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1. Einleitung 
 
Das Immunsystem ist zusammen mit Haut und Schleimhäuten der wichtigste 

Abwehrmechanismus des Menschen gegen verschiedene pathogene Einflüsse auf den Körper. Es 

verhindert nicht nur exogene und das erneute Aufflackern endogener Infektionen, sondern bildet 

auch, besonders über den so genannten zellulären Teil des Immunsystems, in Form der T-

Lymphozyten, einen Schutz gegen maligne Erkrankungen. 

Ein Eingriff in dieses System im Sinne einer verbesserten oder spezifischeren Wirkung könnte 

als selbständige bzw. adjuvante Therapie bei vielen Krankheiten hilfreich sein.   

Mit diesem Ziel werden in den letzten Jahren zunehmend Dendritische Zellen, eine 

Zellpopulation, die sich durch Phagozytose und Antigen-Präsentation auszeichnet, untersucht. 

Sie wurden erstmals 1973 von Steinmann beschrieben1 und erhielten ihren Namen durch ihre 

ungewöhnliche Form: Unter dem Mikroskop zeigen sie Ast-ähnliche Ausläufer ( = Dendriten). 

Es stellte sich heraus, dass Dendritische Zellen als Verbindungsglied der unspezifischen (in 

Form der Phagozytose) und der spezifischen (durch Antigen-Präsentation und Aktivierung von 

B- und T-Lymphozyten) Immunabwehr dienen2 und damit für die Funktion des menschlichen 

Abwehrsystems eine entscheidende Bedeutung haben. Durch diese Zellen können wir vielleicht 

in Zukunft regulierend in das Immunsystem eingreifen und dem Körper helfen Krankheitserreger 

oder Krebszellen effektiver zu bekämpfen. 

Dendritische Zellen können durch Isolierung aus Blut oder Knochenmark, Sensibilisierung auf 

den pathogenen Fokus und Rückgabe an den Körper  zu einem wichtigen Bestandteil in der 

Therapie werden. 

Besonders im Bereich der Onkologie laufen bereits zahlreiche klinische Phase-I- und Phase-II-

Studien mit diesen Zellen. 

 

Eine Einflussnahme auf Dendritische Zellen, z.B. in Form einer Verbesserung der 

Phagozytosefähigkeit  oder einer Beschleunigung der Migration in die sekundären 

Lymphorgane, könnte eine Verbesserung der Therapie mit Dendritischen Zellen bewirken.   

 

Möglichkeiten einer Einflussnahme auf einige  „Funktionen“ dieser Zellen sollen  in dieser 

Arbeit überprüft werden. 
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Als Einflussfaktoren wurden verschiedene Neurotrophine getestet. Besonderes Augenmerk 

wurde auf den Nerve Growth Factor (NGF) gerichtet, für den, über den TRKA-Rezeptor, auch 

auf andere Zellen des Immunsystems eine spezifische Wirkung nachgewiesen werden konnte. 

Als „Funktionen“ wurden die Phagozytosefähigkeit und die Expression von verschiedenen 

Chemokinrezeptoren, die für das Migrationsverhalten der Zellen zuständig sind, überprüft.  
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2. Theoretische Grundlagen 
 

2.1 Dendritische Zellen 

 

2.1.1 Definition 
Dendritische Zellen stellen eine sehr heterogene Zellpopulation dar, die aus pluripotenten CD34+ 

Stammzellen im Knochenmark entstehen.  

Gemeinsam und damit entscheidend für die Definition sind diesen Zellen bestimmte 

Oberflächenmarker, z.B.: CD83, CD11a, CD11c, CD80 und CD86 bzw. das Fehlen von 

Zelllinien-Markern  wie CD14 (Monozytenmarker) und CD8 (T-Zellmarker) sowie die starke 

Potenz zur Aufnahme und Präsentation von Antigenen 3 .  

 

 

2.1.2 Entwicklungsweg 
Die Dendritischen Zellen  können sich auf verschiedenen Wegen aus CD34+ Stammzellen 

entwickeln, abhängig davon, welche Aufgabe im Organismus sie zu erfüllen haben. Die Fig. 1 

aus3 stellt einige Möglichkeiten dar. Der Entwicklungsschritt über Monozyten, der in vivo 

vermutlich nur eine geringere Rolle spielt, wurde in dieser Arbeit zur Gewinnung unreifer 

Dendritischer Zellen verwendet, da Monozyten relativ leicht in großer Menge aus Buffy Coats 

zu gewinnen sind und sich in Kultur zu Dendritischen Zellen entwickeln können. 

 

Die Vorläufer der Dendritischen Zellen werden vom Knochenmark in das Blut abgegeben. Hier 

stellen sie etwa 1-3% der mononukleären Zellen4 und wandern von dort in verschiedene Gewebe 

ein, z.B. in die Haut als Langerhans`sche Zellen5,6, in denen sie als residente „Wächter“ ruhen, 

um bei einem entsprechenden Reiz ihre Aufgaben im Abwehrsystem zu erfüllen. Ein kleiner Teil 

der Dendritischen Zellen wandert auch als eine Art lymphoide Dendritische Zelle in sekundäre 

Lymphorgane ein, um dort z. B. autoaggressive T-Zellen zu eliminieren. 
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Einige mögliche Entwicklungswege Dendritischer Zellen 

 

 

 

 

 

 

 

Dendritische Zellen unterteilt man heute in drei Stadien der Entwicklung mit unterschiedlichen 

Aufgaben. Die Zellen außerhalb der sekundären Lymphorgane sind unreife Dendritische Zellen, 

die Antigene aufnehmen, jedoch nicht präsentieren können. Diese Antigen-Aufnahme bewirkt 

zusammen mit dem Einwirken bestimmter Zytokine und Mediatoren den Stimulus zur 

Ausreifung. Diese Zytokine und Mediatoren werden in entzündeten Geweben z.B. von 

Endothelzellen, aber auch von den Dendritischen Zellen selbst ausgeschüttet7,8. Reifende 

Dendritische Zellen migrieren in die Lymphknoten und stimulieren dort als reife Zellen eine 

starke T-Zell-9,10 und B-Zell-11,12 Proliferation, sensibilisiert auf das eingedrungene Antigen. 

Hierbei kann eine einzige Dendritische Zelle 100 bis 1000 T-Zellen stimulieren3.  

Dies stellt die Verbindung von unspezifischer und spezifischer Immunabwehr dar.   

 

 

 

 

Fig. 1: Entwicklungswege Dendritischer Zellen3
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2.1.3 Wirkung und Aufgaben der Dendritischen Zellen  
Unreife Dendritische Zellen wandern, gesteuert durch Entzündungsmediatoren, wie Interleukin-8 

oder Tumor Nekrose Faktor (TNF), Bakterienbestandteile oder abgespaltene Komplement-

Anteile, wie C5a,13,14 in entzündetes Gewebe ein und akkumulieren dort15,16. Hier nehmen sie 

Antigene auf. Diese Aufnahme kann auf verschiedenen Wegen geschehen: durch 

Phagozytose17,18,19, durch Makropinozytose20 oder durch rezeptor-gesteuerte adsorptive 

Endozytose17. Nach der Aufnahme von Antigenen reifen die Dendritischen Zellen  und migrieren 

in sekundäre Lymphorgane wie Milz, Lymphknoten oder Peyersche Plaques21. Diese Wanderung 

wird wiederum von Zytokinen und Chemokinen gesteuert, was durch einen „Switch“ in der 

Expression von Chemokin-Rezeptoren an der Oberfläche während des Reifungsvorganges 

ermöglicht wird22. Unreife Dendritische Zellen exprimieren zum Beispiel CCR1 und CCR5. 

Beides sind Rezeptoren für Zytokine, die in entzündetem Gewebe gebildet werden. Diese 

Rezeptoren werden im Verlauf der Reifung reduziert und es kommt zu einer stark vermehrten 

Expression des Rezeptors CCR7, dessen Ligand Makrophage Inflammatory Protein-3β in 

sekundären Lymphorganen wie Lymphknoten, Milz oder Thymus produziert wird. Hierdurch 

kommt es zu der Migration aus dem entzündeten Gewebe zu den sekundären Lymphorganen. 

In den Lymphknoten  präsentieren sie die Antigene mithilfe von „major histocompatibility 

complex-Molekülen“ (MHC) der Klasse MHC I und MHC II den Lymphozyten23 und aktivieren 

diese durch die Ausschüttung bestimmter Zytokine, zum Beispiel Interleukin-124, Interleukin-625 

und Interleukin-1226  zur Proliferation . 

 

Eine weitere Aufgabe der Dendritischen Zellen ist die Entwicklung der Toleranz von T-Zellen 

gegenüber körpereigenen Antigenen. Dazu präsentieren sie im Thymus, in dem die zentrale 

Toleranzentwicklung durch Apoptose von sich entwickelnden körpereigenen reaktiven T-Zellen 

stattfindet, körpereigene Antigene27.  
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2.1.4 Die morphologische Struktur der Dendritischen Zellen 
Unreife Dendritische Zellen sind große gelappte Zellen, deren lange schmale Ausläufer 

(Dendriten) sich elektronenmikroskopisch segelförmig darstellen (s. Fig. 2)28.  

Intracellulär befinden sich ein großer irregulär geformter Zellkern, auffallend viele 

Mitochondrien und Vesikel, jedoch wenige cytoplasmatische Granula29.  
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Reife und unreife Dendritische Zellen unterscheiden sich nicht nur in ihrer Fähigkeit zur 

Antigenaufnahme und -expression sowie in ihrem Migrationsverhalten, sondern auch in einigen 

weiteren Punkten. 

 

 

 

 

Fig. 2: Form einer Dendritischen Zelle unter dem 
Elektronenmikroskop28 
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Nach C. Winzler et al. gibt es drei funktionelle und morphologische Reifungsstadien: 

Stadium eins zeigt eine deutliche Proliferationsrate, die typische dendritische Morphologie, 

organisierte Actinfilamente mit Adhesions-Plaques, cytoplasmatische Lokalisation der MHC 

Klasse II Moleküle und eine niedrige Expression von costimulierenden Proteinen. 

Stadium zwei geht einher mit einer niedrigeren Proliferationsrate, mit einer Verlängerung der 

Zellausläufer, einer Depolimerisierung der Actinfilamente mit einem Verlust der Adhesions-

Plaques, einer verstärkten Expression der MCH Klasse II und costimulierenden Molekülen auf 

der Zelloberfläche. 

Das Stadium drei beinhaltet die Beendigung der Proliferation und Apoptose der Zellen30.    

 

Fig. 3 und 4 zeigen unreife und reife Dendritische Zellen in Kultur. Die Farbe der Abbildungen 

entsteht durch das Kulturmedium sowie die Präparation der Zellen.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.1.5 Therapeutische Ansätze mit Dendritischen Zellen 
Dendritische Zellen haben ein sehr großes therapeutisches Spektrum. 

Im Bereich der Forschung liegt der Focus derzeit auf der palliativen Onkologie. 

Hier werden Dendritische Zellen auf verschiedene Weise in vitro auf Tumorzellen sensibilisiert 

und lösen in vivo eine Immunantwort der zytotoxischen CD8+ T-Lymphozyten aus. Die 

Fig. 4: reife Dendritische 
Zellen in Kultur 

Fig. 3: unreife Dendritische 
Zellen in Kultur 
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Sensibilisierung kann erfolgen durch Peptide31, zelluläre Bestandteile der Tumorzellen32, 

apoptotische Zellen33 oder gereinigte Proteine34, 35. 

Das größte Problem bei der Sensibilisierung ist das Vorhandensein tumorspezifischer Antigene, 

die den Dendritischen Zellen präsentiert werden können. Duane und Mitchell beschreiben, dass 

die RNA-Transfektion der Dendritischen Zellen mit RNA aus körpereigenen Tumorzellen die 

effektivste Methode sei36.   

 

Erfolgreich konnten Dendritische Zellen bereits bei der Behandlung von Melanomen37, bei 

Ovarialkarzinomen38, bei Prostatakarzinomen39, Leukämie40 sowie bei Mamma- und 

Bronchialkarzinomen41 eingesetzt werden. Bei einer Vielzahl weiterer Malignome laufen 

Versuche diese Immuntherapie in das Behandlungsschema einzubeziehen. Die Erfolge zeigten 

sich bisher jedoch oft nur von kurzer Dauer, da die Tumorzellen sich durch Veränderung der 

Oberflächenmoleküle (z. B. verminderte Expression von MHC Klasse II Molekülen) dem 

immunologischen Zugriff entziehen können. 

 

Andere Gebiete, auf dem Dendritische Zellen versuchsweise eingesetzt werden, sind zum 

Beispiel die HIV-Infektion42, die Tuberkulose43 und die Transplantationsmedizin44.   

 

 

 

2.2 Zytokine 

 

2.2.1 Allgemein 
Zytokine sind Mediatorsubstanzen, die zelluläre Interaktionen vermitteln. Sie werden 

hauptsächlich von Leukozyten und neuroektodermalen Zellen sezerniert. Es sind Proteine mit 

niedrigem Molekulargewicht (15-25 kDa) und kurzer Halbwertszeit, die auf Steuerung, Dauer 

und Stärke einer Immunreaktion Einfluss nehmen. Sie wirken aber auch als Botenmoleküle auf 

Wachstum, Differenzierung und Funktion von Immunzellen.45 

 

2.2.2 Granulozyten Makrophagen Kolonie stimulierender Faktor  (GM-CSF) 

GM-CSF besteht aus 127 Aminosäuren und wird unter anderem von T-Zellen und Makrophagen 

sezerniert. Er beeinflusst rezeptorvermittelt myeloide Zellen. Dadurch stimuliert er das 

Wachstum und die weitere Differenzierung von Granulozyten- und Makrophagen-
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Progenitorzellen. Er wirkt jedoch auch, synergistisch mit weiteren Zytokinen (v.a. 

Erythropoetin), auf die Proliferation von erythroiden und megakaryozytären Vorläuferzellen.  

Auf neutrophile Zellen wirkt er chemotaktisch und verbessert ihre mikrobizide und 

phagozytotische Aktivität.46 

In dieser Arbeit wurde  GM-CSF dazu verwendet die Differenzierung der Monozyten zu 

Dendritischen Zellen zu aktivieren. 

 

2.2.3 Interleukin-4 (IL-4) 
Il-4 besteht aus 120 Aminosäuren und wird vor allem von einer Subpopulation aktivierter CD4+-

Helfer-Zellen synthetisiert. Es wirkt über seinen Rezeptor z.B. auf die Differenzierung von 

aktivierten B-Zellen und verstärkt auf ihnen die Expression von MHC Klasse-II Antigenen. 

Hierdurch wird die klonale Expansion von spezifischen B-Zellen unterstützt 47.  

In dieser Arbeit wurde IL-4 in Kombination mit GM-CSF zur Differenzierung der Dendritischen 

Zellen aus Monozyten benutzt. 

 

2.2.4 Tumor Nekrose Faktor-α (TNF-α) 
TNF-α, mit einer Länge von 157 Aminosäuren, wird unter anderem von Makrophagen, T-Zellen 

und Natürlichen Killer-Zellen (NK-Zellen) nach Stimulation durch Lipopolysaccharide 

sezerniert. Es wirkt über einen membranständigen Rezeptor auf sehr viele Zellgruppen. In vitro 

verursacht es eine Zytolyse oder Zytostase vieler Tumorzellinien. Es verstärkt die Phagozytose 

und Zytotoxizität von polymorphkernigen Neutrophilen und wirkt chemotaktisch auf 

immunkompetente Zellen. TNF-α ist durch seine vielfältigen Wirkungen für die normale 

Immunantwort notwendig. Eine übermäßige Sekretion führt jedoch zu pathogenen Effekten (z.B. 

Kachexie bei Tumorpatienten)47. 

In dieser Arbeit bewirkte TNF-α die Ausreifung der Dendritischen Zellen. 

 

2.2.5 Einfluss der Zytokine auf Dendritische Zellen 
Dendritische Zellen können durch den Einfluss von Zytokinen aus CD14+- Monozyten, die aus 

peripherem Blut isoliert wurden, entstehen. Sie zeigen nach ihrer Entwicklung die gleiche 

Morphologie und  die gleichen funktionellen Eigenschaften wie direkt aus Blut isolierte 

Dendritische Zellen27,47. 

Durch die Zugabe von Il-4 wird die Differenzierung in Gang gesetzt, erkennbar an einem 

Rückgang der Expression von CD14 auf der Zelloberfläche. Dieser Effekt benötigt jedoch die 
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gleichzeitige Anwesenheit von GM-CSF48. Monozyten, die mit diesen beiden Zytokinen 

kultiviert werden, kommen in ein Intermediär-Stadium, in dem sie als „unreife Dendritische 

Zellen“ bezeichnet werden. Durch die Zugabe von z.B. TNF-α49 oder Monozytenüberstand50 

„reifen“ die Zellen aus. Dieser Effekt kann auch durch die Zugabe von Epithelzellen oder durch 

die Anregung der Phagozytose-Tätigkeit zum Beispiel durch LPS erreicht werden. Einige 

Autoren beschreiben eine Verstärkung des Effekts durch Interferon-γ, Interleukin-3 oder 

Interleukin-1051. 

Monozyten, die nur mit IL-4 und GM-CSF kultiviert werden, verlieren in den ersten zwei Tagen 

ihre Plastikadhärenz und bilden am dritten Tag lichtmikroskopisch sichtbare Ausläufer, während 

die Zugabe von TNF-α die Adhärenz verstärkt und zu einer eher langgestreckten Form führt. 

 

 

2.3 Neurotrophine und ihre Rezeptoren 

 

2.3.1 Nerve Growth Factor (NGF) 
NGF ist ein Peptid und wird z. B. in der Schilddrüse, dem Hypothalamus und der Hypophyse 

synthetisiert47. Er stimuliert die Zielzellen über den TRK A Rezeptor und den p75LNGFR  (s.2.3.5). 

Über diese Rezeptoren bewirkt er die in 2.3.5 beschriebenen Aufgaben an neurologischen und 

hämatopoietischen Zellen. 

 

2.3.2 Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) 
BDNF ist, ebenso wie NGF, mit dem es auch strukturelle Ähnlichkeit zeigt, ein neurotropher 

Faktor. Es wirkt über den Rezeptor TRK B und unterstützt zum Beispiel selektiv das Überleben 

von sensorischen Neuronen der Retina. Da der Rezeptor für BDNF auch auf myeloiden und 

lymphatischen Zellen vorhanden ist, wird auch eine immunologische Wirkung vermutet52. 

 

2.3.3 Neurotrophin-3 (NT-3) 
NT-3 hat eine Länge von 119 Aminosäuren und vermittelt seine neurotrophe Wirkung über den 

TRK C Rezeptor47. 
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2.3.4 Neurotrophin-4 (NT-4) 
NT-4 hat starke Ähnlichkeit mit NT-3 und wirkt ebenfalls neurotroph über den TRK B 

Rezeptor47. 

 

Sowohl TRK C als auch TRK B sind auf myeloiden und lymphatischen Zellen vorhanden, so 

dass auch NT-4 und NT-3 eine immunologische Rolle zukommen könnte. 

 

2.3.5 Die Rezeptoren für Neurotrophine 

2.3.5.1 Allgemein 
Heute sind vier verschiedene Rezeptoren für Neurotrophine bekannt, die zur Familie der 

Tyrosinkinase Rezeptoren gehören. Dabei handelt es sich um TRK (tropomyosin receptor 

kinase) A, TRK B, TRK C und p75 LNGFR, wobei es für TRK B und TRK C zwei verschiedene 

Varianten gibt, eine Tyrosin-Kinase positive und eine negative53,54, die vermutlich keine 

katalytische Aktivität besitzt55.  

Sie wurden zunächst im Nervensystem, sowohl zentral als auch peripher, entdeckt. Dort sind sie, 

aktiviert durch ihre Liganden, verantwortlich für das Wachstum, die Differenzierung und das 

Überleben von Nervenzellen56.  

Aktiviert werden sie durch unterschiedliche Neurotrophine:  

 

Nerve Growth Factor (NGF) stimuliert TRK A57,58 

Neurotrophin-4 (NT-4) und Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF) aktivieren TRK B59,60 

Neurotrophin-3 (NT-3) ist für die Aktivität von TRK C verantwortlich61. 

 

Diese Mediatoren sind nicht absolut spezifisch, haben jedoch die jeweils stärkste 

Bindungskapazität zu den ihnen zugeordneten Rezeptoren. 

 

Außerdem sind diese Rezeptoren auch auf nicht-neuronalen Zellen vorhanden, zum Beispiel auf 

Monozyten62,63, auf Mastzellen64 und auf B- oder T-Zell-Klonen65,66.  

 

2.3.5.2 Die Funktion im neurologischen System 
TRK A ist an sympathischen Neuronen für die Nozizeption und die Temperaturbeurteilung 

zuständig. 
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TRK B, besonders stark auf den Hirnnerven vertreten, steuert die Nahrungsaufnahme, den 

Geruchssinn und die motorischen Funktionen des Nervus facialis. 

TRK C ist für die Propriozeption über die Ia-Afferenzen verantwortlich.  

Diese Funktionen  wurden an Mäusen erforscht, denen der jeweilige Rezeptor fehlte67. 

 

2.3.5.3 Die Funktion auf hämatopoietischen Zellen 
Zusätzlich zu der Wirkung auf Nervenzellen konnten für die Neurotrophine auch Effekte auf das 

immunologische und hämatopoietische System nachgewiesen werden. Besonders erforscht ist 

hier der Nerve Growth Factor der eine Proliferation von B-Zellen68,69, zusammen mit einer 

verstärkten Produktion von IgM, IgA und IgG70 bewirkt. Ebenfalls bewirkt er die Proliferation 

von T-Zellen50 und deren Expression von IL-2-Rezeptoren71. Bei Thrombozyten bewirkt er eine 

Formveränderung72 und er fördert die Entwicklung und die Degranulation von Mastzellen73.  

Interessant für diese Arbeit ist die Wirkung von NGF über den TRK A Rezeptor auf 

Makrophagen. Hier bewirkt NGF eine Triggerung der Phagozytose und damit eine Verstärkung 

der Abwehr gegen Parasiten sowie die Aktivierung der Interleukin1ß-Produktion. Es wurde  

nachgewiesen, dass verschiedene inflammatorisch wirksame Substanzen die Expression von 

TRK A auf der Oberfläche von Mastzellen verstärken74. Zudem stimuliert NGF die Chemotaxis 

von polymorphkernigen Zellen75.  

 

Die Expression von TRK B konnte auf Thymozyten während der Entwicklung sowie auf. 

eosinophilen Metamyelozyten belegt werden76. 

 

TRK C soll durch NT-3 eine Differenzierung der Megakaryozyten bewirken77, außerdem ist es 

auf (Pro-)  Myelozyten vorhanden. 

 

2.3.5.4 Die molekulare Struktur 
Bei allen Rezeptoren handelt es sich um Tyrosin Kinase Rezeptoren. Dies bedeutet, dass durch 

die Bindung des Liganden zunächst eine Konformationsänderung einsetzt, in diesem Fall durch 

eine Dimerisierung zweier einzelner Rezeptoren. Dadurch kommt es zu einem „Auffalten“ des 

cytosolischen Bereichs, an dem dann eine Autophosphorylierung stattfindet, wodurch wiederum 

das Zielprotein phosphoryliert wird. Hierdurch wird die katalytische Funktion in Gang gesetzt78.  

TRK A beinhaltet zwei Tyrosin Kinase Isoformen; eine enthält 790, die andere 796 Amino- 

säuren. Der Rezeptor besteht aus einem Signalpeptid, gefolgt von einer Ektodomaine, die für die 
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Interaktion mit NGF verantwortlich ist. Eine transmembranöse Domaine verbindet den äußeren 

Teil mit der zytoplasmatischen Region, welche die katalytische Funktion hat79. 

 

Als TRK B werden mindestens zwei verschiedene Klassen von Rezeptoren bezeichnet80,81,82. 

Eine davon, TRK BTK+, besteht aus 821 Aminosäuren und enthält alle entscheidenden Bereiche 

des Tyrosin Kinase Rezeptors. Die extrazelluläre Domaine gleicht bis zu 57% der von TRK A 83. 

In der katalytischen Domaine besteht eine Ähnlichkeit bis zu 88%81. Die zweite Rezeptor-

Klasse, TRK BTK-, hat denselben extrazellulären und intramembranären Aufbau wie TRK BTK+, 

jedoch nur eine sehr kurze cytoplasmatische Domaine und der katalytische Teil fehlt völlig81.  

 

TRK C wird ebenfalls in zwei Versionen von Zell-Oberflächen Rezeptoren exprimiert. Die erste 

Klasse, mit einer kataklytischen cytoplasmatischen Domaine ähnelt wiederum TRK A und TRK 

BTK+. Sie unterscheiden sich untereinander durch verschieden lange Aminosäure-Reste in dem 

Bereich, der für die Autophosphorilierung zuständig ist84,85. Die zweite Klasse zeigt 

Übereinstimmungen mit TRK BTK- . Die extrazelluläre und intramembranäre Domaine gleicht 

TRK C TK+,   aber es fehlt wiederum der katalytische Teil85.  

 

 

2.4 Chemokine 

 

2.4.1 Allgemein 
Chemokine gehören zu der Familie der Zytokine, sie sind jedoch kleiner und haben  ähnliche 

Aminosäurensequenzen. Sie werden von phagozytierenden Zellen, Endothelzellen, 

Keratinozyten und einigen weiteren Zellen gebildet. Sie dienen als Lockstoffe für 

immunologisch aktive Zellen, besonders für Lymphozyten. Sie können in die drei folgenden 

Untergruppen eingeteilt werden86. 

 

2.4.2 CC-Chemokine  
CC-Chemokine enthalten zwei aneinanderhängende Cysteinreste. Zu ihnen gehört zum Beispiel 

RANTES, Macrophage inflammatory Protein-1α (MIP-1α), MIP-1β und Monocyte Chemotactic 

Protein 1 (MCP-1), MCP-2 und MCP-3. Diese Chemokine wirken chemotaktisch auf fast alle 

mononukleären Zellen, einschließlich den Dendritischen Zellen87.  
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2.4.3 CXC-Chemokine  
Diese Gruppe zeichnet sich durch eine Trennung der Cysteinreste durch eine andere Aminosäure 

aus. CXC-Chemokine sind zum Beispiel Interleukin-8 (IL-8) und PBP, welches von 

Blutplättchen produziert wird. Sie wirken als chemotaktischer Faktor vor allem auf 

Neutrophile87. 

 

2.4.4 C-Chemokine 
C-Chemokine enthalten nur einen Cysteinrest und sie erfüllen „Spezialaufgaben“. Zu ihnen 

gehört Eotaxin als chemotaktischer Faktor für Eosinophile und Lymphotaktin, das T-Zell-

Vorläufer zum Thymus „lockt“87.  

 

Die Tabelle 1 zeigt die Chemokinrezeptoren mit den zugehörigen Chemokinen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabelle 1: Chemokinrezeptoren und 
ihre Liganden87 
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2.4.5 Der Einfluss von Chemokinen auf Dendritische Zellen 
Die Migration der Dendritischen Zellen wird vor allem durch Chemokine gesteuert 88,89,90,91. 

Reife und unreife Dendritische Zellen reagieren auf verschiedene Chemokine, dies liegt an der 

Expression unterschiedlicher Chemokin-Rezeptoren an ihrer Oberfläche. 

Unreife Dendritische Zellen exprimieren neben anderen Rezeptoren CCR1, CCR2, CCR5, und 

CXCR186. Diese werden durch Liganden aktiviert, die in entzündetem Gewebe gebildet werden, 

zum Beispiel Makrophage Inflammatory Protein-1α (MIP-1α), Monocyte-Chemotactic Protein-3 

(MCP-3) und RANTES87. Durch die Aktivierung dieser Rezeptoren wandern die Dendritischen 

Zellen in Entzündungsgebiete ein, um dort Antigene aufzunehmen.  

 

Mit dem Beginn der Reifung, ausgelöst durch die Antigenaufnahme, ändert sich die 

Rezeptorexpression auf ihrer Oberfläche. Innerhalb sehr kurzer Zeit wird CCR1 und CCR5 

verringert. Dies wird vermutlich nicht durch eine Abnahme der mRNA für diese Rezeptoren 

gesteuert, sondern anscheinend über eine Selbst-Desensibilisierung, ausgelöst durch eine 

verstärkte Ausschüttung von entsprechenden Liganden durch die reifenden Dendritischen Zellen 

selbst89. Hierdurch wird die Chemotaxis in „Richtung“ entzündetes Gewebe verringert und die 

Dendritischen Zellen „können es verlassen“.  

Gleichzeitig beginnt eine sehr starke Vermehrung des CCR7/EBI1/BLR2 Rezeptors an der 

Oberfläche87,89. Dessen Ligand EBI1 ligand chemokine (ELC)/ Macrophage Inflammatory 

Protein-3β (MIP3-β) wird hauptsächlich in sekundären Lymphorganen wie Lymphknoten, Milz 

oder Thymus produziert. Dies bewirkt eine Migration der reifen Dendritischen Zellen zu den 

sekundären Lymphorganen, wo sie die dort ruhenden T- und B-Zellen aktivieren.  
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Fig. 5 zeigt den Einfluss der Reifung der Dendritischen Zellen, hier eingeleitet durch CD40-

Ligand, auf die Migration in Richtung der verschiedenen Chemokine, abhängig von der Zeit der 

Reifung. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5:  Einfluss von ELC 
und MIP-1α auf die 

Migration Dendritischer 
Zellen im Laufe der 

Reifung87 
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3. Zielsetzung 
 
Dendritische Zellen, die lange Zeit keine große Beachtung fanden, da sie schwer zu isolieren 

waren, spielen heute eine zunehmende Rolle in der Behandlung von Malignomen und einem 

breiten Spektrum von immunologisch beeinflussbaren Erkrankungen. Dies wurde möglich durch 

die Kenntnis des Entwicklungsweges von Monozyten zu Dendritischen Zellen. So können nun 

Dendritische Zellen in großen Mengen „gezüchtet“ und therapeutisch eingesetzt werden.  

 

Für diesen Einsatz ist es wichtig die Funktionsweise der Dendritischen Zellen zu kennen und 

verschiedene Möglichkeiten der Einflussnahme zu berücksichtigen.  

So könnte die Wirksamkeit der Dendritischen Zellen durch eine Verstärkung der 

Phagozytosefähigkeit verbessert werden, wodurch das Immunsystem leistungsfähiger würde.  

Auch ein Einfluss auf das Migrationsverhalten durch Veränderungen der Expression von 

Chemokinrezeptoren auf der Oberfläche der Zellen könnte zu einem veränderten Verhalten in 

vivo führen. 

 

In dieser Arbeit sollte eine mögliche Veränderung dieser Funktionen der Dendritischen Zellen 

überprüft werden. Einflussgrößen waren verschiedene Neurotrophine und hier besonders der 

Nerve Growth Factor (NGF). Es wurden unreife und reife Dendritische Zellen verglichen sowie 

in Beziehung zu ihren Vorläuferzellen, den Monozyten, gesetzt. Dafür wurden die Zellen 

zunächst durch Identifikation einiger Oberflächenmarker definiert, anschließend auf das 

Vorhandensein von Tyrosin-Kinase-Rezeptoren untersucht und daraufhin mit den 

entsprechenden Neurotrophinen inkubiert. Nach der Inkubation wurden sie auf eine Veränderung 

im Bereich der Oberflächenmarker, der Phagozytosefähigkeit und der Chemokinrezeptoren 

untersucht.  
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4. Hilfsmittel 
 

4.1 Material und Geräte 

 
6-well-plate    GREINER, Solingen 

 

Ampli Wax PCR GEM 100  PERKIN ELMER CETUS, Norwalk,USA 

 

Blue caps (15ml, 50ml)  BECTON DICKINSON, Heidelberg 

   Falcon Blue Max   

 

Buffy-Coat INSTITUT FÜR KLINISCHE IMMUNOLOGIE UND 

TRANSFUSIONSMEDIZIN, Gießen 

    

Cytofunnel    SHANDON, Frankfurt 

 

Cytospin    SHANDON, Frankfurt 

 

Deckgläschen    MENZEL-GLÄSER, Braunschweig 

 

Disposable Cell Scraper  GREINER, Solingen 

 

DNA-Thermal Cycler   PERKIN ELMER CETUS, Norwalk, USA 

 

DNA-Thermal Cycler   STRATAGENE, Gebouw, California 

 

Elektrophorese Kammer  KEUTZ, Reiskirchen 

  

FACScan    BECTON DICKINSON, Heidelberg 

 

Falcon Blue Max (15ml, 50ml) BECTON DICKINSON, Heidelberg 
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Einmalpipetten:   TECNOMARA, Fernwald  

   Costar (2ml,25ml,50ml)     

 

Kämme für Elektrophoresegel KEUTZ, Reiskirchen 

 

Latexbeads    SHANDON, Frankfurt 

 

Liquipette    ELKAY, Galway 

 

Microlane Kanülen   BECTON DICKINSON, Heidelberg 

 

Mikroskop Labovert FS  LEITZ, Wetzlar 

 

Mikrotiterplatte, Flexibel  BECTON DICKINSON, Heidelberg 

 

Mikrozentrifuge   EPPENDORF, Hamburg 

 

Neubauer Kammer   GERMANY NUCLON, Marienfeld 

 

Objektträger    MENZEL-Gläser, Germany 

(Normal und Super Frost Puis) 

 

Oligotex small spin column  QIAGEN, Hilden 

 

Oligotex Mikrozentrifugentubes QIAGEN, Hilden 

 

Perfusorspritze   BECTON DICKINSON, Heidelberg 

    

Pipetten    GILSON, Viliers-le-Bel, Frankreich 

 

Varipetten    EPPENDORF, Hamburg 
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Pipettenspitzen:  

   Multi Guard Filter Tips  ROTH, Karlsruhe 

   Comfort Tips gelb, blau  EPPENDORF, Hamburg 

      (autoklaviert)   

 

Polaroid-Film Typ 667 (ASA 3000) POLAROID, Niederlande 

 

Polaroid-Kammera   POLAROID CU5, USA 

 

Power Supply    BIOMETRA, Göttingen 

 

RNA-Workstation   UNI EQUIP, Martinried 

 

Safe Seal Microcentrifuge Tubes SORENSON, Utah, USA 

 

Shredder    QIAGEN, Hilden 

 

Spritzen (5ml, 12ml)   BRAUN, Melsungen 

 

Steril-Filter (0,2μm/0,45μm)  SCHLEICHER&SCHUELL, Dassel 

 

UV-Transiluminator   MAGV GMBH, Rabenau-Lohndorf  

 

Wärmekammer   BIOMETRA, Göttingen 

 

Zell-Kultur-Flaschen   BECTON DICKINSON, Heidelberg 

   (Falcon 75cm²) 

 

Zentrifuge, Rotixa/KS  HETTICH,  Tuttlingen 

 

Zuschnitte für Cytospin  SCHLEICHER&SCHUELL, Dassel 
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4.2 Reagenzien 

 

123 bp-Längenstandard  GIBCO BRL, Eggenstein 

 

2-ß-Mercaptoethanol   SIGMA, Deisendorf 

 

AB Serum (humanes) INSTITUT FÜR KLINISCHE IMMUNOLOGIE UND 

TRANSFUSIONSMEDIZIN, Gießen 

 

Agarose    GIBCO BRL, Eggenstein 

 

Ampli Taq DNA Polymerase  PERKIN ELMER CETUS, Norwalk, USA 

 

Antikörper für FACS 

 CD1a, Klon B17  IMMUNOTECH, Marseille, France 

 CD3, Klon SK7  BECTON DICKINSON, Heidelberg 

 CD4, Klon SK 4  BECTON DICKINSON, Heidelberg 

 CD8, Klon SK1  BECTON DICKINSON, Heidelberg 

 CD11b, Klon M522  IMMUNOTECH, Marseille, France 

 CD14/MY4, Klon 322 IMMUNOTECH, Marseille, France 

 CD19, Klon 4G7  BECTON DICKINSON, Heidelberg 

 CD80, Klon SK3  PHARMINGEN, San Diego, USA 

 CD83, Klon HB15A  IMMUNOTECH, Marseille, France 

 CD86/B70/b7-2, Klon IT2.2 PHARMINGEN, San Diego, USA 

 HLA-DR, Klon L243  BECTON DICKINSON, Heidelberg 

 

Brain Derived Neurotrophic Factor TEBU, Frankfurt 

   (Recombinant Human BDNF) 

  

Bromphenol w/v (0,1%)  SIGMA, Deisendorf 

 

dATP 100mM Gene Amp  PERKIN ELMER CETUS, Norwalk, USA 

 



 22

dCTP 100mM Gene Amp  PERKIN ELMER CETUS, Norwalk, USA 

 

dGTP 100mM Gene Amp  PERKIN ELMER CETUS, Norwalk, USA 

 

dTTP 100mM Gene Amp  PERKIN ELMER CETUS, Norwalk, USA 

 

DTT     GIBCO BRL, Eggenstein 

 

EDTA (Triplex)   MERCK, Darmstadt 

 

Ethidiumbromid   ROTH, Karlsruhe 

 

Fetales Kälber Serum (BSA)  GIBCO BRL, Eggenstein 

 

Ficoll Paque Dichtegradient  PHARMACIA BIOTECH 

 

First Strand Buffer (5x)  GIBCO BRL, Eggenstein 

Gelatine    SIGMA, Steinheim 

 

Glycergel    DAKO, Hamburg 

 

Glycerol v/v (50%)   MERCK, Darmstadt 

 

GM-CSF    GENZYME, Cambridge, USA 

   (Recombinant Human GM-CSF) 

 

H2O2 (30% Gew-%)   SIGMA, Steinheim 

 

Hexanucleotid-Random-Primer BOEHRINGER, Mannheim 

 

Interleukin-4    GENZYME, Cambridge, USA 

(Recombinant Human IL-4) 
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LiChrosolv    MERCK, Darmstadt 

   (Wasser für die Chromatographie) 

 

Makrophagen-SFM-Medium  GIBCO BRL, Eggenstein 

   ohne Ca/Mg 

 

Methanol    RIEDEL DE HAEN, Seelze 

 

Meyers Hämalaun   MERCK, Darmstadt 

 

Mineralöl    SIGMA, Deisendorf 

 

MgCl Gene Amp   PERKIN ELMER CETUS, Norwalk, USA 

 

M-MLV Reverse Transcriptase GIBCO BRL, Eggenstein 

 

mRNA Pack (Oligotex)  QIAGEN, Hilden 

    ODB Buffer (dilution buffer) 

    OEB Buffer (elution buffer) 

    OL 1 Buffer (lysis buffer) 

    OW 1 Buffer (wash buffer 1) 

    OW 2 Buffer (wash buffer 2) 

    Oligotex Suspension 

 

Na-Azid    SIGMA, Deisendorf 

 

NaCl     MERCK, Darmstadt 

 

Nerve Growth Factor 7S  BOEHRINGER, Mannheim 

    (NGF 7S) 

 

Neurotrophin-3   TEBU, Frankfurt 

   (Recombinant Human NT-3) 

 



 24

Neurotrophin-4   TEBU, Frankfurt 

   (Recombinant Human NT-4) 

 

Octagam®    OCTAPHARMA, Langenfeld 

 

PBS 10x    GIBCO BRL, Eggenstein 

   (Phosphat-buffered-saline) 

 

PCR-Puffer 1x10 Gene Amp  PERKIN ELMER CETUS, Norwalk, USA 

 

Penicillin/Streptomycin  GIBCO BRL, Eggenstein 
 

Primer für PCR: 

    BDNF    GIBCO BRL, Eggenstein    

    ß-Actin     CLONTECH-LABORATORIES, Palo Alto 

    TRK-A    GIBCO BRL, Eggenstein 

    TRK-B    GIBCO BRL, Eggenstein 

    TRK-C    GIBCO BRL, Eggenstein 

 

RNasin (RNase-Inhibitor)  PROMEGA, Madison, USA 

 

RPMI 1640 Medium   GIBCO BRL, Eggenstein 

 

SDS w/v (0,5%)   ROTH, Karlsruhe 
    

Sekundärantikörper PE  DAKO, Hamburg 

   für FACS 

 

Tris- Puffer    USB, Cleveland, USA 

 

Türk`sche Lösung   MERCK, Darmstadt 
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4.3 Zelllinien 
 

HEL     Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und 

Zellkulturen, Braunschweig 

 

HL-60     Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und  

   (Human Acute myeloid leukemia)     Zellkulturen, Braunschweig 

 

K562     Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und  

      Zellkulturen, Braunschweig 

 

4.4 Lösungen 
 

Agarose-Gel-Elektrophorese: 

TAE einfach:    0,04M Tris-Acetat 

     0,001M EDTA 

 

Agaroseladepuffer:   50% Glycerol v./v. 

     0,5% SDS w./v. 

     0,1% Bromphenol w./v. 

     10mM EDTA 

 

Agarosegel (1,5%):   1,5g Agarose 

     100 ml TAE Puffer 

     7µl Ethidiumbromid 

 

Waschpuffer für FACS:  500ml PBS 

     5g BSA 

     0,02% Na-Azid 
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4.5 PCR-Primersequenzen 

 

ß-Actin Primer 

 

3`Primer:  5`-CGT CAT ACT CCT GCT TGC TGA TCC ACA TCT GC-3` 

5`Primer: 5`-CGA GCG GGA AAT CGT GCG TGA CAT TAA GGA GA-3` 

          PG: 479bp 

 

TRK A Primer 

 

ECD1 5`: GAG AGA GAC TCC AGA GCG TTG 

ECD1 3`: CCT GCT GGC TTG GCT GAT ACT    

PG: 329bp 

ECD2 5`: ACA TCC TTG ATG CTG TGG CGT 

ECD2 3`: CTG GCC ACA CGC AAC TGT CTA 

          PG: 379bp 

 

TRK B Primer 

 

ECD 5`: TAC ATC TGT ACT AAA ATA CA 

ECD 3`: GTG TCC CCG ATG TCA TTC GC 

          PG: 245bp 

Kin 5`:  AGG GCA ACC CGC CCA CGG AA 

Kin 3`:  GGA TCG GTC TGG GGA AAA GG 

          PG: 571bp 

Trunc 5`: TAA AAC CGG TCG GGA ACA TC 

Trunc 3`: ACC CAT CCA GTG GGA TCT TA 

          PG: 161bp 
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TRK C Primer 

 

ECD 5`: CAT CCA TGT GGA ATA CTA CC 

ECD 3`: TGG GTC ACA CTG ATA GGA GG 

          PG:204/228bp 

Kin 5`:  CAC GCC AGG CCA AGG GTG AG 

Kin 3`:  GAA TTC ATG ACC ACC AGC CA 

          PG:571/613bp 

Trunc 5`: AGG GAC ACA ACT GCC ACA AG 

Trunc 3`: AGC CAT GAC GTC CTT TGC TG 

          PG:279/144bp 
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5. Methoden 
 

5.1 Isolierung von Monozyten 
 

Als Ausgangsmaterial wurden Buffy Coats von gesunden Blutspendern der Blutbank Gießen 

verwendet. 

 

5.1.1 Herstellung der Kulturflaschen 
Als erster Schritt wurden am Tag vor der Isolierung Zell-Kultur-Flaschen mit Gelatine 

beschichtet und über Nacht bei 56°C in einer Wärmekammer getrocknet. Auf diese Flaschen 

wurde am Tag der Isolierung Plasma aus den jeweiligen Buffy Coats gegeben, welches zuvor 

2x bei 3000 U/min abzentrifugiert wurde. Dieses Plasma wurde ca. 10 min belassen und dann 

mit PBS abgespült. 

 

5.1.2 Verarbeitung der Buffy Coats 
Für die Isolierung wurden die Buffy Coats zunächst im Verhältnis 1:1 mit PBS verdünnt und 

davon 25ml über 25ml Ficoll in einem 50ml Bluecap geschichtet. Dies wurde 30min bei        

2400 U/min zentrifugiert, wobei sich eine Schicht von mononukleären Zellen zwischen dem 

Ficoll und dem Plasma bildete. Dieser Gradient wurde sorgfältig abgenommen und dreimal bei 

1600 U/min mit PBS „gewaschen“, wobei dazwischen die Zellen stets wieder dekandiert 

wurden. Im weiteren Verlauf kamen die Zellen in Makrophagen-Medium auf die vorbereiteten 

Flaschen und wurden 45 min im Brutschrank inkubiert. In dieser Zeit wurden die Monozyten auf 

dem beschichteten Untergrund adhärent. Die nicht adhärenten Zellen wurden mit PBS abgespült 

bis unter dem Mikroskop nur noch adhärente Zellen in den Flaschen zu sehen waren. Hierauf 

wurde PBS mit EDTA (7ml PBS + 3ml EDTA) in die Flaschen gegeben, um die Monozyten 

abzulösen. Diese wurden wiederum mit PBS abgespült, bei 1600 U/min abzentrifugiert und in 

RPMI-Medium aufgenommen. Die Zellen wurden in einer Neubauer Zählkammer gezählt und 

für den jeweils folgenden Versuch vorbereitet. Es ergaben sich im Durchschnitt 10-12x106 

Zellen. 

 

Für die Polymerase Ketten-Reaktion wurden 5x106 Zellen (Monozyten) in 600µl OL1 Puffer + β 

-Mercaptoethanol bei -80°C eingefroren. Weitere 5x106 Zellen wurden in Kultur genommen 

(siehe 5.2) und 7 Tage später ebenfalls eingefroren. 
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Für das FACScan konnten die Zellen nativ verwendet werden. 

 

 

5.2 Kultivierung der Zellen 
 

Zur Kultivierung der Zellen wurden jeweils1x106 Zellen in eine Vertiefung einer Sechs-Loch 

Platte mit 2ml RPMI-Medium angesetzt. Um eine Entwicklung zu Dendritischen Zellen zu 

erreichen, wurden GM-CSF und Il-4 in einer Konzentration von 103 U/ml am ersten und dann 

jeden zweiten Tag zugegeben. Für die Entwicklung reifer  Dendritischer Zellen kamen zudem 

noch 102 U/ml TNF-α im gleichen Rhythmus dazu. 

Für die Stimulation der Dendritischen Zellen mit Neurotrophinen wurde folgende 

Konzentration verwendet: 

NGF: 100 ng/ml 

BDNF, NT-3 und NT-4: 50 ng/ml  

 

 

5.3 RNA-Isolierung aus mononukleären Zellen 
 

Für die RNA-Isolierung wurde das Oligotex mRNA Kit von Qiagen mit dem dazugehörenden 

Protokoll benutzt und maximal fünf Millionen Zellen eingesetzt.  

Dieses Verfahren basiert darauf, dass mRNA mit einem Homopolymer von 20-250 Adenosin-

Nukleotiden endet. Dadurch kann die mRNA durch die Hybridisierung an Oligo dT Primer von 

der r-RNA und der t-RNA getrennt werden. Nach Hybridisierung der mRNA an die Oligo dT 

Säulen unter hohen Salzbedingungen kann sie durch die Reduzierung der Ionenstärke eluiert 

werden. 

Hierzu werden die Zellen zunächst „gewaschen“, lysiert und mit der Oligotex-Suspension 

vermischt. Anschließend wird die Lösung mehrmals „gewaschen“, abzentrifugiert und eluiert. 

Wichtig ist dabei stets darauf zu achten, dass es sich um RNAse-freie Arbeitsgefäße (z. B. 

Zentrifugationsröhrchen) handelt. 
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5.4 Polymerase Ketten Reaktion (PCR) 
 

Die PCR ist ein Verfahren zur experimentellen Amplifikation eines definierten DNA- 

Fragments. Hierdurch ist es möglich einen bestimmten DNA-Abschnitt so oft zu vervielfältigen, 

dass er mit einfachen Methoden detektiert werden kann. 

Die PCR ist abhängig von einer thermostabilen DNA-Polymerase, die neue DNA an einer 

vorhandenen Nukleinsäure-Matrize synthetisieren kann. Für den Beginn benötigt die Polymerase 

ein kurzes Stück doppelsträngiger DNA, das in vivo durch den sich öffnenden Doppelstrang 

gebildet wird. In vitro werden dafür künstlich synthetisierte Oligonukleotidprimer, die sich an 

die Matriz-DNA anlegen, verwendet. Zwischen diesen liegt das zu amplifizierende DNA-Stück. 

Die PCR besteht aus drei Teilschritten, die mehrfach wiederholt werden. Die Menge der Zyklen 

ist unter anderem abhängig von der DNA-Menge zu Beginn der PCR.  

Der erste Schritt ist die Denaturierung bei 94°C. Bei dieser Temperatur werden die 

Wasserstoffbrücken zwischen den Nukleotiden zerstört und die DNA-Doppelstränge teilen sich. 

Die nun vorliegenden Einzelstränge dienen als Matrize. 

Der nächste Schritt ist das Annealing, das Hybridisieren der Primer an die Matrize. Dies erfolgt 

bei 56-60°C und ist für die Spezifität der PCR entscheidend. 

 

Für den letzten Schritt, die Polymerisation, wird eine Temperatur von 72°C benötigt, die die 

optimale Temperatur für die thermostabile Taq Polymerase darstellt. 

Bei jedem Zyklus wird die DNA-Menge verdoppelt. 

 

In dieser Arbeit wurde als Ausgangsmaterial nicht DNA sondern mRNA verwendet, die zunächst 

mit dem Enzym Reverse Transcriptase in c-DNA umgeschrieben wurde. Dieses kombinierte 

Verfahren wird als RT-PCR bezeichnet. 

 

Die Nachteile der PCR liegen in ihrer hohen Störanfälligkeit durch Kontamination mit Fremd-

DNA. Daher wurde neben einer Positivkontrolle für den korrekten Ablauf der RT-PCR auch 

stets eine Negativkontrolle (H2O) zum Ausschluss einer Kontamination mit Fremd-DNA 

mitgeführt. Um diese typische Komplikation zu vermeiden, wurden die Herstellung der c-DNA 

und die Amplifikation in streng voneinander getrennten Räumen und unter regelmäßigem 

Handschuhwechsel durchgeführt. 
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5.4.1 Reverse Transkription 
Das Umschreiben der mRNA in c-DNA wurde mit folgendem Ansatz durchgeführt: 

 

1,0µl dNTP 

1,0µl Reverse Transcriptase 

1,5µl Random Primer 

0,5µl RNasin 

5,0µl 5x Puffer 

2,5µl DTT 

+13µl RNA 

 

Dieser Ansatz wurde in einem PCR-Reaktionsgefäß  60 min bei 37°C  und 15 min bei 99°C in 

einem PCR-Cycler inkubiert. Bis zur Weiterverarbeitung wurden die Proben bei –20°C gelagert. 
 

5.4.2 β-Actin PCR 
β-Actin, ein so genanntes „housekeeping gene“, das in fast allen Körperzellen exprimiert wird, 

diente als Kontrolle für die RNA-Isolierung und die Reverse Transkription.  

 

Ein 30µl Ansatz besteht aus: 

 

2,0µl 3`-Primer 

2,0µl 5`-Primer 

1,0µl dNTP 

3,0µl 10x PCR- Puffer 

0,9µl MgCl 

0,3µl AmpliTaq DNA Polymerase 

15,8µl H2O 

+5,0µl C-DNA 

 

Dieser Ansatz wurde in ein extra dünnwandiges PCR-Reaktionsgefäß pipettiert, mit Öl bedeckt 

und in einem PCR-Cycler zunächst 3 min bei 94°C inkubiert. Daran schlossen sich direkt  22 

Amplifikationszyklen an.  
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Ein Zyklus wurde wie folgt durchgeführt: 

1 min bei 94°C, 

1 min bei 60°C  

1 min bei 72°C an.  

Danach erfolgten zum Abschluss noch 10 min bei 72°C.    

 

5.4.3 TRK-PCR 
Die TRK-PCR wurde in „Hot-Start“-Technik durchgeführt. Bei dieser Methode wird der 

Reaktionsansatz in zwei nicht reagible Teile gesplittet, die durch eine Wachsschicht voneinander 

getrennt sind. Beim Aufheizen zu Beginn des PCR-Cycler-Programms  schmilzt die 

Wachsschicht bei ca. 80°C und die beiden Ansätze können sich vermischen. Dies führt dazu, 

dass vor Erreichen der Anealing-Temperatur kein reaktionsfähiger Ansatz vorliegt und so die 

unspezifische Amplifikation vermindert wird. 

 

Ein 30µl Ansatz für TRKA besteht aus: 

 

2,0µl 3`-Primer 

2,0µl 5`-Primer 

1,0µl dNTP 

2,0µl 10x PCR-Puffer 

0,9µl MgCl 

12,1µl H2O 

 

       Wachsschicht 

 

1,0µl 10x PCR-Puffer 

0,3µl AmpliTaq DNA Polymerase 

3,7µl H2O 

+ 5,0µl C-DNA 

 

 

Für TRKC wurden 8,0µl C-DNA verwendet und dafür im ersten  Ansatz nur 8,1µl H2O. 
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Das Programm für die Amplifizierung im PCR-Cycler bestand aus: 

 

3 min 94°C, dann  für TRKA und B: 

      1 min 94°C, 1min 60°C und 1 min 72°C 

            dieser Schritt wurde 35x wiederholt 

 

   für TRKC: 

      1 min 94°C, 1 min 61°C und 1 min 72°C 

             dieser Schritt wurde 37x wiederholt 

 

 

5.5 Agarose-Gel-Elektrophorese 
 

Für die Elektrophorese wurden 1,5-prozentige Agarose-Gele verwendet.  

Für die Zuordnung der PCR-Produkte muss auf jedem Gel ein Längenstandard mit aufgetragen 

werden. In dieser Arbeit wurde hierfür ein Basenpaarleiter von 123 bp Länge verwendet.  

Zur Darstellung der PCR-Produkte mittels Elektrophorese wurden 20µl des jeweiligen PCR- 

Produkts mit 5µl Laufpuffer verdünnt und in die, durch die vorher eingesetzten Kämme 

gebildeten, Geltaschen pipettiert. TAE wurde als Elektrophoresepuffer verwendet. Die Laufzeit 

betrug bei einer Spannung von 10 Volt pro cm Gellänge ca. drei bis vier Stunden. 

Zur Anfärbung der PCR-Amplifikationsprodukte wurde Ethidiumbromid verwendet, das 

zwischen die Basen der Nukleinsäuren interkaliert und nach Anregung mit UV-Licht sichtbares 

Licht emittiert.  

Die Agarosegele wurden mit einer Polaroidkamera fotografiert und dokumentiert.      

   

 

5.6  Durchflusszytometrie (FACS) 

 
Mit der Durchflusszytometrie können Zellen durch ihre Größe und Komplexität identifiziert 

werden, zudem können bestimmte Antigene mithilfe von fluoreszenzmarkierten Antikörpern 

detektiert werden. Die resultierenden Werte stellen keine absoluten Zahlen dar, sondern stehen in 

Relation zu dem vorher festgesetzten Referenzwert. 
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Für die Messung werden suspendierte Einzelzellen in einem laminaren Hüllstrom an einem 

fokussierten Lichtstrahl (Laser) vorbei geleitet. Dabei kommt es in Abhängigkeit vom Zelltyp zu 

einer charakteristischen Streuung des Lichts, die mittels geeigneter Detektoren nachgewiesen 

wird. 

Die Größe wird durch den „forward scatter“ (FSC) erfasst. Dies bedeutet, dass der Lichtstrahl 

entlang des einfallenden Lichts gemessen wird. Die Größe der Zellen wird durch das Ausmaß 

der Lichtbeugung bestimmt, die proportional zur Zellgröße ist. 

 

Die Granuliertheit oder Komplexität wird mit dem „side scatter“ (SSC) gemessen. Hierbei wird 

der Laserstrahl gebrochen und reflektiert und im 90°-Winkel aufgefangen. Das aufgefangene 

Signal ist proportional zu Granuliertheit. 

Für den FSC und den SSC wird das Licht der Anregungswellenlänge (488nm) gemessen. 

Die Fluoreszenz der markierten Antikörper zur Detektion von Oberflächenantigenen wird 

ebenfalls im 90°-Winkel gemessen, die Wellenlänge ist jedoch vom Fluorchrom abgängig. Die 

Stärke des Signals ist proportional zur Zahl der gebundenen Fluorchrome. Fig.6 zeigt eine 

Zusammenfassung der Messgrößen des FACS. 

 

 

Relative Granuliertheit 
(Komplexität) 

Relative Größe 

Relative Fluoreszenz 

Fig. 6: Graphische Darstellung 
der Messgrößen des FACS 
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Fig. 7 zeigt ein Beispiel für die Punktwolkendarstellung einer Leukozytenmessung. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Durchführung:  

Es wurden 200.000 Zellen pro Höhlung einer Mikrotiterplatte verwendet, die bei 4°C für 3 

Minuten bei 1200 U/min zentrifugiert wurde. Dann wurden 20µl Octagam® (1:5 mit 

Waschpuffer verdünnt) und die entsprechenden Antikörper zugegeben. Dies wurde 30 Minuten 

auf Eis inkubiert und dreimal mit Waschpuffer gewaschen, wie oben beschrieben zentrifugiert 

und 20µl fluoreszenzmarkierter Sekundärantikörper (1:20 in Waschpuffer verdünnt) 

dazugegeben. Nach 30-minütiger Inkubation auf Eis wurden sie erneut mit Waschpuffer 

gewaschen.  

Danach wurde die Messung in einem FACscan durchgeführt 
 

 

 

 

Fig. 7: Punktwolkendarstellung einer 
Leukozytenmessung: 

Wolke 1: Granulozyten; 2: Monozyten; 
 3: Lymphozyten; 4:Debris 

Größe FSC 

Leukozyten 

Granuliertheit 
SSC 
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5.7 Stimulierung Dendritischer Zellen mit Neurotrophinen 

 
In diesem Versuch wurden zusätzlich zu GM-CSF und IL-4 während der Kultivierung der Zellen 

noch  Neurotrophine zugegeben. Diese waren: Nerve Growth Factor (Konzentration 100ng/ml), 

Brain-derived Neurotrophic Factor, Neurotrophin-3 und -4, alle in einer Konzentration von 

50ng/ml. Die Zugabe erfolgte am 2., 4. und 6. Tag nach der Isolierung. 

Nach einer Kultivierungsdauer von 7 Tagen wurden verschiedene Oberflächenantigene, die 

typisch für bestimmte Zellreihen sind (CD1a – Dendritische Zellen, CD3 – T-Lymphozyten, 

CD4 – T-Helferzellen, CD8 – T-Suppressorzellen und Natürliche Killerzellen, CD14 – 

Monozyten, CD19 – B-Lymphozyten und CD45 – B- und T-Lymphozyten, Monozyten) im 

FACS bestimmt. Hier sollte sich ein eventueller Einfluss der Neurotrophine auf die Entwicklung 

der Monozyten zu Dendritischen Zellen zeigen.  

 

 

5.8 Phagozytose-Test 
 

Mit diesem Versuch sollte gezeigt werden, dass Dendritische Zellen eine große Phagozytose-

Fähigkeit besitzen, und es sollte ein Unterschied zwischen reifen und unreifen Dendritischen 

Zellen und eine eventuelle Einflussnahme des NGF gezeigt werden. 

 

5.8.1 Nachweis der Phagozytose auf Chamberslides 
Hier sollte zunächst die Phagozytose qualitativ nachgewiesen werden. 

Dafür wurden reife und unreife Dendritische Zellen auf Chamberslides in der entsprechenden 

Konzentration von Medium und Wachstumsfaktoren kultiviert. Am 7. Tag wurden Latex-Beads 

bzw. oppsonierte und nicht oppsonierte Erythrozyten zugegeben. Nach einer halben Stunde 

wurden die Chamberslides mit PBS abgespült und unter dem Mikroskop ausgewertet.  

 

5.8.2 Quantitativer Phagozytosenachweis im FACScan 
Für einen quantitativen Nachweis im FacScan wurden die Zellen wie in 5.2 beschrieben in 

Sechs-Loch-Platten kultiviert. Als Proben dienten Monozyten sowie reife und unreife 

Dendritische Zellen mit und ohne NGF. Am 7. Tag wurden fluoreszierende Latexbeads 

zugegeben. Nach einer einstündigen Inkubation wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen 

und die verbleibende Fluoreszenz  im FACScan gemessen. 
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5.9 Der RNase Protection Assay (RPA) 

 
Der RPA ist eine sehr spezifische und sensitive Methode für den quantitativen Nachweis von 

RNA. Er beruht auf einer DNA-abhängigen RNA Polymerase der Bakteriophagen SP6, T7 und 

T3.  

Hierzu wird die Probe, welche die isolierte RNA enthält, mit der „Ziel-RNA“ hybridisiert, 

danach werden die nicht hybridisierten Einzelstrang RNA-Sequenzen durch Zugabe von RNasen 

zerstört. Die übrig gebliebenen „vor der RNase geschützten“ (RNase protected) Sequenzen 

werden aufgereinigt, auf einem Polyacrylamid-Gel zur Elektrophorese aufgetragen und mithilfe 

der Autoradiographie dargestellt. 

Durch die erhältlichen Sondensets ist es möglich mit einer Probe verschiedene RNA-Sequenzen 

zu erfassen. Durch ein Abgleichen der „Housekeeping genes“ mit optischen Geräten ist ein 

quantitativer Vergleich zwischen den Proben möglich. Dies konnte jedoch in dieser Arbeit aus 

technischen Gründen nicht durchgeführt werden, daher erfolgte die Auswertung lediglich visuell. 

 

Die Isolierung der Gesamt-RNA wurde mit dem entsprechenden Kit von Qiagen durchgeführt, 

die Sondensynthese und der RPA sowie die Behandlung der Proben mit RNase und das 

Auftragen der Gele nach dem Protokoll von Pharmingen. 

Bei der Auswertung ist zu beachten, dass die „geschützten“ Proben ca. 29 Nukleotide kürzer sind 

als die Standardproben und deshalb schneller als diese migrieren. Deshalb wird die 

Migrationsdistanz der Proben mit eine Standardkurve verglichen um eine Identifizierung der 

jeweiligen RNA zu erreichen. 

 

Für die einzelnen Proben wurden stets Dendritische Zellen aus verschiedenen Isolationsansätzen 

vermischt, um eine gute Vergleichbarkeit und eine genügende Zellzahl von ca. 20x106 Zellen zu 

erreichen. 
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6.Ergebnisse 
 

6.1 Definition der Dendritischen Zellen durch ihre Oberflächenmarker 
 

Zunächst sollten die isolierten und inkubierten Zellen, die für die weiteren Versuche verwendet 

wurden, definiert werden. Hierzu wurden die Zellen im FacScan auf bestimmte 

Oberflächenmarker getestet. Es wurden für die Monozyten sieben, für die unreifen Dendritischen 

Zellen acht und für die reifen fünf Testreihen durchgeführt. 

Ausgewertet wurde die „Mean Fluorescence Intensity“ (MFI), die sich ergibt, indem die 

logarithmische Skala der Fluoreszenz auf eine lineare Skala mit 1024 Kanälen überführt wird. 

Die MFI ist dann der Kanal mit den meisten Ereignissen. So kann durch eine Verschiebung der 

MFI eine Veränderung in der Expression der Oberflächenantigene gut erkannt werden.  

 

Fig. 8 zeigt die MFI von CD14, CD1a, CD80, CD83 und CD86 in Form von Histogrammen, 

hierdurch kann die Veränderung der Oberflächenmarker besonders gut gezeigt werden. 

  

              Monozyten                         unreife Dendritische Zellen          reife Dendritische Zellen 

 

Die Ergebnisse der MFI ergaben für CD14 in diesen drei Histogrammen: 

Monozyten:     788 

Unreife Dendritische Zellen (DC): 433 

Reife DC:    314 

 

Deutlich erkennt man hier die Linksverschiebung der Kurve, was eine verminderte Expression 

des Oberflächenantigens zeigt.  
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     Monozyten                         Unreife Dendritische Zellen          Reife Dendritische Zellen 

 

 

 

Die MFI ergab hier für CD1a: 

Monozyten:  347 

Unreife DC:  688 

Reife DC:  483 

 

 

 

 

Die MFI ergab hier für CD80: 

Monozyten:  231 

Unreife DC: 443 

Reife DC:  392 
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        Monozyten                        Unreife Dendritische Zellen         Reife Dendritische Zellen 

 

Die MFI ergab hier für CD83 

Monozyten:  399 

Unreife DC:  249 

Reife DC:  475 

 

 

 

Die MFI ergab hier für CD86: 

Monozyten:  496 

Unreife DC: 425 

Reife DC:  595 
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In Tabelle 2 sind die entsprechenden Ergebnisse der Testreihen dargestellt. Die Werte in der 

Tabelle entsprechen dem Median und der errechneten Standardabweichung der jeweiligen 

Testreihe. Es wurde hier der Median dem Mittelwert wegen der geringen Versuchszahl 

vorgezogen. Die Zahlen sind nicht absolut auswertbar, sondern müssen stets im Vergleich von 

Monozyten, unreifen und reifen Dendritischen Zellen  gesehen werden. Entscheidend ist also ein 

Anstieg oder Abfall der Werte.  

 

 

 

Oberflächenmarker Monozyten 

n=7 

Unreife DC 

n=8 

Reife DC 

n=5 

CD1a 420 +/- 100 688 +/- 54 513 +/- 144 

CD11b 656 +/- 45 769 +/- 68 641 +/- 111 

CD14 788 +/- 42 367 +/- 90 439 +/- 71 

CD80 231 +/- 98 384 +/- 68 375 +/- 118 

CD83 399 +/- 67 282 +/- 56 367 +/- 64 

CD86 497 +/- 47 412 +/- 57 528 +/-100 

 

 

 

 

 

Es zeigte sich das erwartete Absinken von CD14 um etwa 50% bei der Differenzierung von 

Monozyten zu Dendritischen Zellen, dies ist nach Angaben in der Literatur im Bereich der 

Oberflächenmarker die entscheidende Veränderung in der Differenzierung von Monozyten zu 

Dendritischen Zellen. Ebenso zeigte sich der  weitgehend einheitlich beschriebene Anstieg von 

CD1a, der bei den unreifen Dendritischen Zellen im Vergleich zu Monozyten stärker ausgeprägt 

war (ca. 40%) als bei den Reifen (ca. 20%). Auch CD80 stieg im Vergleich zu Monozyten bei 

den Dendritischen Zellen an (ca.40%), während CD83 und CD86 eher abfielen, jedoch 

untereinander (unreif-reif) die beschriebene Entwicklung zeigten, nämlich dass beide bei den 

reifen Dendritischen Zellen stärker exprimiert ( ca. 25%) werden. CD11b hingegen zeigte keine 

Tabelle 2: Definition der  Dendritischen 
Zellen anhand  ihrer Oberflächenmarker 
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eindeutige Veränderung. Aufgrund der relativ kleinen Testreihe und der zum Teil auch großen 

Standardabweichungen sind die angegeben Prozentzahlen nur orientierend zu sehen.  

Die so definierten Dendritischen Zellen wurden für alle weiteren Versuche verwendet. 

 

Die Grafik 1 soll die Veränderungen der Oberflächenmarker im Laufe der Entwicklung der 

Dendritischen Zellen verdeutlichen. 
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6.2 Nachweis der mRNA für die Rezeptoren der Neurotrophine 
 

Der Nachweis der mRNA für die verschiedenen Domainen der Rezeptoren der Neurotrophine 

wurde mithilfe der RT-PCR durchgeführt. Diese Methode erlaubt uns, aus technischen Gründen, 

hier nur einen qualitativen Nachweis der mRNA, es gab keine Möglichkeit zu einer quantitativen 

Aussage. So wurde lediglich positiv (1) und negativ (0) unterschieden. In der Tabelle 3 wurde 

der Anteil der positiven und negativen Ergebnisse dargestellt. Verglichen wurden dabei reife und 

unreife Dendritische Zellen mit den zugehörigen Monozyten aus demselben Isolierungsansatz. 

Es wurden jeweils acht Testreihen mit korrekter positiver und negativer Kontrolle durchgeführt. 

 

 

 

                                                                            

 
PCR  

Monozyten 

 

 

    +        - 

unreife 

Dendritische 

Zellen 

   +           - 

 
PCR 

 

Monozyten 

 

    +       - 

reife 

Dendritische 

Zellen 

    +         - 

TRKA ECD 7 1 7 1 TRKA ECD 7 1 7 1 

TRKA KIN 6 2 6 2 TRKA KIN 7 1 5 3 

TRKB ECD 1 7 0 8 TRKB ECD 0 8 2 6 

TRKB KIN 1 7 3 5 TRKB KIN 4 4 5 3 

TRKB 

TRUNC 

2 6 5 3 TRKB 

TRUNC 

8 0 7 1 

TRKC ECD 0 8 5 3 TRKC ECD 1 7 3 8 

TRKC KIN 6 2 7 1 TRKC KIN 8 0 7 1 

TRKC 

TRUNC 

4 4 5 3 TRKC 

TRUNC 

2 6 6 2 

 

 

 

 

 

 

 

Tabelle 3: Nachweis von TRK-Rezeptoren 
auf Dendritischen Zellen mithilfe der PCR 

n=8 jeweils für reife und unreife Dendritische 
Zellen 

ECD: extrazelluläre Domaine 
KIN: Kinase Domaine 

TRUNC: Verkürzte (Truncated) Domaine 
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Es zeigte sich, dass sowohl reife als auch unreife Dendritische Zellen ebenso wie die Monozyten  

positiv für die extrazelluläre Domaine von TRKA waren (jeweils 7 von 8 Testreihen).Der 

„Kinase“-Anteil von TRKA war ebenfalls bei den Dendritischen Zellen sowie bei den 

Monozyten deutlich positiv. Wohingegen von TRKB und TRKC nur mRNA für Teilbereiche der 

Rezeptoren nachgewiesen werden konnte. So war die extracelluläre Domaine von TRKB bei den 

unreifen nicht und bei den reifen Dendritischen Zellen nur bei 25% vorhanden. Bei TRKC 

ergaben sich für diesen Rezeptorteil 37,5% bei den reifen und 62,5% bei den unreifen 

Dendritischen Zellen. Die Kinase-Domaine von TRKB war bei den unreifen Dendritischen 

Zellen zu 37,5% und bei den reifen zu 62,5% positiv, während bei TRKC hier 87,5% positiv 

gegenüberstehen. Die „verkürzte“ Form beider Rezeptoren zeigte bei den unreifen 62,5% und 

bei den reifen 87,5% bzw. 75% (TRKC) Expression. 

Die Monozyten waren ebenfalls für TRKA weitgehend positiv. Bei TRKB sind die Ergebnisse 

nicht einheitlich, es scheint jedoch zumindest teilweise nachweisbar zu sein. Für TRKC ließ sich 

die Kinase-Domaine gut nachweisen (mit 100 bzw. 75%), der extrazelluläre Teil war praktisch 

nicht belegbar (0 bzw. 12,5%), hier zeigte sich ein deutlicher Unterschied zu den Dendritischen 

Zellen, bei denen gerade die mRNA für den extrazellulären Teil von TRKC gut nachweisbar 

war. Für den verkürzten Rezeptor von TRKC ließ sich in  etwa der Hälfte der Fälle mRNA 

darstellen.  

Daraus lässt sich schließen, dass der Rezeptor für NGF (TRKA) höchstwahrscheinlich auf  

Dendritischen Zellen exprimiert wird, ebenso dürfte TRKC vorhanden sein. Für TRKB ließ sich 

praktisch keine mRNA für die extracelluläre Domaine aufzeigen, jedoch war sowohl für die 

Kinase Domaine als auch für die verkürzte Version mRNA nachweisbar. So dass die Zelle 

eventuell einen zusätzlichen Reiz benötigt, um den Rezeptor für BDNF vollständig zu 

exprimieren. Alerdings gab es für diesen Rezeptor auch das Problem, dass die positiv Kontrolle 

(K562) nicht immer optimal nachweisbar war. Eine sichere Auswertung der Ergebnisse ist daher 

nicht möglich. Es müsste eventuell eine neue Testreihe mit einer spezifischeren Kontroll- 

Zellreihe für TRKB durchgeführt werden. 
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Im Folgenden (Figur 9) werden eine RT-PCR aus Monozyten (1-9) und unreifen Dendritischen 

Zellen (10-18) dazu positive (19-27) und negative Kontrollen (28-36) dargestellt. 

 

 

 

                      

                     1                              9                                        19                            27  

                       10                             18                                     28                           36 

 

 

 

                     Legende:     β-Actin (Housekeeping-Gen):1,10,19,28 

TRKA ECD:   2,11,20,29 

TRKA KIN:   3,12,21,30 

TRKB ECD:    4,13,22,31 

TRKB KIN:    5,14,23,32 

TRKB TRUNC:   6,15,24,33 

TRKC ECD:    7,16,25,34 

TRKC KIN:    8,17,26,35 

TRKC TRUNC:   9,18,27,36 

 

 

123bp 

123bp 

Fig. 9: RT-PCR zur Darstellung der TRK Rezeptoren auf 
Monozyten und unreifen Dendritischen Zellen 

123bp: Basenpaarleiter 
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Für die Negativkontrolle wurde statt der c-DNA hochreines Wasser verwendet. Positivkontrollen 

waren für β-Actin, TRKA und TRKB die humane Leukämie Zelllinie K562 und für TRKC die 

humane Leukämie Zelllinie HEL.  

 

6.3 Stimulation der Dendritischen Zellen mit Neurotrophinen 
 

Als Stimulatoren wurden die verschiedenen Liganden der TRK-Rezeptoren verwendet: 

 

Nerve Growth Factor (NGF) für den TRK A Rezeptor 

Brain Derived Nerve Factor (BDNF) für den TRK B Rezeptor 

Neurotrophin-3 für den TRK A und den TRK C Rezeptor  

Neurotrophin-4 für den TRK C Rezeptor 

 

Nach der Stimulation wurden im FacScan wieder bestimmte Oberflächenmarker getestet. Die 

ausgewählten Oberflächenmarker stehen für verschiedene hämatologische Zellreihen. Es wurde 

lediglich eine kleine Testreihe mit unreifen Dendritischen Zellen durchgeführt (mit jedem 

Neurotrophin wurde zweimal getestet). Die Ergebnisse der mit den Neurotrophinen stimulierten 

Dendritischen Zellen wurden mit Monozyten und unstimulierten Dendritischen Zellen verglichen 

(Tabelle 4). Die Prozentzahlen in der Tabelle geben den Anteil der für diesen Oberflächenmarker im 

Durchschnitt positiv dargestellten Zellen im Vergleich zu allen gemessenen Zellen und zugehörige 

Standardabweichung wieder.  
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 CD1a CD3 CD4 CD8 CD14 CD19 CD45 HLA_DR

Monozyten  77,28% 

+/  -

5,76% 

44,31% 

+/-

25,11% 

30,39% 

+/-  

9,90% 

35,00% 

+/-

21,12% 

82,23% 

+/-  

5,06% 

45,00% 

+/-  

5,66% 

 

Dendritische 

Zellen (DC) 

92,75% 

+/-  

4,75% 

9,09% 

+/-  

7,43% 

84,95% 

+/-  

8,67% 

2,48% 

+/-  

0,76% 

2,15% 

+/-  

4,13% 

17,03% 

+/-

32,59% 

93,56% 

+/-  

2,06% 

96,39% 

+/- 

1,68% 

DC+BDNF 92,15% 

+/- 

3,16% 

5,19% 

+/- 

4,29% 

85,79% 

+/- 

6,42% 

1,46% 

+/- 

2,01% 

1,82% 

+/- 

2,31% 

0,35% 

+/- 

0,44% 

92,83% 

+/- 

6,34% 

97,25% 

+/- 

0,15% 

DC+NT3 84,77% 

+/- 

4,62% 

13,12% 

+/-  

3,59% 

 

78,62% 

+/-  

9,67% 

6,74% 

+/-  

5,64% 

2,88% 

+/-  

3,57% 

41,80% 

+/-

57,66% 

92,91% 

+/-  

0,76% 

94,93% 

+/-    

4,95% 

DC+NT4 90,13% 

+/-  

7,11% 

12,70% 

+/-

12,27% 

87,31% 

+/-

16,83% 

0,44% 

+/-  

0,49% 

0,28% 

+/-  

0,32% 

0,18% 

+/-  

0,20% 

97,11% 

+/-  

0,77% 

94,89% 

+/-    

3,13% 

DC+NGF 92,57% 

+/-   

3,40% 

1,97% 

+/-   

8,21% 

90,47% 

+/-   

11,43% 

0,07% 

+/- 

1,04% 

24% 

+/-   

5,84% 

0,60% 

+/-   

0,94% 

95,00% 

+/-   

1,38% 

96,80% 

+/-   

2,68% 

 

 

 

 

 

Für CD14 stellte sich die erwartete Entwicklung von Monozyten zu Dendritischen Zellen dar, so 

konnte hier ein deutlicher Abfall der Expression nachgewiesen werden. Es zeigte sich praktisch 

kein Einfluss von BDNF, NT-3 und NT-4, jedoch war bei der Inkubation mit NGF ein deutlich 

geringerer Abfall erkennbar. Dies könnte auf einen Einfluss des NGF auf Dendritische Zellen 

schließen lassen, jedoch kann man hierzu aufgrund der sehr geringen Versuchszahl keine 

definitive Aussage machen.  

Tabelle 4: Vergleich von Oberflächenmarkern 
vor und nach Stimulation 

n=2
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Es konnte von Monozyten zu Dendritischen Zellen ein Anstieg des CD4 nachgewiesen werden, 

ohne dass ein Neurotrophin darauf deutlich Einfluss nehmen würde.  

Hingegen fielen CD3 und CD8 im Vergleich zu Monozyten deutlich ab, lediglich unter dem 

Einfluss von NT-3 war der Abfall geringer.  

Auch CD19 sank in der Entwicklung von Monozyten zu Dendritischen Zellen ab. Hier zeigte 

sich ebenfalls unter NT-3 ein geringerer Abfall der Expression, während unter Inkubation mit 

BDNF, NT-4 und NGF das Absinken stärker ausfiel als bei den unstimulierten Dendritischen 

Zellen. Der Effekt von NT-3 auf CD19 wird jedoch durch die enorme Standardabweichung 

relativiert, sodass er nicht berücksichtigt werden kann. 

Für CD45 konnte von Monozyten zu Dendritischen Zellen ein Anstieg in der Expression 

nachgewiesen werden, dieser wurde von der Inkubation mit Neurotrophinen praktisch nicht 

beeinflusst. 

Die Ergebnisse von CD1a und HLA_DR, zu denen keine Werte für die Monozyten vorhanden 

sind, wurden bei den Dendritischen Zellen durch Neurotrophine nicht beeinflusst. 

Insgesamt zeigte von den Neurotrophinen vor allem NGF eine Wirkung auf die Dendritischen 

Zellen, besonders ausgeprägt war die Wirkung auf die Expression von CD14. Auf Grund der 

geringen Versuchszahl kann hier jedoch nur von einer eventuellen Veränderung gesprochen 

werden, da die Veränderung nicht statistisch belegbar ist. Trotzdem stellt sich hierdurch die 

Frage, ob NGF die Ausreifung bzw. die Differenzierung der Zelle verlangsamt. Aber auch NT-3 

zeigt eine Wirkung, hier besonders auf CD8, ein Oberflächenmarker für B- und T-Lymphozyten. 

Welche Auswirkung dies auf Dendritische Zellen hat, müsste in weiteren Versuchen überprüft 

werden, da in dieser Arbeit alle folgenden Versuche nur mit NGF durchgeführt wurden. 

Insgesamt müsste jedoch für eine sichere Aussage über die Veränderung der Expression hier eine 

deutlich größere Versuchsreihe angelegt werden.  
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Grafik 2 stellt die Veränderungen der Oberflächenmarker unter Inkubation dar. 
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6.4 Nachweis der Phagozytosefähigkeit Dendritischer Zellen  

 

6.4.1 Qualitativer Phagozytosenachweis auf Chamberslides 
Zunächst sollte die Phagozytosefähigkeit der Dendritischen Zellen qualitativ auf einem 

Chamberslide dargestellt und unter dem Mikroskop ausgewertet werden. Hierbei konnte man 

erkennen, dass sowohl unreife als auch reife Dendritische Zellen Latexbeads und oppsonierte 

Erythrozyten sehr gut aufnehmen. Es konnte jedoch mikroskopisch kein Unterschied zwischen 

reifen und unreifen Dendritischen Zellen nachgewiesen werden. Auch ein Einfluss des NGF war 

nicht objektiv sichtbar. Daher wurde ein Versuch der Objektivierung im FacScan durchgeführt.  

 

Fig. 10 und11 zeigen reife bzw. unreife Dendritische Zellen mit phagozytierten Latexbeads aus 

eigenen Versuchen, die Farbe der Darstellungen ergibt sich aus dem Kulturmedium und der 

anschließenden Präparation 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 10: unreife Dendritische Zelle mit 
phagozytierten Latexbeads 

Fig. 11: reife Dendritische Zelle mit 
phagozytierten Latexbeads 
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6.4.2 Quantitativer Nachweis der Phagozytose im  FACS und deren  

         Veränderung nach Stimulation mit NGF 
Der Versuch diente dazu, die Phagozytosefähigkeit der unreifen und der reifen Dendritischen 

Zellen quantitativ zu vergleichen. Außerdem  sollte untersucht werden, wie sich eine Stimulation 

der TRKA Rezeptoren durch NGF auf das Phagozytoseverhalten auswirkt. 

Es wurden für alle Untergruppen fünf Ansätze mit je 1x106 Zellen durchgeführt.  

Es konnten hier wiederum keine absoluten Werte bestimmt werden, daher wurden die positiven 

Ereignisse prozentual zueinander dargestellt.  

In den folgenden Histogrammen (12.1-12.4) soll zunächst die bildliche Darstellung der 

Veränderung der Fluoreszenz entsprechend der Phagozytoseaktivität von reifen zu unreifen 

Dendritischen Zellen nach Inkubation mit Latexbeads dargestellt werden. Sowie, um den 

Unterschied darzulegen, die Scans von reifen und unreifen Dendritischen Zellen ohne Beads.  
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                 12.1) unreife DC „ohne Beads“                   12.2) unreife DC „mit Beads“ 

 

 

                  12.3) reife DC „ohne Beads“                             12.4) reife DC „mit Beads“ 

 

 

 

 

 

In diesen Histogrammen zeigt sich für 12.1 eine positive Fluoreszenz von 0,04, dies entspricht 

dem Anteil der Zellen, der sich im Sektor M2 befindet. 

12.2 zeigt eine Fluoreszenz von 97%,  

12.3 von 0,05% und 

12.4 von 24,0%. 

 

Fig. 12: Histogramme von 
Dendritischen Zellen vor und 

nach Phagozytose 
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Insgesamt ergibt die Auswertung der Ergebnisse, dass, wie in der Literatur beschrieben und 

durch die Funktion der Zellen erklärt, die unreifen Dendritischen Zellen deutlich stärker 

phagozytierten (97,4% positive Ereignisse) als die reifen (46,6%).  

Monozyten zeigten eine Phagozytose von 96,0%.  

Bei Inkubation mit Nerve Growth Factor ergab sich bei den unreifen Dendritischen Zellen ein 

sehr geringer Abfall der Phagozytose um etwa 4%, bei den reifen hingegen ein Anstieg um  

22%. Die beiden Werte der reifen Dendritischen Zellen sind jedoch durch eine hohe Streubreite 

belastet, sodass diese Ergebnisse nicht so eindeutig zu verwerten sind. Es wurde daher für diesen 

Versuch eine statistische Auswertung der Ergebnisse durchgeführt, um zu klären, wie hoch die 

Wahrscheinlichkeit für einen tatsächlichen Einfluss des NGF ist. 

 

 

 ohne Beads mit Beads mit Beads+NGF 

Monozyten 0,00% +/- 0,00% 

 

95,52% +/- 3,56%  

Unreife 

Dendritische 

Zellen 

0,02% +/- 0,02% 96,15% +/- 2,92% 94,10% +/- 2,39% 

Reife Dendritische 

Zellen 

0,01% +/- 0,01% 46,64% +/- 29,18% 59,20% +/- 19,62% 

 

 

 

 

 

 

Die in der Tabelle 5 dargestellten Prozentzahlen verdeutlichen die durchschnittliche positiv 

gemessene Fluoreszenz der Zellen im FACScan und die zugehörige Standardabweichung. 

 

 

 

 

Tabelle 5: Phagozytosenachweis der 
Dendritischen Zellen 

                         n = 5 
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Die folgenden Grafiken 3 und 4 sollen das verdeutlichen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Grafik 4: Vergleich der Phagozytosefähigkeit Dendritischer 
Zellen mit und ohne Inkubation mit NGF 

Grafik 3: Vergleich Phagozytosefähigkeit zwischen Monozyten, 
reifen und unreifen Dendritischen Zellen 
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Für die Auswertung entschieden wir uns für eine zweifaktorielle Varianzanalyse, wodurch die 

Möglichkeit entstand die Ergebnisse aus verschiedenen Gesichtspunkten auszuwerten: einmal 

der Einfluss der Reife, zum anderen die Wirkung von NGF auf die Phagozytosefähigkeit und 

zusätzlich ein Einfluss von NGF in Abhängigkeit von der Reife. 

 

Die zweifaktorielle Varianzanalyse mit den Variablen „Reife“ und „NGF“ ergab einen 

signifikanten Unterschied der Phagozytosefähigkeit zwischen reifen und unreifen Dendritischen 

Zellen bei einem Signifikanzniveau (α) von 0,05 mit einem p-Wert von 0,016 . 

Es lässt sich ebenfalls ein Einfluss des NGF besonders auf reife Dendritische Zellen in Hinsicht 

auf eine verstärkte Phagozytose nachweisen, der jedoch mit einem p-Wert von 0,9 über dem 

Signifikanzniveau liegt. Daher zeigt sich hier eine zu große Irrtumswahrscheinlichkeit, die  

durch eine größere Versuchsreihe bestätigt oder widerlegt werden müsste. 

Ein Einfluss von NGF in Abhängigkeit von der Reife zeigt mit einem p-Wert von 0,185 kein 

sinnvoll verwertbares Ergebnis.  

 

 

6.5 Nachweis von Chemokinrezeptoren im RNase Protection Assay (RPA)  
 

Mit diesem Versuch sollte eine Veränderung der Genexpression von Chemokinrezeptoren in den 

Dendritischen Zellen und damit eine Veränderung der Chemotaxis im Laufe ihrer Ausreifung  

belegt werden. Außerdem sollte untersucht werden, ob NGF einen Einfluss auf diese 

Veränderung nehmen kann. 

Es wurden hierzu zwei verschiedene Sondensets des RiboQuant® Systems von Pharmingen 

verwendet: hcr5 und hcr6. Die eingesetzte Gesamt-RNA wurde von Dendritischen Zellen aus 

sechs verschiedenen Isolationsansätzen gewonnen, um eine genügende Menge von ca. 20x106 

Zellen und eine gute Vergleichbarkeit der Banden zu erreichen. 

Es wurden insgesamt sechs Versuchsreihen durchgeführt. 

 

Dabei zeigte es sich, dass die Dendritischen Zellen positiv waren für CCR1, CCR5, CXCR1 

(schwach), CXCR4 und BLR2 (CCR7) und negativ für CCR3, CCR4, TER1, CCR2,  CXCR2, 

CXCR3, BLR1 und V28. 
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Das Probenmaterial bestand aus reifen und unreifen Dendritischen Zellen, die unterschiedlich 

lange (zwischen 1h und 40h) mit NGF inkubiert wurden. Sowie reife und unreife Dendritische 

Zellen zum Zeitpunkt „0“ und nach 40h ohne Inkubation mit NGF als Kontrollwerte.  

 

 

Die Auswertung erfolgte qualitativ vergleichend: 

Bei den unreifen Dendritischen Zellen (siehe Fig. 13) konnte für CCR1 und CCR5 keine 

Wirkung des NGF nachgewiesen werden, jedoch stieg die Expression sowohl von CXCR4 und 

CCR7(BLR2) nach Inkubation mit NGF an. Um diese Ergebnisse zu verifizieren, müsste jedoch 

ein Abgleich der „House keeping genes“ GAPDH und L32 erfolgen. Dies ist allerdings aus 

technischen Gründen hier nur visuell möglich und daher nicht mit Zahlen belegbar. Da sich 

dieser Effekt aber in allen fünf durchgeführten Versuchen zeigt, ist es wahrscheinlich, dass NGF 

einen Einfluss auf die Chemokinexpression zeigt. 
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Fig. 13 und 14 zeigen beispielhaft zwei RNase Protection Assays mit unterschiedlichen 

Probenansätzen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legende: 1: Sondenset hcr-5 

2: unreife Dendritische Zellen nach 1h ohne NGF 

  3: unreife Dendritische Zellen nach1h mit NGF 

  4: unreife Dendritische Zellen nach 40h ohne NGF 

  5: unreife Dendritische Zellen nach 40h mit NGF 

  6: Sondenset hcr-6 

  -: Negativ-Kontrolle 

  +: Positiv-Kontrolle 

Fig. 13 Nachweis der Chemokinrezeptoren bei 
unreifen Dendritischen Zellen  mithilfe des 

RPA
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Bei den reifen Dendritischen Zellen (siehe Fig. 14) stellte sich der bereits beschriebene Abfall 

der Rezeptoren CCR1 und CCR5 sowie ein Anstieg von CXCR4 und BLR2/CCR7 im Vergleich 

zu den Unreifen dar. Ein Einfluss von NGF auf die Chemokinrezeptorexpression der reifen 

Dendritischen Zellen war nicht deutlich zu erkennen. CXCR1 war so schwach ausgeprägt, dass 

eine Beurteilung über verstärkte oder verminderte Expression nicht möglich war.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

            

            

             

 

 

 

 

Legende: 1: Sondenset hcr - 5                           7: Reife DC  mit 1h NGF 

  2: Unreife DC ohne NGF       8: Reife DC mit 4h NGF 

3: Unreife DC mit 1h NGF      9: Reife DC mit 40h NGF 

  4: Unreife DC mit 4h NGF      10:Negative Kontrolle yeastF RNA 

  5: Unreife DC mit 40h NGF  11: positiv Kontrolle CKT + 

                       6: Reife DC ohne NGF  12: Sondenset hcr – 6 

Fig. 14: Nachweis von Chemokinrezeptoren bei 
reifen Dendritischen Zellen durch RPA 
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7. Diskussion 

 

 

Dendritische Zellen werden zunehmend als adjuvante Therapiemöglichkeit bei vielen infektiösen 

und malignen Erkrankungen getestet und es zeigen sich in klinischen Versuchen erste Erfolge. 

Umso wichtiger ist es Einflussmöglichkeiten auf die Funktionen dieser Zellen zu finden, um  die 

Therapie zu optimieren.  

 

Die Familie der Neurotrophine, die, über ihre Rezeptoren (Tyrosin kinase Rezeptoren TRK A, B 

und C) vor allem im Zusammenhang mit der Entwicklung, Differenzierung und Vermeidung der 

Apoptose von Nervenzellen bekannt sind92,93, zeigen in neueren Forschungsergebnissen auch 

Einfluss auf Zellen des Immunsystems. Hierfür am häufigsten nachgewiesen wurde die Wirkung 

des Nerve Growth Factors (NGF). Dieser wirkt z.B. auf phagozytierende bzw. antigen-

präsentierende Zellen, wie Makrophagen, wirkungsverstärkend92.  

 

In dieser Arbeit sollte nun an Hand der aus Monozyten gewonnenen unreifen und reifen 

Dendritischen Zellen überprüft werden, ob die Neurotrophine auch auf diese Zellen eine 

Wirkung zeigen. 

 

Hierzu mussten zunächst die Dendritischen Zellen definiert werden, um die Ergebnisse 

nachvollziehbar und reproduzierbar zu machen.  

Dies erfolgte durch Darstellung der Oberflächenantigene mit Hilfe der Durchflusszytometrie 

(FACS). 

Die Angaben über die Veränderung der  Oberflächenmarker der Dendritschen Zellen im Laufe 

ihrer Entwicklung sind nicht homogen, sie unterliegen starken Variationen, die nicht nur von den 

Kulturbedingungen, sondern auch von den Spendern abhängig zu sein scheinen94,95,96. 

 
Einheitlich wird in der Literatur eine Abnahme der CD14-Expression 92,93,97 von Monozyten zu 

Dendritischen Zellen beschrieben. Dies konnte auch in dieser Arbeit nachgewiesen werden. Die 

Expression von CD14 verringerte  sich bei den unreifen Dendritischen Zellen um 54% und bei 

den reifen um 44%.  

CD1a, das bei unreifen Dendritischen Zellen als stärker positiv als bei reifen beschrieben wird98, 

zeigte eben  diese Tendenz. Es stieg bei unreifen Dendritischen Zellen im Vergleich zu 
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Monozyten um 39% und fiel bei den reifen um 26% im Vergleich mit den unreifen 

Dendritischen Zellen ab. 

Ebenfalls ließ sich ein Anstieg des T-Lymphozyten stimulierenden Oberflächen-Antigens CD80 

um 40% im Vergleich von Monozyten zu Dendritischen Zellen nachweisen.  

 

CD86, das zusammen mit CD80 für die Stimulierung von T-Lymphozyten zuständig ist, fiel im 

Vergleich zu den Monozyten bei den unreifen Dendritischen Zellen leicht, stieg bei den reifen 

jedoch leicht an, was analog in der Literatur so beschrieben wurde99.  

 

Bei CD83, das in einigen Arbeiten100,98  als spezifisch für reife Dendritische Zellen beschrieben 

wird, in anderen101 aber von negativ bis stark positiv variiert, konnte in dieser Arbeit  ein 

Absinken von 29% bei den unreifen Dendritischen Zellen nachgewiesen werden, bei den reifen 

stieg er dagegen um 22% im Vergleich zu den unreifen an. 

Die so anhand ihrer Oberflächenmarker sowie ihrer unter dem Mikroskop dargestellten 

makroskopischen Morphologie, die sich in Übereinstimmung mit der Literatur3 veränderte, als 

Dendritische Zellen definierten Zellen wurden in dieser Arbeit für alle Versuche verwendet.  

 

Die Angabe der Prozentzahlen dient hier lediglich der Orientierung, insgesamt unterliegt die 

Expression der Oberflächenmarker einer großen Streubreite, die in einer derart kleinen 

Versuchsreihe nicht ausgeglichen werden kann. Daher ist hier lediglich die Tendenz zu 

verwerten.  

 

Weiterhin sollte nun dargestellt werden, dass diese Dendritischen Zellen Rezeptoren für 

Neurotrophine (TRKA, TRKB und TRKC) exprimieren. Dies wird in der Literatur bereits für 

Dendritische Zellen102, wie auch für andere Zellen des hämatopoietischen Systems 

beschrieben76.  

Dazu wurden mit Hilfe der Reverse Transkriptase - Polymerase Ketten Reaktion (RT-PCR) die 

Dendritischen Zellen auf das Vorhandensein von mRNA für diese Rezeptoren untersucht.  

Hierbei zeigte sich, dass zumindest die mRNA für den TRKA-Rezeptor, den Rezeptor für NGF, 

regelmäßig vorhanden war (der positive Nachweis schwankte zwischen 62,5% und 87,5%). 

Damit kann man davon ausgehen, dass Dendritische Zellen, wie  bereits 1997 von Labouyrie et 

al. beschrieben 103 , diesen Rezeptor exprimieren. 
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Von TRKB, den Rezeptor für BDNF, ließ sich praktisch keine mRNA für die extracelluläre 

Domaine nachweisen, jedoch war die verkürzte Rezeptorform (Truncated) bei den unreifen zu 

62,5% und bei den reifen zu 87,5% vorhanden. Auch die Kinase Domäne ließ sich bei den reifen 

Dendritischen Zellen gut nachweisen (87,5%), jedoch schwankten hier die Monozytenwerte als 

Ausgangspunkt sehr stark: 12,5% bei den unreifen Dendritischen Zellen und 62,5% bei den 

reifen, so dass eine Aussage über eine vermehrte Bildung der mRNA für diesen Rezeptorteil bei 

den reifen Dendritischen Zellen nicht möglich ist. Da die extracelluläre Domäne dieses 

Rezeptors in der mRNA-Untersuchung nicht nachweisbar war, könnte es sein, dass dieser 

Rezeptor lediglich im Cytoplasma vorhanden ist und eventuell einen bestimmten Reiz benötigt 

um eine extracelluläre Domaine zu exprimieren. Damit ist in dem untersuchten Stadium keine 

katalytische Wirkung durch BDNF auf Dendritische Zellen zu erwarten. Dieser Aspekt muss 

jedoch kritisch betrachtet werden, da es sich auch um ein „Nachweisproblem“ handeln könnte, 

da auch die postiv-Kontrolle nicht durchgehend nachweisbar war. 

 

TRKC, der Rezeptor für NT-3, zeigte eine gute Expression der mRNA für die Kinase Domaine 

in allen getesteten Zellen. Jedoch zeigte sich hier interessanterweise ein deutlicher Anstieg der 

mRNA für die extracelluläre Domaine von Monozyten zu Dendritischen Zellen. Dieser Anstieg 

ist bei den unreifen Dendritischen Zellen (0,0% bei den Monozyten, –75% bei den unreifen 

Dendritischen Zellen, 37,50% bei den reifen) noch stärker ausgeprägt als bei den reifen. Dies 

könnte auf einen „Switch“ in der Reaktion auf NT-3 hinweisen. Einen Anstieg zeigte jedoch 

auch die „verkürzte“ Form von TRKC, die keine katalytische Wirksamkeit besitzt, jedoch 

eventuell regulierend in andere Regelkreise eingreifen kann104. Dies hat zur Folge, dass auch  

NT-3 eine Wirkung auf Dendritische Zellen haben könnte. 

 

Um zu zeigen, dass die Neurotrophine eine Wirkung auf Dendritische Zellen haben können, 

wurde mit Hilfe des FACScan eine Veränderung in der Antigen-Expression nach Zugabe der 

verschiedenen Neurotrophine überprüft. Eine Veränderung dieser Antigene konnte Chang YC. et 

al. 2004 durch Zugabe von decoy receptor 3 nachweisen105. Getestet wurden in dieser Arbeit 

Monozyten und unreife Dendritische Zellen ohne und nach Inkubation mit den verschiedenen 

Neurotrophinen. 

Dargestellt werden konnte hier im Vergleich von Monozyten zu Dendritischen Zellen ohne 

Neurotrophin-Zugabe, dass wiederum CD14 deutlich abfiel, dass CD4 und CD45 anstiegen, 

CD3, CD8 und CD19 hingegen abfielen. 
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Nach den Ergebnissen der PCR war ein Einfluss von BDNF und NT-4 (beide wirken 

hauptsächlich über TRKB) nicht zu erwarten. Dies konnte auch bestätigt werden, da die so 

inkubierten Zellen, außer bei CD19, das abfiel, praktisch mit den unreifen Dendritischen Zellen 

übereinstimmten.  

NGF hingegen zeigte bei CD3, CD8 und CD19 ein vermehrtes Absinken, interessanterweise 

konnte bei CD14 ein Anstieg (bei der sehr kleinen Versuchsreihe - über 20% mit einer 

Standardabweichung von ca. 5%) festgestellt werden. Dies könnte auf eine Veränderung der 

Oberflächenantigene durch NGF hinweisen, jedoch sollte dies durch eine größer angelegte 

Versuchsreihe bestätigt werden. 

NT-3, das seine Wirkung über TRKC vermittelt, zeigte bei CD19 einen Anstieg von über 25%; 

dieser Wert zeigt jedoch eine extreme Standardabweichung, sodass hieraus keine 

Schlussfolgerung gezogen werden kann. 

 

Die folgenden Versuche auf weitere Funktionsbereiche der Dendritischen Zellen wurden nur mit 

dem Nerve Growth Factor durchgeführt, da die mRNA für dessen Rezeptor (TRKA) am 

stabilsten nachweisbar war. Effekte des NGF sind bereits auf viele hematopoietische Zellreihen  

wie Mastzellen oder basophile Zellen und Granulozyten beschrieben. Bei diesen Zellen 

moduliert NGF die Ausreifung und die Vermehrung, und stimuliert die Expression bestimmter 

Oberflächenantigene106,107 . Zudem zeigt sich ein deutlicher Anstieg der Synthese des NGF in 

verletztem oder entzündlich verändertem Gewebe, so dass von einem Einfluss des NGF auf 

Reparaturvorgänge im Körper ausgegangen werden kann108. 

 

Als erste Funktion sollte nun die Phagozytosefähigkeit als grundlegender Baustein und erster 

Schritt in der Entwicklung der Dendritischen Zellen auf eine Veränderung durch NGF untersucht 

werden. Eine Zunahme der Phagozytose von Makrophagen durch NGF konnten schon 1991 

Kannan Y. et al.109, sowie 1196 Susaki Y. et al.92 nachweisen.  

Es wäre von Vorteil, wenn diese Fähigkeit der Dendritischen Zellen effizienter genutzt werden 

könnte. In vivo könnten die unspezifische wie auch die spezifische Abwehr verbessert werden. 

Auch in vitro wäre es günstig, die Antigenaufnahme zur Sensibilisierung der von einem 

Patienten isolierten Dendritischen Zellen durch NGF modulieren zu können. Die  Immunisierung 

mit Dendritischen Zellen könnte so effektiver gestaltet werden. 

 

Zunächst wurde ein qualitativer Test auf Chamberslides mit Latexbeads und mit oppsonierten 

und nicht oppsonierten Erythrozyten durchgeführt. Dieser zeigte, dass Dendritische Zellen eine 
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gute Phagozytosefähigkeit haben. Es lies sich hier jedoch kein quantitativer Unterschied 

zwischen reifen und unreifen Zellen feststellen. 

 

Die Ergebnisse sollten daher im FACScan mit fluoreszierenden Latexbeads objektiviert werden. 

Dabei zeigte sich der bereits in der Literatur110 beschriebene und durch den Entwicklungsweg 

der Zellen leicht verständliche Effekt, dass die reifen Dendritischen Zellen eine deutlich 

geringere Phagozytose zeigten. Es lag hier ein Unterschied von 51% zu den unreifen Zellen vor. 

Eine Varianzanalyse belegte einen statistisch signifikanten Unterschied. Trotz einer relativ 

großen Streubreite bei den reifen Dendritischen Zellen. 

 

Der Einfluss von NGF war bei den ohnehin sehr stark phagozytierenden unreifen Dendritischen 

Zellen kaum vorhanden, dies zeigt sich in der geringen Abnahme von 3%. 

 

Bei den reifen Dendritischen Zellen hingegen zeigte sich eine Zunahme der Phagozytose um 

26%, dies könnte tatsächlich auf eine Verbesserung der Phagozytosefähigkeit bei den reifen 

Dendritischen Zellen hinweisen. Eine Varianzanalyse dieser Daten war jedoch mit einem p-Wert 

von 0,09 bei einem Signifikanzniveau von 0,05 nicht signifikant. Jedoch kann man von einer 

Tendenz sprechen. 

 

Dieser Effekt sollte im Hinblick auf eine weitere Funktion der Dendritischen Zellen, nämlich der 

Migration überprüft werden. Eine reine Verbesserung der Phagozytosefähigkeit könnte, 

besonders auch in Kombination mit der verminderten Suppression von CD14 durch NGF, wie in 

dem Stimulationstest bei leider sehr niedriger Versuchszahl gezeigt, ein Zeichen für eine 

Verzögerung der Ausreifung sein.  

Ebenso sollten in weiteren Arbeiten andere Funktionen, wie Antigen-Präsentation und 

Stimulation von Lymphozyten, getestet werden. 

 

Das Migrationsverhalten der Dendritischen Zellen wird durch die Expression von 

Chemokinrezeptoren gesteuert. Hervorzuheben sind besonders der CCR 1 und der CCR 5 bei 

unreifen Dendritischen Zellen, die durch ihre Liganden, z.B. MIP-1α und MCP-3 in Richtung 

entzündlich verändertes Gewebe migrieren111.  Bei den reifen Dendritischen Zellen, ist der 

entscheidende Rezeptor der CCR 7, dessen Ligand MIP-3β die Zellen in die sekundären 

Lymphorgane „lockt“112.  
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Chemokine und ihre Rezeptoren sind für das Migrationsverhalten aller immunkompetenten 

Zellen verantwortlich, dies wurde auch bereits von Sozzani et al. für die Dendritischen Zellen 

nachgewiesen113. Im Rahmen der Entwicklung der Dendritischen Zellen – zunächst 

Antigenaufnahme im geschädigten Gewebe, anschließend Präsentation der Antigene in 

sekundären Lymphorganen – haben diese Rezeptoren eine besondere Bedeutung. Die Expression 

der Rezeptoren muss sich im Laufe der Reifung verändern. 

 

In Übereinstimmung mit der Literatur114,115 konnte die Entwicklung der Chemokinrezeptoren im 

RNase Protection Assay nachgewiesen werden. Die Menge der Gesamt-RNA für die 

verschiedenen Chemokinrezeptoren zeigte einen deutlichen „Switch“. Dieser konnte jedoch nur 

qualitativ ausgewertet werden, da ein Abgleich der Expression der „House keeping genes“ aus 

technischen Gründen nicht möglich war. Die Ergebnisse waren jedoch in allen fünf 

Versuchsreihen einheitlich. 

Es konnte gezeigt werden, dass im Laufe der Reifung CCR1 und CCR5 abfielen. Durch dieses 

Absinken kommt es zu einem verminderten Reiz durch Entzündungsmediatoren und die 

Dendritischen Zellen „können das geschädigte Gebiet verlassen“. 

Der parallel zu diesem Abfall erfolgende Anstieg von CXCR4 und CCR7/BLR2, den Rezeptoren 

für die von sekundären Lymphorganen, wie Lymphknoten, Milz oder Peyersche Plaques 

ausgeschütteten Liganden EBI1 Ligand Chemokine (ELC) und Macrophage Inflammatory 

Protein-3β (MIP3-β), bewirkt einen Migrationsreiz zu diesen Organen. 

Genau diese Entwicklung ist bereits mehrfach beschrieben worden22,87-89 und konnte ebenfalls in 

allen Versuchen dargestellt werden.  

 

NGF zeigte bei den unreifen Dendritischen Zellen keinen Einfluss auf die Rezeptoren der 

Entzündungsmediatoren CCR1 und CCR5. Jedoch stiegen CXCR4, der Rezeptor für SDF-1α, 

welches eine Rolle im Schutz der Zelle vor einer HIV-1-Infektion spielt116, und CCR7, der 

Rezeptor für MIP-3β, scheinbar an und erreichten bei visueller Auswertung ähnliche Werte wie 

bei den reifen Dendritischen Zellen. Dies zeigt eventuell eine Beschleunigung der Migration in 

Richtung sekundärer Lymphorgane. Es müsste überprüft werden, ob die entsprechenden 

Rezeptoren auch wirklich früher an der Zelloberfläche exprimiert oder eventuell nur verstärkt im 

Cytoplasma gebildet werden um bei der Ausreifung, ausgelöst durch Entzündungsmediatoren, 

schneller exprimiert zu werden.  

Bei den reifen Dendritischen Zellen konnte keine Veränderung der Gesamt-RNA für 

Chemokinrezeptoren unter NGF-Inkubation nachgewiesen werden. 
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Sollte der Nerve Growth Factor tatsächlich die Expression von CCR7 und CXCR4 bei den 

unreifen Dendritischen Zellen beschleunigen, könnte dies, zusammen mit der verbesserten 

Phagozytose der reifen Dendritischen Zellen unter NGF Inkubation, die Wirkung der 

Dendritischen Zellen intensivieren.  

Die Ergebnisse sind jedoch nicht statistisch signifikant und zumeist auch nur in kleinen 

Versuchsreihen nachgewiesen, sodass leider keine definitive Aussage zu einer Wirkung von 

NGF auf Dendritische Zellen getroffen werden kann. Die Ergebnisse müssten in größer 

angelegten Versuchsreihen überprüft werden. 
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8. Zusammenfassung 
 
Dendritische Zellen verbinden die unspezifische mit der spezifischen Abwehr. Damit sind sie 

vielleicht die wichtigsten Zellen in unserem Immunsystem. Während ihrer Reifung verändert 

sich ihr Funktionsprofil. Sie entwickeln sich von stark phagozytierenden Zellen, also Zellen der 

unspezifischen Abwehr, zu speziellen Antigen-präsentierenden und T-Lymphozyten 

stimulierenden Zellen, wodurch sie eine spezifische Immunantwort auslösen.  

Durch die Möglichkeit diese Zellen zu isolieren und sie in vitro auf ein bestimmtes Antigen zu 

sensibilisieren, könnten diese Zellen in naher Zukunft zu einem wichtigen Bestandteil in der 

Therapie verschiedenster Erkrankungen werden, indem sie, wieder in den Körper eingebracht, 

eine spezifische Immunantwort gegen dieses Antigen auslösen. 

In dieser Arbeit wurde nun eine mögliche Einflussnahme des Nerve Growth Factor über seinen 

Rezeptor TRKA auf die Phagozytose und das Migrationsverhalten der Dendritischen Zellen bzw. 

auf Veränderungen der Oberflächeneigenschaften getestet. 

 

Dazu wurden die Dendritischen Zellen zunächst an Hand ihrer Oberflächenantigene 

charakterisiert. Anschließend erfolgte mit diesen Zellen, in Übereinstimmung mit der Literatur, 

die Darstellung der Veränderung der Phagozytose und der Genexpression für 

Chemokinrezeptoren im Laufe der Entwicklung der Dendritischen Zellen. 

 

Um nachzuweisen, ob eine Einflussnahme der Neurotrophine auf die Dendritischen Zellen zu 

erwarten ist, wurde zunächst, mithilfe der RT-PCR, das Vorhandensein von mRNA für die 

entsprechenden TRK-Rezeptoren auf Dendritischen Zellen nachgewiesen. Dies gelang am 

zuverlässigsten für den TRK-A-Rezeptor, so dass die wichtigsten Versuche nur mit NGF, 

welches auch bei anderen phagozytierenden Zellen eine modulierende Wirkung zeigt, 

durchgeführt wurden.  

 

Unter NGF-Inkubation konnte eine Verbesserung der Phagozytose der reifen Dendritischen 

Zellen nachgewiesen werden. Dieser Einfluss ließ sich jedoch in einer Varianzanalyse nicht 

eindeutig statistisch belegen. 

 

NGF veränderte auch die Genexpression für Chemokinrezeptoren: Besonders interessant ist hier 

der regelmäßige Anstieg des CCR7 bei den unreifen Dendritischen Zellen. Hierdurch könnte 
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eine Veränderung im Migrationsverhalten ausgelöst werden. Sollten unreife Dendritische Zellen 

hierdurch schneller zu den sekundären Lymphorganen gelangen können, wäre dies ein guter 

Ansatz zur Modulation der Therapie mit Dendritischen Zellen.  

 

Ein anderer Aspekt ist die Veränderung der Expression des Oberflächenmarkers CD14 durch 

NGF. Dieser Marker fällt im Laufe der Reifung der Dendritischen Zellen deutlich ab, wobei der 

Abfall  scheinbar durch NGF behindert wird, was eine verlangsamte Ausreifung bedeuten 

könnte.  Jedoch ist auch dieser Effekt nicht statistisch belegbar und nu in kleinen Versuchsreihe 

nachgewiesen. 

Dieser Verlangsamung der Ausreifung steht die Vermehrung der Genexpression für die 

Chemokinrezeptoren, welche bei den unreifen Dendritischen Zellen die Migration in Richtung 

sekundärer Lymphorgane steuern, entgegen. Dies wäre ein Zeichen für eine beschleunigte 

Reifung.  

Durch die Kombination dieser Effekte kann man vielleicht auch auf eine insgesamt verbesserte 

Wirkung der Dendritischen Zellen durch Inkubation mit NGF schließen, wodurch die Wirkungen 

von unreifen und reifen Dendritischen Zellen miteinander kombiniert werden könnten.  

Ob dies wirklich eine Verbesserung der Funktionsweise der Dendritischen Zellen bringt, müsste 

jedoch durch Untersuchung weiterer Funktionen der Dendritischen Zellen wie zum Beispiel 

tatsächliches Migrationsverhalten oder Veränderungen in der Stimulation von T- und B-Zellen 

definitiv dargestellt werden. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 



 68

                                                                                                                                                                                           
 

9. Abkürzungsverzeichnis 
 
 
(m-) RNA: (Messenger-) Ribonukleinsäure 
(RT-) PCR: (Reverse Transkriptase-) Polymerase Ketten Reaktion 
BDNF:   Brain Derived Neurotrophic Factor 
bp:  Basenpaar 
CCR:  Chemokinrezeptor 
CD:  Cluster of Differentiation 
DC:  Dendritische Zelle 
DNA:  Desoxyribonukleinsäure 
ECD:  Extrazelluläre Domaine 
ELC:  EBI1 (CCR7) Ligand Chemokin 
FACS : Fluorescense activated cell sorter 
FSC:  Forward Scatter 
GM-CSF: Ganulozyten-Makrophagen Kolonie Stimulierender Faktor 
IL:  Interleukin 
KIN:  Kinase Domaine 
MCP3:  Monocyte Chemotactic Protein-3 
MFI:  Mean Fluorescense Intensity 
MHC:  Major Histocompatibility complex 
MIP:  Macrophage Inflammatory Protein 
NGF:  Nerve Growth Factor 
NK-Zellen: Natürliche Killerzellen 
NT:  Neurotrophin 
RPA:  RNAse Protection Assay 
SSC:  Side Scatter 
TNF-α: Tumor-Nekrose Faktor α 
TRK:  Tropomyosin Rezeptor Kinase 
TRUNC: Truncated (verkürzte) Domaine 
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8. Abstract 
 
Dendritic cells represent the link between specific and non-specific, or innate, immunity. 

They may thus be the most important cells in the human immune system. Their functional 

profile changes as they mature. They develop from strongly phagocytic non-specific immune 

cells to become special antigen presenting and T-lymphocyte stimulating cells, which enables 

them to set off a specific immune response.  

By isolating these cells and sensitising them in vitro to a specific antigen, they could, in the 

near future, become an important element in the treatment of a broad range of pathologies by 

setting off a specific immune response against the relevant antigen once they have been 

reintroduced into the body. 

This research tested the possible effects of Nerve Growth (Neurotrophic) Factor on the 

phagocytosis and migration behaviour of dendritic cells and/or changes in their surface 

properties. 

 

First, the dendritic cells were characterised by means of their surface antigens. Then the 

change in phagocytosis and gene expression for chemokine receptors over the course of their 

development was represented in accordance with the literature. 

 

In order to determine whether an effect of the Neurotrophic Factor on the dendritic cells could 

be expected, the researchers first proceeded to prove the presence of mRNA for the pertinent 

TRK receptors on dendritic cells by means of RT-PCR. This was most successfully proven for 

the TRK-A receptor, so that the most important experiments were only conducted with NGF, 

which also enhanced the effect of other phagocytic cells.  

 

A distinct improvement in mature dendritic cell phagocytosis could be demonstrated under 

NGF incubation, even if this effect could not definitely be statistically supported by means of 

variance analysis. 

 

NGF also modified the chemokine receptor gene expression: The increase of CCR7 in the 

immature dendritic cells was of special interest in this context, as it could trigger a change in 

the migration pattern. If as a result immature dendritic cells would be able to reach the 

secondary lymph organs, this would be a good approach to dendritic cell therapy modulation.  

 



Another aspect is the NGF mediated CD14 surface marker expression modification. This 

marker undergoes a distinct decline in the dendritic cells’ maturation process, and it is this 

decline that is apparently impeded by the NGF, which could result in a slowdown in 

maturation.   

This delayed maturation is juxtaposed to the multiplication of gene expression for the 

chemokine receptors, which control the migration of the immature dendritic cells towards the 

secondary lymph organs. This would be a sign of accelerated maturation.  

The combination of these effects could perhaps also lead to an assumption of an overall 

improved effect of dendritic cells due to incubation with NGF, thus combining the effects of 

mature and immature dendritic cells.  

Whether or not this would truly bring about an improvement in the functioning of dendritic 

cells would require authoritative demonstration by means of research into further dendritic 

cell functions such as for example their actual migration pattern or changes in the stimulation 

of T and B cells. 
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