus Keratinozyten nach Behandlung mit Natriumnitroprussid

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die MSC-P5-Zellen zur Freisetzung von Stickstoff-
monoxid fahig sind, sollte die dosisabhangige Sensitivitat der Zellen gegeniiber Natrium-

nitroprussid untersucht werden.

Die MSC-P5-Zellen wurden in eine 96-well-Mikrotiterkulturplatte in einer Dichte von
80000 Zellen/cm? ausgesét. Nach 24 Stunden wurde das alte Kulturmedium entfernt und
anschlieBend natriumnitroprussidhaltiges Medium den Zellen zugeflgt. Die eingesetzten
Konzentrationen betrugen: 0 /0,1 /1 /10 / 100 und 1000 umol/l. Nach einer Inkubations-
zeit von 24 Stunden wurde die Stickstoffmonoxid-Konzentration mit dem Griess-Test be-

stimmit.
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Abbildung 8: Natriumnitroprussid-induzierte NO-Freisetzung bei MSC-P5-Zellen, gemes-
sen mittels Griess-Test. Angabe von Mittelwert + Standardabweichung aus funf einzelnen
Versuchen. * = p<0,05 (Mann-Whitney-Test) im Vergleich zu 0 umol/l Natriumnitroprus-
sid.

In der unbehandelten Kontrollgruppe wurde eine NO-Menge von 1,75 (x 1,33) nmol/l
nachgewiesen. Wurden die Keratinozyten mit Natriumnitroprussid inkubiert, &nderte sich

bis zu einer eingesetzten Konzentration von 10 umol/I die freigesetzte Stickstoffmonoxid-
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menge im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe nicht. Bei einer eingesetzten Kon-
zentration von 100 pmol/l wurde ein NO-Wert von 8 nmol/l (£ 2,57) gemessen. Wurden
die Keratinozyten mit 1000 pmol/l Natriumnitroprussid inkubiert, wurden 42,8 (+ 2,41)
nmol/l NO gemessen (Abb. 8). Der Nachweis von NO mittels Griess-Test ist ausreichend
sensitiv, um eine dosisabhangige NO-Freisetzung von NO hervorgerufen durch die Be-

handlung von MSC-P5-Zellen mit Natriumnitroprussid zu zeigen.

3.3.3 RT-PCR

Mit Hilfe der RT-PCR sollte die mRNA fir FceRI und FceRIl bei MSC-P5-Zellen nach-
gewiesen werden. Aullerdem wurde mit dieser Methode mMRNA fur TNFa als Reaktion der
Keratinozyten auf die passive Sensibilisierung nachgewiesen.

Die Extraktion wurde mit peqGOLD TriFast™ (Peqglab, Erlangen) durchgefihrt, weil so-

wohl die Gesamt-RNA als auch intrazellulare Proteine extrahiert werden kénnen.

3.3.3.1 Isolierung der RNA

Die RNA, die nach dieser Methode extrahiert wurde, ist DNA- und proteinfrei.

Durch die Zugabe von 3,0 ml peqGOLD TriFast™ und anschlieBendes mehrmaliges Auf-
ziehen mit der Pipette wurden die Zellen lysiert. Eine unzureichende Menge an peqGOLD
TriFast™ kann zur Kontamination der extrahierten RNA mit DNA fihren.
Die Proben wurden 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, um die vollstdndige Disso-
ziation der Nukleotidkomplexe zu gewahrleisten. AnschlieBend wurden 600 pl Chloroform
zugegeben und die Proben 15 Sekunden kréftig geschdittelt. Nach 3 bis 10 Minuten wurden
die Proben bei 12000 g bei 4°C flr 5 Minuten zentrifugiert, wobei sich die Proben in drei
unterschiedliche Phasen trennten:

untere rote Phenol-Chloroform-Phase

obere farblose waRrige Phase (ca. 60% des Gesamtvolumens)

dazwischenliegende Interphase
Die RNA war ausschliellich in der waRrigen Phase angereichert, wahrend sich die DNA
und die Proteine in der Phenolphase befanden. Die wélirige Phase wurde in ein Réhrchen
uberfuhrt und die Phenolphase bis zur Extraktion der Proteine bei 4°C gelagert. Durch das

Hinzufigen von 1,5 ml Isopropanol erfolgte die Prazipitation der RNA. Die Probe wurde
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gemischt und fiir 5 bis 10 Minuten bei Raumtemperatur gelagert. AnschlieBend wurde die
Probe bei 12000 g und 4°C fir 10 Minuten zentrifugiert, wobei sich RNA-Prazipitat
(gelartige Konsistenz) an der Unterseite des Zentrifugenréhrchens ablagerte. Der Isopropa-
nollberstand wurde vorsichtig abgezogen und das Pellet zweimal mit 1 ml 75 %-igem Et-
hanol gewaschen und anschlie3end bei 12000 g fir 10 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Das
RNA-Pellet wurde kurz an der Luft getrocknet. Jedoch verschlechtert ein vollstandiges
Trocknen des Pellets die Loslichkeit der RNA. Die RNA wurde in 30 pl 0,1 % Diethylpy-
rocarbonat (DEPC-Wasser) geldst. DEPC verhindert die Kontamination mit RNasen.

3.3.3.2 Isolierung von intrazellularen Proteinen

Nach dem vollstandigen Entfernen der walrigen Phase wurde die DNA durch die Zugabe
von 0,3 ml 100 %-igem Ethanol prazipitiert. Die Proben wurden durch mehrmaliges Kip-
pen gut gemischt und fir 2 bis 3 Minuten bei Raumtemperatur gelagert. Nach anschlieRen-
der Zentrifugation bei 2000 g fir 5 Minuten bei 4°C sedimentierte die DNA. Durch die
Zugabe von 1,5 ml Isopropanol zum Phenol/Ethanol-Uberstand wurden die Proteine prazi-
pitiert. Nach einer Inkubationszeit von 10 Minuten bei Raumtemperatur wurden die Proben
bei 12000 g bei 4°C fiir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und das
Proteinpellet dreimal mit 2 ml 0,3 mol/l Guanidinhydrochlorid in 95 % Ethanol gewa-
schen. Die Proben wurden fiir 20 Minuten in der Waschldsung bei Raumtemperatur inku-
biert und anschlielend bei 7500 g bei 4°C fur 5 Minuten zentrifugiert. Danach wurde das
Pellet in 2 ml 100 %-igem Ethanol gefallt, 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und
anschlieBend bei 7500 g fur 5 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Das Ethanol wurde vollstén-
dig entfernt und das Protein-Pellet getrocknet. Durch die Zugabe von 1 % SDS wurde das
Pellet durch Auf- und Abziehen mit einer Pipette vollstdndig geldst. Da das Pellet aus 16s-
lichen Proteinen und unldslichen Komponenten (Membranreste, extrazellulares Material)
bestand, wurden die unldslichen Bestandteile durch 10-min(tige Zentrifugation bei 10000
g bei 4°C entfernt. Die Proteinldsung wurde bei —20°C gelagert.
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3.3.3.3 Durchfiihrung der RT-PCR

Zunachst wurden die RNA der Proben auf DNA-Kontamination untersucht. Dazu wurden
die Proben auf ein Abschéatzgel aufgetragen.

Zur Herstellung eines Agarosegels wurden 1,5 g Agarose in 100 ml TBE-Puffer gegeben.
AnschlieBend wurden 4 pl Ethidiumbromid hinzugefiigt. Die Agarose-TBE-LAsung wurde
aufgekocht und in die vorbereitete Gelkammer gegossen. Nach ca. 20 Minuten war das Gel
ausgehértet. Das Gel wurde in der Elektrophoresekammer vollstandig mit TBE-Puffer (1x)
ubergossen. 2 ul der gelésten RNA-Probe wurden in 2,5 pl Stoppuffer (10x) gegeben. An-
schlielend wurde die Losung mit DEPC-Wasser (0,01 %) auf 20 pl aufgefillt. Ein Pro-
benvolumen von je 20 pl wurde in die Auftragetaschen pipettiert.

Bei einer angelegten Stromstarke von 100 mA wurden die RNA-Proben ca. 45 Minuten

getrennt. Unter UV-Licht konnten die RNA-Banden sichtbar gemacht werden.

— e a— s <«— 18S rRNA
M- < 285 [RNA

ns ns+ sen sen+

Abbildung 9: Foto der Gelabschatzung. ns = nicht sensibilisierte Keratinozyten, ns+ = nicht sensi-
bilisierte aber mit TDI inkubierte Keratinozyten, sen = sensibilisierte Keratinozyten, sen+ = sensi-
bilisierte und mit TDI inkubierte Keratinozyten.

Auf dem Foto der Gelabschéatzung (Abb. 9) sind deutlich die beiden ribosomalen RNA-
Banden zu erkennen. Die Banden der unterschiedlichen Gruppen erscheinen sehr gleich-

maRig, so dass von einem identischen RNA-Gehalt der Proben ausgegangen werden kann.

34



3.3.3.3.1 mRNA-Nachweis von TNFa, FceRI, FceRIl, GADPH

RT-PCR wurde durch mit dem superscript™ one-step™ RT-PCR system (GIBCO BRL,;
Burlington, Ontario, Canada) durchgefiihrt. Der RNase-Inhibitor mit einer Aktivitat von

8 U/50 pl wurde zum RT-PCR-Ansatz hinzugeflgt.

Fur die mRNA-Nachweis von TNFa, FceRl, FceRIl, GADPH wurden folgende Primer

verwendet:

Primer fur GAPDH
,»Sense primer*: 5°tga agg tcg gtg tga acg gat ttg gc 3°
»antisense primer: 5"cat gta ggc cat gag gtc cac cac 3°

Die Grolie des Amplifikats betrug 983 bp.

Primer fur TNFa
,,Sense primer*: 5"gat cat ctt ctc aaa att cga gtg 3°
»antisense primer: 57tcc tgg tat gag ata gca aat cgg 3°

Die GroRe des Amplifikats betrug 259 bp.

Primer fur FceRI
,»Sense primer*: 5"cca cct gec taa gat gc cet tge 3°

»antisense primer: 5"gat cca caa tgg tac cgt ctc tga gg 3°

Primer fur FceRlIlI
,»Sense primer*: 5°gca cgc ctc atc act gaa agg 3°

»antisense primer: 57ggg ttc act ttt tgg ggt 3°

Fur den RT-PCR-Ansatz wurden zu je 1 pl Probenvolumen 25 pl 2 x Mix-Puffer, 19,7 ml
DEPC-Wasser, 0,4 ul RNase-Inhibitor, je 1 pl Primer (,,sense* und ,,antisense*) und 0,9 pl
RT-Tag-Mix hinzugefugt.

Die reverse Transkription wurde bei einer Temperatur von 50°C Uber einen Zeitraum von

30 Minuten durchgefuhrt. Die Reaktion wurde durch 15 minutiges Erhitzen der Proben auf

94°C beendet. Die ,,annealing“-Temperatur betrug 55°C und wurde Uber eine Minute
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durchgefuhrt. Danach schloR sich eine einminltige Polymerisation bei einer Temperatur

von 72°C an.

Zum Nachweis von GAPDH wurde der Zyklus 18-mal wiederholt, wahrend fur die Be-
stimmung von TNFa eine 42-malige Wiederholung erforderlich war. Fur FceRI und

FceRIl wurde der Zyklus 24-mal wiederholt.

3.3.4 Bestimmung der Zellproliferation

Zur Bestimmung der Proliferationsgeschwindigkeit wurde ein Brom-desoxyuridin (BrdU)
ELISA (Cell Proliferation ELISA system, Version 2 (Amersham, Freiburg)) verwendet.
Die Voraussetzung fur diesen Test ist eine proliferierende Zellkultur. Dabei wird BrdU
anstelle von Thymidin in die DNA eingebaut. Dieses BrdU wird von einem Antikorper
erkannt, an dem eine Peroxidase konjugiert ist. Die Peroxidase setzt das Substrat TMB
(3,3'5,5"-Tetramethylbenzidin) um. Die Aktivitat des gekoppelten Enzyms wird anhand
des Farbumschlags registriert.

Herstellung der Gebrauchslosungen laut Herstellerangabe:
Anti-BrdU-Peroxidase: Das Lyophilisat wurde in 1,1 ml destilliertem geldst. Zur Her-
stellung der Gebrauchslosung wurde die Antikorperlésung 1:100 mit Antikorperver-
dinner verdinnt.
BrdU-Markierungsreagenz: Zur Herstellung der Gebrauchsléung wurde das Konzentrat

(20 mmol/l) auf eine Konzentration von 20 pmol/l mit Kulturmedium verdinnt.

Zur Durchfuhrung der Versuche wurden die Zellen in 96-well-Kulturplatten in einer
Dichte von 40000 Zellen/cm? ausgesat. Nach Auslésen des Proliferationsreizes und einer
Inkubatiosphase wurde der BrdU-Test durchgefiihrt. Zunéchst erfolgte die Behandlung der
Zellen mit dem BrdU-Markierungsreagenz. Die Inkubationsdauer betrug 24 Stunden. Nach
der Inkubationszeit wurde das Reagenz entfernt und Fixationsmittel zugeftigt. Das hinzu-
gefuigte Volumen betrug 200 ul pro Kavitdt. Nach 30 Minuten wurde die Fixierlésung ent-
fernt und die freien Bindungsstellen auf der Mikrotiterplatte mit dem Blockierungsreagenz
besetzt. Das hinzugefiigte Volumen des Blockierungsreagenzes betrug 200 pl pro Kavitét.
Nach 30 Minuten wurden 100 pl peroxidase-konjugierter BrdU-Antikorper in jede Kavitat
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pipettiert. Nach 90 Minuten wurden die ungebundenen Antikorper entfernt und die Mikro-
titerplatte dreimal mit je 300 pl Waschpuffer gewaschen. VVon der Substratlésung wurden
jeweils 100 pl in jede Kavitét pipettiert. Der Farbumschlag wurde nach ca. 15 Minuten
deutlich. Danach wurden zum Abbrechen der Reaktion in jede Kavitat 25 pl Stop-Reagenz
pipettiert. Innerhalb von 5 Minuten wurde die Extinktion bei einer Wellenlange von 450

nm gemessen. Die Extinktionen der Versuchsgruppen wurden auf die Kontrolle bezogen.
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3.3.5 Proteinbestimmung

Die Proteinkonzentration wurde mit dem Protein Assay von Bio-RAD (Miinchen) durchge-
flhrt.

Zu je 10 ul Proteinlésung (gewonnen wahrend der Aufarbeitung der Keratinozyten fur die
RT-PCR) wurden 290 ul verdinnte Farbelésung (20 % v/v) hinzugefiigt. Nach einer In-
kubationszeit von 5 Minuten wurde die Extinktion bei einer Wellenldnge von 595 nm be-

stimmt.
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Abbildung 10: Kalibrierung der Proteinmessung. Als Standard wurde bovines Serumalbumin ver-
wendet.

Die Kalibrierungsgerade hatte die Gleichung: y = 0,0445 x + 0,0308 (Abb. 10).
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3.3.6 Zytokin-ELISA

Zur quantitativen Bestimmung der Zytokine IL-1p und IL-10 wurden Quantikine® M-
ELISA (R&D, Wiesbaden) verwendet.

Alle Reagenzien wurden vor Verwendung auf Raumtemperatur erwdarmt. In die antikor-
perbeschichtete Mikrotiterplatte wurden zundchst 50 pl Probenverdiinnungslésung pipet-
tiert. AnschlieBend wurden 50 pl der Standardlésungen bzw. der Proben hinzugefligt. Der
Standard wurde in den Konzentrationen 0 / 7,8 / 15,6 / 31,2 / 62,5 / 125 / 250 und 500
pg/ml RPMI 1640-Medium (10 % FKS) eingesetzt.

Es folgte eine Inkubationsphase von zwei Stunden. Anschliefend wurde die Mikrotiter-
platte mit 400 pl Waschlésung/Kavitét gewaschen. Dieser Waschschritt wurde viermal
wiederholt. Danach wurden 100 pl von der meerrettichkonjugierten Antikdrperldsung in
jede Kavitat pipettiert. Nach zwei Stunden wurde die Mikrotiterplatte wieder mit 400 pl
Waschlosung pro Kavitat gewaschen. Dieser Waschschritt wurde viermal wiederholt. An-
schlieRend wurden 100 ul des Farbreagenzes in jeden Ansatz gegeben. Die Mikrotiterplatte
wurde 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, wobei sie vor direktem Lichteinfall ge-
schiitzt wurde. Danach wurde die Reaktion durch Zugabe von Schwefelsdure (1 mol/l)
unterbrochen. Die Extinktion wurde bei einer Wellenlange von 450 nm gemessen. Die

Nachweisgrenzen der eingesetzten ELISA lagen bei 3 pg Zytokin/ml Zellkulturiiberstand.

3.3.7 Bestimmung der TNFa-Konzentrationen

Die TNFa-Konzentrationen wurden mit einem Mouse TNFa-DuoSet (R&D, Wiesbaden)

bestimmt.

Die benétigten Losungen wurden laut Herstellerangabe hergestellt.

18 Stunden vor der Durchfuhrung des Tests wurde eine 96-well-Mikrotiterplatte mit 100 pl
Detektionsantikorperlosung (0,55 % v/v)/Kavitat bedeckt. Nach einer Inkubationszeit von
18 Stunden wurde der nicht gebundene Antikdrper durch dreimaliges Waschen mit der
Waschlosung (300 pl/Kavitat) gewaschen. Die freien Bindungsstellen wurden anschlie-
Rend durch Zugabe von 300 ul Blockierungslosung/Kavitat maskiert. Nach einer Stunde
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wurde die Blockierungslosung entfernt und 100 pl Probe bzw. Standardldsung/Kavitat
hinzugefugt. Nach einer Inkubationszeit von zwei Stunden wurden die Lésungen entfernt
und die Mikrotiterplatte mit 300 pl Waschlosung/Kavitat dreimal gewaschen. Zur Detekti-
on wurden pro Kavitat 100 ul Streptavidin-HRP gekoppleter Antikorper (0,5 % v/v) ver-
wendet. Nach 20 Minuten wurde die Platte abermals dreimal mit Waschlésung (300
pl/Kavitat) gewaschen. Anschliefend wurden 100 pl Substrat (Tetramethylbenzidine +
H.0,)/Kavitét hinzugefugt. Nach einer Inkubationszeit von 20 Minuten wurde die Reakti-
on durch die Zugabe von 50 pl/Kavitéat der Stoplésung (1 mol/l H,SO,4) unterbrochen. Die
Extinktion wurde bei einer Wellenldnge von 450 nm bestimmt.

3.4 Sensibilisierung von BALB/c-Mausen mit Toluylen-2,4-diisocyanat

(TDI) - Mouse Ear Swelling Test— MEST

Die Maduse dienten als Spender fir sensibilisiertes Blutplasma. Das Blutplasma wurde an-
schlielend zur passiven Sensibilisierung der Keratinozyten verwendet.

Fur die Sensibilisierung wurden weibliche BALB/c-Mduse im Alter von acht Wochen (~ 20
g) (Charles River, Sulzfeld) verwendet.

Alle Tiere waren klinisch gesund, wurden in Gruppen zu je 4 Mdusen bei 22°C mit einem
12-stindigen Tag-Nacht-Rhythmus gehalten und mit Wasser sowie einer Standarddiat

(Altromin, Lage/Lippe) ad libitum versorgt.

Nach der Eingewohnungsphase von einer Woche erfolgte eine aktive Sensibilisierung ge-
gendber TDI (in Anlehnung an GAD et al., 1986). Zu Beginn wurde die Bauchhaut rasiert
und mit einer Enthaarungscreme (Veet®) behandelt. AnschlieBend erfolgte eine einmalige
intrakutane Applikation von 50 pl Freundsches Adjuvans. Die Hornschicht der Bauchhaut
wurde durch zehnmaliges Strippen mit Tesafilm® entfernt. Danach wurden Uber einen
Zeitraum von vier Tagen jeweils 100 pl 5% TDI in Aceton lokal auf die Epidermis pipet-
tiert. Nach zehn Tagen wurde die Allergenisierung durch Auftragen von 20 pl 0,5% TDI in

Aceton auf die Innen- und Auflenflachen der linken Ohren Uberprift (Challenge). Die
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rechten Ohren, die als Kontrollohren fungierten, wurden nur mit 20 pl Aceton (Vehikel)
behandelt. Flr die Messung der Ohrdicke wurde ein Kutimeter verwendet. Der Basiswert,
auf den die nachfolgenden Messwerte bezogen wurden, wurde einen Tag vor der TDI-
Gabe (Challenge) ermittelt. 24 und 48 Stunden nach der Challenge-Reaktion wurde die
Ohrdicke bestimmt. Die prozentuale Schwellung wurde durch den Vergleich der Werte vor
TDI-Behandlung mit jenen 24 Stunden danach ermittelt. Fir die Plasmagewinnung wurden

nur Tiere verwendet, die eine Schwellung von mindestens 20 % zeigten.
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] . .
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f Ohrschwellung
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Abbildung 11: MEST-Test zur Detektion sensibilisierter Mause. Messung der Ohrschwellung mit
Kutimeter. Werte bezogen auf die Basiswerte der Ohrdicken, die vor der Challenge-Reaktion er-
mittelt wurden.

Nach Auswertung der Melergebnisse reagierten 90% der Mé&use allergisch auf TDI (Abb.
11). Von diesen Mé&usen wurde das Plasma zur spateren Behandlung von Keratinozyten
gewonnen. Das Blut wurde in heparinisierten (20 I.E./ml Blut) R6hrchen aufgefangen und
bei 3000 g zentrifugiert. Wahrend das Pellet verworfen wurde, wurde der Uberstand von
allen Méausen gesammelt und alliquotiert. Anschlieend wurde das Plasma bei —180°C ge-

lagert.
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Liste der Zellkulturversuche

Nr Zellen | Fragestellung | MeRmethode
3.5.1 Welche Immunglobuin-bindende Rezeptoren sind auf Keratinozyten vorhanden ?

MSC-P5 | CD 23 vorhanden? Durch IL-4 stimulierbar? Fluoroskan I1, DurchfluBzytometer, RT-PCR

MSC-P5 | 1gG-Rezeptoren vorhanden? Durch IL-4 stimulierbar? Fluoroskan 11

MSC-P5 | Galectin-3 an der IgE-Bindung beteiligt ? TNFa-DuoSet
3.5.2 Passive Sensibilisierung mit Mauseplasma

Bestimmung geeigneter Parameter zur Beurteilung der passiven Sensibilisierung

MSC-P5 | Vitalitat von Keratinozyten nach TDI-Behandlung CellTiter©

MSC-P5 | Anstieg von NO ohne Vorinkubation mit IL-4 Griess-Test

MSC-P5 | Anstieg von NO nach Vorinkubation mit IL-4 Griess-Test

MSC-P5 | Anstieg von TNFa ohne Vorinkubation mit I1L-4 TNFa-DuoSet

MSC-P5 | Anstieg von TNFa nach Vorinkubation mit IL-4 TNFa-DuoSet

MSC-P5 | Anstieg von TNFa nach Vorinkubation mit IL-4 RT-PCR

MSC-P5 | Intrazellularer Anstieg von TNFa TNFa-DuoSet

MSC-P5 | Anstieg von IL-1( nach Vorinkubation mit IL-4 IL-1B-ELISA

MSC-P5 | Anstieg von IL-10 nach Vorinkubation mit IL-4 IL-10-ELISA
3.5.3 Zeitabhangigkeit der Plasmagewinnung auf die passive Sensibilisierung

MSC-P5 | Vitaltitat von Keratinozyten nach Behandlung mit Mauseplasma CellTiter©

MSC-P5 | Nachweis von TNFa TNFa-DuoSet

MSC-P5 | Nachweis von IL-13 IL-1B-ELISA
354 Zeitabhangigkeit der Zytokinfreisetzung

MSC-P5 | Zeitabhangigkeit TNFa-Freisetzung TNFa-DuoSet

MSC-P5 | Zeitabhéngigkeit IL-1B-Freisetzung IL-1B-ELISA

MSC-P5 | Zeitabhéngigkeit IL-10-Freisetzung IL-10-ELISA
355 Passive Sensibilisierung mit reinem IgE

MSC-P5 | Testen der geeigneten IgE-Verdinnung TNFa-DuoSet

MSC-P5 | Testen der geeigneten DNP-BSA-Konzentration TNFa-DuoSet
3.5.6 Interaktion Keratinozyt-Endothelzelle

Bend.3 Proliferationsdnderung der Endothelzellen BrdU

Bend.3 Expression von VCAM-1 Fluoroskan I1




3.5 Zellkulturversuche zur passiven Sensibilisierung

In den folgenden Kapiteln werden Versuche zur passiven Sensibilisierung beschrieben.

3.5.1 Nachweis der Immunglobulin-bindenden Rezeptoren auf MSC-P5-Zellen

Da die Existenz immunglobulinbindender Rezeptoren die Grundvoraussetzung fur die pas-
sive Sensibilisierung darstellt, sollte zunachst diese Rezeptoren fir MSC-P5-Zellen nach-

gewiesen werden.

3.5.1.1 Nachweis von FceRII auf der Oberflache von Keratinozyten mittels Fluoroskan 11

Fur diesen Nachweis muRten die Zellen nicht von den Zellkulturplatten abgeldst werden,

jedoch war hier kein Einzelzellnachweis moglich.

Die MSC-P5-Zellen wurden in einer Dichte von 80000 Zellen/cm? in eine speziell fur fluo-
reszenzmarkierte Antikorper geeignete 96-well-Zellkulturplatten ausgesat. Nach 24 Stun-
den wurde das Kulturmedium gewechselt und IL-4-haltiges Medium hinzugeftigt. Die ein-
gesetzten 1L-4-Konzentrationen betrugen: 0/ 15,6 / 31,25/ 62,5/ 125/ 250 / 500 und 750
ng/ml in serumfreiem RPMI 1640-Kulturmedium. Die Inkubationszeit betrug 48 Stunden.
AnschlieBend wurde das Medium entfernt und die freien Bindungsstellen mit Blockie-
rungslosung (200 pl/Kavitat) gesattigt. Nach einer Stunde wurde die Kulturplatte mit der
Waschldsung (200 pl/Kavitat) gewaschen und 100 pl/Kavitat der FceRI1-Antikorperldsung
(1:100 mit PBS verdinnt) hinzugefiigt. Zur Bestimmung der unspezifischen Antikorper-
bindung, wurde anstelle des FceRII-Antikorpers die 1gG-Isotypkontrolle verwendet. Die
Inkubationszeit des Antikorpers betrug 90 Minuten. Anschlieend wurde die Kulturplatte
dreimal mit 200 pl/Kavitdt Waschlésung gewaschen. Das Fluoreszenzsignal wurde im
Fluoroskan Il ermittelt. Die Anregungswellenlédnge betrug 494 nm und die Detektionswel-
lenldnge 517 nm. Als Kontrolle diente das Fluoreszenzsignal der Isotypkontrolle, dem in
der Auswertung der Wert 100 % zugeordnet wurde. Die Ubrigen Werte wurden auf die

Kontrolle bezogen.
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3.5.1.2 Nachweis von FceRII auf der Oberflache von Keratinozyten mit Durchflu3zyto-

metrie

Fur die DurchfluBzytometrie mufdten die Zellen von der Zellkulturplatte abgeltst werden.
Durch die Verwendung von enzymatischen Trennmitteln besteht die Gefahr, dass die
Oberflachenproteine von den Zellen abgespalten werden. Der Vorteil dieser Methode ge-
genuber dem unter 3.4.1.1 beschriebenen Nachweisverfahren besteht darin, dass einzelne
Zellen gemessen werden. AuRerdem ist eine Unterscheidung von vitalen und abgestorbe-
nen Zellen moglich.

Die MSC-P5-Zellen wurden in 25 cm?-Kulturflaschen in einer Dichte von 80000 Zel-

len/cm? ausgesét. 24 Stunden nach der Aussaat erfolgte die Behandlung der Zellen mit IL-

4 in den Konzentrationen 0 / 15,625 / 31,25/ 62,5/ 125 / 250 / 500 und 750 ng/ml RPMI

1640. Nach 48 Stunden erfolgte der Nachweis des Rezeptors mit dem Durchfluf3zytometer.

Fur die Messung muBten die Zellen von der Kulturoberflache abgeldst werden. Es wurden

mehrere Trennmittel hinsichtlich ihrer Trenneigenschaften und Auswirkungen auf Oberfla-

chenrezeptoren verglichen:

- mit Trypsin/EDTA: Das alte Medium wurde aus den Flaschen entfernt. Die Zellen
wurden mit 2 ml EDTA 1 % gewaschen. Die Lésung wurde abgesaugt und 1,5 ml
Trypsin/EDTA-L6sung (0,05 / 0,02 %) wurden in die Flaschen pipettiert. Die Inkubati-
onsdauer betrug 5 Minuten bei Raumtemperatur. Durch Zugabe von 5 ml RPMI 1640
(mit 10 % FKS) wurde das Trypsin inhibiert.

- mit EDTA: Das alte Medium wurde abgesaugt und 1,5 ml EDTA (1 %) in die Flaschen
pipettiert. Die Inkubationsdauer betrug 10 Minuten bei 37 °C.

- mit einem Schaber: Das alte Medium wurde abgesaugt und 1,5 ml PBS-Puffer zu den
Zellen pipettiert. Mit einem Zellschaber wurden die Zellen von der Flaschenoberfléche
abgelost.

- mit Accutase: Das alte Medium wurde abgesaugt und 1,5 ml Accutase-L6ésung in die
Flaschen pipettiert. Nach einer Inkubation von 10 Minuten konnten die Zellen abgelost
werden.

Die Zellsuspension wurde bei 1000 g und 4 °C (iber 10 min abzentrifugiert, der Uberstand

verworfen und das Zellpellet in 1 ml serumfreien RPMI 1640-Medium resuspendiert. Bis

zur Durchfuhrung der Messung wurden die Zellen bei 4 °C gelagert. Um isolierte Zellen
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von zusammenhdngendem Zellaggregaten zu trennen, wurde die Zellsuspension durch eine
Nylon-Membran filtriert.

Wahrend der Durchfiihrung wurden die Zellen auf Eis gekihlt. Die Zellen wurden in einer
Dichte von 200000 Zellen/Kavitat in eine Mikrotiterplatte pipettiert. Die Platte wurde funf
Minuten bei 1000 g zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die Zellen wurden in 100
pl MIF-Puffer resuspendiert. AnschlieRend erfolgte die Zugabe von 30 pl Antikdrperlo-
sung. Der Rat anti mouse CD23:FITC Antikérper wurde 1:25 mit PBS-Puffer verdiinnt.
Die IgG2a-Isotypkontrolle wurde unverdunnt verwendet. Die Inkubationsdauer betrug 30
Minuten. AnschlieBend wurde die Platte 5 Minuten bei 1000 g zentrifugiert und der Uber-
stand verworfen. Der nachfolgende Waschschritt wurde dreimal wiederholt. Die Zellen
wurden in 100 pul MIF-Puffer resuspendiert und 5 Minuten bei 1000 g zentrifugiert. Nach
dem letzten Waschschritt wurde der Uberstand verworfen und die Zellen in 100 pl MIF-
Puffer resuspendiert und in Reagenzréhrchen fir die DurchfluBzytometrie Gberfiihrt. Zu
den Zellsuspensionen wurden jeweils 200 ul Propidiumiodid-Lésung (2 pg/ml MIF-

Puffer) hinzugefugt.

Bei der Ablosung mit Trypsin/EDTA lag der Anteil der vitalen Zellen zwischen 80 und 90
%. AulRerdem lagen die Zellen Gberwiegend als Einzelzellen vor. Die Ablésung der Zellen
mit EDTA ergab einen hohen Anteil von zusammenhangenden Zellverbénden, die bei der
Filtration durch die Membran zuruickgehalten wurden. AulRerdem war der Anteil der vita-
len Zellen wesentlich geringer als bei der Trypsin/EDTA-Abldsung. Das Abschaben der
Zellen mit dem Zellschaber ergab nur wenige isolierte und vitale Zellen. Verwendung von
Accutase zur Abldsung der Zellen ergab vergleichbare Trennergebnisse wie die Verwen-
dung von Trypsin/EDTA. Auch hier lag die Vitalitatsrate der Zellen zwischen 80 % und

90 %.
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3.5.1.2.1 EinfluR von Typsin/EDTA und Accutase auf den durchfluRzytometrischen

Nachweis von FceRII

- unbehandelt § Trypsin
side
scatter
58% . 2%
10° 10" 107 10° 10¢ 0P 10 10 10
FceRlIl FceRlIl

Abbildung12: DurchfluBzytometrischer FceRll-Nachweis auf unbehandelten und mit Trypsin be-
handelten Milzzellen. Angabe des Fluoreszenzsignals von 10000 Zellen pro Nachweis. In dem unte-
ren rechten Feld befinden sich die FceRl11-positiven Zellen.

7] unbehandelt ! Accutase
side
Scatter
37% 30%
10° 10 107 107 10 107
FceRlII FceRlI

Abbildung 13: DurchfluBzytometrischer FceRll-Nachweis auf unbehandelten und mit Accutase
behandelten Milzzellen. Angabe des Fluoreszenzsignals von 10000 Zellen pro Nachweis. In dem
unteren rechten Feld befinden sich die FceRl1I-positiven Zellen.
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Wurden die Zellen 5 Minuten mit Trypsin behandelt, dann konnte kein FceRIl mehr auf
den Zellen nachgewiesen werden (Abb. 12). Durch die Verwendung von Accutase als al-
ternatives Trennmittel zu Trypsin war das Fluoreszenzsignal im Vergleich zur unbehan-
delten Kontrolle kaum verandert (Abb. 13).

Als Konsequenz aus diesen Ergebnissen wurden die Keratinozyten mit Accutase anstelle
von Trypsin von den Kunststoffoberflachen abgeldst, wenn FceRIl durchfluBzytometrisch

bestimmt werden sollte.

3.5.1.3 Indirekter Nachweis der IgE-Bindung von Keratinozyten tber IgE-bindende
Proteine (Galektin-3)

Aus der Literatur ist bekannt, dass Keratinozyten das IgE-bindende Protein Galektin-3 bil-
den (WOLLENBERG et al., 1993). In dem im folgenden beschriebenen Versuch sollte die
Bindung von IgE an Keratinozyten tber Galektin-3 nachgewiesen werden. Sowohl Laktose
als auch IgE binden an Galektin-3. Die simultane Behandlung von MSC-P5-Zellen mit IgE
und Laktose sollte die Bindung des Immunglobulins an Keratinozyten kompetitiv hemmen

und die passive Sensibilisierung unterbinden.

MSC-P5-Zellen wurden in einer Dichte von 80000 Zellen/cm? in einer Mikrotiterzellkul-
turplatte ausgesat. Nach 24 Stunden wurden die Keratinozyten (vgl. 3.4.2) mit Méauseplas-
ma Uber 18 Stunden passiv sensibilisiert. Zeitgleich wurde Laktose in den Konzentrationen
0/0,0001/0,001/0,01/0,2/1,0und 10,0 mmol/l hinzugefligt. 48 Stunden nach Zugabe
des Antigens TDI wurde in den Zellkulturiiberstinden TNFa nachgewiesen. Um einen
zytotoxischen Effekt ausschlielfen zu kénnen, wurde mit den MSC-P5-Zellen zusétzlich
ein Vitalitatstest (vgl. 3.2.3) durchgefiihrt.

3.5.1.4 Nachweis der IgG-Bindung von Keratinozyten mit dem Fluoroskan |1

MSC-P5-Zellen wurden in einer Dichte von 80000 Zellen/cmz in eine speziell fur fluores-
zenzmarkierte Antikorper geeignete 96-well-Zellkulturplatte ausgesédt. Nach 24 Stunden

erfolgte die Behandlung der Zellen mit IL-4 in den Konzentrationen: 0, 10, 50 und 100
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ng/ml Uber einen Zeitraum von 48 Stunden. AnschlieBend wurde das Medium abgesaugt
und IgG hinzugeflgt. Entweder wurde das Immunglobulin als reiner Antikorper (100 pl
Konzentrat/10 ml RPMI 1640) oder als Immunkomplex zugefiigt. Der Immunkomplex
wurde durch Zugabe von 1 pg/ml Digoxin (Dig.) zur IgG-Losung gebildet. Die Zellen
wurden Gber 18 Stunden mit der reinen 1gG-Losung bzw. mit der Dig-lgG-
Immunkomplexlésung inkubiert. In einem weiteren Versuch wurde anstelle des reinen
IgG1 sensibilisiertes Méauseplasma verwendet. Zum einen sollte 1gG im Plasma von TDI-
sensibilisierten Mdusen nachgewiesen werden. Zum anderen sollten auch niedrig affine
IgG-Rezeptoren auf Keratinozyten nachgewiesen werden. Nach einer Inkubationszeit von
18 Stunden wurde Blockierungslosung (200 ul/Kavitédt) zugefligt. Zur Bestimmung der
unspezifischen Bindung des IgG-Antikorpers wurden Zellen nicht mit 1IgG behandelt. Nach
30 Minuten wurde die Platte dreimal mit der Waschlosung gewaschen und 100 pl anti-
IgG-Antikorperlésung/Kavitét pipettiert. Die Zellen wurden 30 Minuten mit der Antikor-
perlésung inkubiert. Der nichtgebundene Antikdrper wurde entfernt und die Platte mit der

Waschldsung dreimal gewaschen. AnschlieRend wurde die Fluoreszenzintensitat bestimmt.
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3.5.2 Passive Sensibilisierung muriner Keratinozyten

Murine Keratinozyten (MSC-P5) wurden in 96-well-Mikrotiterplatten (MTP) in einer
Dichte von 200000 Zellen/ml RPMI 1640-Medium (10 % FKS) ausgesat. Nach 24 Stunden
wurde das alte Medium abgesaugt und 100 pl IL-4 Losung (100 ng/ml RPMI 1640) tber
einen Zeitraum von 48 Stunden hinzugefugt.

Nach 72 Stunden erfolgte die passive Sensibilisierung der Keratinozyten. Dazu wurde
die IL-4-LOsung abgesaugt und 100 ml Plasmaldsung hinzupipettiert. Das Plasma wurde
1:10 mit RPMI 1640 Medium verdlnnt. Die nicht sensibilisierten Kontrollgruppen erhiel-
ten Méuseplasma von Tieren, die nicht gegentber TDI sensibilisiert waren. Nach 18 Stun-
den erfolgte ein Mediumwechsel, wobei die Plasmalésung abgesaugt und 100 ul TDI-
Losung (100 pg/ml RPMI 1640)/Kavitat hinzugefugt wurden. Die Kontrollgruppen er-
hielten nur RPMI 1640-Kulturmedium ohne Zusatz von TDI. Die allergische Reaktion der
Zellen konnte mit der Bildung von Stickstoffmonoxid (NO) im Griess-Test oder mit der
Freisetzung von TNFa, IL-1 und IL-10 im ELISA ermittelt werden. Der Griess-Test
wurde direkt in der Kulturplatte durchgefuhrt, wahrend die Zytokine im Kulturiiberstand
bestimmt wurden. Bis zur Bestimmung wurden die Uberstande bei -80°C eingefroren. Ein
Vitalitatstest (vgl. 3.2.3) schlof? zytotoxische Effekte aus.

3.5.3 Bestimmung der Abhangigkeit des Zeitpunktes der Entnahme des Plasmas
sensibilisierter Tiere auf die Freisetzung von TNFa und IL-13

Das eingesetzte M&useplasma wurde zu vorher festgelegten Zeitpunkten nach der Antigen-
behandlung der Mé&use gewonnen. Die Zeitpunkte der Plasmagewinnung waren: 0,3/2 /7
/ 14 und 21 Tage nach der Behandlung der Mause mit TDI.

Nach der Behandlung der Keratinozyten mit IL-4 erfolgte die Sensibilisierung mit dem
entsprechenden Plasma. Als Kontrollgruppe wurde Plasma von nicht sensibilisierten Tie-
ren verwendet. Nach 18 Stunden erfolgte die Behandlung der Zellen mit TDI. Zur Be-
stimmung der Reaktion der Zellen wurden IL-13 und TNFa gemessen. Um zytotoxische
Reaktionen der Zellen auszuschlieRen, wurde gleichzeitig die Vitalitdt der Zellen be-

stimmt.

48



3.5.4 Bestimmung von TNFa, IL-1f3 und IL-10 an verschiedenen Zeitpunkten nach
der Behandlung der Keratinozyten mit TDI

Die MSC-P5-Zellen wurden mit IL-4 (100 ng/ml RPMI 1640) stimuliert. Anschlie3end
erfolgte die Sensibilisierung der Keratinozyten mit Méuseplasma, das sieben Tage nach der
TDI-Behandlung der Mause gewonnen wurde. Nach 24 Stunden erfolgte die Inkubation
der Zellen mit dem Antigen TDI. Nach 2, 4, 8, 24 und 48 Stunden erfolgte die Probennah-
me. Zur Bestimmung der Reaktion der Zellen wurden die Zytokine IL-10, IL-13 und

TNFa im Kulturiiberstand bestimmt.

3.5.5 Passive Sensibilisierung mit reinem IgE

Um die Sensibilisierung unter standardisierteren Voraussetzungen durchfiihren zu kénnen,

wurde reines IgE anstelle des Mauseplasmas verwendet.

3.5.5.1 Ermittlung der geeigneten IgE-Verdinnung als Nachweis fir die Freisetzung

von TNFa als Reaktion der MSC-P5-Zellen auf die passive Sensibilisierung

MSC-P5-Zellen wurden in einer Konzentration von 80000 Zellen/cm? in eine 96-well-
Zellkulturplatte ausgesat. Nach 24 Stunden erfolgte die Inkubation der Zellen mit IL-4
(100 ng/ml). Je 100 pl der IL-4-Gebrauchslosung wurden pro Kavitat pipettiert. Die Inku-
bationszeit betrug 48 Stunden. Anschliefend wurde den Zellen eine anti-DNP-IgE-L6sung
zugefligt. Die eingesetzten IgE-Konzentrationen waren: 20, 30, 50 und 100 pl/10 ml
serumfreies RPMI 1640-Medium. Die Zellen wurden 16 Stunden mit der jeweiligen L6-
sung inkubiert. Die DNP-BSA Gebrauchslosung (10 pg/ml RPMI 1640 (serumfrei)) wurde
den Zellen nach 16 Stunden zugefiigt. Nach 48 Stunden wurden die Uberstande gesammelt

und bis zur TNFa-Bestimmung bei —-80°C gelagert.

3.5.5.2 Ermittlung der geeigneten DNP-BSA-Verdinnung als Nachweis fir die Freiset-

zung von TNFa als Reaktion der MSC-P5-Zellen auf die passive Sensibilisierung.

Die MSC-P5-Zellen wurden in gleicher Weise wie in dem vorher beschriebenen Versuch
behandelt. Als eingesetzte anti-DNP-IgE-Konzentration fur alle Zellen wurde eine Ver-
dinnung von 100 pl/10 ml RPMI 1640 verwandt. Nach 16 Stunden erfolgte die Inkubation

mit verschiedenen DNP-BSA-Konzentrationen. Die eingesetzten Konzentrationen waren:
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0, 10, 30, 100, 300 und 1000 pg DNP-BSA/mI RPMI 1640. Nach 48 Stunden wurden die

Uberstande gesammelt und bis zur TNFa-Bestimmung bei —80°C gelagert.

3.5.6 Nachweis der Interaktion von Keratinozyten und Endothelzellen

Endothelzellen spielen eine wichtige Rolle bei immunologischen Abwehrreaktionen. Ma-
krophagen, Granulozyten und Mastzellen wandern aus den BlutgefaRen in das Gewebe, um
dort das Antigen zu eliminieren. Um das Endothel zu durchdringen, mussen diese Zellen
an Adhéasionsmolekule der Endothelzellen binden (z.B. VCAM-1). AulRerdem steigert sich
die Proliferationsaktivitat von Endothelzellen wéhrend immunologischer Abwehrreaktio-
nen. Um die Rolle von Keratinozyten bei immunologisch bedingten Abwehrreaktionen der
Haut zu untersuchen, sollte die Interaktion zwischen Keratinozyt und Endothelzelle nach-
gewiesen werden.

Fur diesen Versuch wurden bend.3-Zellen mit Uberstand von sensibilisierten MSC-P5-
Zellen behandelt.

Die Endothelzellen wurden in einer Dichte von 80000 Zellen/cm? in eine 96-well-
Kulturplatte ausgesat. Nach 24 Stunden erfolgte die Behandlung der Zellen mit dem Uber-
stand von Keratinozyten, die passiv sensibilisiert wurden. Zur Bestimmung der Proliferati-
on wurden die Endothelzellen tber 48 Stunden mit dem Kulturtiberstand behandelt. Um
die Induktion von VCAM-1 zu untersuchen, betrug die Inkubationszeit acht Stunden. Die
Proliferation wurde durch den Einbau von BrdU (vgl. 3.3.4) bestimmt. VCAM-1 wurde

mit einem FITC-markierten Antikorper nachgewiesen .
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3.5.6.1 Nachweis von Adhasionsmolekuiilen auf der Membran von bend.3-Zellen

Die Zellen wurden in einer speziell fur fluoreszenzmarkierte Antikorper geeignete 96-well-
Kulturplatte ausgesat. Nach der Behandlung der Zellen mit Uberstand von passiv sensibili-
sierten Zellen sollte VCAM-1 auf den Endothelzellen nachgewiesen werden. Das Medium
wurde abgesaugt und Blockierungsreagenz (200 ul/Kavitét) hinzugefigt. Nach 30 Minuten
wurde die Blockierungslosung entfernt und die Platte dreimal mit Waschlosung gewa-
schen. AnschlieBend wurde der VCAM-1-Antikorper (100 pl/Kavitat) hinzugefugt. Der
Antikdrper wurde 1:100 mit PBS-Puffer verdinnt. Zur Bestimmung der unspezifischen
Antikorperbindung, wurde anstelle des VCAM-1-Antikorpers die 1gG-Isotypkontrolle
verwendet. Nach 30 Minuten wurde der nicht gebundene Antikorper entfernt und die Platte
dreimal mit Waschlésung gewaschen. Danach wurden 100 pl PBS/Kavitét hinzugefligt und
das Fluoreszenzsignal bestimmt. Die Anregungswellenlange betrug 494 nm und die De-
tektionswellenldnge 517 nm. Als Kontrolle diente das Fluoreszenzsignal der Isotypkon-
trolle, der in der Auswertung der Wert 100% zugeordnet wurde. Die tbrigen Werte wurden

auf die Kontrolle bezogen.

51



4 ERGEBNISSE

Damit Keratinozyten Immunglobuline binden kdnnen, mussen Fc-Rezeptoren auf der
Zellmembran vorhanden sein. Dazu wurde zunéchst die Existenz der Fce- und Fcy-
Rezeptoren auf Keratinozyten untersucht. Um die Reaktion der Keratinozyten auf die pas-
sive Sensibilisierung zu priifen, wurde die Freisetzung von Stickstoffmonoxid als Parame-
ter festgelegt. Zundchst wurde dazu die F&higkeit der MSC-P5-Zellen zur Bildung und
Freisetzung von Stickstoffmonoxid bestdtigt. Danach wurden die Zellen durch die Be-
handlung mit Méauseplasma sensibilisiert und das spezifische Antigen hinzugeflgt. Als
MeRparameter der passiven Sensibilisierung wurden zunéchst die Freisetzung von Stick-
stoffmonoxid und TNFa untersucht. Um die TNFa-Messung mit einer weiteren Bestim-
mung abzusichern, wurde zusétzlich die mRNA fir TNFa in der RT-PCR nachgewiesen.
AnschlieRend wurden IL-1B und IL-10 als zusatzliche Zytokine im Uberstand passiv sen-
sibilisierter Zellen bestimmt. In einigen Versuchen waren die gemessenen Zytokinwerte
von Keratinozyten, die nur mit Mauseplasma aber nicht mit TDI behandelt wurden, genau-
so groBR wie die von zusétzlich TDI-behandelten Zellen. Da in diesen Versuchen nur der
Zeitpunkt der Plasmagewinnung variierte, sollte die Abhangigkeit der passiven Sensibili-
sierung von der Zeitspanne zwischen TDI-Behandlung der Mduse und Plasmagewinnung
untersucht werden. Nachdem der ideale Zeitpunkt der Plasmagewinnung festgelegt war,
wurde die Freisetzung der Mediatoren in Abh&ngigkeit der Zeit nach der TDI-Behandlung
der Zellen untersucht. Die Interaktion zwischen Keratinozyten und Endothelzellen sollte
einen Hinweis auf die Bedeutung von Keratinozyten in immunologischen Abwehrreaktio-
nen der Haut geben. Dazu wurde der Einflul von Mediatoren, die von passiv sensibilisier-
ten Keratinozyten freigesetzt wurden, auf Endothelzellen untersucht. Untersuchungspara-
meter waren die Proliferationsaktivitat der Endothelzellen und die Expression von VCAM-
1. Neben der Verwendung von Méauseplasma sollten zusétzlich reines IgE zur passiven

Sensibilisierung standardisierte Bedingungen geschaffen werden.
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4.1 Nachweis immunglobulinbindender Rezeptoren auf MSC-P5-Zellen

Die Bindung von Immunglobulinen ist die wichtigste Voraussetzung fur eine Sensibilisie-
rung von Keratinozyten. Damit Keratinozyten iberhaupt Immunglobuline binden kénnen,

missen an ihrer Membran Fc-Rezeptoren vorhanden sein.

4.1.1 Nachweis von FceRIIl auf der Oberflache von Keratinozyten

Der niedrig affine Rezeptor fur IgE ist FceRIl (CD23). Nach BECHEREL et al. (1996) be-
wirkt IL-4 eine gesteigerte Ausbildung dieses Rezeptors auf der Oberflache von Keratino-

zyten. Zusétzlich sollte auch der hoch affine IgE Rezeptor (FceRI) nachgewiesen werden.

4.1.1.1 Nachweis von FceRIl mMRNA

FceRllI S—

GAPDH .

24 h 48 h 24 h 48 h
Kontrolle IL-4

Abbildung 14: mRNA von Fce&RIl nachgewiesen mit RT-PCR. RNA isoliert aus Keratinozyten 24
und 48 Stunden nach Stimulation mit IL-4. Der Kontrolle wurde IL-4-freies Medium zugefligt.

MRNA fur FceRIl konnte in Keratinozytenproben unterschiedlich deutlich nachgewiesen
werden. Eine Inkubation der Zellen mit IL-4 flihrte nicht zu einer vermehrten Blldung von
MRNA (Abb. 14). Somit konnte eine stimulierende Wirkung von IL-4 auf die Translation
von FceRII unter den gewahlten Versuchsbedingungen ausgeschlossen werden.

In den gleichen Proben konnte keine mRNA fir FceRI nachgewiesen werden.
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4.1.1.2 Immunologischer Nachweis von FceRlII

Im Gegensatz zur durchfluBzytometrischen Nachweismethode war keine Ablésung und
Isolierung der Keratinozyten erforderlich. Durch diese Methode ist jedoch auch kein Ein-

zelzellnachweis moglich.
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Abbildung 15: Nachweis von FceRIl mit FITC-markierten Antikérpern im Fluoroskan 1I. EinfluR
von IL-4 auf die Expression von FceRIl. MSC-P5-Zellen wurden Uber 48 Stunden mit IL-4 behan-
delt. Angabe von Mittelwert + Standardabweichung aus sechs unterschiedlichen Versuchen.

Nach Behandlung der Zellen mit IL-4 konnte keine starkere Bindung des FceRlII-
spezifischen Antikorpers im Vergleich zur Isotypkontrolle nachgewiesen werden. Sowohl
der IL-4-spezifische Antikorper als auch die Isotypkontrolle wurden am stérksten von Ke-
ratinozyten gebunden, die vorher mit 250 ng/ml IL-4 behandelt wurden (Abb. 15).
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4.1.1.3 DurchfluBzytometrischer Nachweis von FceRIl auf Keratinozyten

Zur Messung muf3ten die Zellen von den Kulturflaschen abgeldst werden. (vgl. 3.4.1.2).

Diese Methode ermdglicht einen Einzelzellnachweis.
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Abbildung 16: DurchfluBzytometrischer Nachweis von FceRIl bei Keratinozyten nach Stimulation
mit IL-4 Gber 48 Stunden. Mittlere Fluoreszenzintensitat von 10000 Zellen pro Mefl3punkt.

Die mittleren Fluoreszenzintensitaten des FceRII-spezifischen Antikorpers lagen wéhrend
der gesamten Messung jeweils Uber denen der Isotypkontrolle. Jedoch fiihrte die Stimulati-
on der MSC-P5-Zellen mit IL-4 nicht zur vermehrten Bindung des FceRII-Antikorpers
(Abb. 16). Diese Ergebnisse weisen auf eine mogliche konstitutive Expression des niedrig
affinen IgE-Rezeptors hin, der jedoch durch IL-4-Behandlung nicht vermehrt auf Kerati-

nozyten nachzuweisen ist.
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4.1.2 Fahigkeit der MSC-P5-Zellen zur Bindung von 1gG
Um die Fahigkeit der MSC-P5-Zellen zur Bindung von IgG zu zeigen, wurden sowohl

hoch affine als auch niedrig affine Rezeptoren fur 1IgG nachgewiesen.

4.1.2.1 Bestimmung der Expression von FcyR1 bestimmt.

Der hoch-affine Rezeptor bindet nur freies 1gG1.
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Abbildung 17: Prozentuale Bindung von 1gG1 bzw. Antigen-1gG1-Komplex (Dig-1gG1) an Kerati-
nozyten. Kontrolle = nicht 1gG-behandelte Keratinozyten. Angabe von Mittelwert + Standardab-

weichung von sechs unterschiedlichen Versuchen. * = p<0,05 (Mann-Whitney-Test) im Vergleich
zur Kontrolle.

Zellen, die mit dem Digoxin-lgG1-Komplex behandelt wurden, zeigten keine hohere Affi-
nitat zu dem 1gG-Antikorper als die nicht mit IgG behandelte Kontrolle. Dagegen zeigten
mit IgG1 behandelte Keratinozyten eine um 26 % gesteigerte Affinitat zu dem eingesetzten
Antikorper (Abb. 17). MSC-P5-Zellen exprimieren hoch-affine Fcy-Rezeptoren, die freies
IgG1 binden kdnnen.
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4.1.2.2 Nachweis niedrig affiner Fcy-Rezeptoren von Keratinozyten

Mit der verwendeten Methode war eine genaue Identifizierung der Fcy-Rezeptoren nicht

maoglich. Es besteht die Moglichkeit die Bindung von IgG an niedrig affine Rezeptoren zu
zeigen.
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Abbildung 18: Bestimmung des gebundenen IgG aus Méauseplasma an MSC-P5-Zellen. Keratino-
zyten entweder mit reinem Mauseplasma oder TDI-Mauseplasma-Immunkomplex behandelt. Als
Kontrolle wurde die Bindung des IgG-Antikdrpers an Keratinozyten ohne vorherige 1gG-
Inkubation verwendet. Angabe von Mittelwert + Standardabweichung von sechs unterschiedlichen
Versuchen. * = p<0,05 (Mann-Whitney-Test) im Vergleich zur Kontrolle.

Die Bindungsaffinitdt von 1gG wurde mit einem FITC-markierten anti-mouse IgG-
Antikorper bestimmt (Abb. 18). Die Bindung des Antikdrpers an Keratinozyten, die nicht
mit 1gG inkubiert wurden, erhielt den Wert 100 % (Kontrolle). Bei Keratinozyten, die mit
sensibilisiertem Mauseplasma inkubiert wurden, kam es zu einer signifikant gesteigerten Bin-
dung des 1gG-Antikorpers (110 %). Eine Inkubation der MSC-P5-Zellen mit dem Immun-
komplex aus TDI und Mauseplasma fiihrte ebenso zu einer signifikant erhhten Bindung des
Antikorpers (115 %). Dies deutet darauf hin, dass im Mauseplasma neben 1gG1 vor allem
1gG2 und 1gG3 enthalten sind, die als Immunkomplexe mit TDI an die Keratinozyten ge-
bunden werden.
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4.1.2.3 Expression des Fcy-R1 nach Stimulation mit 1L-4
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Abbildung 19: EinfluB von IL-4 auf die Bindung von IgG1 an Keratinozyten. Bestimmung des ge-
bundenen 1gG mittels FITC-markierter Antikdrper mittels Fluoroskanll. Angabe von Mittelwert +
Standardabweichung von sechs unterschiedlichen Ansatzen.

Durch die Behandlung mit IL-4 konnte die Affinitat der Keratinozyten gegentber 1gG1
nicht signifikant gesteigert werden (Abb. 19).

Weder der Rezeptor fir IgE noch fur 1gG waren durch die Behandlung mit IL-4 stimulier-

bar. Auf den MSC-P5-Zellen waren die Rezeptoren jedoch konstitutiv vorhanden, so dass

sich diese Zellinie zur passiven Sensibilisierung eignete.
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4.1.3 Indirekter Nachweis der Bindung von IgE an Keratinozyten tber Galektin-3

Laktose wird wie IgE von Galektin-3 gebunden. Der EinfluR von Laktose auf die freige-
setzte TNFa-Menge, die von passiv sensibilisierten und antigenbehandelten Keratinozyten
sezerniert wird, gibt einen Hinweis auf die Beteiligung von Galektin-3 an der passiven

Sensibilisierung.
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Abbildung 20: Freisetzung von TNFa nach passiver Sensibilisierung und Behandlung mit Laktose.
Angabe von Mittelwert £ Standardabweichung von sechs unterschiedlichen Versuchen. * =
p<0,05 (Mann-Whitney-Test) im Vergleich zu 0 umol/l Laktose.

Die passiv sensibilisierten Keratinozyten, die zusétzlich mit TDI behandelt wurden, setzten
28 £ 4,9 pg/ml TNFa frei. Wurden die Zellen zeitgleich zu der Antigenbehandlung mit
Laktose inkubiert, zeigte sich ab einer eingesetzten Laktosekonzentration von 0,1 pmol/l eine
Reduktion der TNFa-Freisetzung. Eine eingesetzte Laktosekonzentration von 0,1 pmol/Il
flihrte zu einer Freisetzung von 24 = 7,3 pg/ml TNFa. Wurde die Laktosekonzentration auf
1 bzw. 10 pmol/l erhéht, reduzierte sich die freigesetzte TNFa-Menge auf 20,9 + 2,9 bzw.
22,2 + 3,4 pg/ml. Es scheint, dass ab einer Laktosekonzentration von 1 umol/l die sezer-

nierte TNFa-Menge zwischen 20 und 22 pg/ml stagniert (Abb. 20). Um eine zytotoxische

59



Wirkung von Laktose auszuschlieBen, wurden die gemessenen TNFa-Werte in Relation

zur Vitalitat der Zellen gesetzt.

4.2 Passive Sensibilisierung von MSC-P5-Zellen mit Mauseplasma

Im folgenden werden die Ergebnisse der Versuche zur passiven Sensibilisierung von muri-

nen Keratinozyten dargestellt. Im Fordergrund stand die Fragestellung welche Mediatoren

von Keratinozyten als Reaktion auf die passive Sensibilisierung freigesetzt werden.

4.2.1 Wirkung von TDI auf die Vitalitat der MSC-P5-Zellen

Um einen zytotoxischen Effekt auszuschlieRen, wurde zundchst die Auswirkung einer
TDI-Behandlung auf die Vitalitdt der MSC-P5-Zellen bestimmit.
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Abbildung 21: Vitalitadt von Keratinozyten nach Behandlung mit unterschiedlichen Mengen von
TDI Uber 48 Stunden. Angabe von Mittelwert + Standardabweichung von sechs unterschiedlichen

Versuchen.
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Die eingesetzte TDI-Konzentration bis 10 pg/ml bewirkte keine signifikante Abnahme der
Vitalitat der MSC-P5-Zellen (Abb. 21). Fir die nachfolgenden Versuche wurde eine TDI-

Konzentration von 1 pg/ml verwendet.

4.2.2 Bestimmung geeigneter Parameter zum Nachweis der Reaktion der Keratino-
zyten auf die passive Sensibilisierung

Im Gegensatz zu den Versuchen von Bécherel et al. (1991), in denen humane Keratino-
zyten durch Inkubation mit reinem IgE sensibilisiert wurden, sollten in eigenen Untersu-
chungen MSC-P5-Zellen durch Inkubation mit M&useplasma sensibilisiert werden. In dem
sensibilisierten Mé&useplasma war neben IgE auch IgG enthalten, so dass dieser Ansatz
eher der Situation der Keratinozyten im Organismus entsprach. Es sollten geeignete Para-
meter bestimmt werden, mit denen die Reaktion der Keratinozyten auf die passive Sensi-
bilisierung genau und reproduzierbar bestimmt werden kann. AuBerdem sollte ein mogli-

cher Einflul} einer vorangegangenen IL-4-Stimulation untersucht werden.
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4.2.2.1 Nachweis von Stickstoffmonoxid (ohne vorherige Stimulation der Keratinozyten
mit 1L-4)

Der Nachweis von NO wurde mit dem Griess-Test durchgefihrt. Dazu wurde die NO-

Freisetzung von Keratinozyten 48 Stunden nach TDI-Behandlung bestimmt. In der folgen-

den Abbildung ist die Freisetzung von NO ohne vorherige Simulation mit IL-4 angegeben.

NO [nmol/l]
w

ns ns+ sen sen+

Abbildung 22: NO-Freisetzung aus Keratinozyten 48 Stunden nach TDI-Behandlung. Bestimmung
mittels Griess-Test. ns = Keratinozyten mit Plasma von nicht sensibilisierten Mausen behandelt,
sen = Keratinozyten mit Plasma von sensibilisierten M&usen behandelt, + = zusétzliche Inkubation
mit TDI. Angabe von Mittelwert + Standardabweichung von fiinf unterschiedlichen Versuchen.

Durch die Behandlung der MSC-P5-Zellen mit TDI konnte keine gesteigerte NO-
Freisetzung induziert werden (Abb. 22). Die nicht sensibilisierte Kontrollgruppe setzte eine
NO-Menge von 4,4 £ 0,57 nmol/l frei. Durch Behandlung der nicht sensibilisierten Zellen
mit dem Antigen TDI sank die freigesetzte NO-Menge auf 3,8 = 0,42 nmol/l. Sowohl die
alleinige Sensibilisierung der Keratinozyten mit Méuseplasma als auch die zusatzliche Be-
handlung mit TDI ergaben eine freigesetzte NO-Menge von 4,2 + 0,25 bzw. 4,3 + 0,48

nmol/l.
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4.2.2.2 Nachweis von Stickstoffmonoxid (nach vorheriger Stimulation der Keratinozyten
mit 1L-4)

In der folgenden Abbildung ist die Freisetzung von NO nach vorheriger Stimulierung der

Keratinozyten mit IL-4 zu sehen. Dieser Nachweis wurde mit dem Griess-Test durchge-

fuhrt.

NO [nmol/l]

ns ns+ sen sen+

Abbildung 23: NO-Freisetzung aus Keratinozyten 48 Stunden nach TDI-Behandlung. Bestimmung
mittels Griess-Test. ns = Keratinozyten mit Plasma von nicht sensibilisierten Mausen behandelt,
sen = Keratinozyten mit Plasma von sensibilisierten Mausen behandelt, + = zusatzliche Inkubation
mit TDI. Angabe von Mittelwert £ Standardabweichung von finf unterschiedlichen Versuchen. * =
p<0,05 (Mann-Whitney-Test) im Vergleich zu sen.

Die nicht sensibilisierte Kontrollgruppe setzte 3,7 £ 0,23 nmol/l NO frei. Durch Behand-
lung der nicht sensibilisierten Zellen mit dem Antigen TDI stieg die freigesetzte NO-
Menge auf 3,9 £ 0,35 nmol/Il. Die alleinige Sensibilisierung der Keratinozyten mit Mause-
plasma ergab eine freigesetzte NO-Menge von 4,6 + 0,42 nmol/l. Einen deutlichen Anstieg
der NO-Konzentration konnte in Zellkulturen gemessen werden, die sowohl passiv sensi-
bilisiert als auch mit TDI behandelt wurden. Hier erreichte die gemessene NO-
Konzentration einen Wert von 5,7 £ 0,74 nmol/l (Abb. 23).
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4.2.2.3 Nachweis von TNFa (ohne vorherige Stimulation der Keratinozyten mit 1L-4)

Der Nachweis von TNFa wurde mit dem TNFa-DuoSet durchgefihrt. Dazu wurde die
TNFa-Freisetzung von Keratinozyten 48 Stunden nach TDI-Behandlung bestimmt. In der
folgenden Abbildung ist die Freisetzung von TNFa ohne vorherige Simulation mit 1L-4

angegeben.

TNFq [pg/ml]
N
(6)]

ns ns+ sen sen+

Abbildung 24: TNFa-Freisetzung aus Keratinozyten 48 Stunden nach TDI-Behandlung. Bestim-
mung mit TNFa-DuoSet. ns = Keratinozyten mit Plasma von nicht sensibilisierten Mausen behan-
delt, sen = Keratinozyten mit Plasma von sensibilisierten Mausen behandelt, + = zusatzliche Inku-
bation mit TDI. Angabe von Mittelwert £ Standardabweichung von funf unterschiedlichen Versu-
chen.

Es war keine gesteigerte TNFa-Freisetzung aus Keratinozyten nach TDI-Behandlung
meRbar. In der nicht sensibilisierten Kontrollgruppe wurde eine TNFa-Konzentration von
18 + 8,7 pg/ml gemessen. Die nicht sensibilisierten Keratinozyten, die nur mit dem Anti-
gen behandelt wurden, setzten 13 + 9,2 pg/ml TNFa frei. Die Zugabe des sensibilisierten
Méauseplasmas fiihrte zu einer Freisetzung von 15 £ 9,5 pg/ml TNFa. Wurde zusétzlich
noch TDI gegeben, dann erhéhte sich die Menge an freigesetztem TNFa auf 20 £ 8,3 pg/ml
(Abb. 24).
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4.2.2.4 Nachweis von TNFa (nach vorheriger Stimulation der Keratinozyten
mit IL-4)
In der folgenden Abbildung ist die Freisetzung von TNFa nach vorheriger Stimulierung

der Keratinozyten mit IL-4 zu sehen. Dieser Nachweis wurde mit dem TNFa-DuoSet

durchgefuhrt.

Abbildung 25: TNFa-Freisetzung aus Keratinozyten 48 Stunden nach TDI-Behandlung. Bestim-
mung mit TNFa DuoSet. ns = Keratinozyten mit Plasma von nicht sensibilisierten Mausen behan-
delt, sen = Keratinozyten mit Plasma von sensibilisierten Mausen behandelt, + = zusétzliche Inku-
bation mit TDI. Angabe von Mittelwert + Standardabweichung von flnf unterschiedlichen Versu-
chen. * = p<0,05 (Mann-Whitney-Test) im Vergleich zu ns.

Alle Zellen wurden vor der Zugabe des Mauseplasmas mit 100 pg/ml IL-4 Uber einen Zeit-

raum von 48 Stunden behandelt.

In der nicht sensibilisierten Kontrollgruppe wurde eine TNFa-Konzentration von 18 + 8,7
pg/ml gemessen. Die Behandlung der nicht sensibilisierten Zellen mit TDI bewirkte eine
Freisetzung von 16 = 12,4 pg/ml TNFa. Die mit sensibilisiertem Mé&useplasma behandel-
ten Zellen setzten eine TNFa-Menge von 12 + 10,9 pg/ml frei. Eine zusétzliche Behand-
lung der Zellen mit dem Antigen TDI zeigte einen deutlichen Anstieg der TNFa-
Konzentration im Zellkulturiiberstand. Die gemessene Konzentration betrug 40 £ 5,9 pg/ml
(Abb. 25).
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Auch wenn eine Inkubation der MSC-P5-Zellen mit IL-4 die Expression der immunglobu-
lin-bindenden Rezeptoren nicht beeinfluf3t, so wird die Freisetzung von NO und TNFa aus
sensibilisierten und mit Antigen behandelten Zellen gesteigert. Als Konsequenz wurden in
den nachfolgenden Versuchen die MSC-P5-Zellen immer mit 100 ng/ml IL-4 Uber 48
Stunden vorbehandelt.

4.2.2.5 Nachweis von TNFa-mRNA

Der vorher gemessene Anstieg der TNFa-Konzentration im Uberstand von passiv sensibi-
lisierten Keatinozyten, die zusétzlich mit dem Antigen TDI behandelt wurden, wurde

durch den Nachweis der mRNA fiir TNFa bestétigt und abgesichert.

TNFa —_

GAPDH . . _ —

ns ns+ sen sen+

Abbildung 26: mRNA von TNFa und GAPDH nachgewiesen mit RT-PCR. RNA isoliert aus Kerati-
nozyten vier Stunden nach passiver Sensibilisierung. ns = Keratinozyten mit Plasma von nicht sen-
sibilisierten M&usen behandelt, sen = Keratinozyten mit Plasma von sensibilisierten M&usen be-
handelt, + = zusétzliche Inkubation mit TDI.

Die in der RT-PCR eingesetzte RNA wurde vier Stunden nach der Gabe des Antigens aus
den Keratinozyten isoliert. Mit Hilfe des Nachweises der mRNA fur GAPDH (Glycerinal-
dehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) wurden die mRNA-Konzentrationen der einzelnen
Proben einheitlich eingestellt. In nicht sensibilisierten Keratinozyten (ns) war keine mRNA
fir TNFa nachweisbar. Wurden die Zellen mit TDI inkubiert (ns+), konnte eine schwache
Bande fir TNFa nachgewiesen werden. Waren die Zellen durch die Zugabe von sensibili-
siertem Mauseplasma passiv stimuliert (sen), war ebenfalls nur eine schwache Bande fir
TNFa sichtbar. Erst die passive Sensibilisierung und anschlieBende Inkubation mit dem
Antigen TDI (sen+) fiihrten zu einem deutlichen Anstieg der TNFa-mRNA (Abb. 26).
Wurde in der RT-PCR RNA eingesetzt, die erst 24 Stunden nach TDI-Stimulation isoliert

wurde, konnte keine mRNA fur TNFa nachgewiesen werden.
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4.2.2.6 Intrazellulare TNFa-Konzentration
Da der Nachweis der mRNA keinen Riickschluf® auf die Proteinkonzentration erlaubt, wird
im Folgenden die intrazelluldare TNFa-Konzentration in Keratinozyten als Reaktion auf die

passive Sensibilisierung beschrieben.

TNFq [pg/ml]/ug Gesamtprotein

ns ns+ sen sen+ ns ns+ sen sen+

4h 24 h

Abbildung 27: Intrazellulare TNFa-Konzentration in Keratinozyten nach passiver Sensibilisierung.
Bestimmung mittels TNFa-DuoSet. ns = Keratinozyten mit Plasma von nicht sensibilisierten Mau-
sen behandelt, sen = Keratinozyten mit Plasma von sensibilisierten Mausen behandelt, + = zusatz-
liche Inkubation mit TDI.

Die Ergebnisse der intrazelluldaren TNFa-Messungen sind analog zu Bestimmungen der
MRNA fur TNFa. Vier Stunden nach der Behandlung der Keratinozyten mit TDI konnte
intrazelluldr ein Anstieg der TNFa-Konzentration in passiv sensibilisierten und zusétzlich
mit TDI behandelten Zellen (8,0 pg/ug Gesamtprotein) nachgewiesen werden. In nicht
sensibilisierten Keratinozyten wurden 5,5 pg/ml TNFa/ug Gesamtprotein gemessen. Dabei
hatte eine zusatzliche Antigen-Behandlung der Keratinozyten keinen Einflul} auf das Me-
Rergebnis. In Keratinozyten, die nur mit sensibilisiertem Mdauseplasma behandelt wurden,

wurde eine TNFa-Menge von 4,4 pg/ug Gesamtprotein bestimmt. Wurden die intrazellula-
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ren TNFa-Konzentrationen 24 Stunden nach der TDI-Behandlung bestimmt, zeigte sich in
allen Gruppen eine reduzierte Zytokinmenge (Abb. 27). Dies stimmt mit den Ergebnissen
der RT-PCR uberein. Wurde die mRNA 24 Stunden nach TDI-Behandlung isoliert, konn-
ten keine Banden fir TNFa-mRNA nachgewiesen werden. Dies liel3 darauf schliel3en, dass
nach der Behandlung mit TDI in passiv sensibilisierten Keratinozyten zunachst die mMRNA
fir TNFa gebildet wurde, woran sich die Proteinbiosynthese von TNFa anschloR. In Folge
dessen kam es zu einem Anstieg der intrazellularen TNFa-Konzentration. Anschliel3end
wurde das Zytokin offenbar nach auflen abgegeben, so dass die intrazellulare TNFa-

Menge innerhalb von 20 Stunden sank.
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4.2.2.7 Nachweis von IL-13 (nach vorheriger Stimulation der Keratinozyten mit 1L-4)

In der folgenden Abbildung ist die Freisetzung von IL-1[3 nach vorheriger Stimulierung der
Keratinozyten mit IL-4 zu sehen. Dieser Nachweis wurde mit einem IL-1p3-Quantikine®
M-ELISA durchgefiihrt.

IL-1B [pg/ml]

ns ns+ sen sen+

Abbildung 28: IL-18-Freisetzung aus Keratinozyten 48 Stunden nach TDI-Behandlung. Bestim-
mung mittels IL-15 ELISA. ns = Keratinozyten mit Plasma von nicht sensibilisierten M&usen be-
handelt, sen = Keratinozyten mit Plasma von sensibilisierten Mausen behandelt, + = zusatzliche
Inkubation mit TDI. Angabe von Mittelwert + Standardabweichung von funf unterschiedlichen
Versuchen. * = p<0,05 (Mann-Whitney-Test) im Vergleich zu ns.

Alle Zellen wurden vor der Zugabe des Méuseplasmas mit 100 pg/ml IL-4 (ber einen Zeit-

raum von 48 Stunden behandelt.

In der unbehandelten Kontrollgruppe wurde eine IL-13-Konzentration von 4,9 + 0,9 pg/mi
im Zellkulturtiberstand gemessen. In der Gruppe, die nur mit dem Antigen TDI behandelt
wurde, wurde eine geringfligig gesteigerte Konzentration von 5,2 £ 0,3 pg/ml festgestellt.
Die alleinige Behandlung der Zellen mit sensibilisiertem Mauseplasma flihrte zu einer

Freisetzung von 4,5 = 0,9 pg/ml IL-1. Nur in passiv sensibilisierten und zusatzlich mit
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dem Antigen TDI behandelten Keratinozyten konnte eine - im Vergleich zu den Kontroll-
gruppen - deutlich angestiegene IL-1p3-Konzentration von 7,4 + 1,3 pg/ml gemessen wer-
den (Abb. 28).

4.2.2.8 Nachweis von IL-10 (nach vorheriger Stimulation der Keratinozyten mit IL-4)

In der folgenden Abbildung ist die Freisetzung von IL-10 nach vorheriger Stimulierung der
Keratinozyten mit IL-4 zu sehen. Dieser Nachweis wurde mit einem IL-10-Quantikine®
M-ELISA durchgefiinrt.

IL-10 [pg/mlI]
N

ns ns+ sen sen+t

Abbildung 29: IL-10-Freisetzung aus Keratinozyten 48 Stunden nach TDI-Behandlung. Bestim-
mung mittels IL-10 ELISA. ns = Keratinozyten mit Plasma von nicht sensibilisierten Mausen be-
handelt, sen = Keratinozyten mit Plasma von sensibilisierten M&usen behandelt, + = zusétzliche
Inkubation mit TDI. Angabe von Mittelwert + Standardabweichung von vier unterschiedlichen
Versuchen.

Im Uberstand der nicht sensibilisierten Kontrollgruppe wurde eine IL-10-Konzentration
von 2,9 + 0,2 pg/ml gemessen. Eine Inkubation von nicht sensibilisierten Zellen mit TDI
flhrte zu einer 1L-10-Freisetzung von 3,1 = 0,1 pg/ml. Wurden die Keratinozyten durch die
Inkubation mit sensibilisiertem Mduseplasma passiv sensibilisiert, wurden 2,9 £ 0,5 pg IL-
10/ml gemessen. In Keratinozyten, die nach der passiven Sensibilisierung zusétzlich mit
dem Antigen TDI behandelt wurden, wurden 4,8 + 1,9 pg IL-10/ml freigesetzt (Abb. 29).
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4.2.3 Abhéngigkeit der Reaktion vom Zeitpunkt der Plasmagewinnung nach TDI-
Behandlung der Méause

In den folgenden Versuchen sollte untersucht werden, ob das Alter des Plasmas eine Aus-
wirkung auf die Reaktion der Zellen hat. Das Alter des Plasmas bezieht sich auf den zeitli-

chen Abstand zwischen der Plasmagewinnung und TDI-Behandlung der Mause.

4.2.3.1 EinfluB der passiven Sensibilisierung auf die Vitalitdt der MSC-P5-Zellen

Um einen zytotoxischen Effekt der passiven Sensibilisierung auf die Keratinozyten auszu-
schlielen, wurde die Vitalitat der Zellen im AnschlufR an die Versuche bestimmt (vgl.
3.2.4).
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Abbildung 30: Bestimmung der prozentualen Vitalitdt nach der Behandlung mit sensibilisiertem
Méuseplasma (Cell Titer®). Angabe von Mittelwert £ Standardabweichung von sechs unter-
schiedlichen Versuchen.

Das Plasma wurde zu verschiedenen Zeitpunkten von Mausen gewonnen. In Relation zum
unbehandelten Kontrollgruppe steigerte das Plasma, das sechs Stunden nach TDI-
Behandlung von den Mdusen gewonnen wurde, die Umsetzung des Tetrazoliumsalzes zu

Formazan. In der Gruppe, die nicht zusétzlich mit TDI inkubiert wurde, wurde ein um
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19 % gesteigerter Tetrazoliumumsatz gemessen. Die Behandlung mit Antigen fiihrte zu
einem um 26 % erhéhten Umsatz des Tetrazoliumsalzes. Keratinozyten, die mit Plasma
behandelt wurden, das zwei Tage nach TDI-Behandlung der Mé&use gewonnen wurde,
zeigten bezogen auf die Kontrolle eine Vitalitat von 119 bzw. 115 %. Plasma, das nach 7
Tagen den Méausen abgenommen wurde, flihrte zu einem Tetrazoliumumsatz, der nur ge-
ringfugig im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle gesteigert war (114 bzw. 111 %). Die-
se Werte sanken unter den 100 %-Wert bei Keratinozyten, die mit sensibilisiertem Plasma
inkubiert wurden, das nach zwei Wochen gewonnen wurde. Die Vitalitat der Keratino-
zyten, die drei Wochen altes Plasma erhielten, erreichte wieder den Ausgangswert der un-
behandelten Kontrolle (106 bzw. 105 %). Wahrend des Versuchs zeigte sich zwischen den
Keratinozyten, die mit bzw. ohne TDI behandelt wurden, kein Unterschied (Abb. 30). Die
Behandlung der Keratinozyten mit Plasma von sensibilisierten Mé&usen hatten keinen
zytotoxischen Effekt auf die MSC-P5-Zellen.
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4.2.3.2 Effekt der Zeitspanne zwischen Plasmagewinnung und TDI-Behandlung der

Méause auf die Freisetzung von TNFa

Im Folgenden wird die Freisetzung von TNFa von passiv sensibilisierten Keratinozyten
beschrieben. Zur Sensibilisierung wurde Mauseplasma eingesetzt, das zu unterschiedlichen
Zeitpunkten nach Behandlung der Mé&use mit TDI gewonnen wurde. Die freigesetzte

TNFa-Menge wurde mit einem TNFa-DuoSet bestimmt
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Abbildung 31: Bestimmung der TNFa-Freisetzung nach der Behandlung mit sensibilisiertem Mau-
seplasma. Bestimmung im TNFa-DuoSet. ns = Keratinozyten mit Plasma von nicht sensibilisierten
Méausen behandelt, sen = Keratinozyten mit Plasma von sensibilisierten Mausen behandelt, + =
zusétzliche Inkubation mit TDI. Angabe von Mittelwert + Standardabweichung von sechs einzelnen
Versuchen. * = p<0,05 (Mann-Whitney-Test) im Vergleich zu sen.

Die Kulturen, die mit nicht sensibilisiertem Plasma behandelt wurden, setzten ca. 2,5 = 0,2
U TNFa/ml Kulturtberstand frei. Dabei machte es keinen Unterschied, ob die Zellen nach
der Behandlung mit dem Plasma zusétzlich mit TDI behandelt wurden (2,4 £ 0,1 U
TNFa/ml).

Keratinozyten, die nach der Behandlung mit sensibilisiertem Plasma nicht mit TDI inku-
biert wurden, setzten weniger als 2,8 U TNFa/ml in den Kulturliberstand frei. Wurde je-
doch Plasma verwendet, das von Mause gewonnen wurde, deren TDI-Behandlung minde-

stens zwei Wochen zurtcklag, stieg die freigesetzte TNFa-Menge der Keratinozyten auf
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4,0 + 0,5 U/ml. Eine weitere Steigerung der TNFa-Konzentration wurde in Uberstanden
von Keratinozyten gemessen, die mit 21 Tage altem Plasma behandelt wurden (4,9 + 0,7
U/ml). Zellen, die nach der passiven Sensibilisierung zusétzlich mit TDI inkubiert wurden,
zeigten schon bei 2 Tage altem Plasma eine gesteigerte TNFa-Freisetzung (3 £ 1,3 U/ml).
Die freigesetzte TNFa-Menge lie sich durch die Verwendung von 7 bzw. 14 Tage altem
Plasma steigern (3,63 £ 1,0 bzw. 4,73 + 0,3 U/ml). Durch die Inkubation mit 21 Tage al-
tem Plasma sank die TNFa-Konzentration im Zellkulturuberstand wieder leicht auf 4,34 +
0,5 U/ml (Abb. 31).

4.2.3.3 Effekt der Zeitspanne zwischen Plasmagewinnung und TDI-Behandlung der

Méause auf die Freisetzung von IL-1f3

Um das Ergebnis des vorangegangenen Versuchs mit einem anderem Parameter zu bestéti-
gen, wurde in einem weiteren Ansatz die IL-1p3-Menge, die von passiv sensibilisierten Ke-
ratinozyten freigesetzt wurde, bestimmt. Das Plasma, das zur Sensibilisierung verwendet
wurde, wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der TDI-Behandlung der M&use ge-

wonnen.
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Abbildung 32: Bestimmung der IL-13-Freisetzung nach der Behandlung mit sensibilisiertem Mau-
seplasma. Bestimmung im IL-13-ELISA. ns = Keratinozyten mit Plasma von nicht sensibilisierten
Méausen behandelt, sen = Keratinozyten mit Plasma von sensibilisierten Mausen behandelt, + =
zusétzliche Inkubation mit TDI. Angabe von Mittelwert + Standardabweichung von sechs einzelnen
Versuchen.

Analog zu den vorher gemessenen Mengen von TNFa im Uberstand passiv-sensibilisierter
Keratinozyten wurden ebenfalls unterschiedliche IL-13-Mengen freigesetzt, wenn Plasma
zur Sensibilisierung eingesetzt wurde, dass zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der
TDI-Behandlung der M&use gewonnen wurde.

Die freigesetzten IL-13-Mengen von Zellen, die mit nicht sensibilisiertem Plasma behan-
delt wurden, lagen bei unbehandelten Keratinozyten bei 4,0 + 1,5 pg/ml und bei zusétzlich
mit TDI behandelten Zellen bei 1,1 £ 1,2 pg/ml. Bei Keratinozyten, die mit sensibilisier-
tem Plasma behandelt und zusatzlich mit TDI inkubiert wurden, stieg die freigesetzte IL-
1B3-Menge in Abhédngigkeit des Alters des gewonnenen Plasmas stetig an. Die Verwendung
2 Tage alten Plasmas induzierte die Freisetzung von 5,0 + 3,0 pg/ml IL-1[3. Diese Konzen-
tration konnte durch Verwendung von 7 Tage altem (5,3 = 3,8 pg/ml) bzw. 21 Tage altem
Plasma (7,6 = 2,5 pg/ml) noch gesteigert werden. Dagegen blieb die IL-1[3-Konzentration
in Uberstanden von passiv sensibilisierten Keratinozyten, die nicht mit TDI behandelt
wurden, relativ konstant. Bei Verwendung von bis zu 7 Tage altem Plasma lag die freige-
setzte IL-13-Konzentration zwischen 2,9 £ 1,3 und 1,9 £ 2,0 pg/ml. Wurde jedoch 21 Tage
altes Plasma verwendet, stieg das gemessene IL-1B sprunghaft auf 6,0 + 2,9 pg/ml an
(Abb. 32).
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4.2.4 Zeitverlauf der Zytokinfreisetzung aus Keratinozyten nach passiver Sensibi-
lisierung

In den folgenden Untersuchungen sollte der zeitliche Verlauf der Freisetzung von TNFa,

IL-1f und IL-10 nach der Behandlung der Keratinozyten mit dem Antigen TDI untersucht

werden.

4.2.4.1 Zeitverlauf der TNFa-Freisetzung aus Keratinozyten

Im Folgenden wird die Freisetzung von TNFa von passiv sensibilisierten Keratinozyten
beschrieben. Die Proben wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Behandlung der
MSC-P5-Zellen mit TDI gewonnen. Die freigesetzte TNFa-Menge wurde mit einem

TNFa-DuoSet bestimmt.
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Abbildung 33: TNFa-Konzentration im Uberstand von sensibilisierten Keratinozyten in Abhangig-
keit des Zeitpunktes nach TDI-Behandlung. Bestimmung mittels TNFa-DuoSet. ns = Keratinozyten
mit Plasma von nicht sensibilisierten Mausen behandelt, sen = Keratinozyten mit Plasma von sen-
sibilisierten Mausen behandelt, + = zusétzliche Inkubation mit TDIl. Angabe von Mittelwert +
Standardabweichung von vier einzelnen Versuchen.
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Die alleinige Behandlung der Keratinozyten mit dem Antigen flihrte nicht zu einer Freiset-
zung von meRbaren TNFa-Konzentrationen im Zellkulturtiberstand. Dies war unabhéngig
vom Zeitpunkt der Probennahme. Im Uberstand von Zellen, die nur mit sensibilisierten
Méauseplasma behandelt wurden, konnte acht Stunden nach der TDI-Gabe eine TNFa-
Konzentration von 4,45 * 1,8 pg/ml bestimmt werden. Zu den ubrigen Zeitpunkten lagen
die gemessenen Werte unterhalb der Nachweisgrenze. Keratinozyten, die passiv sensibili-
siert und anschlielend mit dem Antigen TDI behandelt wurden, setzten vier Stunden nach
der TDI-Zugabe 3,45 + 0,9 pg/ml TNFa frei. Nach acht Stunden konnten 3,3 + 0,5 pg/ml
TNFa im Uberstand nachgewiesen werden. Das Maximum der TNFa-Freisetzung wurde
nach 24 Stunden erreicht. Hier wurden 5,2 + 1,7 pg/ml TNFa im Zellkulturiiberstand be-
stimmt. Nach 24 Stunden sank der gemessene TNFa-Wert auf 4,4 £ 0,5 pg/ml. Mit Aus-
nahme der friihen Zeitpunkte bis acht Stunden nach Antigenzugabe, lagen die freigesetzten
TNFa-Mengen in Uberstanden der passiv sensibilisierten und zusatzlich mit TDI behan-

delten Keratinozyten tiber den gemessenen Werten der tbrigen Kontrollgruppen (Abb. 33).
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4.2.4.2 Zeitverlauf der IL-1p-Freisetzung aus Keratinozyten

Im Folgenden wird die Freisetzung von IL-1(3 von passiv sensibilisierten Keratinozyten
beschrieben. Die Proben wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Behandlung der
MSC-P5-Zellen mit TDI gewonnen. Die freigesetzte IL-1(3-Menge wurde mit einem IL-
1B-Quantikine® M-ELISA bestimmt.
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Abbildung 34: IL-13-Konzentration im Uberstand von sensibilisierten Keratinozyten in Abhangig-
keit des Zeitpunktes nach TDI-Behandlung. Bestimmung mittels IL-18-ELISA. ns = Keratinozyten
mit Plasma von nicht sensibilisierten Mausen behandelt, sen = Keratinozyten mit Plasma von sen-
sibilisierten M&usen behandelt, + = zusétzliche Inkubation mit TDIl. Angabe von Mittelwert +
Standardabweichung von vier einzelnen Versuchen.

Die Kontrollgruppe, die nur mit dem Antigen TDI behandelt wurde, setzte 4 Stunden nach
der TDI-Zugabe 4,2 £ 1,7 pg/ml IL-1(3 frei. Die gemessene Konzentration blieb nach acht
Stunden (4,0 = 1,6 pg/ml), nach 24 Stunden (3,7 £ 1,3 pg/ml) und nach 48 Stunden (4,0 +
1,9 pg/ml) nahezu konstant. Auch die IL-13-Mengen in Uberstanden von Keratinozyten,
die nur mit sensibilisiertem Mé&useplasma behandelt wurden anderten sich nur geringflgig.
Nach vier Stunden konnte eine IL-1B-Konzentration von 4,4 £+ 1,3 pg/ml bestimmt werden.

Nach acht Stunden sank dieser Wert auf 3,6 £ 0,7 pg/ml. 24 Stunden nach der Antigenzu-
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gabe wurden 3,4 + 0,5 pg/ml IL-1p freigesetzt. Nach 48 Stunden stieg die gemessene Kon-
zentration auf 4,2 + 0,5 pg/ml. Die IL-1B-Konzentrationen in Uberstanden von Keratino-
zyten, die passiv sensibilisiert und anschlieend mit TDI behandelt wurden, unterschieden
sich bis 24 Stunden nach TDI-Zugabe nicht wesentlich von den Kontrollgruppen. So wur-
de in Uberstinden von Kulturen nach vier Stunden eine I1L-1B-Konzentration von 3,8 + 1,6
pg/ml festgestellt. Weitere vier Stunden spéter lag die nachgewiesene Konzentration unter-
halb der Nachweisgrenze. Auch 24 Stunden nach Zugabe von TDI konnte kein IL-13 im
Uberstand nachgewiesen werden. Erst nach 48 Stunden setzten diese Keratinozyten

6,9 £ 0,4 pg/ml IL-1[3 frei (Abb. 34).
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4.2.4.3 Zeitverlauf der IL-10-Freisetzung aus Keratinozyten

Im Folgenden wird die Freisetzung von IL-10 von passiv sensibilisierten Keratinozyten
beschrieben. Die Proben wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Behandlung der
MSC-P5-Zellen mit TDI gewonnen. Die freigesetzte IL-10-Menge wurde mit einem IL-10-
Quantikine® M-ELISA bestimmt.
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Abbildung 35: IL-10-Konzentration im Uberstand von sensibilisierten Keratinozyten in Abhangig-
keit des Zeitpunktes nach TDI-Behandlung. Bestimmung mittels IL-10-ELISA. ns = Keratinozyten
mit Plasma von nicht sensibilisierten M&usen behandelt, sen = Keratinozyten mit Plasma von sen-
sibilisierten Mausen behandelt, + = zusétzliche Inkubation mit TDIl. Angabe von Mittelwert +
Standardabweichung von vier einzelnen Versuchen.

Keratinozyten, die nur mit dem Antigen TDI behandelt wurden, setzten ca. 3 pg/ml IL-10
frei. Dabei spielte der Zeitpunkt der Probennahme keine Rolle. Die Behandlung der Kera-
tinozyten mit sensibilisiertem Mauseplasma induzierte keine gesteigerte Freisetzung von
IL-10 im Vergleich zu nicht sensibilisierten und mit TDI behandelten Zellen. Nur die Ke-
ratinozyten, die passiv sensibilisiert und zusétzlich mit TDI inkubiert wurden, setzten nach
48 Stunden eine IL-10-Menge von 4,9 £ 1,7 pg/ml frei (Abb. 35).
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4.3 Interaktion zwischen Keratinozyten und Endothelzellen

Um einen Aspekt der Rolle von Keratinozyten in immunologisch bedingten Abwehrreak-
tionen der Haut nachzuweisen, sollte der EinfluR von Keratinozyten auf Endothelzellen
untersucht werden. Im folgenden Verden die Ergebnisse von Versuchen beschrieben, in
denen Endothelzellen mit dem Uberstand passiv sensibilisierter Keratinozyten behandelt

wurden.

4.3.1 Einflul3 von Keratinozyten auf die Proliferation von Endothelzellen

Es sollte der EinfluR des Uberstandes von passiv sensibilisierten Keratinozyten auf das
Proliferationsverhalten von Endothelzellen untersucht werden. Dieser Versuch sollte die

Fahigkeit von Keratinozyten auf eine mogliche Regulation der Endothelzell-Proliferation

aufzeigen.
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Abbildung 36: Proliferation von bend.3-Zellen nach der Behandlung mit Zellkulturiiberstand von
sensibilisierten Keratinozyten (ns = 100 %). ns = bend.3-Zellen behandelt mit Uberstand von nicht
sensibilisierten Keratinozyten, ns+ = bend.3-Zellen behandelt mit Uberstand von nicht sensibili-
sierten aber mit TDI inkubierten Keratinozyten, sen = bend.3-Zellen behandelt mit Uberstand von
sensibilisierten Keratinozyten, sen+ = bend.3-Zellen behandelt mit Uberstand von sensibilisierten
und mit TDI inkubierten Keratinozyten. Angabe von Mittelwert + Standardabweichung von sechs
einzelnen Versuchen. * = p < 0,05 (Mann-Whitney-Test) im Vergleich zu ns. + = p<0,05 (Mann-
Whitney-Test) im Vergleich zu sen.
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Die Proliferation von Zellen, die mit dem Uberstand von nicht sensibilisierten, aber mit
TDI behandelten Keratinozyten inkubiert wurden, unterscheidet sich nicht von der unbe-
handelten Kontrollgruppe. Wurden dagegen die Keratinozyten passiv sensibilisiert, dann
steigerte deren Uberstand die Proliferation der bend.3-Zellen um etwa 50 %. Eine zusétzli-
che Inkubation der passiv sensibilisierten Keratinozyten mit TDI fiihrte zu einer um 80 %
gesteigerten Proliferation im Vergleich zu den nicht sensibilisierten Kontrollgruppen (Abb.
36).

4.3.2 Induktion der Expression von VCAM-1 auf Endothelzellen

Im Folgenden wird der EinfluR des Uberstandes passiv sensibilisierter Keratinozyten auf
die Expression von VCAM-1 bei Endothelzellen beschrieben. Dieser Versuch sollte die
Fahigkeit von Keratinozyten auf eine mdgliche Regulation der Expression von Adhési-

onsmolekiilen bei Endothelzellen aufzeigen.
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Abbildung 37: Nachweis von VCAM-1 auf Endothelzellen mittels FITC-markierter Antikdrper im
Fluoroskanll. Unspezifische Fluoreszenzintensitéat wurde von der Fluoreszenzintensitat des VCAM-
1-Antikorpers substrahiert. ns = bend.3-Zellen behandelt mit Uberstand von nicht sensibilisierten
Keratinozyten, ns+ = bend.3-Zellen behandelt mit Uberstand von nicht sensibilisierten, aber mit
TDI inkubierten Keratinozyten, sen = bend.3-Zellen behandelt mit Uberstand von sensibilisierten
Keratinozyten, sen+ = bend.3-Zellen behandelt mit Uberstand von sensibilisierten und mit TDI
inkubierten Keratinozyten. Angabe von Mittelwert + Standardabweichung von finf einzelnen Ver-
suchen.
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Endothelzellen, die mit dem Uberstand von nicht sensibilisierten Keratinozyten behandelt
wurden, keine gesteigerte Ausbildung des Adhédsionsmolekiils. Eine Behandlung der Zel-
len mit dem Uberstand von ns+-Keratinozyten zeigten eine um 330 % gesteigerte Ausbil-
dung des VCAM-1 Rezeptors. Wurden die Endothelzellen mit dem Uberstand von passiv
sensibilisierten Keratinozyten inkubiert, konnte ein Fluoreszenzwert gemessen werden, der
um 270 % gegeniiber der Kontrolle gestiegen war. Die Behandlung der Endothelzellen mit
dem Uberstand von passiv sensibilisierten und zusatzlich mit TDI inkubierten Keratino-
zyten induzierte eine um 925 % vermehrte Expression (Abb. 37). Da die Streuung der ein-
zelnen MeRwerte sehr grol3 war, kann nur von einer tendenzitsen Steigerung von VCAM-1
auf Endothelzellen, die mit Uberstand von sensibilisierten und mit TDI inkubierten Kerati-

nozyten behandelt wurden, ausgegangen werden.
Die Ergebnisse machen deutlich, dass Keratinozyten lber Freisetzung von Mediatoren in

der Lage sind die Zellteilungsaktivitat von Endothelzellen und die Ausbildung von Adha-

sionsmolekilen zu beeinflussen.
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4.4 Sensibilisierung von Keratinozyten mit isoliertem IgE

Die Keratinozyten wurden passiv sensibilisiert, indem sie mit reinem IgE behandelt wur-
den.

Analob zu Versuchen von BECHEREL et al. (1991) sollten Keratinozyten durch Inkubation
mit reinem IgE sensibilisiert werden. Durch die Verwendung von reinem IgE anstelle des
Méuseplasmas waére eine groRere Standardisierung der Versuche mdoglich. Das IgE war
spezifisch fir Dinitrophenol (DNP).

4.4.1 Bestimmung der geeigneten IgE-Verdinnung

Im folgenden wurden Keratinozyten mit IgE in unterschiedlichen Verdiunnungen passiv

sensibilisiert. Die freigesetzte TNFa-Menge wurde mit einem TNFa-DuoSet gemessen.
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Abbildung 38: Freisetzung von TNFa aus Keratinozyten 48 Stunden nach DNP-BSA Inkubation.

Bestimmung mittels TNFa-DuoSet. Angabe von Mittelwert + Standardabweichung aus sechs ein-
zelnen Versuchen.

Es sollte die freigesetzte TNFa-Menge aus sensibilisierten Keartinozyten in Abhéngigkeit

von der eingesetzten IgE-Verdunnung untersucht werden. Als Kontrollgruppe dienten Ke-
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ratinozyten, die mit IgE sensibilisiert wurden, jedoch anschlieBend nicht mit DNP behan-
delt wurden. Es zeigt sich bei einer eingesetzten Ige-Konzentration von 50 ul/10 ml RPMI
1640-Kulturmedium kein Unterschied in der freigesetzten TNFa-Menge zwischen Kerati-
nozyten, die mit DNP behandelt wurden, und der Kontrollgruppe. Die gemessenen TNFa-
Konzentrationen lagen jeweils zwischen 27 und 31 pg/ml. Bei einer eingesetzten IgE-
Verdinnung von 100 pl/10 ml RPMI 1640-Kulturmedium wurden nach der Behandlung
mit DNP 39,5 + 14,32 pg/ml TNFa im Uberstand nachgewiesen. In der nicht mit DNP
behandelten Kontrollgruppe lag die gemessene TNFa-Konzentration bei 30,3 + 3,58

pg/ml. Dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant (Abb. 38).
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4.4.2 Bestimmung der freigesetzten TNFa-Menge in Abhangigkeit von der einge-
setzten DNP-BSA-Konzentration

Um deutlichere Unterschiede zwischen behandelten und nicht IgE behandelten Keratino-
zyten hinsichtlich der TNFa-Freisetzung zu erzielen, wurde die eingesetzte Antigen-

Konzentration erhoht.
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Abbildung 39: TNFa-Konzentration in Uberstanden von passiv sensibilisierten Keratinozyten, die
mit unteschiedlichen DNP-BSA-Konzentrationen inkubiert wurden. Angabe von Mittelwert + Stan-
dardabweichung von sechs unterschiedlichen Versuchen. * = p<0,05 (Mann-Whitney-Test) im
Vergleich zu ns 1000 pg/ml DNP-BSA.

Im Uberstand von Keratinozyten, die nur mit RPMI 1640-Medium behandelt wurden,
konnte eine TNFa-Konzentration von 12,4 + 0,51 pg/ml bestimmt werden. Eine anschlie-
Rende Inkubation mit DNP-BSA-Immunkomplexen fuhrte nicht zu einer gesteigerten Frei-
setzung von TNFa (9,9 = 2,81 pg/ml). Die gemessene TNFa-Konzentration nahm mit zu-
nehmender DNP-BSA-Konzentration stetig ab. So wurde bei einer DNP-BSA Konzentra-
tion von 100 pg/ml nur noch 9,0 + 4,3 pg/ml TNFa gemessen. Wurden 1000 pg/ml DNP-
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BSA zur Behandlung der Keratinozyten eingesetzt, so setzten die Zellen 4,71 + 1,63 pg/ml
TNFa frei. Wurden dagegen die Zellen nach der passiven Sensibilisierung mit anti-DNP-
IgE zuséatzlich mit DNP-BSA behandelt, setzten die Zellen bei der hochsten Antigenkon-
zentration 10,6 + 3,6 pg/ml TNFa frei. Dieser Wert liegt Gber der freigesetzten TNFa-
Konzentration der Kontrollgruppe. Wurden niedrigere Konzentrationen DNP-BSA ver-
wendet, lagen die freigesetzten TNFa-Mengen (9,9 bis 6,8 pg/ml) deutlich unter denen der
Kontrollgruppe.

Die Reaktion der Keratinozyten als Folge der passiven Sensibilisierung mit reinem IgE war

im Vergleich zu Untersuchungen, in denen die Zellen mit Méuseplasma sensibilisiert wur-

den, nicht so ausgepragt (Abb. 39).
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5 DISKUSSION

Untersuchungen von RABE et al. (1998) zeigten, dass eine passive Sensibilisierung von
Zellen durch Zusatz von Serum sensibilisierter Patienten induzierbar ist. Als Grundvoraus-
setzung fur eine passive Sensibilisierung gilt die Existenz immunglobulinbindender Re-
zeptoren. In eigenen Untersuchungen konnten fiir MSC-P5-Zellen der FceRIl und FcyR
nachgewiesen werden (Abb. 16, 17 u. 18). Durch die Behandlung mit IL-4, die nach
DELEPESSE et al. (1991) die Expression von FceRII steigert, konnte in eigenen Versuchen
keine vermehrte Bildung dieses Rezeptors nachgewiesen werden (Abb. 14, 15 u. 16).
Nachdem gezeigt werden konnte, dass MSC-P5-Zellen Stickstoffmonoxid freisetzen kon-
nen (Abb. 7 u. 8), sollte die Reaktion der Keratinozyten auf die passive Sensibilisierung
mit diesem Parameter zundchst beurteilt werden. Es zeigte sich, dass Keratinozyten, die
mit IL-4 vorinkubiert wurden, auf die passive Sensibilisierung und zusétzliche TDI-
Inkubation mit der Freisetzung von Stickstoffmonoxid reagierten (Abb. 23). Wurden dage-
gen die Zellen nicht mit IL-4 vorinkubiert, setzten die Keratinozyten nicht vermehrt Stick-
stoffmonoxid frei (Abb. 22). Der gleiche Effekt zeigte sich auch fir die Freisetzung von
TNFa (Abb. 24 u. 25). In Anlehnung an diese Ergebnisse wurden die Keratinozyten fortan
immer mit IL-4 vorinkubiert, bevor die passive Sensibilisierung durchgefuhrt wurde. Um
die Ergebnisse der TNFa-Messungen abzusichern, wurde aulRerdem auch die mRNA fir
TNFa in Keratinozyten bestimmt (Abb. 26). Zusatzlich wurde auch die intrazellulére
TNFa-Konzentration gemessen (Abb. 27). Vier Stunden nach Antigenreiz waren sowohl
die mRNA fur TNFa als auch die intrazellulare TNFa-Konzentration in passiv sensibili-
sierten und zusétzlich mit TDI behandelten Keratinozyten gegentiber den Kontrollgruppen
deutlich angestiegen. 24 Stunden nach TDI-Behandlung war keine TNFa-mRNA bzw.
keine erhohte intrazellulare TNFa-Konzentration mehr nachzuweisen. Dies deutet darauf
hin, dass TNFa als frihes inflammatorisches Zytokin sehr schnell nach der Induktion ge-
bildet wird, aber seine Synthese binnen Stunden eingestellt wird. Weitere Zytokine, die im
Uberstand von Keratinozyten nach passiver Sensibilisierung nachgewiesen wurden, waren
IL-1 (Abb. 28) und IL-10 (Abb. 29). Wéhrend von passiv sensibilisierten und zusétzlich
mit TDI behandelten Keratinozyten signifikant hohere IL-13-Mengen freigesetzt wurden,

war fir IL-10 nur ein tendenzieller Anstieg nachweisbar. Als Parameter zur Beurteilung
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der passiven Sensibilisierung eigneten sich vor allem TNFa und IL-1(3. Da jedoch die
Zytokinkonzentrationen unter gleichen Versuchsbedingungen stark variierten, sollte der
EinfluB des Zeitpunktes der Plasmagewinnung auf die Freisetzung von TNFa (Abb. 31)
und IL-1B (Abb. 32) untersucht werden. In diesen Versuchen zeigte sich, dass durch die
Verwendung von Plasma, das sieben Tage nach der TDI-Behandlung der Mduse gewonnen
wurde, die deutlichsten Anstiege erzielt wurden. In weiteren Sensibilisierungsversuchen
wurde nur noch Plasma verwendet, das sieben Tage nach TDI-Behandlung der Mduse ge-
wonnen wurde. Um den optimalen Zeitpunkt der Zytokinmessung festzulegen, wurden zu
bestimmten Zeitpunkten nach Antigen-Behandlung der Keratinozyten die Zellkulturtber-
stdnde gewonnen und auf TNFa (Abb. 33), IL-1B (Abb. 34) und IL-10 (Abb. 35) unter-
sucht. Die Ergebnisse waren in Uberstanden, die 48 Stunden nach der TDI-Behandlung
analysiert wurden, am deutlichsten. Deshalb wurden diese Uberstande verwandt, um die
Interaktion zwischen Keratinozyten und Endothelzellen zu untersuchen. Endothelzellen,
die die Innenwand der BlutgeféRe auskleiden, spielen eine wichtige Rolle wahrend ent-
zuindlicher Reaktionen der Haut. Durch eine gesteigerte Proliferation der Endothelzellen
wird eine Vasodilatation hervorgerufen. Die Ausbildung von Adhadsionsmolekilen ist fur
die Umverteilung von Granulozyten, Monozyten/Makrophagen und Mastzellen aus dem
zirkulierenden Blut ins Gewebe erforderlich. Hier sind diese Infiltratzellen fur die Elimi-
nierung des Antigens verantwortlich. Durch Inkubation der Endothelzellen mit Uberstan-
den von passiv sensibilisierten und zusatzlich TDI-behandelten Keratinozyten konnte de-
ren Zellteilungsaktivitat gesteigert werden (Abb. 36). Auch war in dieser Gruppe eine ten-
denziell starkere Expression des Adhasionsmolekils VCAM-1 nachzuweisen (Abb. 37).
Dies bedeutet, dass Keratinozyten durch die Freisetzung von Mediatoren offenbar einen
EinfluR auf Endothelzellen ausiben kénnen. Der Versuch die Sensibilisierung durch die
Verwendung von reinem IgE anstelle von undefiniertem Mauseplasma zu induzieren,

flhrte nicht zu aussagekraftigen Ergebnissen (Abb. 38 u. 39) .

5.1 Nachweis immunglobulinbindender Rezeptoren

Dass Immunglobuline eine wichtige Rolle bei allergischen Reaktionen spielen, konnten
PRAUSNITZ und KUSTERS bereits 1921 in ihren Versuchen bestatigen (PRAUSNITZ und

KUSTERS, 1921). Durch die Ubertragung von sensibilisiertem Plasma auf nicht sensibili-
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sierte Personen, wurden auch diese gegen das Allergen sensibilisiert. Durch die Ubertra-
gung von Serum gelang PRAUSNITZ und KUSTERS (1921) ein passiver Transfer der Uber-
empfindlichkeit. Diese Reaktion konnte auch auf zellularer Ebene angewandt werden.
Durch die Zugabe von Serum von Allergikern zum Kulturmedium wurden Zellen gegen-
uber dem spezifischen Antigen sensibilisiert (LEvy und OsSLER, 1967). Am Anfang wurden
tracheale Muskelzellen verwendet, die von allergischen Hunden gewonnen wurden
(ANTONISSEN et al., 1979). Diese asthmatischen Hunde zeigten hohe IgE-Titer im Blutse-
rum. Die wichtigsten Merkmale des IgE sind seine Hitzelabilitdt und die Fahigkeit, an
Mastzellen und basophile Granulozyten zu binden. Die Halbwertzeit von IgE betrdgt im
Serum nur 2,5 Tage, doch bleiben die Mastzellen nach einem Serumkontakt mit IgE bis zu
12 Wochen sensibilisiert (WALDMANN et al., 1976). Die Bildung des IgE unterliegt der
Kontrolle von T-Zellen. So zeigten Tiere, die mit dem Antigen Dinitrophenol (DNP) im-
munisiert worden waren, bis zum 10. Tag einen Anstieg der IgE-Titer. In den darauffol-
genden sechs Wochen sanken die Werte wieder auf das Ausgangsniveau (POTTER et al.
1995). Mastzellen, die den hochaffinen FceRI-Rezeptor an ihrer Membran exprimieren,
kdnnen IgE binden und auf diesen Reiz mit der Freisetzung von Zytokinen und anderen
Mediatoren reagieren (WALKER et al., 1992). Die Vermutung lag nahe, dass bronchokon-
striktorische Reaktionen beim Asthma durch Interaktionen zwischen den Immunkomple-
xen und Fce-Rezeptoren hervorgerufen werden. WiLLIAMS et al. (1992) konnten zeigen,
dass der FceRIl (CD23) auf alveolaren Makrophagen und auf zirkulierenden B-
Lymphozyten von Asthmatikern stérker exprimiert war als auf Zellen von gesunden Indi-
viduen. Die Behandlung von bronchialen Muskelzellen mit Serum von Asthmatikern
flhrte zur Freisetzung von Zytokinen (z.B. IL-1B) und zu deren Kontraktion
(HAKONARSON et al., 1995). Dass jedoch IgE nicht allein fir die Ubertragung der Hyper-
sensibilitat verantwortlich gemacht werden konnte, ergab sich aus Versuchen von WATSON
et al. (1998). In diesen Versuchen wurden bronchiale Muskelzellen mit Serum von Asth-
matikern behandelt und anschlielend Histamin hinzugefligt. Es zeigte sich, dass die sensi-
bilisierten Zellen starker auf Histamin reagierten als die Kontrollzellen. Da im Serum je-
doch kein Anti-Histamin-1gE vorhanden war, konnte diese Reaktion als IgE-unabhangige
nicht spezifische Hypersensitivitat betrachtet werden. Vielmehr muBten andere Faktoren
im Serum fir diese Reaktion verantwortlich gemacht werden, so zum Beispiel TNFa, IL-
13 (HAKONARSON et al., 1996) und Mastzelltryptase (JOHNSON et al., 1997). Die Histamin-

Hypersensibilitat steht in Abh&ngigkeit vom totalen IgE-Titer (WATSON et al., 1997). Doch
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konnten noch keine synergistischen Interaktionen zwischen totalem IgE und den Serum-
faktoren geschlossen werden (BURROWS et al., 1989). So kann die Reaktion, die flr die
nicht-spezifische Histamin-Hypersensibilitat verantwortlich ist, auch zu einem Anstieg des
totalen IgE fiihren (WATSON et al., 1998). Dass Substanzen eine Sensibilisierung induzie-
ren kdnnen, hangt vor allem mit ihrer chemischen Struktur zusammen. So konnte nachge-
wiesen werden, dass niedermolekulare chemische Substanzen, die eine ,,~N=C=0"-Gruppe
beinhalten (z.B. TDI), in der Lage sind, eine allergische Sensibilisierung des Respiration-
strakts hervorzurufen (CHAN-YEUNG und MALO, 1994). TDI, das in eigenen Versuchen der
passiven Sensibilisierung Verwendung fand, wird im Hauserbau als Bestandteil von Mon-
tageschdaumen verwendet. Bei 5-10 % der Menschen, die berufsbedingt mit TDI arbeiten,
wird berufsbedingtes Asthma diagnostiziert (SCHEERENS et al., 1999). Diese Patienten
zeigten klinische Symptome und Granulozytenakkumulation in den Luftwegen. Aullerdem
konnte bei 10 bis 20 % dieser sensibilisierten Arbeiter ein erhohter TDI-spezifischer IgE-
Titer nachgewiesen werden (SCHEERENS et al., 1996). Da TDI zur Gruppe der niedermole-
kularen Antigene zu rechnen ist, ist es unwahrscheinlich, das reines TDI das Zielantigen
der T-Zellen darstellt. In Tiermodellen konnte gezeigt werden, dass inhaliertes TDI mit
seinen hochreaktiven Isocyanat-Gruppen kovalente Bindungen mit korpereigenen Protei-
nen eingeht (KENNEDY et al., 1989). Der wiederholte Kontakt mit dem TDI-
Proteinkomplex fuhrt zu einem Anstieg von IgE und IgG im Blutserum (KAROL et al.,
1995). Dabei ist offenbar entscheidend, tGber welchen Zeitraum und in welcher Frequenz
die Exposition mit TDI erfolgt (SCHEERENS et al., 1996). So wird zwischen der kurzzeiti-
gen und der langzeitigen Behandlung unterschieden. Eine kurzzeitige Behandlung erstreckt
sich Uber zwei aufeinanderfolgende Tage, an denen TDI (1 %) zweimal epikutan aufgetra-
gen wird. Dagegen nimmt die langzeitige Behandlung einen Zeitraum von sechs Wochen
ein. Dabei wird einmal in der Woche eine einmalige Behandlung der Mduse mit TDI (1 %)
durchgefuhrt (SCHEERENS et al., 1999).

Die kurzzeitige Sensibilisierung 16st keinen Anstieg der IgE-Antikérperproduktion in Fol-
ge der TDI-Behandlung aus. Es zeigt sich jedoch 24 Stunden nach dem Kontakt mit TDI
eine nichtspezifische tracheale Hyperreaktivitit. Durch die Ubertragung von T-
Lymphozyten von sensibilisierten M&usen auf nicht sensibilisierte Empfangertiere, kann
auch in diesen eine Hyperreaktivitat induziert werden. Diese Tatsache gibt einen Hinweis

darauf, dass es sich hier um eine DTH-Reaktion handelt (BuckLEY und NIIKAMP, 1994).
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Dieser Allergietyp ist durch das Auftreten von Tyl-Zellen charakterisiert, was nicht zu
einer gesteigerten Bildung von IgE fuhrt. Wéhrend TDI-spezifisches IgE nicht vermehrt
gebildet wird, ist ein Anstieg von TDI-spezifischem 1gG nach der kurzzeitigen Sensibili-
sierung meRbar (SCHEERENS et al., 1999). KITAGAKI et al. (1995) konnten durch mehrma-
lige Applikation eines Kontaktallergens eine Verschiebung von einer DTH-Reaktion zu
einer Sofort-Typ-Reaktion induzieren, der eine Spatphasenreaktion 24 Stunden nach Anti-
genbehandlung folgte. Zusammenfassend ergibt sich daraus, dass die kurzzeitige Sensibili-
sierung der Mduse mit TDI zu einer IgE-unabhéngigen DTH-Reaktion flhrt, wéahrend eine
langzeitige Sensibilisierung eine IgE-abhéngige Sofortreaktion induziert (SCHEERENS et
al., 1999).

Die Mduse, deren Plasma in eigenen Untersuchungen fur die passive Sensibilisierung ver-
wendet wurde, wurden an vier aufeinanderfolgenden Tagen mit dem Antigen TDI behan-
delt (GAD et al., 1986). Damit stellt das verwendete Sensibilsierungsschema einen Kom-
promiss zwischen den von SCHEERENS et al. (1999) beschriebenen kurz- und langfristigen

Sensibilisierungsmethoden dar.

Alle bisher beschriebenen In-vitro-Versuche zur passiven Sensibilisierung (BECHEREL et
al. 1994) (RABE et al. 1998) wurden mit Zellen durchgefiihrt, die IgE-bindende Rezeptoren
ausbilden. In der Haut sind Langerhans-Zellen in der Lage den hochaffinen IgE Rezeptor
(FceR1) auszubilden. Auf Keratinozyten wurde dieser hoch affine IgE-bindende Rezeptor
im Gegensatz zum niedrigaffinen FceRIl (BECHEREL et al., 1994) nicht beschrieben. Die
Expression des niedrig-affinen Rezeptors fiir IgE (FceRIl oder CD23) wird bei vielen Zel-
len durch IL-4 gesteigert (DELESPESSE et al., 1991). Dies konnten BECHEREL et al. (1991)
auch fur Keratinozyten nachweisen. In den Versuchen von BECHEREL et al., (1991) wurden
primédre humane Keratinozyten durch Inkubation mit IL-4 zur Ausbildung des FceRIl an-
geregt. Nachgewiesen wurde der Rezeptor durch in-situ-Hybridisierung und durch Ver-

wendung eines FceRI1-Antikdrpers (BECHEREL et al., 1994).
Der FceRI1I-Rezeptor ist ein 45 kD grofes Protein, das zu den C-Typ Lektinen zu zéhlen

ist. Mit seinem Carboxylende ist der Rezeptor in der Membran verankert (CONRAD, 1990).

Die Affinitat des Rezeptors zu IgE ist geringer als die des FceRI (DELESPESSE et al., 1991).
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Zwei unterschiedliche Formen des FceRII sind bis jetzt nachgewiesen. Die Unterschiede
entstehen durch verschiedene Translationsstartpunkte und alternatives Splicing der mRNA
von demselben Gen. Eine Variante FceRIIA ist B-Zell-spezifisch und wird konstitutiv aus-
gebildet. Die zweite Form (FceRIIB oder CD23) wird auf der Oberflache von B-Zellen,
Monozyten und eosinophilen Granulozyten durch IL-4 exprimiert (KATIRA et al., 1993).
FceRII besitzt eine C-Typ-Lektindoméne, die als Bindungsstelle fiir IgE fungiert (BEAVIL
et al., 1992). Die proteolytische Spaltung des membrangebundenen FceRII ergibt ein 16sli-
ches Produkt mit einer GroRe von 37 kD, das weiter zu 33, 25 und 12 kD grol3en Frag-
menten abgebaut werden kann (SARFATI et al., 1987). Das losliche FceRIl (sCD23) ist
ebenfalls in der Lage, IgE zu binden und scheint daher eine Funktion in der Regulation der
IgE-Synthese zu besitzen. Damit spielt sSCD23 eine wichtige Rolle wahrend allergischer
Reaktionen (RICHARDS und KATz, 1991). Es gibt verschiedene Aufgaben, die CD23 und
seine losliche Form sCD23 wahrnehmen. So wird eine Immunitit gegen Parasiten durch
die Markierung der eingedrungenen Mikroorganismen mit IgE gewahrleistet. Makropha-
gen und eosinophile Granulozyten, die den FceRIIl an ihrer Membran exprimieren, erken-
nen den Fremdkdrper und eliminieren ihn durch Phagozytose (CONRAD, 1990). sCD23 ist
ein autokriner B-Zell-Wachstumsfaktor, der auch die IgE-Synthese anregt. Deshalb ist es
nicht verwunderlich, dass bei Atopikern und Asthmatikern erhohte sSCD23-Titer gemessen
werden konnten (DELESPESSE et al., 1988).

Durch Behandlung von IL-4-stimulierten Keratinozyten mit humanen IgE/anti-IgE-
Immunkomplexen konnten BECHEREL et al. (1997) im Zellkulturiiberstand TNFa und
Stickstoffmonoxid nachweisen. Gestutzt auf diese Ergebnisse wurden fir die Bearbeitung
der Fragestellungen der vorliegenden Arbeit ebenfalls Keratinozyten verwendet. Da das
Plasma von sensibilisierten M&usen gewonnen wurde, wurden fir die In-vitro-Versuche
murine Keratinozyten verwendet. Zunéchst sollten die Ergebnisse von BECHEREL hinsicht-
lich der Expression des FceRII bestétigt werden. Dazu wurden MSC-P5-Zellen mit unter-
schiedlichen IL-4-Konzentrationen (ber einen Zeitraum von 48 Stunden inkubiert. An-
schlielend erfolgte der Nachweis der mRNA fur FceRIl mit Hilfe der RT-PCR, sowie des
Proteins durch Verwendung eines fluoreszenzmarkierten Antikdérpers. Das Ergebnis der
RT-PCR deutete darauf hin, dass die MSC-P5-Zellen diesen Rezeptor bereits konstitutiv

ausbilden (Abb. 14). Durch Stimulation mit IL-4 war keine vermehrte Bildung von FceRII-
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MRNA festzustellen. Dieses Ergebnis kann damit erklart werden, dass die Expression des
Rezeptors posttranslational reguliert wird. Jedoch zeigten die Ergebnisse aus den Versu-
chen, in denen mit einem fluoreszierenden Antikdrper FceRIl nachgewiesen werden sollte,
keinen stimulierenden Effekt von IL-4 auf die Expression des niedrig-affinen IgE-
Rezeptors (Abb. 15). Bei der durchfluBzytometrischen Bestimmung deutete sich eine kon-
stitutive Ausbildung des FceRII ebenfalls an (Abb. 16). Die Ergebnisse von BECHEREL et
al. (1991) hinsichtlich der IL-4-abhangigen Expression des FceRIl konnten fur MSC-P5-
Zellen somit nicht reproduziert werden. Dies 1aBt sich eventuell damit erklaren, dass die
permanente Keratinozytenzellinie MSC-P5 keine priméren Zellen darstellen. BECHEREL et
al. (1991) hatten ihre Versuche ausschlieBlich an priméren humanen Keratinozyten durch-

gefunhrt.

Neben dem FceRI und dem FceRII besitzt auch Galektin-3 IgE bindende Funktion. Dieses
IgE-bindende Protein (-BP) ist ein beta-galaktosid-bindendes Lektin, das aquivalent zum
carbohydratbindenden Protein (CBP 35) ist. Es konnte gezeigt werden, dass das IgE-
bindende Protein mit dem auf der Zelloberflache von Makrophagen anzutreffenden Protein
Mac-2 identisch ist (NABARRA und PAPIERNIK, 1988). Das Molekil €-BP kann in zwei
Einheiten unterteilt werden. Der erste Bereich beinhaltet das Aminoende mit hoch konser-
vierten repetitiven Sequenzen, wéhrend das Carboxylende Sequenzen enthélt, die fur S-
Typ Selektine charakteristisch sind (ROBERTSON et al., 1990). Immunhistochemische Un-
tersuchungen an menschlicher Haut haben ergeben, dass das Zytoplasma von Keratino-
zyten eine anti-e-BP-Aktivitat zeigt. Das Protein wird von Keratinozyten gebildet und se-
zerniert, um anschlieBend (ber Kohlenhydrate an die Oberflache von Langerhans-Zellen
gebunden zu werden (HoLIKOVA et al., 2000). Es ist bekannt, dass das Lektin speziell ter-
minale beta-Galaktosereste bindet, die in komplexen Oligosaccharidketten vorhanden sind.
Nur Glukosaccharide, die eine bestimmte posttranslationale Prozessierung durchlaufen,
erhalten das Glykosylierungsmuster, das die Bindung von e-BP ermdglicht. Die Heteroge-
nitat der Bindung von IgE an €-BP ist auBerdem auf den unterschiedlichen Sialinisierungs-
grad zurlickzufuhren (WOLLENBERG et al., 1993). Immunhistochemische Untersuchungen
von humaner Haut ergaben, dass der Differenzierungsgrad der Keratinozyten die Bildung
und die Freisetzung von Galektin-3 beeinfluf3t. So bilden Keratinozyten in Tumorgewebe

Galektin-3 (KONSTANTINOV et al., 1994). Es konnte belegt werden, dass Keratinozyten
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zwar das IgE-bindende Protein Galektin-3 freisetzen, jedoch war bisher nur die Bindung

dieses Proteins an Langerhans-Zellen bekannt (WOLLENBERG et al., 1993).

Indem MSC-P5-Zellen zusétzlich zur passiven Sensibilisierung mit Laktose behandelt
wurden, sollte ein Hinweis auf die Beteiligung von Galektin-3 an der immunologischen
Reaktion untersucht werden. Laktose sollte dabei als Ligand von Galektin-3 die Bindung
von IgE verhindern (SANO et al., 2000) und somit die Freisetzung von TNFa als Reaktion
der Keratinozyten auf die passive Sensibilisierung reduzieren. Die Ergebnisse zeigen, dass
Laktose einen hemmenden Effekt auf die Freisetzung von TNFa austibt (Abb. 20). Um
einen zytotoxischen Einflul} von Laktose ausschlieBen zu kdnnen, wurde gleichzeitig zur
Zytokinmessung die Zellvitalitat bestimmt. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass Kerati-
nozyten Uber die Bindung von Galektin-3 in der Lage sind IgE zu binden. Da Laktose die
Freisetzung von TNFa wahrend der passiven Sensibilisierung hemmt, liegt die Vermutung
nahe, dass Galektin-3 an der keratinozyten-vermittelten Reaktion beteiligt ist. Zur Absiche-

rung massen jedoch noch weitere Studien durchgefiihrt werden.

Wie Ergebnisse von SCHEERENS et al. (1999) belegen, wird neben IgE auch TDI-
spezifisches IgG infolge des fur die eigene Arbeit gewahlten Sensibilisierungsschemas
gebildet. Immun-globulin G wird als Monomer sezerniert. Es stellt den Hauptanteil der im
Serum und in der interstitiellen Flissigkeit vorliegenden Immunglobuline dar (ABBAS et
al., 1997). Mononukledre Phagozyten und neutrophile Granulozyten bilden Rezeptoren fir
den Fc-Teil aller 1gG-Isotypen aus (ZELLER, 1993). Dabei enthalten diese Fc-Rezeptoren
immunglobulindhnliche Domaénen. Sie werden deshalb auch der 1g-Superfamilie zugeord-
net. Wenn antigentragende 1gG-Molekiile an diese Fcy-Rezeptoren binden, wird eine Op-
sonierung eingeleitet. Damit wird die Phagozytose der Antigene gefordert. Alle 1gG-
Klassen konnen als Opsonine wirken (ABBAS et al., 1997). Rezeptoren fir den Fc-Teil der
IgG-Molekiile finden sich auf allen immunkompetenten Zellen. Sie sind fur Endozytose,
Phagozytose und zellvermittelter Zytotoxizitdt von Bedeutung (ANDERSON und LOONEY,
1986). Es konnten drei unterschiedliche Rezeptoren identifiziert werden. Der hochaffine
Rezeptor FcyRI (72 kD) ist in grolRer Dichte an der Membran von Makrophagen und Mo-
nozyten nachzuweisen. Der 40 kD groRe FcyRIl und der 50-70 kD grof3e FcyRIII sind

niedrig-affine Rezeptoren, die antigengebundenes 1gG binden (MELLMAN, 1988).
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Dass die Bindung von 1gG Reaktionen in epidermalen Zellen induzieren kann, konnte
schon an Meerschweinchenhaut nachgewiesen werden. Wurde die Haut von Meerschwein-
chen mit 1gG behandelt, induzierte der Kontakt eine Vakuolenbildung in epidermalen Zel-
len (MOORE und DANNENBERG, 1992). Das Phanomen der Vakuolenbildung lieR sich auch
in eigenen Versuchen an der Zellmembran von MSC-P5-Zellen beobachten, die mit sensi-

bilisiertem Mauseplasma behandelt wurden.

Um eine mogliche Beteiligung von IgG an der passiven Sensibilisierung einbeziehen zu
konnen, erfolgte zundchst der Nachweis der Rezeptoren zur Bindung dieses Immunglobu-
lins auf MSC-P5-Zellen. Bei Mausen sind drei FcyR-Familien bekannt, die mit IgG-
Immunkomplexen reagieren kénnen. Der hoch-affine FcyRI und der niedrig-affine FcyRIII
besitzen jeweils a- und (-Ketten mit einer tyrosinaktivierenden Sequenz, die fur die Sti-
mulation von immunologischen Reaktionen verantwortlich gemacht wird (HULETT und
HOGARTH, 1994). Dagegen besitzt der FcyRII inhibitorische Funktion (DAERON et al.,
1995). Dass IgG eine wichtige Rolle bei allergischer Reaktionen von Mdausen einnimmt,
wurde auch in In-vivo-Versuchen von CLYNES et al. (1999) bestétigt. FcyRIlIb-,,knock-
out*“-Maduse zeigten verstarkt allergische Reaktionen, wahrend Mutanten mit fehlenden
FcyRI und FcyRIIl keine pathologischen Reaktionen in Folge des Auftretens von 1gG-
Immunkomplexe zeigten (BOLLAND und RAVETCH, 1999). In eigenen Untersuchungen
sollte mit einem fluoreszeingekoppelten 1gG-Antikorper FcyR fur MSC-P5-Zellen nach-
gewiesen werden. Die Inkubation der Zellen mit IgG1 als Immunkomplex sowie als reines
Immunglobulin ergab, dass die verwendeten Keratinozyten in der Lage waren freies IgG
zu binden (Abb. 17). Jedoch konnte diese Bindung durch Vorbehandlung der Zellen mit
IL-4 nicht gesteigert werden (Abb. 19). Auf die Expression von FcyRIl und FcyRIII bei
murinen eosinophilen Granulozyten hatte IL-4 in Versuchen von de ANDRES et al. (1994)
keinen EinfluR. Deswegen wurde auf Versuche, die den Einflul® von IL-4 auf die Expressi-
on dieser niedrig-affinen Rezeptoren bei murinen Keratinozyten untersuchen sollten, ver-
zichtet. In einem weiteren Versuch wurde 1gG im Plasma von TDI-sensibilisierten M&usen
indirekt nachgewiesen (Abb. 18). Der fur diese Untersuchungen eingesetzte IgG-
Antikdrper erkannte das an Keratinozyten gebundene IgG. Die Versuche zeigten, dass der
Immunkomplex aus 1gG und dem Antigen TDI in der Lage war, an die Zellen zu binden.

Dies steht im Gegensatz zu den Ergebnissen, in denen reines IgG1 eingesetzt wurde. Hier
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wurde nur nicht komplexiertes Immunglobulin nachgewiesen. Somit liegt die Schluf3folge-
rung nahe, dass im sensibilisierten Mauseplasma neben 1gG1 auch IgG-Subklassen mit
einer niedrigen Affinitdt gegeniiber den Fcy-Rezeptoren enthalten sind. Diese Globuline

werden nur als Immunkomplex gebunden.

Zusammenfassend kann aus diesen Ergebnissen abgeleitet werden, dass MSC-P5-Zellen
den FcyRI konstitutiv ausbilden, dass jedoch dessen Expression durch IL-4 nicht erhoht
wird. AuBerdem sind niedrig-affine Rezeptoren fir 1gG vorhanden. Diese Ergebnisse fin-
den ihre Bestatigung auch in vivo. In normaler humaner Haut konnten fir Keratinozyten
FcyRI und FcyRIN nachgewiesen werden (TIGALONOWA et al., 1991). Die oben beschrie-
benen Ergebnisse der Nachweise von immunglobulinbindenden Rezeptoren belegen, dass

auch 1gG wahrend der passiven Sensibilisierung muriner Keratinozyten eine Rolle spielt.

5.2 EinfluB von IL-4 auf die passive Sensibilisierung

Auch wenn IL-4 weder die FceRII- noch die FcyRI-Dichte erhohte, so flhrte eine VVorinkuba-
tion mit diesem Zytokin dennoch zu einer verstarkten Antwort der MSC-P5-Zellen auf die
passive Sensibilisierung. Damit IL-4 einen Einflul} auf Keratinozyten ausiiben kann, muf3
der entsprechende Rezeptor auf Keratinozyten vorhanden sein. JUNGHANS et al. (1996)
konnten fir humane Keratinozyten die Existenz des IL-4-Rezeptors belegen. Dies wurde
von ALBANESI et al. (2000a) sowie von LARCHE und RITTER (1989) bestatigt. In der Haut
von Atopikern ist der Rezeptor auf basalen Keratinozyten besonders hdufig (JUNGHANS et
al., 1996).

Interleukin-4 (IL-4) wurde urspriinglich als Zytokin beschrieben, das von T-Helfer-Zellen
gebildet wird. Es hat eine GroRe um 20 kD und stimuliert die Proliferation von B-Zellen.
Die Hauptfunktion von IL-4 besteht jedoch in der Regulierung der IgE- und

Mastzell/Granulozyt-vermittelten Immunreaktionen (ABBAS et al., 1997).
Eine wichtige Funktion von IL-4 ist die Induktion des Antikorper-Isotyp-Wechsels in B-

Zellen bei der IgE-Produktion (VERCELLI et al., 1993). Aus diesem Grund fehlt IL-4

,»knock-out“-Mausen die Fahigkeit zur Produktion von IgE.
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Werden Keratinozyten durch Kontaktallergene oder durch Zytokine stimuliert, kdnnen sie
verschiedene 16sliche Membranmediatoren freisetzen, die zur Anlockung und Stimulation
von T-Zellen und anderer Leukozyten fiihren. Bei der atopischer Dermatitis setzen T-
Zellen (hauptsachlich CD4"-Zellen) IL-4 frei (SALERNO et al., 1995). Das freigesetzte 1L-4
bindet an Keratinozyten und fiihrt zur Freisetzung von proinflammatorischen Mediatoren
(ALBANESI et al., 2000b).

Auch in vitro konnte der stimulierende Effekt von IL-4 auf Keratinozyten gezeigt werden.
So fuhrte eine zusatzlich zu einem LPS-Reiz durchgefuhrte IL-4 Behandlung von Kerati-
nozyten zu einer gesteigerten Freisetzung bestimmter Chemokine. Zu diesen Chemokinen
zdhlten IFNy, IP-10 (IFN-induced protein), Mig (monokine induced by IFNy) und I-Tac
(IFN-inducible T-cell a-chemoattractant (ALBANESI et al., 2000b). Diese Ergebnisse legen
nahe, dass die Reaktion von Keratinozyten auf die Bindung von inflammatorischen Zyto-
kinen oder Antigenen durch die simultane Inkubation mit 1L-4 amplifiziert werden kann
(ALBANES et al., 2000a). In eigenen Versuchen hatte IL-4 einen verstdrkenden Effekt auf
die immunglobulininduzierte Reaktion der Keratinozyten wahrend der passiven Sensibili-
sierung. Wahrend nicht IL-4-stimulierte Keratinozyten nicht mit einer vermehrten Freiset-
zung von Stickstoffmonoxid (Abb. 22) und TNFa (Abb. 24) auf die Sensibilsierung rea-
gierten, setzten MSC-P5-Zellen, die IL-4-vorbehandelt waren, signifikant grofiere Mengen
dieser proinflammatorischen Mediatoren frei (Abb. 23 u. 25). Die Annahme, dass diese
Reaktion durch die vermehrte Expression der immunglobulinbindenden Rezeptoren her-
vorgerufen wurde, konnte bereits widerlegt werden. Vielmehr scheint 1L-4 unabh&ngig von
der Expression der Fc-Rezeptoren die Bildung der Botenstoffe zu beeinflussen. Dies wird
auch durch die Tatsache gestiitzt, dass IL-4 auch alleine Reaktionen in Keratinozyten her-
vorrufen kann. Keratinozyten reagieren auf die Inkubation mit IL-4 mit einer gesteigerten
Proliferation und sie bilden verstarkt sogenannte B7/BB1-Proteine, die Kostimulatoren der
MHC-Klasse 2-vermittelten T-Zell-Induktion sind (OTTEN et al., 1988).
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5.3 Freisetzung von NO als Reaktion auf die passive Sensibilisierung

Der erste Parameter, mit dem die Reaktion der Keratinozyten auf die passive Sensibilisie-
rung untersucht wurde, war die Freisetzung von Stickstoffmonoxid. Stickstoffmonoxid
(NO) ist ein hochreaktives freies Radikal, das von vielen Zelltypen, unter anderem auch
Keratinozyten, produziert wird. Neben anderen Funktionen ist das Radikal ein wichtiger

Mediator allergischer Reaktionen (BILLAR et al., 1992).

Werden Makrophagen mit LPS und IFNy inkubiert, reagieren sie mit der Freisetzung von
Stickstoffmonoxid. Durch diese Manipulation wird die Stickstoffmonoxidsynthase akti-
viert. Wahrend inflammatorischer Reaktionen wirkt NO vasodilatatorisch. Dadurch wird
der lokale Blutstrom verstérkt und der Eintritt von Leukozyten in das Gewebe erleichtert
(ABBAS et al., 1997).

Die Aktivierung von Keratinozyten durch IgE/Antigen-Komplexe flihrt zur Stimulation der
NO-Bildung. Dies geht einher mit der Freisetzung von proinflammatorischen Mediatoren
(z.B. TNFa, IL-6) (BECHEREL et al., 1994). Die TNFa-Bildung steht im direkten Zusam-
menhang mit der NO-Freisetzung, was durch den Einsatz von NO-Synthase-Aktivatoren
oder -Inhibitoren bewiesen werden konnte. So fiihrte die Behandlung der Zellen mit Natri-
umnitroprussit (NO-Donor) zur Steigerung der TNFa-Bildung, wéhrend der Einsatz von
Mono-methyl-L-Arginin (NO-Inhibitor) die TNFa-Synthese hemmte. Ligation von FceRlI
(CD23) fuhrt zur Akkumulation von zyklischen Nukleotiden (cGMP und cAMP), die an
der NO-Bildung beteiligt sind (BECHEREL et al., 1994a). Eine Inhibition des cAMP-
Reaktionsweges bewirkt eine Hemmung der TNFa- und IL-10 Synthese nach FceRIl Li-
gation, wéhrend die Hemmung des NO-Reaktionsweges keine Auswirkung auf die I1L-10
Bildung hatte (BECHEREL et al., 1997).

In Uberstanden von Keratinozyten, die nach I1L-4-Vorbehandlung durch die Inkubation mit
sensibilisiertem Méauseplasma sensibilisiert und zusétzlich mit dem Antigen TDI behandelt
wurden, konnte eine signifikant héhere NO-Konzentration als in den Kontrollgruppen be-
stimmt werden (Abb. 23). Somit konnten die Ergebnisse von BECHEREL at al. (1994) be-
statigt werden. Da es, wie oben erwéhnt, Hinweise gab, dass die Stimulation der NO-
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Synthase auch eine Voraussetzung fir die Bildung und Freisetzung von TNFa darstellt,

sollte ebenfalls dieses proinflammatorische Protein bestimmt werden.

5.4 Freisetzung von TNFa als Reaktion auf die passive Sensibilisierung

Urspriinglich wurde TNFa als ein endotoxin-induzierter Faktor beschrieben, der von Ma-
krophagen sezerniert wird (CARSWELL et al., 1975). TNFa ist ein proinflammatorisches
Zytokin, das z.B. in der Pathogenese vieler pulmonaler Entzindungen wie Asthma und
chronischer Bronchitis eine bedeutende Rolle einnimmt (STRIETER et al., 1993). TNFa ist
ein pleiotrophes Zytokin, welches zellulére Proliferation, Differenzierung und Immunre-
gulation beeinflulRt (VAsSsALLI, 1992). Es wird als nichtglykolysiertes Transmembranpro-
tein mit einer GrolRe von 25 kD gebildet, das sich aus Homotrimeren zusammensetzt. Ein
17 kD Fragment jeder Untereinheit vom Carboxylende kann von der Plasmamembran ab-
gespalten werden (GRAMAGLIA et al., 1999). Diese drei abgespaltenen Untereinheiten bil-
den ein stabiles Homotrimer (51 kD), das von den Zellen sezerniert wird. Die TNFa-
Wirkung wird durch die Bindung an den TNF-Rezeptor (TNF-R) vermittelt. Etwa 500 bis
10000 hoch-affine Rezeptoren fir TNFa sind auf allen somatischen Zellen mit Ausnahme
der Erythrozyten exprimiert. Es existieren zwei Rezeptortypen mit einer Grélie von 55 kD
(TNF-RI) und 75 kD (TNF-RII) (ABBAS et al. 1997). Da die Bindungsaffinitat fir TNFa
an die Rezeptoren fiir ein Zytokin relativ gering sind (Kq=10" fiir TNF-RI, Kq=5*10""° fir
TNF-RII), muB TNFa in sehr groRen Mengen freigesetzt werden, um eine Wirkung in
Zielzellen auszulésen (TARTAGLIA et al., 1993). Beide Rezeptorarten werden von Zellen
exprimiert, wobei die starkeren Effekte durch Ligation des TNF-RI vermittelt werden.
TNF-RII dagegen bindet membranstandiges TNFa und transportiert 16sliches TNFa zum
TNF-RI. TNFa-aktivierte Zellen verlieren ihre TNF-Rezeptoren, die dann als l6sliche Re-
zeptoren die membrangebundenen kompetitiv hemmen (ROMERO et al., 2000). Lésliche
TNF-Rezeptoren bewirken einen negativen Rickkopplungseffekt, indem sie freies TNFa
binden und damit die Ligation an Zielzellen verhindern. Viele Antworten auf einen TNF-
Reiz bewirken eine gesteigerte Transkriptionsrate bestimmter Zielgene. Die gesteigerte
Transkriptionsaktivitdt wird durch Aktivierung von NFKB (nuclear factor kappa B) und
AP-1 (activator protein 1) vermittelt. Der Transkriptionsfaktor NFKB bildet im nicht-

aktivierten Zustand im Zytosol einen Komplex mit seinem Inhibitor (BALDWIN, 1996).
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Nach TNFa-Behandlung wird NFKB demaskiert und gelangt in den Zellkern, wo es die
Transkription von Genen aktiviert (BAEUERLE, 1998). AP-1 ist ein weiterer Transkriptions-
faktor, der normalerweise als Homo- oder Heterodimer von Jun, Fos und dem ATF (acti-
vation transcription factor) vorliegt (KARIN et al., 1997). In Endothelzellen induziert TNFa
die Bildung eines c-Jun/ATF-Komplexes (DE LUcCA et al., 1994), der eine essentielle Vor-
aussetzung zur Induktion des leukozytenbindenden Proteins E-Selektin darstellt. In ATF-
»knock out* Mausen ist die Induktion von E-Selektin durch TNFa nicht mdglich
(REIMHOLD et al., 1996). Die Aktivitat von AP-1 kann sowohl durch die Induktion (c-Fos)
als auch durch Phosphorylierung der N-terminalen Doméne durch MAP (mitogen activa-

ted protein) reguliert werden (ROULSTON et al., 1998).

Die biologische Wirkung von TNFa ist konzentrationsabhangig. In niedriger Konzentrati-
on wirkt es als autokriner und parakriner Regulator fur Leukozyten und Endothelzellen.
Letztere werden zur Ausbildung von Adhédsionsmolekiilen stimuliert, so dass die Zellober-
flache eine bessere Anheftungsmoglichkeit fur Leukozyten bietet (VERDEGAAL et al.,
1996). In groRerer Konzentration induziert TNFa im Zusammenspiel mit IL-13 die Mi-
gration von Langerhans-Zellen aus der Epidermis zu den Lymphknoten (CUMBERBATCH et
al., 1996). Mononukledre Phagozyten und Endothelzellen werden durch hoéhere TNFa-
Konzentrationen zur Produktion von IL-1p und IL-6 angeregt (CHl et al., 2001). Fir hu-
mane Keratinozyten gilt die Abhangigkeit der TNFa-Synthese von der Aktivitat der indu-
zierbaren NO-Synthase (BECHEREL et al. 1996). Dabei scheint TNFa die TNFa-Synthese
selbst in Form eines Auto-Amplifikationsprozesses zu steigern. PIGUET et al. (1991) ver-
muten, dass die Kapazitat der Keratinozyten zur TNFa-Produktion ein limitierender Faktor

der Hautreaktion auf einen Antigenreiz ist (PIGUET et al., 1991).

Vorliegende Untersuchungen zur Induktion von TNFa zeigen, dass drei Stunden nach Be-
handlung der Keratinozyten mit Kontaktallergenen ein deutliches Maximum der mRNA-
Expression meRbar ist (WILMER et al., 1994). In Versuchen an kinstlichen humanen Hau-
taquivalenten (EPISKIN™), fanden CoRsiNi et al. (1997) 48 Stunden nach Behandlung mit

dem Kontaktallergen Dinitrochlorobenzen (DNCB) eine erhéhte TNFa-Freisetzung.
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Auch auf die passive Sensibilisierung und anschliefende Inkubation mit TDI reagierten
Keratinozyten mit signifikant gesteigerter Freisetzung von TNFa. Es zeigte sich in Analo-
gie zur NO-Messung, dass die VVorbehandlung der Zellen mit IL-4 essentiell war (Abb. 24
u. 25). Durch den Nachweis der mRNA fir TNFa konnte belegt werden, dass der Freiset-
zung des Zytokins eine Neusynthese zugrunde lag (Abb. 26). Dies wurde durch Versuche
von CoRINI et al. (1997) bestétigt, in denen BALB/c Mause durch die Behandlung mit dem
Hautirritans Tributylin (TBT) zur Synthese von TNFa stimuliert wurden. In diesen Versu-
chen konnte schon eine Stunde nach der Behandlung der M&use mit TBT ein Anstieg der
MRNA fur TNFa in der behandelten M&usehaut nachgewiesen werden. Nach vier Stunden
war die TNFa-mRNA-Menge am grofiten. Dies stimmt auch mit dem eigenen Ergebnis
des Nachweises der TNFa-mRNA Uberein. In den Kontrollgruppen war keine mRNA fr
TNFa nachzuweisen. Direkt nach der Behandlung mit dem Antigen setzte in passiv sensi-
bilisierten Keratinozyten die Bildung der mRNA fir TNFa ein. Daran schloR sich die
Proteinbiosynthese des Zytokins an. So war in diesen Zellen vier Stunden nach der Anti-
genbehandlung eine Zunahme der intrazellularen TNFa-Konzentration nachzuweisen
(Abb. 27). In Zellen, die 24 Stunden nach der TDI-Behandlung lysiert wurden, konnte kei-
ne erhdhte TNFa-Menge mehr gemessen werden. Dies spricht dafir, dass das intrazellula-
re TNFa in die extrazellulare Umgebung (Medium) abgegeben wurde. Binnen acht Stun-
den war ein Anstieg der extrazellularen TNFa-Menge nachzuweisen (Abb. 33). Im Zell-
kulturtiberstand wurde die maximale TNFa-Menge 24 Stunden nach der TDI-Behandlung
der Keratinozyten gemessen. Danach folgte keine weitere Akkumulation des Zytokins im

Medium, da die Synthese eingestellt wurde.

5.5 Freisetzung von IL-1p als Reaktion auf die passive Sensibilisierung

Ein weiteres proinflammatorisches Zytokin ist IL-1(3. Nachdem gezeigt werden konnte,
dass passiv sensibilisierte Keratinozyten mit der Bildung und Freisetzung von TNFa rea-
gierten, sollte auch I1L-1B im Uberstand dieser Zellen analysiert werden. Anfinglich wurde
IL-1 als Kostimulator fir T-Zellen beschrieben, das von mononukledren Phagozyten se-
zerniert wird. Inzwischen hat sich gezeigt, dass IL-1 ahnlich wie TNFa eine zentrale Rolle

in der Frihphase der allergischen Reaktion besitzt. Zu den Zellen, die IL-1 sezernieren
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kdnnen, gehéren Monozyten, Epithelzellen, Endothelzellen, Fibroblasten und einige Tu-
morzellen (DINARELLO, 1998). IL-1 wird in zwei unterschiedlichen a- und (3-Formen her-
gestellt. Beide Formen haben eine GroRe von 17 kD, doch besitzen sie lediglich eine Ho-
mologie von 30 %. Trotz dieser strukturellen Unterschiede binden beide Polypeptide an
den gleichen Rezeptor und ihre biologische Aktivitat ist identisch. Sowohl IL-1a als auch
IL-1p3 werden als 33 kD groRRe Pecursor-Proteine synthetisiert, doch wéhrend die a-Form
selbst schon biologisch aktiv ist, mull zur Aktivierung des B-Proteins das Precursorprotein
zur 17 kD grofRen Form proteolytisch gespalten werden (KupPER und GROVES, 1995). Die-
se Spaltung wird von dem Interleukin-1(3 converting enzyme (ICE) katalysiert. IL-1a er-
scheint entweder intrazelluldr oder in einer membrangebundenen Form. Das Fehlen einer
hydrophoben Anfangssequenz, die fir die Migration durch die Membran verantwortlich
ist, bedeutet fir IL-1a, dass einer Sekretion eine Membranschadigung vorangehen muR
(DINARELLO, 1998). Wahrend die IL-1la mRNA-Transkription weder durch irritiernde
Substanzen noch durch Antigene gesteigert wird, ist drei Stunden nach einem Kontakt der
Haut mit einem Antigen ein Auftreten von IL-13 mRNA mel3bar (MATSUNGA et al., 1998).
IL-1 induziert im Zusammenspiel mit TNFa die Migration der Langerhans-Zellen aus der
Epidermis in die Lymphknoten. AuRerdem wirkt es chemotaktisch fur Monozyten, Lym-
phozyten und neutrophile Granulozyten. Es stimuliert die Proliferation, Differenzierung
und Aktivierung verschiedenster Zelltypen (YANG et al., 2000). Darliberhinaus induziert es
die Produktion von Zytokinen wie GM-CSF, IL-6 und IL-8 (PHILLIPS et al., 1995). Gleich-
zeitig mit der Bildung grofler Mengen an IL-1 exprimieren Keratinozyten auch IL-1-
Rezeptoren. Die ebenfalls gebildeten IL-1-Rezeptorantagonisten fungieren als kompetitive
Inhibitoren, die die IL-1-Aktion so lange unterdriicken, bis die Konzentration an IL-1 einen
Schwellenwert erreicht hat. Antagonistische Wirkung haben auch I16sliche IL-1-
Rezeptoren, die freigesetztes IL-1 binden (CORRADI et al., 1995). Analog zu TNFa nimmt
auch IL-1 Einflu® auf die Transkription der Zielgene, dabei aktiviert das Zytokin NFkB
und AP-1 (DAs et al., 1995).

Ahnlich wie TNFa konnte auch im Uberstand von passiv sensibilisierten Keratinozyten,
die zusétzlich mit TDI behandelt wurden, eine signifikant grélRere Menge IL-1[3 als in den
Kontrollgruppen nachgewiesen werden (Abb. 28). Doch im Gegensatz zu TNFa setzte die
Bildung dieses Zytokins erst 24 Stunden nach der TDI-Behandlung ein (Abb. 34). Dass die
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Freisetzung dieses Zytokins erst verspatet einsetzte, kann eventuell mit der Neusynthese
des IL-1B-Precursorproteins und dessen anschliefende Aktivierung durch ICE, erklart
werden, da Keratinozyten dieses Enzym nicht konstitutiv bilden (ZEPTER et al., 1997).
Durch irritierende oder sensibilisierende Substanzen kann ICE induziert werden

(NYLANDER-LUNDQUIST et al., 1996).

5.6 Freisetzung von IL-10 als Reaktion auf die passive Sensibilisierung

Neben den beiden proinflammatorischen Zytokinen wurde mit IL-10 auch ein Suppressor
immunologischer Reaktionen im Uberstand passiv sensibilisierter Zellen bestimmt.

IL-10 ist ein 18 kD-groRes Zytokin, das von aktivierten Makrophagen, Lymphozyten und
Keratinozyten gebildet wird. Keratinozyten sind die Hauptproduzenten von IL-10 in der
Haut (ENK und KATZ, 1992), welches eine hemmende Wirkung auf die Freisetzung von
verschiedenen proinflammatorischen Zytokinen (z.B. TNFa, IL-1, IL-12) zeigt (MOORE et
al., 1993). In IL-10-,,knock out* M&usen wurden nach LPS-Behandlung groRere Mengen
TNFa und IL-1[3 freigesetzt, was zur Folge hatte, dass Langerhans-Zellen verstérkt aus der
Epidermis in die Lymphknoten wanderten (WANG et al., 1999). Eine weitere Wirkung von
IL-10 ist die Unterdriickung der MHC-Molekile (Major Histocompatibility Complexes),
sowie die Reduzierung der Expression von Kostimulatoren wie B7/1 und B7/2 Molekiilen
fur die T-Zell-Aktivierung (FREI et al., 1994). Diese biologischen Effekte tragen zur Un-
terdriickung der T-Zell-vermittelten Immunantwort bei. Einige Viren wie das Epstein-Barr-
Virus besitzen zum IL-10 homologe Gensequenzen, die zu einer Inhibition des Immunsy-

stems fiihren sollen (MOORE. et al., 1994).

Im Uberstand von Keratinozyten, die passiv sensiblisiert und zusétzlich mit dem Antigen
TDI behandelt wurden, zeigte sich binnen 48 Stunden nach der Antigengabe keine signifi-
kant erhohte IL-10-Konzentration im Vergleich zu den Kontrollgruppen (Abb. 29 u. 35).
Eventuell war die Inkubationszeit mit dem Antigen zu kurz, so dass nur ein tendenzieller
Anstieg von IL-10 im Medium nachgewiesen werden konnte. Dies steht im Widerspruch
zu den Ergebnissen von ENK und KATz (1992). Hier reagierten kultivierte murine Kerati-

nozyten auf einen Antigenreiz mit der Produktion von IL-10. Vier Stunden nach der Anti-
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gengabe setzte eine vermehrte Produktion von IL-10-mRNA ein. Das entsprechende Pro-
tein war 18 Stunden nach der Behandlung im Kulturmedium bestimmbar (ENK und KATZ,
1992). Der Widerspruch kann eventuell dadurch erklart werden, dass die passive Sensibili-
sierung eine komplexere Reaktion als die alleinige Bindung des Antigens an die Keratino-
zyten darstellt. Jedoch zeigten auch die Versuche von BECHEREL et al. (1997), dass primére
humane Keratinozyten infolge der Behandlung mit einem Antigen/IgE-Immunkomplex
nach vier Stunden mit einer verstarkten Bildung von IL-10-mRNA reagierten. Im Gegen-
satz zu den primdren Keratinozyten wurde fir die passive Sensibilisierung mit M&use-
plasma eine permanente Zellinie verwendet. Die genetisch veradnderten MSC-P5-Zellen
entsprechen nicht vollstandig priméaren Zellen. Dass sich die eigenen Ergebnisse der IL-10-
Messungen kontrar zu den Ergebnissen von BECHEREL et al. (1991) darstellen, kann durch
die unterschiedlichen Versuchsbedingungen erklért werden kann. So wurde bei der Sensi-
bilisierung der humanen Keratinozyten reines IgE verwendet, wéhrend in eigenen Studien
Mauseplasma eingesetzt wurde, in dem ein Gemisch von IgE, 1gG1 und 1gG2 vorhanden

ist.

5.7 Einflu der Zeitspanne zwischen TDI-Behandlung der Méause und

Plasmagewinnung auf die passive Sensibilisierung

Versuche, die die Reproduzierbarkeit der TNFa- und IL-10-Messungen bestatigen sollten,
ergaben bei einem identischen Versuchsdesign teilweise unterschiedliche Zytokinkonzen-
trationen. Es fiel auf, dass in der Kontrollgruppe nach passiver Sensibilisierung, in der die
Keratinozyten nur mit dem sensibilisierten Mduseplasma behandelt wurden, ein ebenso
hoher Zytokingehalt gemessen wurde wie in der Gruppe der Keratinozyten, die zusatzlich
zum Mauseplasma mit TDI inkubiert wurden. Die einzige nicht standardisierte Kompo-
nente war dabei das Mduseplasma. So wurde das Plasma zu unterschiedlichen Zeitpunkten
nach der TDI-Behandlung der Mause gewonnen. Um einem Einflul3 der Zeitspanne zwi-
schen TDI-Behandlung der Méuse und der Entnahme von Plasma auf die Reaktion der
Keratinozyten infolge der passiven Sensibilisierung zu untersuchen, wurden die Zellen mit
Plasma inkubiert, das zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach TDI-Behandlung gewonnen

wurde.
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DEARMAN und KIMBER (1991) hatten BALB/c-Mé&use gegen das respiratorische Antigen
Trimellitsdureanhydrid (TMA) sensibilisiert und zu definierten Zeitpunkten nach Antigen-
gabe Immunglobulinspiegel gemessen. Der IgG-Titer war am achten Tag nach TMA-
Applikation in sensibilisierten Mdausen deutlich erhoht. Binnen 14 Tagen stieg die 1gG-
Menge noch deutlich an. Der 1gG-Spiegel sank 21 Tage nach der Antigenbehandlung wie-
der leicht ab. Fur IgE liel’ sich ein dhnlicher Verlauf der Immunglobulinkonzentration im
Mauseplasma nachweisen. 14 Tage nach der Antigengabe erreichte die IgE-Konzentration
ihr Maximum. Nach 21 Tagen war der IgE-Spiegel wieder deutlich abgesunken. Diese
Ergebnisse wurden auch in Versuchen von MANETz und MEADE (1999) bestétigt. Hier
wurden B6C3F1-Mause mit TDI sensibilisiert. 10 Tage nach der Antigengabe war der IgE-

Titer im Plasma am grofRten.

Wurde zur passiven Sensibilisierung der MSC-P5-Zellen Mé&useplamsa verwendet, das
sieben Tage nach der TDI-Behandlung von Mausen gewonnen wurde, war der Unterschied
der freigesetzten TNFa-Menge zwischen TDI-behandelten und unbehandelten Zellen am
groften (Abb. 31). Auffallend war, dass bei Verwendung von Mauseplama, das 21 Tage
nach TDI-Behandlung der Méuse gewonnen wurde, auch in der unbehandelten, sensibili-
sierten Gruppe ein hoher TNFa-Spiegel gemessen werden konnte. Da die Bindung von
TNFa an seinen Rezeptor in bestimmten Zielzellen auch die Induktion von Zelltod bewir-
ken kann (ASHKENAZzI und DixiT, 1998), lag hier vielleicht ein regulatorischer Mechanis-
mus vor. Wenn die Immunantwort Gber einen gewissen Zeitraum aufrechterhalten wurde,
wird durch die Freisetzung von TNFa Zelltod von Immunzellen ausgeldst und somit die
Reaktion beendet. Der Fas-Ligand, der ebenfalls von Keratinozyten freigesetzt wird, indu-
ziert durch die Bindung an den Fas-Rezeptor Apoptose in Lymphozyten (ABBAS et al.,
1997). Um diese Hypothese zu tberpriifen, sollte in einem identischen Versuchsaufbau
anstelle von TNFa IL-13 bestimmt werden, da IL-13 im Gegensatz zu TNFa keine zellto-
dinduzierende Funktion besitzt. Deshalb wurde angenommen, dass Keratinozyten, die mit
Plasma sensibilisiert wurden, das spéter als sieben Tage nach TDI-Behandlung von Mé&u-
sen gewonnen wurde, keine vermehrte IL-13-Mengen freisetzen. Auch hier zeigte sich,
dass durch die Verwendung von Plasma, das sieben Tage nach TDI-Behandlung von Mau-
sen gewonnen wurde, die Unterschiede der freigesetzten IL-1[3-Mengen zwischen den
TDI-behandelten und den unbehandelten Gruppen am deutlichsten waren (Abb. 32). Wur-

de Plasma eingesetzt, dass 21 Tage nach TDI-Behandlung der M&use gewonnen wurde,
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dann wurde auch in der unbehandelten Gruppe eine groRe Menge IL-1[3 freigesetzt. Dieses
Ergebnis spiegelt die Resultate der TNFa-Messungen wider. Eventuell resultiert der Zyto-
kinanstieg nach alleiniger Zugabe von Plasma aus einem verénderten Immunglobulinver-
héltnis innerhalb des Mé&useplamas. DEARMAN und KIMBER (1991) konnten in Plasma von
TMA-sensibilisierten Mdusen eine Abhangigkeit der vorhandenen Immunglobulinsubtypen
von dem Zeitpunkt der Antigenbehandlung zeigen. In acht Tage altem Plasma war die
Konzentration von IgG1 deutlich groRer als von 1gG2b. Sechs Tage spater waren sowohl
IgG1 und IgG2b stark angestiegen und die Konzentrationen der beiden Immunglobuline
waren gleich. Wéhrend eine Woche spéater die Menge von IgG1 konstant auf dem hohen
Niveau blieb, sank die Konzentration von 1gG2b wieder stark ab. Da IgG2b immun-
suppressiv wirkt, ist diese hemmende Komponente in 21 Tage altem Plasma weniger stark
vertreten als in acht oder 14 Tage altem Plasma. Dies erklart, dass Keratinozyten, die mit
21 Tage altem Plasma behandelt wurden, auch ohne Inkubation mit TDI groRe Mengen
TNFa und IL-1 freisetzten. Wahrscheinlich induziert die Bindung von IgGl an den
FcyRI-Rezeptor, der fir MSC-P5-Zellen nachgewiesen wurde, bereits die Sekretion der

Zytokine, da die immunsuppressive Wirkung von IgG2b ausbleibt.

In den Versuchen, in denen die Abhangigkeit der Keratinozytenreaktion auf die Zeitspanne
zwischen TDI-Behandlung der Mduse und Plasmagewinnung untersucht werden sollte,
wurde auch ein Vitalititatstest durchgefiihrt, um zytotoxische Effekte infolge der Behand-
lung ausschlieBen zu kénnen. Eine Abnahme der Vitalitat konnte durch die passive Sensi-
bilisierung nicht festgestellt werden (Abb. 30). Dagegen induzierte die Verwendung von
Plasma, das sechs Stunden nach TDI-Gabe von den M&usen gewonnen wurde einen ver-
starkten Tetrazoliumumsatz. Dies 1Rt darauf schlie3en, dass in dem Plasma Faktoren ent-
halten sind, die proliferationsférdernd auf Keratinozyten wirken. Ein moglicher Faktor ist
IL-6, dessen EinfluB auf die Zellteilungsaktivitat von Keratinozyten von SAWAMURA et al.
(1998) nachgewiesen werden konnte.
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5.8 Passive Sensibilisierung mit reinem IgE

Die passive Sensibilisierung sollte durch Verwendung von reinem IgE unter standardisier-
teren Bedingungen durchgeftuihrt werden, da das bisher verwendete sensibilisierte Mause-
plasma ein Gemisch aus unterschiedlichen Immunglobulinen und Zytokinen darstellt
(SCHEERENS et al., 1999). Das eingesetzte reine IgE war Dinitrophenol-(DNP)-spezifisch.
Der Komplex aus DNP und anti-DNP-IgE bindet an FceRIl (CHEN, 1991) und kann den
Transkriptionsfaktor NFKB aktivieren (BAYON et al., 1998). Aus diesen Griinden wurden
MSC-P5-Zellen mit einem Komplex aus DNP und anti-DNP-IgE behandelt. Die Keratino-
zyten waren vorher in Anlehnung an die Sensibilisierung mit M&useplasma mit IL-4 sti-
muliert worden. In Uberstinden, die 48 Stunden nach der Behandlung analysiert wurden,
konnte keine vermehrte Bildung von TNFa nachgewiesen werden (Abb. 38 u. 39). Dies
l4i3t darauf schlieRen, dass die Sensibilisierung nicht nur auf die Bindung von IgE reduziert
werden kann. Vielmehr scheint ein Gemisch von IgE und 1gG-Subtypen erforderlich zu

sein.

5.9 Wechselwirkung zwischen Keratinozyten und Endothelzellen

Nachdem nachgewiesen werden konnte, dass passiv sensibilisierte und antigenbehandelte
Keratinozyten Stickstoffmonoxid, TNFa sowie IL-1[3 freisetzen, sollte der Einflul} dieser
Mediatoren auf Endothelzellen untersucht werden. Da Endothelzellen eine wichtige Rolle
in der Umverteilung von Granulozyten, Makrophagen/Monozyten und Mastzellen wahrend
immunologisch bedingter Abwehrreaktionen der Haut spielen, ware die Interaktion zwi-
schen Endothelzellen und Keratinozyten ein Hinweis auf die Beteiligung von Keratino-
zyten am kutanen Immungeschehen. Dafiir wurde der Uberstand passiv sensiblisierter Ke-
ratinozyten 48 Stunden nach TDI-Gabe gesammelt und Endothelzellen zugefigt.

Wenn Gedéachtnis-T-Zellen Kontakt mit ihrem speziellen Antigen erhalten, induzieren sie
eine Veranderung von mikrovaskuléren Endothelzellen (Doukas et al., 1990). Diese Ver-
anderungen sollen die Umverteilung von zirkulierenden Leukozyten aus dem Blutgeféai3sy-
stem in das entziindliche Gewebe bewirken (NickoLOFF und GRIFFITHS, 1990). Durch

vasodilatatorische Substanzen (Prostazyklin und NO) wird die Durchblutung gesteigert,
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was zu vermehrtem Heranfiihren von Leukozyten fiihrt (ABBAS et al., 1997). Die Bildung
von Prostazyklin in Endothelzellen wird durch TNFa gesteigert. Durch die Ausbildung
von Oberflachenmolekilen erlangen die Endothelzellen die Fahigkeit, Leukozyten zu bin-
den. Einige dieser Adhésionsmolekile auf vaskuldren Endothelzellen sind an der Induktion
der antigeninduzierten Entziindung beteiligt. So wird E-Selektin ein bis zwei Stunden nach
Induktion von diesen Zellen exprimiert. Dieses bewirkt die erste Anheftung von neutro-
philen Granulozyten. Im Blutstrom ,rollen* die neutrophilen Granulozyten an der Oberfla-
che von Endothelzellen entlang. Das Adhésionsmolekil VCAM-1 wird sechs bis zwolf
Stunden nach Signalinduktion exprimiert und bindet Gedéchtnis-T-Zellen und andere Leu-
kozyten, die VLA-4-Integrin an der Oberflache besitzen. Das Adhé&sionsmolekil ICAM-1,
welches eine dhnliche Expressionskinetik wie VCAM-1 besitzt, ist fir die Wanderung von
Leukozyten aus dem BlutgefaR in das betroffene Gewebe verantwortlich (BOEHME et al.,
2000). Durch die unterschiedlichen Expressionszeiten der einzelnen Adhésionsmolekiile
wird die Bindung von Zellen gesteuert. Zuerst binden neutrophile Granulozyten (zwei bis
sechs Stunden nach Antigenkontakt), danach folgen Lymphozyten und Monozyten (sechs
bis zwdlf Stunden nach Antigenkontakt). Antigen-aktivierte T-Zellen induzieren in En-
dothelzellen die Bildung von IL-8 und dem Monozyten-chemotaktischen-Protein-1 (MCP-
1) (ABBAs et al., 1997).

Freigesetzte Zytokine von aktivierten T-Zellen induzieren morphologische Anderungen
des BlutgeféRendothels, die das Durchdringen von Makromolekiilen und die Extravasation
von Zellen ermdglichen. Nach 24 Stunden werden die Adh&sionsmolekiile der Endothel-
zellen neu organisiert und vor allem an interzellularen Verbindungen konzentriert. Das
Entlangrollen der Lymphozyten auf der Oberflache von Endothelzellen fuhrt zu Aktivie-
rung der BlutgefaRzellen (CROCKETT-TORABI, 1998). Dieser VVorgang induziert die Neuge-
staltung des Zytoskeletts von Leukozyten, was die Affinitat der Integrine gegeniliber den
Endothelzellrezeptoren erhoht. Die Wanderung der Leukozyten wird schlieBlich verlang-
samt, bis sie interendotheliale Zellverbindungen erreichen. An diesen Zellverbindungen
erhalten die Zellen Signale, die die Migration der Leukozyten in das Gewebe einleiten
(ALLPORT et al., 1997). Im Gewebe bewegen sich die Zellen entlang der Fi-
brin/Fibronektin-Matrix fort (VAN PELT et al., 1997). Die extravaskuldre Wanderung wird
durch Chemokingradienten beeinflut. Die in das Gewebe eingedrungenen Leukozyten

sterben nach einigen Tagen ab (charakteristisch fiir neutrophile Granulozyten) (SAITOH et
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al., 2000), werden aktiviert (T-Zellen und Monozyten) oder verlassen die Region wieder
uber Lymphgefalie. Die Steuerung dieser VVorgénge ist noch nicht ndher bestimmt (ABBAS
etal., 1997).

Wurden Endothelzellen mit dem Uberstand von passiv sensibilisierten Keratinozyten inku-
biert, dann wurde nach 48 Stunden eine gesteigerte Proliferationsaktivitiat der Endothel-
zellen gemessen (Abb. 36). Stammte das Plasma von passiv sensibilisierten Keratinozyten,
die zuséatzlich noch mit dem Antigen TDI behandelt wurden, dann vergroRerte sich die
Zellteilungsaktivitat nochmals. Da die Freisetzung von Stickstoffmonoxid durch Keratino-
zyten nachgewiesen werden konnte, ist es wahrscheinlich, dass NO einer der Faktoren war,
der fir die Zunahme der Proliferationsaktivitat der Endothelzellen verantwortlich war.
Weitere mogliche Mediatoren, die die Zellteilungsaktivitdt der Endothelzellen (bend.3-
Zellen) beeinflussen konnen, sind Prostazyklin und VEGF (ABBAs et al., 1997). Beide
Faktoren wurden jedoch nicht im Uberstand der Keratinozyten bestimmt. Es konnte ge-
zeigt werden, dass Keratinozyten in der Lage sind, die Proliferationsaktivitat der Endothel-
zellen zu erhéhen. Die zweite Frage bezog sich auf die Ausbildung von Adhé&sionsfaktoren.
Acht Stunden nachdem der Uberstand von sensibilisierten Keratinozyten zugefiigt wurde,

deutete sich eine gesteigerte Expression von VCAM-1 an (Abb. 37).

In vivo bildet die Basalmembran eine Diffusionsbarriere fiir Mediatoren, die von Keratino-
zyten freigesetzt werden. Epithelien lagern einer extrazellularen Basalmembran auf, die
aus drei Schichten besteht. Die Lamina lucida liegt unter der basalen Plasmamembran und
besteht aus Glykoproteinen. Auf diese Schicht folgt die Lamina densa, die aus Kollagen
und Heparansulfat besteht. Die dritte Schicht, die nicht immer vorhanden ist, wird Lamina
fibronectina genannt. Diese Schicht bildet eine Verbindung zum subepithelialen Bindege-
webe (STorcH und WELSCH, 1994). Dass Mediatoren, die von Keratinozyten freigesetzt
werden, die Baslamembran tberwinden kdnnen, konnte in Versuchen von LUGER et al.
(1999) belegt werden. Somit sind Keratinozyten in der Lage durch freigesetzte Mediatoren
Effekte auf Endothelzellen ausiiben zu kénnen. Keratinozyten setzen als Reaktion auf UV-
Bestrahlung alpha-MSH (alpha-melanocyte-stimulating-hormone) frei, das antiinflamma-
torisch auf Endothelzellen wirkt (LUGER et al., 1999). In eigenen Versuchen induzierten
Mediatoren, die von Keratinozyten als Reaktion auf die passive Sensibilisierung freigesetzt

wurden, eine Proliferationssteigerung und die vermehrte Ausbildung von VCAM-1 bei
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Endothelzellen. Diese Effekte deuten darauf hin, dass Keratinozyten vor allem in der Spat-
phasenreaktion der Uberempfindlichkeit vom Typ | einen EinfluR auf Endothelzellen aus-
uben. In der Spétphase kommt es vor allem zur Ansammlung von Granulozyten (neutro-
phile, basophile und eosinophile) sowie von T-Helferzellen (QUINLAN et al., 1999). Die
antikorperabhéangige zellulare Zytotoxizitat wird als Folge der Einwanderung dieser Zellen
eingeleitet (ABBAS et al., 1997).

5.10 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit beschrankte sich der Nachweis der Mediatoren, die von Kerati-
nozyten als Reaktion auf die passive Sensibilisierung freigesetzt wurden, auf TNFa, IL-1[3,
IL-10 und Stickstoffmonoxid. Durch Einsatz der Microarray-Technik ist es moglich ein
breiteres Spektrum von Zytokinen und Rezeptoren zu untersuchen, deren Ausbildung
durch die passive Sensibilisierung beeinfluf3t wird. Diese neue Technik kann weitere Hin-
weise fir die Rolle von Keratinozyten in der immunologischen Abwehrreaktion der Haut

hervorbringen.

In eigenen Untersuchungen konnte der Einflu? von Mediatoren, die von Keratinozyten
nach passiver Sensibilisierung freigesetzt werden, auf Endothelzellen gezeigt werden.
Durch die Ubertragung der Zellkulturiiberstande von sensibilisierten Keratinozyten auf
weitere Zellen des Immunsystems (z.B. Makrophagen, Mastzellen, Granulozyten) kann das
Wissen uber die Bedeutung von Keratinozyten im Rahmen der immunologisch beding-

ten Abwehrreaktion der Haut erweitert werden.

Eine weitere Anwendung des Testsystems bietet sich in der Arzneimittelforschung. Durch
Vorbehandlung der Keratinozyten mit Testsubstanzen kann die Reaktion der Zellen auf die
passive Sensibilisierung beeinflut werden. Substanzen, die eine reduzierte Freisetzung
von z.B. TNFa oder IL-1B wahrend der passiven Sensibilisierung bewirken, besitzen
eventuell eine antiallergische Wirkung. Hier bietet sich die Mdglichkeit einer Selektion
von wirksamen Stoffen, die dann in In-vivo-Modellen getestet werden kdnnen. Durch die
Vorauswahl wirksamer Testsubstanzen ist eine Reduktion der eingesetzten Versuchstier-

zahl moglich.
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Eine weitere Einsatzmoglichkeit kann sich in der Allergiediagnostik bieten. Durch die
Verwendung des In-vitro-Modells der passiven Sensibilisierung bietet sich ein funktionel-
les Nachweisverfahren fiir sensibilisiertes Plasma. Durch die Behandlung von Keratino-
zyten mit Plasma von Allergikern werden die Zellen sensibilisiert. Im nachfolgenden
Schritt werden diesen sensibilisierten Zellen unterschiedliche Allergene angeboten. Das
spezifische Allergen induziert in den Keratinozyten die Freisetzung von Mediatoren (z.B.
TNFa). Die bisherigen In-vitro-Allergienachweisverfahren beschranken sich auf den allei-
nigen Nachweis von allergenspezifischem IgE. Die Resultate aus diesen nicht-
funktionellen Nachweismethoden weichen haufig von Ergebnissen aus Intrakutantests, bei
denen die Patienten direkten Kontakt mit dem Allergen erhalten, ab. Ein funktioneller All-

ergietest stellt eventuell eine spezifischere Nachweismethode fir Allergien dar.

6 ZUSAMMENFASSUNG

Seit 1990 ist bekannt, dass Keratinozyten als Reaktion auf Behandlung mit sensibilisieren-
den Substanzen eine Vielzahl von Zytokinen freisetzen kénnen. Vor allem Antigene, die
uber die Haut aufgenommen werden (Kontaktallergene) rufen Reaktionen in Keratinozyten
hervor. Dabei treten die epithelialen Keratinozyten als erster Zelltyp mit dem Antigen in
Kontakt. In der vorliegenden Arbeit sollte die Funktion von Keratinozyten untersucht wer-
den, die vorher sensibilisiert wurden. Fur die passive Sensibilisierung wurden murine Ke-
ratinozyten mit Blutplasma behandelt. Dieses Blutplasma wurde von Mé&usen gewonnen,
die allergisch auf eine topische Applikation von TDI reagierten. In diesem Plasma war ein
Gemisch aus verschiedenen Immunglobulinen (IgE, 1gG1, 19G2a, IgG2b, 1gG3) vorhan-
den. Die Grundvoraussetzung dafir, dass Keratinozyten durch die Plasmabehandlung sen-
sibilisiert wurden, war die Existenz von immunglobulinbindenden Rezeptoren. BECHEREL
et al. (1994) konnten nachweisen, dass Keratinozyten den niedrig-affinen IgE-Rezeptor
nach Stimulation mit IL-4 ausbilden konnten. Fir IgG konnten von Mc KENZzIE et al.
(1992) sowohl niedrig- als auch hoch-affine Rezeptoren auf der Membran von Keratino-
zyten nachgewiesen werden. Die Fc-Rezeptornachweise fir die verwendeten MSC-P5-
Zellen zeigten, dass FceRIl und FcyRI konstitutiv exprimiert wurden, jedoch war ein sti-

mulierender Effekt von IL-4 auf die Rezeptorexpression nicht nachweisbar. Dennoch be-
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wirkte eine IL-4-Vorinkubation der Keratinozyten eine verstarkte Freisetzung von NO,
TNFa und IL-1[3. Dies kénnte darauf zurlickzufuihren sein, dass IL-4 ohne Wirkung auf die
Fc-Rezeptordichte Reaktionen in Keratinozyten induzieren kann. So wird die Reaktion auf
eine LPS-Stimulation durch IL-4-Vorinkubation verstérkt. Die Bestimmung von Zytokinen
in Uberstanden passiv sensibilisierter Keratinozyten zeigte, dass eine zusatzliche Inkubati-
on mit den Antigen zu einer signifikant gesteigerten Freisetzung von TNFa und IL-1(3
fuhrt. Das anti-inflammatorische Zytokin IL-10 wurde dagegen nicht vermehrt freigesetzt.
Dass die Zusammensetzung der Immunglobuline einen starken EinfluR auf die passive
Sensibilisierung austibte, zeigten die Versuche in denen Plasma eingesetzt wurde, welches
zu verschiedenen Zeitpunkten nach TDI-Behandlung von den Mé&usen gewonnen wurde.
Die einzelnen 1gG-Subtypen waren in Abhangigkeit der Zeit nach Antigenbehandlung in
unterschiedlichen Konzentrationen im Plasma enthalten. Es zeigte sich, dass sich das
Plasma, das sieben Tage nach Antigenbehandlung der Mé&use gewonnen wurde, am besten
flr die passive Sensibilisierung eignete. Hier waren die Unterschiede der TNFa- und IL-
1B-Freisetzung zwischen den TDI-behandelten und den unbehandelten, sensibilisierten
Keratinozyten am groRten. Da die Uberstande der Keratinozyten zur Behandlung von En-
dothelzellen eingesetzt werden sollten, mufite zunédchst der optimale Zeitpunkt der Proben-
nahme bestimmt werden. Es zeigte sich, dass 48 Stunden nach der Zugabe von TDI die groR-
ten Konzentrationen von TNFa, IL-1p und IL-10 gemessen werden konnten. Als Konse-
quenz aus diesen Ergebnissen wurden die Endothelzellen mit dem Uberstand von Kerati-
nozyten behandelt, der 48 Stunden nach Antigengabe gewonnen wurde. Der Uberstand von
passiv sensibilisierten Keratinozyten, die zusatzlich mit dem Antigen TDI behandelt wur-
den, fuhrte zu einer signifikanten Proliferationssteigerung von Endothelzellen. AuRerdem

konnte eine vermehrte Expression des Adhé&sionsmolekils VCAM-1 festgestellt werden.

Aus diesen Ergebnissen 1aRt sich schlieBen, dass Keratinozyten durch Bindung von
Immunglobulinen in der Lage sind auf Antigene spezifisch zu reagieren. Durch die Me-
diatoren, die als Folge der Antigenbindung freigesetzt werden, sind Keratinozyten in der

Lage mit Immunzellen zu kommunizieren.
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7 SUMMARY

Keratinocytes are major target cells in allergic and irritant contact dermatitis, which can be
activated to take part in local reactions by secreting soluble mediators (PALACIO et al.,
1997). These mediators are soluble proinflammatory cytokines, chemokines and growth
factors, including Interleukin-1 (IL-1), tumor necrosis factor a (TNFa), IL-3, IL-6, IL-8,
transforming growth factor a (TGFa), TGFB and granulocyte/macrophage colony-
stimulating factor (GM-CSF) (WILMER et al., 1994). Cytokines, like IL-1 and TNFa, can
bind up receptors on keratinocytes and stimulate the production of additional cytokines,
chemokines, and adhesion molecules, modulating the function of other resident cell types
in the skin (WILMER et al., 1994). TNFa leads to an early autoinduction of ICAM-1 and
later IL-8 (GRIFFITHS et al., 1991). The quality and quantity of cytokines produced by ke-
ratinocytes decide wether allergical reactions or tolerance after hapten-painting is initiated
(SCHULER, 1993). LITTLE et al. (1998) demonstrated, that keratinocytes initiate or amplify
the immune events, which occure during the elicitation phase of allergic dermatitis (ACD)
and contribute to the pathophysiology of ACD.

Passive sensitization

In the early part of this century, PRAUSNITZ and KUSTERs (1921) transfered allergen sensi-
tivity from an allergic subject to a naive subject via serum (Prausnitz-Ksters-reaction).
Recently it has been shown, that the process of passive sensitization of human leukocytes
is possible in-vitro (LEVY et al., 1996). In studies on passive sensitization of human bron-
chus the role of serum IgE was examined (WATSON et al., 1998). Earlier results suggested,
that there is a relationship between histamine hypersensitivity and total IgE in serum
(WATsON et al., 1997). Now it is discussed wether serum factors, which are associated
with high IgE levels, are involved in the process of passive sensitization (WATSON et al.,
1998). Compounds, like IL-13, TNFa (HAKONARSON et al., 1996) and mast cell tryptase,
are potential candidates to be such a factor (RENZETTI et al., 1996). Experiments from
RABE et al. (1998) suggested, that specific allergen responsiveness is IgE-dependent. In his
experiments human airway smooth muscles were passively sensitized with allergen-
specific IgE present in atopic serum. The contractions of these muscles were measured for

determining allergic reactions.
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In the described in-vitro-experiments a passive sensitization of murine keratinocytes was
shown. Measuring the release of TNFa, IL-13 and NO into the supernatants is a tool for
investigating the immune reactions. Because immunoglobulin subtypes (IgE and 1gG) are
involved in allergic reactions, the expression of Fc-receptors on the membrane of kerati-
nocytes is an important requirement for binding immunoglobulins. It was shown by RT-
PCR and ELISA that keratinocytes (MSC-P5) express low-affinity IgE-receptors (FceRIl)
as well as low- and high-affinity 1gG-receptors. For passive sensitization, keratinocytes
were incubated with plasma from BALB/c mice being sensitized for toluene-2,4-
diisocyanate (TDI). The time between TDI application in mice and plasma collection had
an important effect on passive sensitization of keratinocytes. Best results were achieved
with plasma which was collected seven days after TDI application. Binding of TDI (1
png/ml) at membrane-bound immunoglobulins induced the release of tumor necrosis factor

o (TNFa), interleukin-1(3 (IL-13) and nitric oxide (NO).
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9 ANHANG

MW=Mittelwert, STD=Standardabweichung

Tabelle 3 : Nachweis von CD23 auf Keratinozyten mit Fluoroskan 11, n=6

Fluoreszenzintensitat

IL-4 0 | 15625 | 3125 | 625 | 125 250 500 750
[ng/ml]
FceRlIlI
MW | 164150 | 174600 | 1830,00 | 166167 | 1687,33 | 1797.33 | 1691,00 | 1685,50
STD 7000 | 47,95 | 19320 | 3175 | 5645 | 77.26 | 3300 | 2333
Isotypk.
MW | 154067 | 1592,00 | 1742,00 | 1639.67 | 176033 | 1793.00 | 165433 | 1727.67
STD 6630 | 39.66 | 24076 | 22.90 | 234.66 | 10139 | 8329 | 16839

Tabelle 4: Vitalitat von Keratinozyten nach Behandlung mit TDI uber 48 Stunden, n =6

Cell Titer® [%, unbehandelte Kontrolle = 100%]

TDI 0 03125 | 0.625 1.25 25 5 10
[Hg/ml]

MW 10000 | 9351 | 9096 | 9250 | 9355 | 9675 | 92.50
STD 6.66 421 733 4.32 451 531 5.76

Tabell 5: Freigesetzte TNFa-Menge von Keratinozyten 48 Stunden nach TDI-Behandlung
ohne Vorinkubation mit IL-4, n=6

TNFa [pg/ml] ns ns+ Sen sen+
MW 17,96 12,77 14,58 19,76
STD 8,71 9,23 9,47 8,27

Tabelle 6: Freigesetzte TNFa-Menge von Keratinozyten 48 Stunden nach TDI-Behandlung
nach Vorinkubation mit IL-4, n=6, p<0,05 (Mann-Whitney-Test) Vergleich zu ns

TNFa [pg/ml] Ns ns+ sen sen+
MW 17,96 16,11 11,63 40,36
STD 8,71 12,38 10,88 5,99 (*)

Tabelle 7: Freigesetzte NO-Menge von Keratinozyten 48 Stunden nach TDI-Behandlung
ohne Vorbehandlung mit IL-4, n=5

NO, [nmol/l] Ns ns+ sen sen+
MW 4,39 3,79 4,20 4,29
STD 0,57 0,42 0,25 0,48




Tabelle 8: Freigesetzte NO-Menge von Keratinozyten 48 Stunden nach TDI-Behandlung
nach Vorbehandlung mit IL-4, n=5, p<0,05 (Mann-Whitney-Test) Vergleich zu ns

NO, [nmol/l] ns ns+ sen Sen+
MW 3,74 3,92 4,62 5,72
STD 0,23 0,35 0,42 0,74 (*)

Tabelle 9: Freigesetzte IL-13-Menge von Keratinozyten 48 Stunden nach TDI-Behandlung
nach Vorbehandlung mit IL-4, n=5, p<0,05 (Mann-Whitney-Test) Vergleich zu ns

IL-13 [pg/ml] ns ns+ sen sen+
MW 4,93 5,15 4,54 7,37
STD 0,96 0,26 0,89 1,27 (%)

Tabelle 10: Freigesetzte IL-10-Menge von Keratinozyten 48 Stunden nach TDI-
Behandlung nach Vorbehandlung mit IL-4, n=5

IL-10 [pg/mi] ns ns+ sen sen+
MW 2,87 3,12 2,91 4,78
STD 0,16 0,12 0,46 1,93

Tabelle 11: Einflul der Zeitspanne zwischen TDI-Behandlung und Plasmaentnahme auf
die Vitalitat von Keratinozyten wahrend der passiven Sensibilisierung, n=6

Zeit [d] 0 0,3 2 7 14 21
ohne TDI

MW 100,09 119,21 119,10 114,15 92,19 106,42
STD 9,71 13,33 6,78 11,95 2,71 7,00
mit TDI

MW 101,59 126,91 115,16 111,14 93,78 104,66
STD 5,37 18,04 4,26 11,89 3,59 9,59

Tabelle 12: Einflul der Zeitspanne zwischen TDI-Behandlung und Plasmaentnahme auf
die TNFa-Freisetzung (pg/ml) von Keratinozyten wahrend der passiven Sensibilisierung,
n=6, p<0,05 (Mann-Whitney-Test) Vergleich zur nicht mit TDI behandelten Kontrolle

Zeit [d] ns 0,3 2 7 14 21
ohne TDI

MW 2,55 2,72 2,47 2,56 4,04 4,95
STD 0,20 0,50 0,16 0,29 0,48 0,69
mit TDI

MW 2,42 2,57 3,00 3,63 (*) 4,73 (*) 4,34
STD 0,08 0,23 1,29 1,06 0,27 0,53




Tabelle 13: Einflul der Zeitspanne zwischen TDI-Behandlung und Plasmaentnahme auf
die IL-13-Freisetzung (pg/ml) von Keratinozyten wahrend der passiven Sensibilisierung,

n=6,

Zeit [d] ns 2 7 21
ohne TDI

MW 4,04 2,90 1,88 5,95
STD 1,47 1,31 1,99 2,92
mit TDI

MW 1,06 4,93 5,25 7,60
STD 1,18 3,00 3,84 2,47

Tabelle 14: Zeitkurve der TNFa-Freisetzung (pg/ml) von Keratinozyten nach TDI-

Behandlung, n=4

Zeit [h] 2 4 8 24 48
ns+
MW <3,00 <3,00 <3,00 <3,00
STD - - - -
sen
MW <3,00 <3,00 4,54 <3,00 <3,00
STD - - 1,81 - -
sen+
MW <3,00 3,45 3,33 5,20 4,40
STD - 0,91 0,56 1,67 0,48

Tabelle 15: Zeitkurve der IL-13-Freisetzung (pg/ml) von Keratinozyten nach TDI-

Behandlung, n=4

Zeit [N] 4 8 24 48
ns+

MW 4,16 4,00 3,66 3,97

STD 1,69 1,55 1,32 1,94
sen

MW 4,38 3,61 3,38 4,20

STD 1,33 0,72 0,51 0,51
sen+

MW 3,82 <3,00 <3,00 6,89

STD 1,63 - - 0,44




Tabelle 16: Zeitkurve der IL-10-Freisetzung (pg/ml) von Keratinozyten nach TDI-

Behandlung, n=4

Zeit [h] 1 2 4 8 24 48
ns+

MW 3,18 <3,00 <3,00 <3,00 <3,00 3,13

STD 0,36 - - - - 0,11
sen

MW 3,37 <3,00 3,12 <3,00 <3,00 3,15

STD 0,74 - 0,23 - - 0,30
sen+

MW <3,00 3,31 <3,00 3,21 3,24 4,95

STD - 0,61 - 0,42 0,48 1,66

Tabelle 17: Proliferation von bend.3-Zellen nach der Behandlung mit Zellkulturiberstand
von sensibilisierten Keratinozyten, n=6, p<0,05 (Mann-Whitney-Test) im Vergleich zu ns

BrdU-Einbau Ns ns+ sen sen+
MW 100,00 112,35 150,23 (*) 178,88 (*)
STD 20,32 14,12 21,88 7,89

Tabelle 18: Expression von VCAM-1 (Fluoreszenzintensitat) auf Endothelzellen nach der
Behandlung mit Zellkulturiiberstand von sensibilisierten Keratinozyten, n=6

VCAM-1 Ns ns+ sen sen+
MW 100.00 432.58 370.79 1025.84
STD 182.28 607.07 344.08 840.09

Tabelle 19: Einflul unterschiedlicher IgE-Verdiinnungen auf die Freisetzung von TNFa
(pg/ml) aus Keratinozyten 48 Stunden nach DNP-BSA Inkubation, n=6

IgE-Verdiinnung
[l IgE/10 mi Medium] |~ 2° 30 >0 100
ohne DNP
MW 30,89 28,74 27,97 30,28
STD 2,77 2,79 1,88 3,58
mit DNP
MW 29,20 29,35 29,20 39,49
STD 3,01 5,67 1,72 14,32




Tabelle 20: Freisetzung von TNFa (pg/ml) aus Keratinozyten 48 Stunden nach DNP-BSA
Inkubation, n=6, p<0,05 (Mann-Whitney-Test) im Vergleich zu ns 1000 pg/ml DNP-BSA

DNP-BSA 0 10 30 100 300 1000
[ug/ml]
TNFa [pg/ml]
ns
MW 1244 | 1239 | 1031 | 904 6.71 471
STD 0,51 3.38 3.33 4,36 3,54 163
sen
MW 9.90 9.16 6.35 723 683 | 1057 ()
STD 281 2.83 264 3,52 3.23 3.59
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