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Zellvermittelte Immunantwort (CMI)

Zytotoxizitat

Th1-vermittelte
Makrophagenaktivierung

Effektorzellen sind mit direkter
zytotoxischer Tatigkeit versehen:

- CTL (CD8+ Tc),

-vo T- Zellen

- NK- Zellen, NK-T-Zellen
- Makrophagen

Effektorzellen produzieren Zytokine:
- Th1- Zellen: IL-2, INFy, GM-CSF
- Makrophagen: IL-12

zytosolische Antigene in den Zielzellen:

Antigene in Phagolysosomen der

- Intrazellulare Viren und Bakterien

- Allogene Zellen - mit kleinen
Histokompatibilitatsantigenen

- Tumorzellen
- chemisch geanderte Zellen
- Protozoen: Toxoplasma

infizierten Makrophagen:

- intrazellulare Bakterien, Pilze,
Parasiten, Viren

- Kontaktantigene - Haptene
(Metallionen, kleiner Molekul-komplex
mit Hautproteinen)

- Pneumocystis carinii

Vorlesung Errinerung 1.




Stadien der CTL-vermittelten Totung von Zielzellen:
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Antigenerkennung (MHC-I| + Peptid auf Zielzelle)
Verknupfung des CTLs mit der Zielzelle

CTL zytoplasmatische Rearrangierung
Entleerung der intrazellularen Granulen von CTL
Zielzelle-Apoptose

CTL-Ablosung von der getoteten Zielzelle

Vorlesung Errinerung 2.




Hauptphasen medizinischer Forschung

Y . N ‘ .
—) = % — : ‘
— s
\\/f;‘.‘.;\ v <
In vitro In vivo Klinische Studie
Experiment Tierexperiment

Einfach zu Standardisieren Krankheiten konnen in komplexen Bietet die relevantesten
und Reproduzieren Organismen modelliert und medizinischen Daten
Medikamente getestet werden

| | |

Mechanismen in lebenden Results cannot be directly Schwer durchzufiihren
Organismen sind basierend extrapolated to humans (ordentliche Proben
auf diese Daten nur schwer bekommen, Ethische

schatzbar Probleme, etc.)



EinfUhrung in Zell- und
Gewebskultivierung 1]

* Warum ist es notwendig?
— Falls moglich: reduziert die Zahl der Tierexperimente

— Experimentumgebung ist leicht kontrollierbar. (z.B. Zellzahl, Medium, Temperatur,
Konzentration der untersuchten Substanz, Inkubationszeit, usw.)

e Klassifikation:

VS.
Zellkultur Gewebe oder Organkultur
1 &
. . ("
Stimulation — % }\%
' VS. W e
Begrenzte @, &. e % Unbegrenzte
¢ & € ¢ o Zellteilun
Zellteilung cece ek ® e &
Kurzweilige Zellkultur (z.B. Langzeit Zellkultur (z.B.

normale Zellen aus einer Biopsie) kanzerdse Zelllinie)



Zellkultivierung

Muss unter sterilen Bedingungen durgefiihrt werden! - Kontaminierung (vor allem
Mikroorganismen) macht das Experiment unkontrollierbar.

— Zellmanipulation unter der sterilen Haube
— Sterile Werkzeuge und Ausriistung (z.B. Pippettenspitzen, Petrischalen, usw.)
— Antibiotika im Zellkulturmedium

Zellen werden im Zellkultivierungsmedium gehalten, die alle bend6tigten Nahrstoffe
enthalten (Kohlenhydrate, Aminosauren, Nukleinsauren, Vitamine, Hormone,
Wachstumsfaktoren, etc.) und ein optimalen pH haben.

Inkubatoren werden fiir Kurzzeitlagerung genutzt und bieten konstante:

— Temperatur (= 37 °C)

— Luftfeuchtigkeit (= 90 %)

— CO02 Gehalt (= 5-6 %)
Langzeitlagerung (Jahre, Jahrzehnte) der Zellen ist in Flussigstickstoff moglich.
Anwendungen:

— Erhalt der Fertilitat in Krebspatienten die Chemotherapie bekommen.[2]

— Lagerung hamatopoetischer Stammzellen aus der Nabelschnur (aufgrund von
Kontroversen keine Routinel3 41)



Zellkultiviering: Sterile Haube

Sicherheitswerkbanken bieten eine sterile Umgebung durch einen konstanten,
monodirektionalen, gefilterten Luftstrom.

Im fall der oben gezeigten schematischen Haube durchtritt Luft erst einen HEPA Filter
(High Efficiency Particulate Air). Gefilterte, sterile Luft stromt dann von oben nach
unten und verldsst die Haube durch die Offnung. Das genaue Design ist variable und
ist vom Hersteller abhangig.



Haufig genutzt Kulturmedien

S o HREHE o Sodans
RPMI DMEM

(Roswell Park Memorial Institut) (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)
Ein haufiger genutztes Medium dass
Hauptsé{chlich zur Kl.JItivierung von zur Kultivierung  verschiedener
Lymphoiden und Hybridom Zellen. Zelltypen geeignet ist. (Fibroblasten,
Muskelzellen, Gliazellen, Nervenzellen,

etc.)

Sie enthalten normalerweise Phenol rot Indikator. > Gebrauchte Medien die saure
Abfallprodukte enthalten verfarben sich gelb, wahrend Medien mit alkalischem pH lila sind.



Zelllinien 1.

HelA Zelllinie -
Die erste kanzerdse Zelllinie die in 1951 etabliert wurde.l] §
Ursprung: Isoliert aus einem Zervixkarzinom (Zervixadenokarzinom) “

der 31 jahrigen Henrietta Lacks die kurz darauf im selben Jahr
verstarb.

Die Zelllinie wurde ohne ihre Erlaubnis etabliert, was zu ethischen
Problemen fiihrte als das gesamte Genom der Hela Zellen 2013 4

veroffentlicht wurde.[6

B
L 2

Noch immer eine der am meisten genutzten Zellinien in der
Forschung.

: r =
Henrietta Lacks
HelA Zellen Teilende HelA Zelle (1920-1951)




Zelllinien 2.

Jurkat Zellen

Kanzerose T Zelllinie aus dem peripherischen Blut eines 14
jahrigen Patienten (JM) mit acuter Ilymphoblastischer
Leukdmier (ALL) in den 70ern isoliert .[7]

Wird zur untersuchung von Zellsignalen in T Zellen, erforschung
der auf T Zellen basierenden Leukamien und der Mechanismen
der HIV Infektion genutzt.

Raji Zellen
Kanzerdse B Zellline die von einem 11 jahrigen Patienten mit
einem Burkitt Lymphom 1963 in Nigeria isoliert wurde.[8 Eine Gruppe Jurkat Zellen

Es ist EBV positiv, Der Virus hat sich in das Genom integriert. (9
Haufig als Wirt fir Transfektion genutzt.

HepG2 Zellen

Aus einem Leberkarzinom (Hepatozellulares Karzinom) eines 15
Jahre alten Patienten isoliert.[10]

Sp2 Zellen

Nicht-sekretorische Maus-Myelom Zelllinie die zum erstellen
von Hybridomen genutzt wird.[!1] - siehe 3. Praktikum

HepG2 cells



Bestimmung der Zelllebensfahigkeit

* Normalerweise mit Farbemittel Ausschluss Tests wie:
— Trypan Blau
— 7-Aminoactinomycin D
— Propidium-lodid

 Lebende Zellen neigen dazu Xenobiotika durch active Mechanismen (z.B. Efflux)
loszuwerden.

Trypan Blau

Lebende Zellen Tote Zellen




Funktionelle Tests der Phagozyten

Isolation: Zellen adharieren normalerweise an Glas oder Plastikoberflachen.

Migration: Testen der spontanen oder gesteuerten (Chemotaxis) Zellmigration in
vitro oder in vivo. (z.B. Skin Window Test - Hautfenstertest)

Phagozytose :

— Nicht-opsonisiert

— Opsonisiert (z.B. mediiert durch Fc Rezeptoren oder Komplementrezeptoren)
Oxidativer burst und phagozytotische Enzyme:

— Nitroblau Tetrazolium (NBT) Test, Myeloperoxidase (MPQO) Test, alkalische
Phosphatase Test, Lysozym Test, usw.

Testen der Zytokin Produktion:
— ELISA, ELISPOT

— CBA (Cytometric Bead Array): Eine Multiplex durchflusszytometrische
Methode die auf die Nutzung von Mikroperlen basiert



Skin window test!12:]

1. Die oberste Schicht der Haut wird
auf der volaren Oberflache des
Arms entfernt. (Ziel: Kapillaren
ohne Blutung visualisieren)

2. Ein Filterpapier wird auf die Lasion gelegt. Abhangig
vom Experiment kann es Chemokine enthalten (z.B.
IL-8)

3. Die Zellen die zur Lasion migrieren verlassen die
Zirkulation und gehen in das Filterpapier.

4. Schlussendlich wird das Filterpapier entfernt und die
Zellulare Zusammensetzung untersucht.

Anwendung: In vivo Untersuchung der Zellmigration, z.B.

Vergleich der Zellmigration in gesunden Freiwilligen und

Patienten mit autoimmunen Stérungen, usw.

Hautfenster am Arm

Die Lasion heilt innerhalb
einiger Tage ohne Narben-

bildung.



Phagozytose Test

Methode:

* Markierte Partikel (z.B. Bakterien) werden mit
Phagozyten inkubiert.

* Phagozytose wird dann unter einem Mikroskop oder mit
Durchflusszytometrie untersucht (letzteres—>5. Praktikum)

Video: Ein neutrophiler
Granulozyt nimmt mehrere

Konidien auf.

Phagozytose mit Phagozytose mit
Fluoreszenzmikroskopie Immunhistochemie
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Dihydrorhodamine 123 ist das Fluorochrom (Emittiert Licht nach oxidation)



NBT Test
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Prinzip: Reaktive Sauerstoff Spezies (ROS) reduzieren das Farbemittle das blau wird.[13.

Chronische Granulomatose Krankheit (CGD)14:

* Eine genetische Krankheit, meist X-chromosomal rezessiv.

 Angeborene Immunzellen kdnnen keine ROS produzieren. - Sie kdnnen Pathogene
nicht effektiv toten. - Primdre Immundefizienz.

 Widerkehrende bakterielle und mykotische Infektionen mit Granulombildung in der
Kindheit.



Myeloperoxidase Farbung

 Myeloperoxidase, ein charakteristisches Enzym der myeloischen Zellen (vor allem
Neutrophile), nimmt an der Bildung der ROS teil.

 Detektion intrazellularer Myeloperoxidase ist zur Bestatitgung des myeloischen
Ursprungs bestimmter Leukdamien wichtig.[1> 16.]
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Detektion der Myeloperoxidase in akuter
promyelozytischer Leukdmie (AML-M3 oder
APL)



Funktionelle Tests der Lymphozyten

Polyklonale Aktivierung der Lymphozyten:

— Mit Pflanzenlektinen, z.B. Phytohamagglutinin (PHA)

— Mit bakteriellen Zellwandkomponenten, z.B. Lipopolysaccharide (LPS)
Testen zytotoxischer Aktivitat (T and NK cells):

— Cr-51 Ausscheidungs-Assay mit Isotop-markierten Zellen

— Messen des Anteils getoteter Zellen mit Durchflusszytometrie (e.g. Annexin V
oder Propidium lodid Farbung!7)

Funktionelle Tests der B Zellen:
— Detektion der Immunglobulin Produktion (Immunzytochemie, ELISA)
— Untersuchung genetischer Rekombination der Immunglobulingene mit PCR
— Plague formendes Zell Assay (PFC) - Testet Immuntoxizitat
— Passiver kutaner Anaphylaxie Test
Gemischte Lymphozyten Kultur:
— Zum Ausschluss immunologischer Inkompatibilitat vor einer Transplantation
Testen der Zytokinproduktion:
— ELISA, ELISPOT
— CBA (Cytometric Bead Array)



Chrome-51 Ausscheidungs Assay

In vitro Methode zur Messung der
Zelltotungskapazitaten der zytotoxischen T Zellen
(T, NK)1&l und ADCCI?] (Antikorper-abhangige
Zell-mediierte Zytotoxizitat, siehe Vorlesungen),
z.B.:

Untersuchung Zytotoxischer Zellen von
Krebspatienten in Anwesenheit kanzeroser Zellen.

1. Tc Zellen werden mit Cr-51-
markierten Zielzellen inkubiert

2. Zielzell wird getotet, Chrom
wird freigesetzt

3. Zentrifugierung, Zellen und
Zellfragmente bildent ein Pellet
am Boden des Reagenzglases.

4. Der Chromgehalt des
Uberstands wird gemessen

Cr-51 markierte  Zytotoxische T
Zielzelle Zelle




Allergie Hauttests

Genutzt um Allergien zu finden.

Kleine Dosen des potentiellen Allergens werden direkt in die Haut des Patienten injiziert
— Ausschlage oder Urtikaria indizieren eine positive
Reaktion

Normalerweise am Unterarm oder Ricken.




Passiver kutaner Anaphylaxie Test (PCA)
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Antikorper (normal Igg) werden intradermal in Labortiere injiziert. (z.B. Serum
des Patienten) Nach etwa 24-48 Stunden wird eine Antigenmixtur mit Evans
blau Farbung intravends verabreicht. Falls eine Antigen-Antikorper Reaktion

stattfindet sammelt sich Farbe am Ort der intradermalen Injektion aufgrund der
lokalen Steigerung der vaskuldaren Permeabilitét. [(20]



Gemischte Lymphozyten Kultur (MLC)

Lymphozyt des Lymphozyt

Empfangers des Spenders

@ ©

+ [3H]-
Thym|d|

-}
@@ o

Anwendungen:

Inaktiviert (durch
Strahlung oder
Mitomycin C)

Im Fall von HLA-inkompatibilitat
(siehe  spater) erkennen  die
getesteten Lymphozyten die
inaktivierten Lymphozyten als fremd,
aktivieren sich und proliferieren. Die
proliferierenden Zellen werden das
markierte Thymidin in ihre DNA
integrieren.

Uberpriifung immunologischer Inkompatibilitit des Spenders und des Empfingers vor

Transplantationen.[21, 22.]



Methoden zur Messung von
Zytokinspiegeln

Messung intrazelluldrer Zytokine—> Durchflusszytometrie
Zytokin ELISA

ELISPOT - Messung der Zytokinproduktion der Zellen
Multiplex Zytokin Array

CBA: zytometrisches bead array - Durchflusszytometrie

M
T

Human TNFa ELISA kit von Thermo
Fisher Scientific®



Messung intrazellularer Zytokine

* Nicht-stimulierte Zellen Stimulierte Zellen
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CD4-FITC

1. Stimulation mit PMA/lonomycin in Anwesenheit von Brefeldin fur 4-24h bei 37 °C
2. Oberflachenmarkierung: CD3/CD4

3. Intrazellulare Markierung: IL-2, IL-10, TGF[3



Sensibilisierung mit SandWICh -l-EEll-'nIyzsnﬁ(onjugie rter

Fang-Antikorper
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ELISPOT

Anti-mensch IFNy
Antikorper am Boden
des Schachts

IFNy produzierende
Zellen

IFNy Moleklle werden
von Antikorpern

gefangen

\ N
| D —
1‘ ’ 215@5’ 3‘@"”

Chromogen hat ein
unlosliches
Endprodukt und
bildet “Spots”

6 R 4

AP / HRPO
konjugierte anti-
IFNy Antikorper
werden hinzugefugt

Zellen und nicht
gebundene
Molekule werden
durch waschen
entfernt.
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Multiplex Zytokine Array

Control
aboc de f gh
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LPS

aboc de f gh

a b c d e f g h

1 Pos Pos Neg Neg | CINC-2 | CINC-3 | CNTF |Fraktalkine
2 Pos Pos Neg Neg | CINC-2 | CINC-3 | CNTF |Fraktalkine
3 | CM-CSF| INF-y | IL-1a IL-1f IL-4 IL-6 IL-10 LIX

4 JCM-CSF| INF-y | IL-1a IL-158 IL-4 IL-6 IL-10 LIX

5 Leptin | MCP-1 | MIP-3c: | B-NGF | TIMP-1 | TNF-« | VEGF | Blank
6 Leptin | MCP-1 | MIP-3c: | B-NGF | TIMP-1 | TNF-z | VEGF | Blank
7 Blank | Blank | Blank | Blank | Blank | Blank | Blank Pos

B Blank | Blank | Blank | Blank | Blank | Blank | Blank Pos

Ahnelt ELISA:

Fang-Antikorper sind an eine
Membran gebunden.

Nutzt Chemilumineszente Detektion
Vorteil: DETEKTIERT MEHRERE
ZYTOKINE GLEICHZEITIG

Es kann mehrere Zytokine in der
Probe (Zelllysat, Uberstand, Serum,
usw.) semiquantitative detektieren.

MIP-3 — CCL20
LIX- CXCL-5



CBA (Cytometric Bead Array!23.)

* |st eine Durchflusszytometrische Methode - siehe 5. Praktikum

* Prinzip: Molekiile (z.B. DNA, Proteine inkl. Immunglobuline) kénnen spezifisch an
die Oberflache von Mikroperlen angebracht werden die aufgrund verschiedener
Parameter, wie GroRe oder Fluoreszenz, auseinandergehalten warden kénnen.

* \Vorteile: Mehrere verschieden Molekiiltypen konnen gleichzeitig in einer Probe
gemessen werden (“Multiplex Messung”) und es ist quantitativ.

Perlenmischung:

Untersuchung der Perle auf Grolde
oder Fluoreszenz

(Frage: Hat es ein Antigen gebunden?)




Auseinanderhalten von Mikroperlen

Anhaufung aufgrund von Grole:
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Anhaufung aufgrund von Fluoreszenz:
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Fluoreszenzintensitat

Es wird meistens als Mittel zur Messung
verschiedener Zytokine in einer Probe
genutzt. (23, 24]



Luminex XMAP Technologie!2>']

Anhaufung von Perlen auf basis Further analysis of selected beads
der Fluoreszenz

Q0090000000 IL-6
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y 90900000000 )
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FL3 Fluoreszenz
Prinzip: Jede Perle enthalt eine Kombination von 2 Farbemitteln, aber das Verhaltnis variiert
in jedem Perlentyp. Z.B. Die Perlen die anti-IFNy-Antikorper auf ihrer Oberflache tragen
haben mehr Farbemittel die ein Signal in FL3 geben als die Perlen mit anti-IL-6 Antikorpern.
Theoretisch kdnnen mehr als 100 verschiedene Perlentypen in einer Probe gleichzeitig
untersucht werden.
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FL3 Fluoreszenz

CBA Analyse (Zytokinmessung)

Gating der Perlen:
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Anhaufung der Perlen:
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FL3 Fluoreszenz

— Negativ
— " Negativ
—> Stark Positiv
—— Positiv
—> Positiv

Negativ

R7 = IL-12p40 —

Quantitative Messung:
Hohe der Poitivitat kann auch bestimmt

werden.



Funktionelle Tests des
Komplementsystems

* Wann wird es durchgefuhrt:
— Wiederkehrende Infektionen, mogliche Defizienz des Komplementsystems
— Autoimmunkrankheiten

* Allgemeiner Test: basiert auf Hamolyse - CH50 oder CH100[26:27]

Anti-Schaf RBC ;

Antikorper

Komplement
Aktivierung

\N
+ )

Schaf RBC Untersuchte Probe Hamolyse
(enthalt die Komplementfaktoren)

CH50 - Verdiinnung der Probe die 50% Hamolyse der RBCs verursacht
CH100 - Verdinnung der Probe die Hamolyse aller RBCs verursacht
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