ISOLIERUNG UND FUNKTIONELLE CHARAKTERISIERUNG
HUMANER INTESTINALER MASTZELLEN

Vom Fachbereich Biologie der Universitat Hannover
zur Erlangung des Grades

Doktor der Naturwissenschaften

Dr. rer. nat.

genehmigte Dissertation

von

Dipl. Biol. Silke Schwengberg
geb. am 26.09.1967 in Linen/Westf.

1998



Referent: Prof. Dr. M.P. Manns

Korreferent: Prof. Dr. K. Resch

Tag der Promotion: 24. 11. 1998

Datum der Veroéffentlichung: Dezember 1998



ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit gelang es, Mastzellen aus humaner Darmschleimhaut zu
isolieren (Reinheit ca. 5 %) und sowohl mittels Magnetseparation als auch durch
Langzeitkultur unter Zusatz von SCF bis auf 100 % anzureichern. Durch
Dichtegradientenzentrifugation, wie sie flr Rattenmastzellen beschrieben wurde,
konnte dagegen keine nennenswerte Anreicherung erzielt werden.

In einem neu etablierten Kultursystem konnte nachgewiesen werden, daf3 SCF nicht
nur die Reifung von Mastzell-Vorlaufern, sondern auch das Uberleben und die
Proliferation reifer, aus humanem Gewebe isolierten Mastzellen induziert.
Interleukin-3, ein wichtiger Wachstumsfaktor fir murine Mastzellen, hatte keinen
EinfluB auf das Uberleben der Mastzellen in unserem Kultursystem.

SCF beeinfluBte ebenfalls die Mediatorfreisetzung aus intestinalen Mastzellen,
indem es sowohl die durch IgE-Rezeptor Quervernetzung hervorgerufene
Mediatorfreisetzung verstérkte, als auch bei kultivierten Mastzellen selbst zu einer
Mediatorfreisetzung fuhrte. Damit konnte SCF als erstes Zytokin identifiziert werden,
das die Mediatorfreisetzung aus humanen Mastzellen induziert.

Es konnte gezeigt werden, da3 Neuropeptide, die die Freisetzung von Histamin aus
humanen Haut- und Lungenmastzellen induzieren kénnen, und Chemokine, die
basophile  Granulozyten aktivieren kénnen, keinen EinfluB auf die
Mediatorfreisetzung aus humanen intestinalen Mastzellen haben. Nicht aktivierte
intestinale Mastzellen exprimieren keine Rezeptoren fir bestimmte Neuropeptide,
die Tachykinine, allerdings konnte nach IgE-Rezeptor Quervernetzung einer der
Rezeptoren, der NK-1 Rezeptor, durch RT-PCR wund Immunzytochemie
nachgewiesen werden.

Durch IgE-Rezeptor Quervernetzung konnten humane intestinale Mastzellen zur
Produktion der Zytokine TNF-a und Interleukin-5 angeregt werden, wodurch zum
ersten Mal eine Zytokinproduktion durch humane intestinale Mastzellen
nachgewiesen werden konnte. Auch intestinale Bakterien sowie Lipopolysaccharid
aus E. coli stimulierten die TNF-o Produktion, hatten aber nur einen geringen Einfluf3
auf die Freisetzung von Histamin und Sulfidoleukotrienen, was auf unterschiedliche
Regulationmechanismen hindeutet.

Schlagworte: humane intestinale Mastzellen, Mediatorfreisetzung, Zytokine



ABSTRACT

In the present study, mast cells from human intestinal mucosa were isolated (about
5 % purity) and purified up to 100 % either by magnetic separation or by long-term
culture in SCF-containing medium. Density gradient centrifugation over Percoll
gradients, which was described for rodent mast cells before, did not raise mast cell
purity in these experiments.

Using a new long-term culture system it was demonstrated that SCF not only causes
mast cell maturation from their progenitors, but also induces survival and proliferation
of mature mast cells isolated from human intestinal tissue. Interleukin-3, which is a
potent growth factor for rodent mast cells, did not affect the survival of mast cells in
this culture system.

SCF also had effects on the mediator release of human intestinal mast cells, either
by enhancing the release after IgE-receptor crosslinking, or by inducing mediator
release by itself from cultured mast cells. Therefore, SCF was identified as the first
cytokine inducing mediator release from human intestinal mast cells.

It was shown that several neuropeptides known to induce histamine release from
human skin and rodent mast cells, and chemokines, which activates mediator
release from human basophils, failed to induce the release of histamine,

sulfidoleukotrienes or TNF-o from human intestinal mast cells. Moreover, resting
mast cells did not express receptors for some of the neuropeptides, the tachykinins,
but become positive for the NK-1 receptor (RT-PCR and immunocytochemistry) after
activation by IgE receptor-crosslinking.

After IgE receptor crosslinking, human intestinal mast cells produced and released
the cytokines TNF-a and interleukin-5. Therefore it could be demonstrated for the
first time, that human intestinal mast cells are capable of producing cytokines.
Intestinal bacteria and lipopolysaccharide from E. coli also induced TNF-a release,
but only marginal amounts of histamine and sulfidoleukotrienes, suggesting different
regulation mechanisms for the production of these mediators.

Keywords: human intestinal mast cells, mediator release, cytokines
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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Mastzellen

Mastzellen sind Gewebszellen, die in fast allen Bindegeweben des Korpers
vorkommen. Besonders haufig sind sie in Geweben zu finden, die in direktem
Kontakt mit der Umwelt stehen, wie z.B. der Haut und der Schleimhaut des
Respirations- und des Gastrointestinaltraktes (1,2). Darlber hinaus kommen
Mastzellen jedoch auch in muskularen Organen wie dem Herzen und dem Uterus vor
(3,4).

Mastzellen wurden zuerst im Jahr 1878 von Paul Ehrlich (5) beschrieben, der im
Rahmen seiner Dissertation Uber histologische Farbungen einen Zelltyp fand,
dessen Granula sich mittels des Farbstoffes Anilinblau tief violett anfarben lieBen. Er
nannte dieses Phdnomen "Metachromasie" und den Zelltyp "Mastzellen", da er
annahm, daf3 die Granulainhalte phagozytiertes Material darstellten und die Zellen
gleichsam geméstet waren. Obwohl man inzwischen wei3, daB es sich bei den
Granulainhalten um praformierte, gespeicherte Mediatoren der Zellen handelt, wurde
der Name "Mastzelle" beibehalten.

Mastzellen sind gro3e, runde bis ovale mononukledre Zellen, deren Zytoplasma mit
sekretorischen Granula geflllt ist (6). Das darin u.a. enthaltene saure Heparin flhrt
zu der von Ehrlich beschriebenen violetten Farbreaktion mit dem basischen Farbstoff
Anilinblau. In den zytoplasmatischen Granula der Mastzellen sind praformierte
Mediatoren in kristalliner Form an eine Matrix aus Proteoglykanen (Heparin (ca.
75%) und Chondroitinsulfate) gebunden. Wird die Zelle aktiviert, gehen die
Mediatoren in eine l6sliche Form Gber und werden aus den Granula Uber Exozytose
ausgeschleust; dieser Vorgang wird als "Degranulation” bezeichnet. Neben der
Freisetzung von praformierten, in den Granula gespeicherten Mediatoren werden
nach entsprechender Stimulation auBerdem Lipidmediatoren (Leukotriene und
Prostaglandine) de novo synthetisiert (7) (vergl. Tabelle 1).
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Tabelle 1: Mediatoren, die von Mastzellen nach Stimulation freigesetzt werden.

1a): Mediatoren, die in den Granula gespeichert sind

1b): de novo synthetisierte Mediatoren

1a) In den Granula gespeicherte Mediatoren

Mediator

Wirkungsweise

Histamin

erhéht die Vasodilatation

erhoht die Permeabilitat von Epithelien und Gefallen
induziert die Kontraktion glatter Muskulatur

fordert die Sekretion von Mucinen und Magensaure
wirkt chemotaktisch und aktivierend auf Granulozyten

hemmt die Freisetzung von Acetylcholin und Histamin
aus Neuronen

Tryptase

Chymase

Carboxypeptidase

degradiert Fibrinogen, VIP, und Neuropeptide
stimuliert die Fibroblastenproliferation

steigert die Bronchokonstriktion

degradiert Substanz P
degradiert Basalmembranen
stimuliert die Mucus-Sekretion

generiert Angiotensin ||

spaltet Angiotensin |

Heparin, Chondroitinsulfat
(wirkt wie Heparin, aber
schwacher)

intrazellular:

bindet und stabilisiert die in den Granula gespeicherten
Mediatoren

extrazelluar:

neutralisiert Major basic protein (MBP)

erhoht die Bindung von Fibronektin an Kollagen
stimuliert die Migration von Endothelzellen

inhibiert die Komplementkaskade

wichtiges Antikoagulans
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1b) de novo synthetisierte Mediatoren

Mediator

Wirkungsweise

Leukotrien Ca/D4/E4
(Sulfidoleukotriene, sLT)

Leukotrien By
(LTB4)

Prostaglandin D
(PGDy)

erhéhen die Gefalpermeabilitat
stimulieren die Sekretion von Mucinen
induzieren die Kontraktion glatter Muskulatur

modulieren Proliferation und Differenzierung von Zellen

stimuliert die Sekretion von Mucinen

erhéht die Chemotaxis und Adhasion von neutrophilen
Granulozyten

moduliert Proliferation und Differenzierung von Zellen

Vasodilatation
bronchiale Hyperreaktivitat

inhibiert die Thrombozytenaggregation

Tumor necrosis factor o
(TNF-x)

Interleukin 4 (IL-4)

stimuliert die Proliferation, das Uberleben, die
Adhasion und die Aktivierung von Leukozyten

vermindert die Kollagensyntehse und erhoht die
Kollagenaseexpression von Fibroblasten

erhoht die Expression von Adhasions- und Homing-
Molekilen auf Endothelzellen
Induziert die IgE-Produktion durch B-Lymphozyten

Stimuliert die Expression von CD40, CD 25, IL-6 und
MHC Il durch B-Lymphozyten

induziert eine Th2-Antwort von T-Lymphozyten

stimuliert die Proliferation und Chemotaxis von
Fibroblasten

stimuliert die Migration von eosinophilen Granulozyten

Neuere Untersuchungen zeigten, daf3 Mastzellen auch in der Lage sind, Zytokine zu
produzieren (8-11) (vergl. Tabelle 1). Murine Mastzellen exprimieren Interleukin 3 (IL-
3), IL-4, IL-5, IL-6, GM-CSF, IFN-y, und TNF-a (9).
humane Mastzellen nur teilweise bestétigt werden. So sind humane Hautmastzellen
und Lungenmastzellen in der Lage, TNF-a zu produzieren und auch in vitro nach

Stimulation freizusetzen (12,13).

10
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dagegen unter bestimmten Bedingungen (z.B. allergisches Asthma) nach Stimulation
IL-4 frei (12,14,15). Die Beobachtung, dal3 Mastzellen in der Lage sind, Zytokine zu
produzieren, erdffnet eine neue Sichtweise auf die bislang weitgehend unbekannte
physiologische Bedeutung der Mastzellen.

Mastzellen entwickeln sich aus multipotenten, CD34-positiven Stammzellen des
Knochenmarks und der fetalen Leber unter dem EinfluB entsprechender I6slicher
Faktoren (16-21). Im Gegensatz zu Granulozyten reifen Mastzellen erst im Gewebe
aus. Im Knochenmark oder im Blut eines gesunden Menschen finden sich daher
keine reifen Mastzellen. Lange wurde angenommen, daf3 die im Blut zirkulierenden
basophilen Granulozyten Vorlauferzellen der Mastzellen sind, heute vermutet man
jedoch, daB Mastzellen und Basophile zwei getrennte Populationen darstellen
(20,22).

Die wichtigsten Wachstumsfaktoren fur humane Mastzellen sind Stem cell factor
(SCF oder c-kit Ligand) sowie Interleukin-3 (IL-3), wobei der Effekt von IL-3 in der
Bereitstellung von Vorlauferzellen, die den SCF-Rezeptor c-kit tragen, besteht (22-
25). Reife humane Mastzellen haben keinen IL-3 Rezeptor auf ihrer Oberflache und
unterscheiden sich dadurch von basophilen Granulozyten (26,27). Im murinen
System dagegen ist IL-3 neben SCF ein wichtiger Wachstumsfaktor auch fir reife
Mastzellen, es sind aber auch eine Reihe weiterer Wachstumsfaktoren (IL-4; IL-9; IL-
10; nerve growth factor, NGF; granulocyte/macrophage colony stimulating factor,
GM-CSF) bekannt, die in vitro die Entwicklung von murinen Mastzellen aus
Vorlauferzellen ermdglichen  (20). Humane Mastzellen bendtigen den
Wachstumsfaktor SCF nicht nur in ihrer frihen Entwicklung, sondern er ist auch fir
die Differenzierung und Reifung der Zellen im Gewebe sowie fiir ihr Uberleben
verantwortlich. Daher tragen Mastzellen aller Entwicklungsstufen den Rezeptor far
SCF, c-kit (CD117), auf ihrer Oberflache, wahrend er bei anderen
Knochenmarkszellen nur in unreifen Stadien exprimiert wird. So haben reife
basophile Granulozyten z.B. kein CD117 auf ihrer Oberflache (27-29).

SCF wird beim Menschen von einem Gen auf Chromosom 12 codiert, wahrend das
Gen fir den Rezeptor c-kit (CD117) auf Chromosom 4 lokalisiert ist. SCF kommt in
einer l6slichen und mindestens zwei membrangebundenen Formen vor, welche
durch gewebsspezifisches alternatives Splicing entstehen (30,31). SCF wird von
Stromazellen des Knochenmarks, der fetalen Leber und des Thymus, aber auch von

11
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Fibroblasten und Endothelzellen exprimiert (20,31,32). Lésliches SCF kommt im
peripheren Blut des Menschen in einer GréBenordnung von 5 - 15 ng pro ml vor,
Uber die Mengen an membrangebundenen oder léslichen SCF in den verschiedenen
Geweben liegen keine Daten vor.

Da die Reifung der Mastzellen erst im Gewebe stattfindet, geht man heute davon
aus, daBB das von Fibroblasten exprimierte SCF nicht nur als Wachstumsfaktor,
sondern auch als "homing"-Signal und Adhasionsmolekdl fir Mastzellen wirkt. Fir
die Differenzierung der Mastzellen in den unterschiedlichen Geweben werden neben
SCF gewebsspezifische lésliche Faktoren verantwortlich gemacht (’micro-

environment").

Sowohl beim Menschen als auch in anderen Spezies (hier: Ratten und Mause)
kénnen unterschiedliche Subtypen von Mastzellen sowohl aufgrund ihrer Lokalisation
in verschieden Geweben als auch aufgrund von funktionellen und histochemischen
Eigenschaften unterschieden werden. Eine erste Unterteilung erfolgte in den 60er
Jahren durch Enerbéck aufgrund der Beobachtung, dal3 bei Mausen die Mastzellen
der Haut ("connective tissue mast cells", CTMC) nach Fixation der Praparate in
Formalin und Farbung mit Toluidinblau das Phdnomen der Metachromasie behielten,
wahrend Mastzellen der intestinalen Mukosa ("mucosal mast cells", MMC) sich nach
Formalinfixation nicht mehr mit Toluidinblau anfarben lieBen (33). Auch in humanen
Geweben gibt es Formalin-sensitive und Formalin-resistente Mastzellen, allerdings
kommen beide Gruppen sowohl im Intestinaltrakt als auch in der Haut vor (2,34), so
daB die von Enerback getroffene gewebsspezifische Einteilung hier nicht
Ubernommen werden kann.

Humane Mastzellen werden nach ihrem Protease-Gehalt in zwei Gruppen unterteilt:
Mastzellen, die nur Tryptase exprimieren (Mt) und Mastzellen, die sowohl Tryptase
als auch Chymase exprimieren (Mrc) (35-37). Diese beiden Subtypen unterscheiden
sich auch hinsichtlich der Ultrastruktur ihrer Granula (38), und MCyc exprimieren
neben Tryptase und Chymase auch noch die Proteasen Carboxypeptidase und
Cathepsin G (25,35,39). Mastzellen der Haut sind zu fast 100 % MC+¢, auch in der
Submukosa des Gastrointestinaliraktes und in den Tonsillen finden sich
Uberwiegend MCrc. Dagegen sind die Mastzellen der intestinalen und nasalen
Mukosa sowie des Alveolargewebes Uberwiegend MCt (25,35,39). Kirzlich wurde

12
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eine dritte Population von Mastzellen beschrieben, die nur Chymase exprimieren und
ca. 5% der humanen Darmmastzellen ausmachen (40,41).

Die physiologische Bedeutung der Mastzell-Subtypen ist noch nicht geklart. Erste
Untersuchungen deuten aber auf eine pathologische Bedeutung hin. So finden sich
in Lasionen der Haut bei atopischer Dermatitis vermehrt Mastzellen vom MC+-Typ,
ebenso in der Synovia von Patienten mit aktiver rheumatoider Arthritis. Hingegen ist
die Zahl von MCr in der gastrointestinalen Mukosa bei Patienten mit erworbener
Immunschwéche (AIDS) erniedrigt und korrespondiert mit dort ebenfalls auftretenden
verminderten T-Lymphozyten (35). In einer weiteren Arbeit wurde berichtet, dal3 sich
die Mastzell-Subtypen auch aufgrund der Zytokine, die bei der Aktivierung der
Mastzellen ausgeschittet werden, voneinander unterscheiden (15).

Mastzellen kénnen durch unterschiedliche Substanzen stimuliert und zur
Degranulation sowie zur Neusynthese von Mediatoren angeregt werden. Dabei
unterscheiden sich sowohl die Mastzell-Subtypen des Menschen untereinander als
auch die Mastzellen verschiedener Spezies erheblich in ihrer Fahigkeit, durch IgE-
unabhangige Stimuli wie z.B. Neuropeptide, Chemokine oder Anaphylatoxine
aktiviert zu werden (25,42-44).

Die wichtigste physiologische Aktivierung von Mastzellen aller Spezies geschieht
durch Quervernetzung der auf ihrer Oberflache befindlichen hochaffinen Rezeptoren
fir Immunglobulin E (IgE), den Fc Rl (45). Diese Rezeptoren binden IgE-Molekile
dber ihren Fc-Teil und sind in vivo immer mit IgE-Molekllen beladen. Wird nun ein
multivalentes Antigen ("Allergen") von mehreren dieser IgE-Molekilen erkannt und
gebunden, kommt es zu einer Quervernetzung (“crosslinking") der IgE-Molekile und
damit auch der Rezeptoren, was zu einer Aktivierung der Zelle und zur Freisetzung
der Mediatoren flhrt. Diese Reaktion, bei der die Ausschittung der gespeicherten
Mediatoren innerhalb von wenigen Minuten erfolgt, wird als “allergische
Sofortreaktion" (Typ |) bezeichnet. In vitro kann eine IgE-Rezeptor Quervernetzung
und die damit verbundene Aktivierung der Zellen unabhangig von IgE-Molekilen
oder Allergenen auch durch Antikérper gegen den IgE-Rezeptor hervorgerufen
werden (46).

Neben der IgE-Rezeptor Quervernetzung gibt es eine Reihe sog. “nicht-
immunologischer", d.h. von IgE-Molekilen unabhangiger Stimuli fir Mastzellen. So
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werden z.B. humane Mastzellen der Haut von den Neuropeptiden Substanz P (SP),
Vasoaktives intestinales Polypeptid (VIP) und Somatostatin zur Mediatorfreisetzung
angeregt. Auch das Anaphylatoxin C5a sowie die basische Substanz Compound
48/80 und Morphine wirken stimulierend auf Hautmastzellen (43,44,47). Far
Mastzellen von M&usen und Ratten gibt es eine Reihe nicht-immunologischer Stimui,
die neben den o.a. Stoffen auch Mastoparan und Polymyxin B, die Neuropeptide
Calcitonin-gene related peptide (CGRP), Neuropeptid Y (NP-Y), Neurokinin A (NK-A)
und Neurotensin, das Bienengift-Peptid Mellitin sowie die Zytokine IL-1, IL-3 und
GM-CSF beinhalten (25).

Im Gegensatz dazu sind fir humane Mastzellen aus der Lunge oder dem
Gastrointestinaltrakt kaum nicht-immunologische Stimuli bekannt (43). Diese
Befunde machen deutlich, daB es sowohl zwischen den Spezies als auch innerhalb
einer Spezies groBe funktionelle Unterschiede zwischen den Mastzell-Subtypen gibt.

1.2 Bau und Funktion der Darmschleimhaut

Die Schleimhaut des Gastrointestinaltrakies stellt die gréBte Kontaktflache des
Kérpers zu unserer Umwelt dar. Sie trennt die AuBenwelt (das Darmlumen) vom
Kérperinneren, und ihre Oberflache ist mit ca. 200 m? ungefahr 100 x gréBer als die
Oberflache der Haut (48,49). Der Darm des Menschen wird von proximal nach distal
in die Abschnitte Dinndarm (aus Duodenum, Jejunum und lleum) und Dickdarm
(aus Caecum, Colon und Rectum) unterteilt.

Die Darmwand ist aus mehreren Schichten aufgebaut, die zwar in den
verschiedenen Abschnitten des Darms unterschiedlich stark ausgepragt sind, denen
aber ein einheitlicher Bauplan zugrunde liegt (50, S. 643-644). Die eigentliche
Schleimhaut (Tunica mucosa) der Darmwand unterteilt sich von innen nach aufBBen in
die Epithelschicht (Lamina epithelialis mucosae), die Lamina propria und die
Muscularis mucosae. Daran schlieB3t eine Bindegewbsschicht (Tela submucosa) an,
die zwischen der Tunica mucosa und der dann folgenden Muskelschicht (Tunica
muscularis) liegt. Die Muskelschicht teilt sich in eine innere Ringmuskelschicht
(Stratum circulare) und eine auBere Langsmuskelschicht (Stratum longitudinale) und

besteht aus glatter Muskulatur. Die Muskulatur durchmischt und transportiert den
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Darminhalt. In der Darmwand liegen das arterielle und vendse GeféBsystem, die
LymphgefaBe und das intramurale Nervensystem, von welchem der Plexus
submucosus (in der Submukosa liegend) und der Plexus myentericus (zwischen den
Muskelschichten liegend) besonders hervorzuheben sind (50, S. 644-645). In der
Mukosa und der Submukosa finden sich darlber hinaus Lymphfollikel und freie
Zellen des Immunsystems, wie Lymphozyten, Plasmazellen, eosinophile
Granulozyten, Makrophagen und Mastzellen (48,49,51,52).

Die Oberflache des Dunndarms ist durch Falten (Kerckringsche Falten), Zotten und
Krypten sowie die Mikrovilli der Epithelzellen enorm vergréBert. Die Zotten und
Krypten werden von der Epithelschicht und der Lamina propria gebildet. Die Zellen
der Epithelschicht, die sog. Enterozyten, bilden ein hochprismatisches Epithel.
Zwischen den Enterozyten liegen Becherzellen. Diese bilden den Mucus der das
Epithel zum Lumen hin Uberzieht (50, S. 659-671). Das Epithel entsteht durch
mitotische Teilung von undifferenzierten Epithelzellen im mittleren Drittel der
Krypten. Sie werden innerhalb von 2 - 5 Tagen zur Zottenspitze hin geschoben, wo
sie durch Apoptose sterben und in das Lumen abgeschilfert werden (50, S. 678). Im
Dickdarm fehlen die Kerckringschen Falten und die Zotten, und die Mikrovilli der
Enterozyten sind kirzer als im Dinndarm. Die Krypten hingegen sind im Dickdarm
tiefer als im Dinndarm (50, S. 674-678).

Die physiologischen Aufgaben der gastrointestinalen Barriere scheinen sich auf den
ersten Blick zu widersprechen: Zum einen soll die Resorption von Nahrstoffen,
Wasser und Elektrolyten aus dem Darmlumen Gber das Epithel zum GefaBsystem
erfolgen, ohne dalB3 dabei eine Immunantwort gegen die aufgenommenen Stoffe
induziert wird. Gleichzeitig soll das Epithel eine wirksame Barriere gegeniber
Pathogenen, Toxinen und Schadstoffen aus der Nahrung sowie den vor allem im
Dickdarm ansdssigen Darmbakterien darstellen (49,53). Nach dem heutigen
Kenntnisstand scheint die Art der Aufnahme von Fremdstoffen eine Rolle bei der
Entscheidung zu spielen, eine Substanz als harmlosen Nahrstoff oder als
potentiellen Krankheitserreger zu sehen und ggf. eine Immunantwort einzuleiten
(48,49,53,54).
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Die Aufnahme der Nahrstoffe erfolgt hauptsachlich im Dinndarm, und zwar in Form
von nicht-immunogenen Molekilen wie Glucose, Aminosduren, Lipiden und
Vitaminen, die unter EinfluB der Sekrete von Magen und Pankreas und des
Gallensaftes aus der aufgenommenen Nahrung abgespalten werden. Diese
Stoffaufnahme erfolgt transzellular durch die Epithelzellen mit Hilfe spezialisierter
Transportmolekile oder mittels erleichterter Diffusion, so daB die Molekule durch die
apikale und basale Membran geschleust und zum GefaBsystem geleitet werden.
Eine weitere Mdglichkeit der Stoffaufnahme besteht in der Pinozytose, wodurch auch
intakte Proteine (z.B. Immunglobuline aus der Muttermilch) durch die
gastrointestinale Barriere gelangen kénnen. Auch die SchluBleisten der Epithelzellen
(Zonulae occludentes oder ™ight junctions") sind nicht wirklich dicht, sondern
ermdglichen gerade im Bereich des Dinndarms einen Durchtritt von Molekdlen bis
zu einer GréBe von 0,8 nm. Dieser Transport zwischen benachbarten Epithelzellen
hindurch wird als parazellularer Transport bezeichnet. Man geht davon aus, dafB die
auf diesem Weg aufgenommenen Moleklle eine sog. "orale Toleranz" hervorrufen,
so daB zwar ggf. eine lokale Abwehrreaktion stattfindet, es jedoch systemisch zu

keiner Immunantwort kommt (s.u.) (48,49,53-55).

Die Barrierefunktion der intestinalen Mukosa wird sowohl durch unspezifische, nicht-
immunologische Abwehrmechanismen (Tabelle 2), als auch durch ein
hochspezialisiertes lokales Immunsystem, das darmassoziierte Immunsystem
(GALT, "gut associated lymphoid tissue") aufrechterhalten (48,49,51,55). Zum GALT
gehoéren die Lymphfollikel und die Peyerschen Plaques des Dinndarms sowie freie
immunkompetente Zellen, die in der Lamina propria und als intraepitheliale
Lymphozyten zwischen den Epithelzellen vorkommen. Das GALT enthalt ca. 50 %
aller im menschlichen Kérper vorkommenden lymphatischen Zellen und ist damit das
gréBte lymphatische Organ.
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Tabelle 2: Nicht-immunologische Abwehrmechanismen an der gastrointestinalen Barriere

Mechanismus Wirkungsweise

Magensaure Hydrolyse von Proteinen
bakterizide Wirkung

Proteolytische Enzyme Abbau von Proteinen (z.B. bakterielle Toxine)

Peristaltik verringert Kontakt von Mikroorganismen mit der
Darmoberflache

Mucus erschwert Kontakt von Mikroorganismen mit dem
Schleimhautepithel

Cytochrom P450 System Abbau bestimmter korpereigener und kérperfremder
Stoffe, wie z.B. Hormone, Medikamente und Toxine,
die Mitglieder der P450-Familie sind hochspezialisiert

Die Peyerschen Plaques stellen eine Anhaufung von Lymphfollikeln (bis zu 400) dar
und kommen im lleum und Jejunum vor (48,49,51). Die in den Peyerschen Plaques
befindlichen Follikel sind wie die der Lymphknoten aufgebaut.

Lumenwarts kommt es in den Peyerschen Plaques zu einer Ansammlung von B- und
T-Lymphozyten und auch Makrophagen, die eine kuppelférmige Vorwélbung
hervorrufen, das sog. "Dom-Areal" (48).

Innerhalo des Dom-Epithels liegen die hochspezialisierten M-Zellen (von
"membraneous cells" oder “microfold cells"), die in den Einstllpungen ihrer
basolateralen Membran Lymphozyten und auch Makrophagen beherbergen.
M-Zellen sind besonders zur Endozytose und Transzytose von Makromolekilen
befahigt und stellen auch die Eintrittspforte verschiedener Krankheitserreger dar
(48,55,56). Die von ihnen aufgenommenen Antigene werden unprozessiert durch die
Zelle geschleust und von Antigen-prasentierenden Zellen (Makrophagen,
dendritische Zellen) den Lymphozyten der Peyerschen Plaques prasentiert.
Daraufhin kommt es zur Produktion von Antikérpern durch die B-Lymphozyten, und
zwar in erster Linie (ca. 80 %) zur Produktion von Immunglobulin A (IgA). IgA-
Molekile werden als Dimere sezerniert, an der basolateralen Membran der

Epithelzellen mit einer von diesen synthetisierten sekretorischen Komponente
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versehen und als sekretorisches IgA durch die Epithelzellen in das Darmlumen
sezerniert. Durch die sekretorische Komponente sind die IgA-Moleklle sowohl vor
lysosomaler Verdauung beim Durchtritt durch die Epithelzellen als auch vor
enzymatischem Abbau im Darmlumen geschiitzt (57). Das sekretorische IgA
Ubernimmt eine wichtige Schutzfunktion an der gastrointestinalen Barriere. Es
agglutiniert hochmolekulare Antigene, vermindert durch seine Bindung die Adharenz
von Bakterien und antigenen Nahrungsbestandteilen an die Epithelzellen und férdert
den Abtransport von Fremdstoffen durch die Peristaltik (48). Diese lokale
Immunantwort des GALT geht einher mit der Ausbildung einer systemischen
Toleranz durch Férderung IgA-produzierender B-Lymphozyten bei gleichzeitiger
Unterdriickung der Produktion von Immunglobulinen anderer Klassen. So kann
verhindert werden, daB die Aufnahme von ungefahrlichen hochmolekularen
Nahrungsbestandteilen zu einer verfehlten systemischen Reaktion flhrt (54).

1.3 Physiologische Bedeutung der Mastzellen im Gastro-

intestinaltrakt

Obwohl Mastzellen histologisch schon lange in vielen Geweben und Organen des
menschlichen Kdérpers beschrieben wurden, ist ihre physiologische Bedeutung nach
wie vor nicht geklart. Das breite Wirkungsspektrum der von Mastzellen
ausgeschitteten Mediatoren (vergl. Tabelle 1) legt die Vermutung nahe, daB sie
auch bei nicht-allergischen Entzindungsprozessen im Kérper eine Rolle spielen
kénnen. So gibt es Hinweise darauf, daB Mastzellen bei Atheriosklerose, fibrotischen
Prozessen und gastrointestinalen Entziindungen beteiligt sind (58-61). Desweiteren
scheinen sie auch bei Wundheilungsprozessen eine Rolle zu spielen (62).

Die in neuerer Zeit gewonnene Erkenntnis, daB Mastzellen in der Lage sind,
Zytokine zu produzieren (8), erweitert das Spektrum ihrer Bedeutung von einer
reinen Effektorzelle hin zu einer Zelle mit immunregulatorischen Funktionen. Auch
kénnen Mastzellen CD40 Ligand exprimieren, wodurch ein “class-switch" von B-
Lymphozyten hin zur IgE-Produktion angeregt wird (63). Diese immunmodulatorische
Funktion war bis dahin vorwiegend T-Lymphozyten zugesprochen worden.
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Die physiologische Bedeutung der Mastzellen fur die gastrointestinale Barriere ist
weitgehend unklar. Noch 1989 war in einem Artikel von M.N. Marsh zu lesen:
"Virtually nothing is known of the functional attributes of human mast cells within
intestinal tissues" (51). Schon langer ist bekannt, daB Mastzellen gehauft bei
bestimmten gastrointestinalen Entziindungsprozessen wie der Colitis ulcerosa
vorkommen (61). Dartber hinaus kbénnen Mastzellen durch die von ihnen
sezernierten  Mediatoren einen  EinfluB auf Gewebshomdostase und
Gewebsdurchblutung sowie auf die Kontraktion von glatter Muskulatur, die im
Gastrointestinaltrakt hauptsachlich vorkommt, haben. Die von Mastzellen
ausgeschuitteten Mediatoren stimulieren darGber hinaus den lonentransport an der
humanen intestinalen Mukosa (64), dieser Vorgang kann in vitro an isolierter
intestinaler Mukosa (Ussing-Kammer Experimente) durch IgE Rezeptor
Quervernetzung induziert werden (65,66).

Im Jahre 1989 wurde von Stead et al. die Beobachtung verdffentlicht, dal3 in der
humanen Darmschleimhaut Mastzellen haufig in direkter Nachbarschaft zu
Nervenendigungen zu finden sind (67). Daraus wurde die Hypothese abgeleitet, dal3
von den Nervenzellen ausgeschittete Botenstoffe die Mediatorfreisetzung aus
Mastzellen aktivieren kdnnen. Bislang konnte allerdings fir humane intestinale
Mastzellen diese Annahmen nicht bestatigt werden (43), wenn auch humane
Hautmastzellen durch bestimmte Neuropeptide stimuliert werden kdénnen (s.0.). Im
Tiermodell konnte aber gezeigt werden, daf3 die von Mastzellen ausgeschitteten
Mediatoren in der Lage sind, ihrerseits die Nervenzellen der intestinalen Mukosa zu
stimulieren (68,69). Im humanen System liegen hierfir bislang keine
Untersuchungen vor.

Ebenfalls nicht bekannt ist, ob humane intestinale Mastzellen durch Chemokine
aktiviert werden kénnen. Chemokine bilden eine Klasse strukturell verwandter, ca. 8
kD groBer Peptide, die innerhalb des Immunsystems vielféltige Funktionen haben
(70,71). Chemokine kdnnen aufgrund ihrer Struktur in verschiedene Gruppen
eingeteilt werden, die unterschiedliche biologische Aktivitaten beinhalten. Chemokine
binden an ihre Zielzellen Uber G-Protein gekoppelte Rezeptoren. In neuerer Zeit
konnten eine Reihe von Chemokinen und Chemokin-Rezeptoren molekular
charakterisiert werden. Basophile und eosinophile Granulozyten setzen nach
Stimulation mit Chemokinen Mediatoren frei (72), und es wurde gezeigt, daB
bestimmte Chemokine bei chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen und bei
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Infektionen mit Helicobacter pylori vermehrt vorkommen (73). Im Gegensatz dazu
konnte eine Mediatorfreisetzung durch Chemokine weder in humanen Haut- oder
Lungenmastzellen noch in murinen Mastzellen, die in vitro aus Knochenmark
gewonnen wurden (bone marrow-derived murine mast cells”, BMMCQC),
nachgewiesen werden (42,74-76).

Im Tiermodell konnte vor kurzem gezeigt werden, dalB Mastzellen im
Gastrointestinaltrakt durch das von ihnen ausgeschittete TNF-o eine protektive
Rolle bei der Abwehr von pathogenen Keimen spielen kbnnen (77,78). Auch humane
Hautmastzellen kdnnen nach Stimulation TNF-a freisetzen (13), fur humane
intestinale Mastzellen liegen allerdings noch keine derartigen Ergebnisse vor. Auch
ist die Wirkung von Bakterien oder bakteriellen Antigenen auf humane Mastzellen
bisher nicht untersucht worden.

Die hier aufgeflhrien Beispiele zeigen, daf3 Mastzellen heute nicht mehr nur als
Effektorzellen der allergischen Entziindung gesehen werden, sondern daf sie auch
eine entscheidende Rolle im Zusammenspiel der Immunzellen und in der
Infektabwehr haben kdénnen. Allerdings liegen fir humane Mastzellen erst wenige
Daten vor, viele Ergebnisse wurden bis jetzt nur im Tiermodell erhoben.
Insbesondere gibt es bisher nur wenige Untersuchungen zu humanen intestinalen
Mastzellen, da bislang kaum geeignete Methoden zur Untersuchung dieses Zelltyps

vorlagen.
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1.4 Zielsetzung

Zu Beginn dieser Arbeit war Uber die Funktion humaner intestinaler Mastzellen wenig
bekannt. Das lag nicht zuletzt daran, daf3 diese Zellen funktionellen Untersuchungen
nur schwer zuganglich waren.

Fir die Untersuchungen von Mastzellen in vitro stehen prinzipiell zwei Moglichkeiten
zur Verflgung: Zum einen Untersuchungen an ungereinigten Mastzellen direkt nach
der Gewebsaufarbeitung, die bereits von anderen Arbeitsgruppen angewandt
wurden, aber nur sehr beschrankte Aussagekraft haben, und zum anderen die
Untersuchung gereinigter oder angereicherter Zellen, die eine genauere, auch
molekulare Charakterisierung ihrer biologischen Funktionen ermdéglichen wiirde.

Zu Beginn dieser Arbeit war keine Methode bekannt, intestinale Mastzellen
anzureichern oder zu kultivieren und somit einer genaueren Untersuchungen
zuganglich zu machen. Allerdings gab es Berichte Uber die Reinigung von Mastzellen
aus anderen Geweben bzw. von Ratten oder Mausen. Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit sollten daher zunachst Methoden zur Isolation und Reinigung humaner
intestinaler Mastzellen etabliert werden, wobei sichergestellt werden muf3te, dal3 die
Zellen anschlieBend funktionell intakt waren. AnschlieBend sollten in vitro die
Freisetzung von Mastzellmediatoren als eine der biologischen Funktionen von
Mastzellen naher untersucht werden. Dabei sollten insbesondere die
Mediatorfreisetzung durch IgE-Rezeptor Quervernetzung, aber auch IgE-
unabhangige Stimuli wie Neuropeptide und Chemokine getestet werden. Weiterhin
sollte untersucht werden, ob intestinale Mastzellen in der Lage sind, neben Histamin
und Sulfidoleukotrienen Zytokine zu produzieren und ob Bakterien die
Mediatorfreisetzung aus humanen intestinalen Mastzellen beeinflussen kénnen.
Darlber hinaus sollte ein Kultursystem etabliert werden, in dem der EinfluB3
bestimmter Zytokine wie z.B. SCF auf das Uberleben und die Mediatorfreisetzung
humaner intestinaler Mastzellen untersucht werden kann.
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2 MATERIAL UND METHODEN
2.1 Material
2.1.1 Gewebeproben zur Isolation von Zellen aus humaner

Darmschleimhaut

Die verwendeten Gewebeproben wurden von chirurgischen Resektaten in den

Operationsraumen der Abteilung Abdominal- und Transplantationschirurgie
entnommen. Nach Anweisung der Chirurgen wurde aus den makroskopisch
normalen Randbereichen der Resektate eine Probe von ca. 4 x 6 cm genommen.
Bei Patienten, die wegen einer entzindlichen Darmerkrankung operiert wurden,
wurde nach Mdglichkeit sowohl entzliindetes als auch nicht-entziindetes Gewebe

entnommen. Es wurden Alter und Geschlecht des Patienten sowie die Diagnose, die

Lokalisation des entnommenen

Farbveranderungen etc. notiert.

2.1.2 Reagenzien und Substanzen

Antikérper

anti CD117 Antikorper
(YB5.B8, monoklonal)

anti IgE-Rezeptor Antikérper
(mAk 29C6, monoklonal)

anti Kaninchen-lgG Antikorper
(aus Esel, mit POD markiert, fir Western-Blot)

anti LTC4D4E4 Antikorper
(monoklonal)

anti Maus-IgG fur MACS-System
(aus Ziege, polyklonal)

anti Ratten-NK-1 Antikérper
(aus Kaninchen, polyklonal)
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anti TNFou Antikorper fir Western-Blot
(polyklonal, aus Kaninchen)

Zytokin-inhibierende AntikGrper
(anti-SCF, -IL-3, -IL-4, -GM-CSF)

Zymed Histostain plus - Kit

Zytokine
rekombinantes humanes IL-3

rekombinantes humanes SCF

rekombinantes humanes TNF-o;

Genzyme GmbH, Russelsheim

R&D Systems, Wiesbaden

Zymed Laboratories, San Francisco,
CA, USA

Pepro Tech, Rocky Hill, NJ, USA

Novartis-Forschungsinstitut, Wien, Osterreich,
und Tebu GmbH, Frankfurt

Pepro Tech, Rocky Hill, NJ, USA

Substanzen und Enzyme fiir die Zellaufarbeitung

Acetylcystein (ACC)

BSA (Fraktion 1V, fettsaurefrei)
Chymopapain

Collagenase D

DNAse |

Elastase

Gelatine (cell culture tested)
HEPES (cell culture tested)

PBS ohne CaClz und MgCl,
(cell culture tested, 10fach Konzentrat)

Pronase

Substanzen fiir die Zellkultur

Antibiotika und Antimykotika fiir die Zellkultur
(Metronidazol: s.u.)

Giemsa-Losung

HEPES (cell culture tested)
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May-Grinwald-Lésung Merck, Darmstadt

Metronidazol Fresenius, Bad Homburg

RPMI 1640 ohne Glutamin und Phenolrot Gibco Life Technologies, Paisely,
Schottland, UK

Foetales Kélber-Serum (FCS) Gibco Life Technologies, Paisely,

(Charge: 40F1271J) Schottland, UK

Trypan-Blau Sigma Chemie GmbH, Minchen

Tlrk'sche Losung Merck, Darmstadt

Mayer's Hamalaun Merck, Darmstadt

Substanzen fiir die Stimulationsexperimente

lonomycin Sigma Chemie GmbH, Minchen
LPS (E. coli 026:B6) Sigma Chemie GmbH, Minchen
Phorbol-Myristat-Acetat (PMA) Calbiochem, Bad Soden
Neuropeptide

Acetylcholin (ACh), Natrium-Glutamat (Glu), Sigma Chemie GmbH, Miinchen

Serotonin (5-Hydroxytryptamin, 5-HT),
Somatostatin (ST)

Calcitonin gene-related peptide (CGRP), Bachem, Bubendorf, Schweiz
Gastrin releasing peptide (GRP),

Neurokinin A (NK-A), NK-B, Neuropeptid Y (NP-Y),

Substanz P (SP), Vasoaktives intestinales Peptid (VIP)

Chemokine

Interleukin 8 (IL-8), Pepro Tech, Rocky Hill, NJ, USA
Macrophage inflammatory protein 1 o (MIP 1),

Monocyte chemoattractant protein 1 (MCP-1), MCP-2, MCP-3,

"Regulated on activation, normal T-cell expressed and secreted” (RANTES)

Reagenzien fiir SDS-PAGE und Western-Blot

Amersham "full range rainbow marker” Amersham, Little Chalfont, GB
(Molekulargewichtsmaker fiir Western-Blot)

Rotiphorese Gel 30 Roth GmbH, Karlsruhe
(Acrylamid-Bisacrylamid-Stammldsung)

Trans-Blot Nitrocellulose Biorad, Mlnchen
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Reagenzien fiir die RT-PCR

oligo dT Primer Pharmacia, Uppsala, Schweden
Primer fir Tachykinin-Rezeptoren Life Technologies, Eggenstein
RNAse-freie DNAse Promega, Madison, WI, USA
RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden

Superscript™ Reverse Transkriptase Life Technologies, Eggenstein
Tagq DNA Polymerase Life Technologies, Eggenstein

Alle nicht aufgeflihrten Substanzen wurden mit héchstem Reinheitsgrad (p.A.)

verwendet.

2.1.3 Puffer und Lésungen fiir die Zellisolation

Alle Puffer und Lésungen wurden mit sterilem, pyrogenfreiem Wasser ("Ampuwa”,
Fresenius, Bad Homburg) angesetzt, sterilfiltriert und bei 4°C aufbewahrt.

Tyrode-Puffer 137 mM NaCl
2,7 mM KClI
0,36 mM Na2HPO4
5,55 mM D-Glucose

TE-Puffer 2 mM EDTA in Tyrode
TEA-Puffer 0,2 % (v/v) Ampicillin

0,4 % (v/v) Gentamycin 50 mg/ml

4 % (v/v) Metronidazol, in TE-Puffer
TGMD-Puffer 1,23 mM MgCI2

0,015 mg/ml DNAse
5 % (viv) 2 %ige Gelatine, in Tyrode-Puffer
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PCh-Lésung

CE-Lésung

3 mg/ml Pronase

0,75 mg/ml Chymopapain, in TE-Puffer

1,5 mg/ml Collagenase D
0,15 mg/ml Elastase, in TGMD-Puffer

Hepes-Puffer 20 mM HEPES

125 mM NaCl

0,5 mM D-Glucose

5 mM KCl
HA-Puffer: 0,125 mg/ml BSA in Hepes-Puffer
HACM-Puffer: HA-Puffer mit je 1 mM CaClz und MgCl.
MACS-Puffer 1 mg/ml BSA in Hepes-Puffer
2.1.4 Zellkultur
Basismedium RPMI 1640 ohne Phenolrot

Kulturmedium

10 % (vIv) FCS
25 mM HEPES

Basismedium mit

2 mM L-Glutamin (Gibco Life-Technologies)
100 pg/ml Gentamycin und Streptomycin
100 U/ml Penicillin

0,5 ug/ml Amphotericin
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2.1.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) und
Western-Blot
2x Probenpuffer: 186 mM Tris pH 6,8
20 % (v/v) Glycerin
4 % (wiv) SDS

10 % (v/v) R-Mercapthoethanol
0,005% (w/v) Bromphenolblau

Trenngelpuffer: 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8

Sammelgelpuffer: 0,5 M Tris-HCl, pH 6,8

Trenngel (15 %): 5,1 ml 30 %ige Gel-Stocklésung
2,5 ml Trenngelpuffer
2,2ml A. dest
100 pl 10%ige SDS-Losung
50 pl 10 %ige Ammoniumpersulfat-Lésung
5 ul TEMED

Sammelgel (5 %): 870 pl 30 %ige Gel-Stocklosung
1,25 ml Sammelgelpuffer
2,78 ml A. dest.
50 pl 10 %ige SDS-Losung
50 pl 10 %ige Ammoniumpersulfat-Loésung
5 ul TEMED

SDS-Laufpuffer: 25 mM Tris

160 mM Glycin
1% (w/v) SDS
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Kathoden - Puffer:

Anode | - Puffer;

Anode |l - Puffer:

TBST:

Entwicklerlosung:

25 mM Tris
40 mM 6-Aminohexansaure
20 % (v/v) Methanol

30 mM Tris
20 % (v/v) Methanol

300 mM Tris
20 % (v/v) Methanol

150 mM NaCl

20 mM Tris

0,1 % (v/v) Tween 20
pH 7,4

1 Tablette 4-Chloro-1 Naphtol

10 ml Methanol
50 ml PBS
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2.2 Methoden

2.2.1 Isolation von Mastzellen aus humaner Darmschleimhaut

Die Resektate wurden bis zur Aufarbeitung bei 4 °C in TEA-Puffer gelagert (i.d.R.
dber Nacht), nachdem Klammern, Nahtmaterial und Fettgewebe entfernt wurden.

Die Mukosa wurde prapariert, gewogen und zur Entfernung von Schleim in 50 ml
ACC-Loésung fur die Dauer von 10 min bei 37°C in einem Schittelwasserbad
(Julabo, Seelbach, alle Inkubationen bei 37°C wurden in diesem Wasserbad
durchgefiihrt) inkubiert. Falls sehr viel Schleim abgesondert wurde, wurde dieser
Schritt wiederholt. AnschlieBend wurde das Gewebe in TE mit 5 mM EDTA fUr die
Dauer von 20 min bei 37°C inkubiert, um Epithelzellen zu entfernen. Dann wurde die
Mukosa in 25 ml PCh-Lésung mit einer feinen Schere geschnitten, bis eine
Suspension von gleichmaBig kleinen Stiickchen (ca 1mm?®) entstand. Die
Suspension wurde durch einen 250 um Nybolt-Filter (Jirgens-Omnilab, Hannover,
Deutschland) filtriert und mit TE nachgespllt (insgesamt ca. 100 ml Filtrat). Das
Filtrat ( = Fraktion 1) wurde verworfen. Der Filterrickstand wurde in 25 ml PCh-
Lésung fir die Dauer von 30 min bei 37 °C inkubiert, anschlieBend filtriert und mit
TGMD-Puffer nachgespllt (insgesamt ca. 100 ml Filtrat (Fraktion 2), verworfen). Der
Filterrickstand wurde dann in 25 ml CE-L&sung fir die Dauer von 30 min bei 37°C
inkubiert, wiederum filtriert und mit TGMD nachgespult (Fraktion 3). Dieser Schritt
wurde nochmals wiederholt, wodurch man Fraktion 4 erhielt. Nach der vierten
Filtration wurde der ggf. noch vorhandene Filterriickstand verworfen. Fraktion 3 und
4 wurden dann bei 200 x g 10 min lang zentrifugiert und die Zellsedimente in
Medium resuspendiert, vereinigt und auf 50 ml aufgeflillt. Die Zellen wurden durch
einen 100 pm Nybolt-Filter filtriert und das Filtrat bei 200 x g 10 min lang
zentrifugiert. SchlieBlich wurde das Zellsediment in Medium resuspendiert und die
Zellen gezahlt und differenziert.
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222 Anreicherung von Mastzellen durch Dichtezentrifugation
Ausgehend von einer Arbeit Uber die Anreicherung von Lungenmastzellen mittels

Percoll-Gradienten (74) wurde fiir die vorliegende Arbeit nach einigen Vorversuchen
mit héheren Dichten eine Percoll-Praparation mit einer Dichte von 1,036 verwendet.

Isotone Percoll-Lésung: 9 Teile Percoll (Pharmacia, Uppsala, Schweden, Dichte = 1,13 g)
1 Teil Hepes-10x Puffers (Dichte = 1,06 g)
Die entstandene Lésung (= SIP) ist isoton und hat eine Dichte von 1,123 g.
Zur Herstellung der Gebrauchslosung wird die SIP-Losung mit Hepes 1x Puffer bis zur gewlinschten

Dichte verdiinnt.

5 ml Percoll-Lésung wurden in sterile 16x125 mm Kunststoff-Réhrchen vorgelegt.
Die Zellen wurden auf eine Konzentration von 2 x 10’ Zellen/5 ml Medium eingestellt
und die Percoll-Lésung mit 5 ml Zellsuspension Uberschichtet. Die Zellen wurden bei
500 x g und RT flr die Dauer von 30 min zentrifugiert. Die Zellen der Ringfraktion
sowie die des Sedimentes wurden mit einer Pipette abgehoben und gesammelt. Die
Zellen wurden 1x in Basismedium gewaschen, in Kulturmedium aufgenommen und

gezahlt und differenziert.

2.2.3 Anreicherung von Mastzellen durch Magnetseparation

Nach Uber-Nacht-Kultur wurden die Zellen geerntet, gezahlt und differenziert. Die
Zellen wurden abzentrifugiert, je angefangenen 108 Zellen (Gesamtzellzahl) in 250 pl
MACS™-Puffer aufgenommen und fur die Dauer von 30 min bei 4°C mit 5 pg/ml anti-
CD117 Antikdrper inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen in MACS™-Puffer
gewaschen, bei 200 x g zentrifugiert und das Sediment in der o.a. Puffermenge
resuspendiert. Der Ziege-anti-Maus MACS™-Antikdrper wurde in der vom Hersteller
empfohlenen Konzentration zugegeben und fir die Dauer von 30 min bei 4°C
inkubiert. Danach wurden die Zellen in MACS™-Puffer gewaschen, in 1 ml MACS-
Puffer aufgenommen und auf die Sdule gegeben. Die Anreicherung der Mastzellen
erfolgte Uber eine MACS™-BS-Saule nach den Vorschriften des Herstellers. Die

Saule wurde mit 50 ml MACS-Puffer gewaschen, um nicht gebundene Zellen zu
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entfernen. Dann wurde die Saule aus dem Magneten entfernt und die an das
Saulenmaterial gebundenen Mastzellen mit 30 ml MACS-Puffer eluiert. Die
Waschfraktion und das Eluat wurden zentrifugiert, die Zellen in Kulturmedium

aufgenommen, gezahlt und differenziert.

2.2.4 Zellkultur

Die Zellen von Fraktion 3+4 wurden in einer Dichte von 2x10° Gesamtzellen pro ml
Kulturmedium in 6-well Gewebekulturschalen mit 5 ml Kulturvolumen pro Depot
ausgesat. Die Zellen wurden mit oder ohne Zusatz von 25 ng/ml rekombinanten
humanen SCF bei 37°C, 5 % CO, und max. Luftfeuchtigkeit in einem
Begasungsbrutschrank (Heraeus, Osterode) kultiviert. Die Kulturen wurden in der
Regel 1x pro Woche versorgt, indem die Halfte des alten Mediums vorsichtig
abgenommen und durch frisches Kulturmedium ersetzt wurde. SCF wurde ebenfalls
1x pro Woche frisch zugesetzt.

Die Kultur von angereicherten Mastzellen nach Magnetseparation erfolgte im Prinzip
genauso, allerdings wurden die Zellen hier in einer Dichte von 0,5x10%ml ausgesat.

2.2.5 Zellzahlung und -differenzierung

Die Zellzdhlung erfolgte in einer Neubauer-Zahlkammer (JUrgens-Omnilab
Laborbedarf, Hannover) in Tlrk'scher Lésung, die Erythrozyten lysiert.

Farbeansatz: 90 pl Farbeldsung + 10 ul Zellsuspension
Es wurden die 4 groBen AuBenquadrate der Zahlkammer ausgezéhlt und von
diesem Wert der Mittelwert gebildet. Ein groBes AuBenquadrat hat das Volumen von

0,1 pl. Zur Berechnung der Zellzahl wurde folgend Formel verwendet:

Anzahl gezahlter Zellen x 10.000 x Verdinnungsfaktor = Anzahl Zellen pro ml Suspension.
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Zur Bestimmung des Anteils an toten Zellen wurde eine Trypan-Blau Farbung
durchgefthrt. Der Farbstoff dringt in tote Zellen ein und férbt sie blau. Lebende
Zellen und Erythrozyten werden nicht gefarbt ("dye-exclusion” - Methode).

Farbeansatz: 20 pl Farbelosung + 80 ul Zellsuspension

Die Zellen wurden innerhalb von 2 min in einer Neubauer-Zahlkammer gezahlt. Es
wurden 4 groBe AuBenquadrate ausgezahlt und der prozentuale Anteil der gefarbten
(= toten) Zellen bestimmt.

Far die Differenzierung wurde von der Zellsuspension ein Zytospot mittels einer
Zytospin 3 - Zentrifuge (Shandon Scientific Ltd., Astmoor, GB) angefertigt. Das
Praparat wurde luftgetrocknet und dann mit einer May-Grinwald-Giemsa Farbung
nach Pappenheim angefarbt. Die Differenzierung der Zellen erfolgte bei einer
1000fachen VergréBerung an einem Leica Ortholux Il Mikroskop in

Wasserimmersion.

2.2.6 Kultur  ungereinigter = Mastzell-Priaparationen mit Zytokin-
inhibierenden Antikérpern
Die Zellen wurden direkt nach Aufarbeitung in einer Dichte von 2 x 10° Zellen pro ml

Kulturmedium ausgesat. Die Zytokin-inhibierenden Antikérper wurden in folgenden

Konzentrationen zugesetzt:

anti-SCF: 10 pg/ml
anti-IL-3: 100 pg/ml
anti-1L-4: 10 pg/ml
anti-GM-CSF: 250 pg/ml

Die eingesetzte Menge an Antikérpern war ausreichend, um eine 100 %ige
Blockierung der entsprechenden Zytokine zu erzielen, falls die in der normalerweise
im menschlichen Serum vorliegenden Konzentration in der Zellsuspension

vorhanden waren. Als Kontrolle wurden ein Teil der Zellen jeweils ohne Zuséatze bzw.
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mit 25 ng/ml SCF kultiviert. Die Zellen wurden fir die Dauer von 7 Tagen kultiviert,
wobei nach 3 Tagen erneut die inhibierenden Antikérper zugegeben wurden.
Dadurch konnten eventuell innerhalb dieser Zeit durch kontaminierende Zellen neu
produzierte Zytokine ebenfalls neutralisiert werden.

2.2.7 Préparation intestinaler Bakterien

Nach der Isolation von Darmzellen aus dem Resektat eines 33 jahrigen méannlichen
Patienten mit der Diagnose "Polyposis coli” und ohne klinische Hinweise auf Sepsis
oder Enteritis trat trotz der Antibiotika im Kulturmedium innerhalb weniger Stunden
eine massive bakterielle Infektion der Zellen auf. Der Uberstand dieser Kultur wurde
entnommen und zur Identifikation der Keime sowie der Erstellung eines
Antibiogramms dem Institut fir Medizinische Mikrobiologie der Medizinischen
Hochschule Hannover Ubergeben. Bei den Bakterien handelte es sich um eine
Mischpopulation aus den gramnegativen Escherichia coli, Klebsiella oxytoca und
Stenotrophomonas maltophilia. Die Bakterien wiesen multiple Resistenzen
gegenutber den gangingen und von uns verwendeten Antibiotika auf. Die Bakterien
wurden als Mischpopulation in Basismedium (1 ml Originaliberstand auf 10 ml
Medium) Gber Nacht auf einem Schittler bei 37°C angezogen und in Glyzerin bei
-80°C bis zur weiteren Verwendung aufbewabhrt.

Am Abend vor dem Stimulationsexperiment werden 100 ul der frisch aufgetauten
Bakteriensuspension in 5 ml Basismedium gegeben und fir 14 h bei 37°C auf einem
Schttler inkubiert. Dadurch betrug die Konzentration der Bakterien etwa 1 x 10°
Bakterien pro ml Medium.

2.2.8 Mediator-Freisetzung aus humanen intestinalen Mastzellen

2.2.8.1 Kurzzeit-Stimulation (Wasserbad-Experimente)

Diese Versuche wurden durchgefihrt, um die Freisetzung von Histamin und
Sulfidoleukotrienen (sLT) nach kurzzeitiger Stimulation durch IgE-Rezeptor

Quervernetzung oder durch nicht-immunologische Stimuli zu induzieren.
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Die Zellen wurden geerntet, gezahlt und differenziert und in HACM-Puffer in einer
Konzentration von ca. 10° Mastzellen pro ml Zellsuspension aufgenommen. Jeweils
1 ml dieser Zellsuspension wurde in sterile 3 ml-Plastikr6hrchen pipettiert und bis
zum Versuchsbeginn auf Eis gestellt. Pro Versuchsbedingung wurden 2 Réhrchen
angesetzt (Doppelbestimmung). Die Versuche wurden in einem Schiittelwasserbad
(Julabo, Seelbach) bei 37°C durchgefthrt. Die Testsubstanzen wurden i.d.R. nach
folgendem Schema zupipettiert:

1) Versuche mit Vorstimulation

0 min — 10 min — 20 min — 60 min
Aufwarmphase Vorstimulation Stimulus Stop
(z.B. SCF, IL-3) (z.B. mAk 29C6)

oder Inhibitor

2) Versuche ohne Vorstimulation

0 min — 10 min —> 60 min

Aufwarmphase Stimulus Stop
(z.B. Neuropeptide)

Die Inkubationszeiten fir die Stimuli oder die Triggersubstanzen wurden je nach
Fragestellung modifiziert. Fir Stimulationen, die langer als zwei Stunden dauern
sollten, wurden die Zellen in Zellkulturplatten im Brutschrank inkubiert (s.u.)

Zur Beendigung der Reaktion wurden die Réhrchen mit den Zellen in ein
Eiswasserbad gestellt. AnschlieBend wurden die Zellen bei 500 x g abzentrifugiert
und der Zelliberstand bis zur Messung der Mediatoren in kleinen Aliquots bei -80°C
gelagert. Der Totalhistamingehalt wurde aus Zelllysaten bestimmt. Dazu wurde die
Halfte der flr die Stimulation eingesetzten Zellmenge mit dem gleichen Volumen
sterilen Wasser verdiinnt, in fllissigem Stickstoff eingefroren, aufgetaut und 10 min
lang mit Ultraschall behandelt. Der Zelllberstand wurde dann wie oben beschrieben

weiterbehandelt.
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2.2.8.2 Langzeit-Stimulation

Diese Versuche wurden fur den Nachweis der Neusynthese von Zytokinen sowie fr
die Untersuchung von Langzeiteffekten von Testsubstanzen durchgefihrt. Um eine
unkontrollierte Vorstimulation durch SCF auszuschlieBen, wurden die Mastzellen
friihestens 5 Tage nach der letzten SCF-Zugabe flir diese Experimente verwendet.
Die Zellen wurden geerntet, auf eine Konzentration von ca. 5 x 10°> Mastzellen pro ml
in Kulturmedium ohne SCF eingestellt und in entsprechenden Zellkulturplatten (6-,
12- oder 24-well-Platten fir ein Volumen von 5, 2 oder 1 ml) ausgesat. Nach der
Zugabe der Stimuli wurden die Zellen fir die Dauer von 2 - 24 h im Brutschrank bei
37°C, 5 % CO, und gesattigter Luftfeuchtigkeit inkubiert. Nach Beendigung der
Inkubation wurde die Zellsuspension in sterile Plastikréhrchen Gberfihrt, die Zellen
bei 500 x g abzentrifugiert und der Zelliberstand bei -80°C bis zur Messung der
Mediatoren aufbewahrt.

2.2.8.3 Stimulation mit intestinalen Bakterien

Die Bakteriensuspension wurde wie unter 2.2.7 beschrieben hergestellt. Die
Versuche wurden frihestens 5 Tage, nachdem die Zellen zuletzt versorgt worden
waren, durchgefihrt, um die Wirkung der im Medium vorhandenen Antibiotika
abzuschwéachen und einen unkontrollierten EinfluB von SCF zu vermeiden. Pro ml
Zellsuspension (ca. 5 x 10° Mastzellen) wurden 10 pl Bakteriensuspension
eingesetzt und fir die Dauer von 6 h bei 37°C und 5% CO, im Brutschrank inkubiert.
Bei der Ernte wurden die Zellen bei 200 x g abzentrifugiert und der Uberstand erneut
bei 15.000 x g in einer Tischzentrifuge (Eppendorf, Hamburg) zentrifugiert, um die
Bakterien zu sedimentieren. Der Uberstand wurde bei -80°C bis zur Messung der
Mediatoren eingefroren.

2.2.9 Quantitativer Nachweis von Mastzell-Mediatoren mittels Inmunoassay

Histamin

Der Nachweis von Histamin aus Zelllberstanden erfolgte mittels eines kompetitiven
Histamin-Radioimmunoassays der Firma Coulter-Immunotech (friher: Dianova-
Immunotech), Hamburg, nach den Angaben des Herstellers. Die Zelliberstande

wurden ggf. vor der Messung mit HA-Puffer verdiinnt. Die unter Nachweisgrenze
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liegt bei 0,1 nM. Bei der Berechnung des Totalhistamingehaltes mufBte der
Verdinnungsfaktor durch die Zugabe des Wassers zur Zellsuspension (vergl.
2.2.8.1) eingerechnet werden. Die Darstellung des Histamingehaltes erfolgt als
"% Histamin vom Totalhistamingehalt der Zellen” oder als "ng Histamin pro 10°

Mastzellen”.

Sulfidoleukotriene

Sulfidoleukotriene (sLT, LTC4/D4/E4) wurden mittels eines kompetitiven
Radioimmunoassays nachgewiesen (79-81). Die untere Nachweisgrenze liegt bei
3 pg pro ml Zelliberstand. Die Darstellung des Leukotrien-Gehaltes erfolgte als

"pg Leukotrien pro 10° Mastzellen”.

Tumor Nekrose Faktor-a (TNF-a)

Der Nachweis von TNF-a aus Kulturiberstanden oder Zelllysaten wurde mit einem
Enzymimmunoassays der Firma Genzyme Virotech, Russelsheim, nach den
Angaben des Herstellers durchgeflihrt. Dieser Assay kann sowohl mit dem normalen
Standardbereich als auch im "high-sensitivity” - Bereich verwendet werden. Dabei
verringert sich die untere Nachweisgrenze von 3 pg/ml auf 0,5 pg/ml
Kulturiiberstand. Der TNF-a. Gehalt wurde als "pg TNF-o. pro 10° Mastzellen”

dargestellt.

Interleukin 5 (IL-5)

IL-5 wurde in Kulturiiberstanden mittels eines Enzymimmunoassays der Firma R&D
Systems, Wiesbaden, nach den Angaben des Herstellers gemessen. Die untere
Nachweisgrenze liegt bei 21 pg/ml. Die Darstellung des IL-5-Gehaltes erfolgte als
"pg IL-5 pro 10° Mastzellen”.

2.2.10 Qualitativer Nachweis von TNF-o. durch SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) und Western-Blot

Pro Ansatz wurden 10° unstimulierte oder stimulierte Mastzellen (Reinheit > 95 %)

geerntet, bei 200 x g zentrifugiert und der Uberstand sorgféltig abgenommen. Die

Zellen wurden mit 10 pl doppelt konzentriertem SDS-Probenpuffer gemischt, far die

36



Material und Methoden

Dauer von 5 min mit Ultraschall behandelt und anschlieBend 10 min lang gekocht.
Als Standard wurden 0,5 pg humanes rekombinantes TNF-a (Pepro Tech, Rocky
Hill, NJ, USA) eingesetzt. Als Molekulargewichtsstandard wurde ein vorgeféarbter
Marker mit einem Spektrum von 10 - 250 kD verwendet.

Die SDS-PAGE erfolgte nach Laemmli (82) in einem Mini-Gel System (Mini Protean
Il Cell, Biorad, Minchen) mit einem 15 %igen Trenngel und einem 5 %igem
Sammelgel (Geldicke 0,75 mm). Die Proben konnten zunéachst bei 50 V (Leistung
und Stromstarke unbegrenzt) fir die Dauer von 30 min in das Gel einlaufen und
wurden dann bei 100 V fir die Dauer von 2 h fraktioniert.

Das Blotten erfolgte in einer Semi-Dry Blot-Kammer (Phase, MélIin) auf Trans-Blot
Nitrocellulose. Das Gel wurde in Kathodenpuffer 30 min lang aquilibriert und dann zu
folgendem "Sandwich” gepacki:

ANODE

3 Filterpapiere mit Anode Il - Puffer

3 Filterpapiere mit Anode | - Puffer
Nitrocellulose (Blot-Folie) in Anode | - Puffer
Gel

3 Filterpapiere in Kathoden - Puffer
KATHODE

Das Blotten erfolgte mit 45 mA pro Gel fir die Dauer von 45 min. Die Blot-Folie
wurde Uber Nacht in TBST mit 2 % (w/v) BSA bei 4°C auf einem Schttler inkubiert.
Am né&chsten Tag wurde die Blot-Folie mit einem anti-TNF-a. Antikérper (1:250 in
TBST mit 2 % (w/v) BSA) bei RT fur die Dauer von 1 h auf einem Schuttler inkubiert.
Die Blot-Folie wurde dann 3x 10 min lang in TBST gewaschen, ein POD-markierter
anti-Kaninchen Antikérper (1:2000 in TBST) zugegeben und 1 h lang bei RT auf
einem Schdattler inkubiert. Dann wurde 3 x 10 min lang in TBST gewaschen, die
Entwicklerlésung sowie 100 pl 30 %iges H>O. zugegeben und bis zur gewiinschten
Farbintensitat entwickelt.

2.2.11 RT-PCR mit Primern gegen humane Tachykinin-Rezeptoren

Mastzellen wurden durch Magnetseparation und nachfolgende Kultur mit SCF
gereinigt. AnschlieBend wurde die Halfte der Zellen fur die Dauer von 6 h bei 37°C

37



Material und Methoden

mit 100 ng/ml mAk 29C6 stimuliert. Stimulierte und unstimulierte Zellen der selben
Zellpraparationen wurden geerntet und die Gesamt-RNA sofort mit dem RNeasy Mini
Kit prapariert. Fir die RT-PCR wurden 200 ng Total-RNA 15 min lang bei 37°C mit
10 U RNAse-freier DNAse behandelt, um genomische DNA zu entfernen. Die RNA
wurde 10 min bei 70°C denaturiert und die cDNA durch Zugabe von Superscript™
Reverse Transkriptase und 20 pmol oligo dT Primern far die Dauer von 1 h bei 37°C
synthetisiert. 1/10 des cDNA-Volumens wurde fir eine PCR-Reaktion eingesetzt. Die
PCR wurde mit 2,5 U Tag DNA Polymerase und 20 pmol der Primer fir die
Tachykinin-Rezeptoren (s.u.) in einem Reaktionsvolumen von 50 pl durchgefinhrt.
cDNA wurde mit einem Peltier thermal cycler (PTC200, MJ Research, Watertown,
MA, USA) amplifiziert. 35 Zyklen (60 sec bei 94°C, 80 sec bei 60°C, 70 sec bei 72°C)
wurden durchgefihrt. Nach dem letzten Zyklus wurde eine Elongation fir die Dauer
von 5 min bei 72°C durchgefihrt. 10 pl des PCR Produktes wurden in einem
1 %igem Agarose-Gel mit 500 ng/ml Ethidium-Bromid separiert und anschlieBend
fotografiert.

Primer fir den NK-1 Rezeptor:

sense: 5-CAATCAGTTCGTGCAACCAGCC-3;

antisense: 5-CTATCAAAGGCCACAGCCGTC-3" (83).

Primer flr den NK-2 Rezeptor:

sense: 5-GAAGAATGCCCAGCTTCTGG-3";

antisense: 5-GCAGCACCAAGAGGAGAGTG-3" (84).

Primer fir den NK-3 Rezeptor:

sense: 5-CTACTCCATGACGGCCATTGC-37;

antisense: 5-CTCCTGGGATTTCTCCTCCC-3'(85).

2.2.12 Immunzytochemischer Nachweis des Neurokinin-1 Rezeptors
(NK-1) auf isolierten Mastzellen

Stimulierte und unstimulierte Mastzellen (n = 3, Reinheit 54, 88 und 98 %) wurden
mittels Zytozentrifugation auf Objekttrager gebracht, die zuvor mit APES (0,5 % (v/v)
in Azeton) beschichtet worden waren. Die Zellen wurden 10 min lang in Azeton fixiert
und luftgetrocknet. Die Praparate wurden in PBS gewaschen und endogene
Peroxidase durch Inkubation in H2O2 (3 % (v/v) in Methanol) fir die Dauer von 10
min geblockt. Unspezifische Farbung wurde durch Absattigen mit einer Proteinlésung
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in PBS (Zymed plus Kit) fur die Dauer von 30 min bei RT reduziert. Die Praparate
wurden dann mit einem Kaninchen-anti Ratten-NK-1 Antikérper (1:500 in PBS) oder
Kaninchen-Normalserum als Negativkontrolle tber Nacht bei 4°C inkubiert. Der
Antikdrper erkennt den Tachykinin-Rezeptor NK-1, der - in absteigender Reihenfolge
- die Liganden Substanz P (SP), Neurokinin-A (NK-A und NK-B bindet. Die Praparate
wurden in PBS gewaschen und dann mit dem "Zymed plus”-Kit nach den Angaben
des Herstellers entwickelt, wobei Zellen mit einer positiven Immunreaktion rot
angefarbt wurden. Die Praparate wurden mit Mayer's Hamalaun 10 s lang
gegengefarbt und anschlieBend 5 min lang in Leitungswasser geblaut. Die Praparate
wurden mit Kaiser's Glycerin-Gelatine eingedeckt. Pro Préaparat wurden 2 x 500
Zellen gezahlt und der Prozentsatz der flir den NK-1 Rezeptor positiven Zellen

bestimmt.

2.2.13 Statistik

Statistische Berechnungen wurden mit dem Computerprogramm SPSS (Version 7.5
fir Microsoft Windows) und der freundlichen Unterstitzung von Frau Julika Mayer
und Herrn Kinan Rifai durchgefihrt. Wenn nicht anders angegeben, erfolgte die
Darstellung der Ergebnisse als Mittelwert (MW) + Standardabweichung (SD).
Signifikanz-Berechnungen innerhalb eines Experimentes erfolgten mit dem
zweiseitigen t-Test flr gepaarte Stichproben. Signifikanz-Berechnungen zwischen
zwei Gruppen (z.B. Patienten-Gruppen oder Kulturbedingungen) erfolgten mit dem
zweiseitigen tTest fir unabhangige Stichproben oder mit dem Mann-Whithney-U
Test. Korrelationen wurden nach Pearson berechnet.
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3

3.1

ERGEBNISSE

Isolation von Mastzellen aus humaner intestinaler Mukosa

Nach der in 2.2.1 beschriebenen Methode gelang es, aus der Mukosa chirurgischer

Darmresektate eine Einzelzell-Suspension herzustellen,

Mastzellen enthielt.

die

im  Mittel

3,6 %

In Tabelle 3 sind am Beispiel von 50 Resektaten die Patientencharakteristika sowie

die Zellausbeute bei der Aufarbeitung dargestellt

Tabelle 3: Patientencharakteristika und Zellausbeute am Beispiel von 50 Praparaten
DD = Diinndarm, Co = Dickdarm, RS = Recto-Sigmoid. Dargestellt sind MW+SD
und die Schwankungsbreite.
Diagnose | Anzahl | Alter | Geschlecht Lage Entziin- | Gewicht | Zellzahl | Fr.1+2 | Fr.3+4
(n) | (Jahre) (m:w) (DD:Co:RS | dung (n) | Mukosa (g) | (x108) | (x10%) | (x 108)
)
Tumor 25 6112 16:9 6:6:13 0 5,9+0,6 112+15 | 34+10 7418
(44-82) (2,9-16,0) | (13-242) | (1-140) | (12-148)
M. Crohn | 13 2942 8:5 5:8:0 10 2,310,4 93426 | 4913 | 56+14
(21-47) (1,0-4,2) (7-205) | (3-88) | (5-117)
CuU. 2 55 11 1:1:0 2 58 177 16 16
(42, 68) (3,6-8) | (168-187) | (2-31) | (156-166)
Andere 10 4515 7:3 4:2:4 1 57+1,3 93£32 2719 61115
(24-69) (1,5-10) | (14-242) | (2-62) | (5-138)
Alle 50 4942 32:18 15.17.18 13 5,210,5 10512 | 3546 71+7
(21-82) (1,0-16) (7-241) | (1-140) | (5-166)

Fur alle weiteren Experimente wurden nur die Zellen von Fraktion 3+4 verwendet. Die
Zellen von Fraktion 1+2 wurden verworfen, da sie im Mittel nur 1,6 % Mastzellen
enthielten, wahrend Fraktion 3+4 im Mittel 3,6 % Mastzellen enthielt. Da die Anzahl

aller Zellen bei Fraktion 1+2 ebenfalls geringer war als bei Fraktion 3+4, lag die
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absolute Mastzellzahl in Fraktion 3+4 mit 2,1 x 10° Zellen um den Faktor vier hoher
als in Fraktion 1+2.

Tabelle 4 zeigt die Zusammensetzung der Zellsuspension von Fraktion 3+4 von 50
Aufarbeitungen in Abhangigkeit von variablen Patientencharakteristika wie Diagnose
und Resektionsort. Farbtafel 1 zeigt in Bild A die Zusammensetzung der
Zellsuspension von Fraktion 3+4 nach Pappenheim-Farbung.

In Tabelle 4 ist gezeigt, daB der prozentuale Anteil an Mastzellen in Fraktion 3+4
keinen signifikanten Schwankungen in Abhangigkeit von der Diagnose, dem
Resektionsort oder dem Grad der Entziindung des Gewebes unterliegt. Im Gegensatz
dazu sind andere Entziindungszellen wie eosionophile und neutrophile Granulozyten
oder Lymphozyten bei chronischer Entzindung (Morbus Crohn, Colitis ulcerosa)
sowie im aktiv entziindeten Gewebe zu einem signifikant héheren Prozentsatz
vertreten als in nicht-entziindetem Gewebe von Patienten mit intestinalen Tumoren
oder anderen Erkrankungen. Der Histamingehalt pro Mastzelle ist bei Resektaten von
Patienten mit chronischer Entziindung sowie bei Resektaten aus dem Duinndarm
erhdht. Alter und Geschlecht der Patienten hatten keinen Einflu auf den Anteil an
Mastzellen sowie deren Histamingehalt (Daten nicht gezeigt).

Die Aufarbeitung des Gewebes erfolgte zunachst entweder sofort nach Erhalt des
Praparates oder am nachsten Tag nach einer Lagerung in TEA-Puffer bei 4°C Uber
Nacht. Vergleichend konnte gezeigt werden, dafB3 der Zeitpunkt der Aufarbeitung
keinen EinfluB auf die Vitalitat der Zellen von Fraktion 3+4 hatte, die im Mittel nach
der Trypanblau-Farbung zu 85 % vital waren. Darlber hinaus konnte sogar gezeigt
werden, daB der prozentuale Anteil an Mastzellen in Fraktion 3+4 sowie der
Histamingehalt pro Mastzellen bei den Aufarbeitungen am néachsten Tag héher waren
(Tabelle 4). Diese Ergebnisse als auch logistische Aspekte flhrten dazu, daB die
Aufarbeitung der Mukosa fir alle weiteren Experimente in der Regel erst am néchsten
Tag erfolgte.
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Tabelle 4: EinfluB von Resektionsort, Diagnose und Zeitpunkt der Aufarbeitung auf die
Zusammensetzung der Zellsuspension (Fraktion 3+4). Gezeigt sind Mittelwert
(SEM).
Kriterien Anzahl | Zellzahl | MC EO NEU LY Andere | Histamin
(n) (x10%) | (%) (%) (%) (%) (%) (pg/MC)
Ort der | Diinndarm | 15 58 (13) | 3,3 6,1 2,8 8,7 73,0 1,19 (0,4)
Resektion ©06) | (1,00 |23 |(@3 |65
Dickdarm | 17 75(12) |43 55 1,5 264 | 62,1 0,25 (0,05)
(120 | (©07) |08 |(B7) |60
Sigma/ 18 78 (10) | 3,1 3,6 0,3 13,3 | 80,0 0,33 (0,07)
Rektum 05 (06 |02 |34 |37
Diagnose Tumor 25 74 (8) 34 39 0,3 9,6 78,6 0,42 (0,06)
04) | (04 (02 |18 |40
Morbus 13 56 (14) | 37 71 4,7 303 | 547 0,99 (0,43)
Crohn (15 [ (1,00 |28 |63 |(63)
Colitis 2 161(5) | 4,0 9,3 1,3 330 | 537 0,86 (0,57)
Ulcerosa (15 132 |02 (230 |(184)
Andere 10 61(15) | 38 4,1 0,6( 10,0 | 817 0,31(0,14)
(100 |08 |04 @& |4
Gewebe nicht 37 69 (7) 35 4,5 04 10,3 | 786 0,57 (0,17)
entziindet ©04) 105 |02 |17 |30
entziindet | 13 77(18) | 37 6,6 5,1 344 | 50,7 0,65 (0,35)
(16) | (1.0) |31 | (68 |65
Isolation sofort 21 81(11) |22 4,5 1,5( 184 | 682 0,3(0,11)
nach OP 04) 1(05) |05 (53) | (69
nachster | 29 63 (8) 4,4 53 1,5 145 | 744 0,76 (0,23)
Tag o7 (07 |12 |24 |60
Alle 50 (7 3,6 5,0 1,5 16,0 | 72,0 0,61
Patienten 05 |05 |08 |25 |32 (0,16)
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3.2 Anreicherung und Kultur humaner intestinaler Mastzellen

Stimulationsexperimente  mit  ungereinigten  Mastzellen sind nur  bedingt
aussagekraftig, da die kontaminierenden Zellen entweder die Aktivierbarkeit der
Mastzellen verandern oder ihrerseits von den gewahlten Agonisten stimuliert werden
kénnen. Besonders Lymphozyten, Makrophagen und Granulozyten sind auch in der
Lage, Zytokine zu sezernieren, so dafB3 es bei ungereinigten Zellpraparationen zu
falsch-positiven Aussagen kommen kénnte. Auch fir molekularbiologische Methoden
wie die RT-PCR werden reine Zellpraparationen bendétigt. Daher wurde im Rahmen
der vorliegenden Arbeit mit verschiedenen Methoden versucht, Mastzellen weiter

anzureichern.

3.2.1 Anreicherung humaner intestinaler Mastzellen durch
Dichtegradientenzentrifugation (Percoll)

Basierend auf Arbeiten mit humanen Lungenmastzellen (74) wurde nach einigen
Vorversuchen Percoll der Dichte 1,037 g/ml verwendet. Mastzellen sollten sich nach
der Zentrifugation im Sediment unter der Percoll-Lésung befinden. Tabelle 5 zeigt die
Anreicherung sowie die Wiederfindungsrate der Mastzellen von 5 Experimenten.

Tabelle 5: Anreicherung und Wiederfindungsrate von Mastzellen nach

Dichtegradientenzentrifugation (Percoll mit 1,037 g/ml)

Anteil MC an Anteil MC nach Ausbeute MC
Frakt. 3+4 (%) Percoll (%) nach Percoll (%)
Exp. 1 55 10,5 52,6
Exp. 2 8,5 11,5 73,5
Exp. 3 2,0 6 79,4
Exp. 4 2,5 5 50,5
Exp. 5 55 75 45,5
gesamt: 4,8+2,6 8,1t2,8 60,3115
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Die Daten zeigen, dal3 durch Dichtezentrifugation mittels Percoll keine wesentliche
Anreicherung von Mastzellen erreicht wurde. Gleichzeitig kam es zu einem Verlust
von fast 50 % der Mastzellen. Die oben dargestellten Ergebnisse lieBen sich auch mit
anderen Percoll-Dichten nicht verbessern: Eine niedrigere Dichte als 1,037 g/ml flhrte
zu noch geringerer Anreicherung bei leicht verbesserter Ausbeute, wahrend bei
hdheren Dichten die Wiederfindungsrate auf unter 20% absank (Daten nicht gezeigt).
Diese Ergebnisse flhrten dazu, die Dichtegradientenzentrifugation als Methode zur
Anreicherung von Mastzellen nicht weiter einzusetzen. Positiv konnte jedoch vermerkt
werden, daf durch Dichtegradientenzentrifugation die bei einigen Praparationen
aufgetretenen Kontamination mit Mucus vermindert werden konnte, da der Mucus auf
der Percoll-Schicht liegenblieb, wahrend die Mastzellen hauptsachlich im Sediment zu
finden waren. Dichtegradientenzentrifugation kann also zur Entfernung des Mucus
eingesetzt werden, wenn die Zellpraparationen viel Mucus enthalten und ein Verlust

von Mastzellen in Kauf genommen werden kann.

3.2.2 Anreicherung humaner intestinaler Mastzellen mittels
Magnetseparation

In der Literatur wurde die Anreicherung humaner Hautmastzellen mittels
magnetischer Partikel, die an eine Antikérper gegen den c-kit-Rezeptor binden,
beschrieben (86), wobei die Autoren das DynabeadTM-System der Firma Dynal
verwendeten. Fir die vorliegende Arbeit wurde das MACS™-System der Firma
Miltenyi Biotec verwendet (87)t, da die entsprechenden Gerate bereits in der
Arbeitsgruppe vorhanden waren. Das MACSTM—System hat auBerdem den Vortell,
daB die an die Zellen bindenden paramagnetischen Partikel sehr klein sind
(Durchmesser: << 0,05 pym) und diese daher nicht so stark beeinflussen wie die
vergleichsweise sehr groBen Dynabeads (Durchmesser: > 0,5 um).

In Tabelle 6 sind die Ergebnisse der Anreicherung durch Magnetseparation von 40
Aufarbeitungen gezeigt. Die Zellen wurden vor der Magnetseparation fir 1 Nacht
ohne den Zusatz von SCF kultiviert.
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Tabelle 6: Reinheit und Ausbeute humaner intestinaler Mastzellen nach Magnetseparation (n
= 40, dargestellt sind MWxSD und Schwankungsbreite)

(x 108) (%) (x 108) (%) gesamt (%) Mastzellen (%)

Fr.3+4 | 190641079 | 44421 87468 | 79+10
(4555220) | (151100 | (11-31,2) | 54-94

MACS+ | 77459 | 6062204 | 42433 | 35417 4,638 59,8+47,9
(11-295) | (4,0-905) | (06-129) | (5-77) (0,7-184) (12,4-257,0)
MACS- | 422421 | 15+15 | 054+08 | 47417 19,0+12,6 6,159
(38-1730) | (0-58) (0-4,2) (4-85) (5,0-57,0) (0-20,6)

Direkt nach der Magnetseparation wurde bei den Zellen der MACS + Fraktionen
haufig ein hoher Anteil an toten Zellen gezahlt (positiv gefarbt in der Trypanblau-
Farbung). In diesen Fallen waren die Mastzellen nach der Pappenheim-Farbung
oftmals nur schwach granuliert und kaum angefarbt (nicht gezeigt). Auffallig war
weiterhin, daB ein hoher Teil der kontaminierenden Zellen wahrend der
Magnetseparation verlorenging. Zusammengerechnet erreichten die
Gesamtzellzahlen der MACS + Fraktion (Eluat, Mastzellen) und der MACS - Fraktion
(kontaminierende Zellen) nie den Wert der urspringlich eingesetzten Zellen.

3.2.3 Langzeitkultur humaner intestinaler Mastzellen

Mit dem in dieser Arbeit etabliertem Kultursystem konnten Mastzellen Uber einen
langen Zeitraum durch Zugabe des Mastzellwachstumsfaktors SCF am Leben
erhalten werden, die langste Kulturdauer betrug 162 Tage. In Einzelfallen konnten
Mastzellen bis zu 16 Tagen auch ohne die Zugabe von SCF kultiviert werden, in der
Regel Uberlebten sie ohne SCF aber nur maximal 10 Tage. In Tabelle 7 sind die
Ergebnisse der Versuche zur Anreicherung von Mastzellen durch Langzeitkultur in
Abhangigkeit des Zusatzes von SCF zusammenfassend dargestellt.

Wahrend der Kultur starben die kontaminierenden Zellen zu einem groBen Teil ab,
wahrend die Mastzellen mit SCF Uberlebten. Das flhrte dazu, dal3 schon nach relativ
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kurzer Kulturdauer (6 - 8 Tage) eine Anreicherung der Mastzellen beobachtet werden
konnte. Wahrend der ersten Tage war die Anreicherung der Mastzellen unabhangig
von der Zugabe von SCF, allerdings kam es mit SCF zu einer starkeren Anreicherung
von Mastzellen (vergl. auch Tabelle 9). Bei der Kultur von Mastzellen mit SCF
korrelierte die Reinheit der Mastzellen mit der Zunahme der Kulturdauer
(Korrelationskoeffizient nach Pearson: rp = 0,798, p = 0,001, n = 25).

Tabelle 7: Zellzahlen und Histamingehalt von Mastzellen nach Kultur mit und ohne Zusatz
von SCF (MW = SD, ggf. Schwankungsbreite)

n =32, mw = 17:15, 14 x Dickdarm, 18 x Dinndarm, 24 Tumorerkrankungen, 8 andere
Erkrankungen, Alter: 56 + 13 (24 - 93) Jahre, Gewicht der Mukosa: 5,8 + 1,99 (2,8 - 11,8 g)

vor Kultur Kultur & SCF (n=17) Kultur + SCF (n=26)
Zellzahl (x 108) 949+442 19,9+134 22,2+164
Anzahl MC (%) 6,6+11,6 9,4+52(3,5-23,5) 24,5+ 259 (4-100)
Anzahl MC (x 106) 42+24 1,6+1,1 29+19
Kulturdauer (d) 7+ 3(5-16) 19+ 32 (2-162)
Wiederfindung (%) 100 342+127 346+17,6
Wiederfindung MC (%) 100 77,4 £ 56,6 116,7 £ 62,2
Histamingehalt (pg/MC) | 0,66 +0,27 0,88 +0,69 166+1,9

Die Wiederfindungsrate der Mastzellen lag in 14 von 26 Kulturen mit SCF bei tber
100 % der eingesetzten Anzahl an Mastzellen, was eine proliferative Wirkung des
SCF nahelegt (Tabelle 7), die Wiederfindungsrate der kontaminierenden Zellen wurde
durch die Anwesenheit von SCF nicht verandert.. Diese Annahme konnte spater von
unserer Arbeitsgruppe bei 2 Experimenten mit hochreinen Mastzellen (93 und 95 %
Reinheit) mit Hilfe des *H-Thymidineinbaus (2 x 10° Zellen und 0,5 uCi *H Thymidin
pro Ansatz, Kulturdauer: 4 Tage, Durchfihrung im Triplikat, vergl. (88)) bestatigt
werden: Bei Kultur der Zellen mit SCF wurde ca. 20 mal mehr Thymidin eingebaut als
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bei Kultur der entsprechenden Zellen ohne SCF. Somit konnte gezeigt werden, daf3
SCF in vitro eine proliferative Wirkung auf isolierte, reife intestinale Mastzellen hat.

Der Histamingehalt der mit SCF kultivierten Mastzellen (1,66 = 1,9 pg/Mastzelle) war
signifikant hoher als der Histamingehalt der Mastzellen direkt nach Aufarbeitung
(Fraktion 3+4, vergl.Tabelle 4: 0,61 £ 0,16 pg/Mastzellen; n = 25; p = 0,004, Mann-

Whitney U - Test). Der Histamingehalt der mit SCF kultivierten Mastzellen korrelierte
dabei mit der Zunahme der Kulturdauer (rp=0,623; p=0,001; n=25). Der
Histamingehalt der ohne SCF kultivierten Zellen (0,88 + 0,69 pg/Mastzelle) war nicht
signifikant héher als der Histamingehalt der Mastzellen direkt nach Aufarbeitung (p =
0,09). Zwischen der Kulturdauer und dem Histamingehalt der ohne SCF kultivierten
Mastzellen bestand keine Korrelation (rp = 0,174; p = 0,536; n = 15).

Der Zusatz von Interleukin-3 (IL-3) als Wachstumsfaktor hatte in unserem
Kultursystem keinen EinfluB auf die Reinheit und die Wiederfindungsrate der
Mastzellen (n = 5, p > 0,05). Auch ein synergistischer Effekt bei gleichzeitiger Gabe
von SCF und IL-3 konnte nicht beobachtet werden.

Die durch Magnetseparation angereicherten Mastzellen konnten im Gegensatz zu
ungereinigten Zellen nicht ohne SCF in Kultur gehalten werden, die
Wiederfindungsrate lag bei ohne SCF kultivierten, MACS-gereinigten Zellen nach 7
Tagen nur noch bei 10 £ 15% (parallele Kultur mit SCF: 49 + 44 %, n = 8, p < 0,01).
Diese Beobachtung IaBt vermuten, dal3 bei der Kultur von ungereinigten Mastzellen
von den kontaminierenden Zellen (hauptsachlich von Fibroblasten) zunachst noch
soviel SCF angeboten wird, daBB3 die Mastzellen auch ohne SCF-Zusatz bis zu 10
Tagen Uberleben kénnen, wenn auch die absolute Zahl an Mastzellen im Gegensatz
zur Kultur mit SCF dabei abnimmt (Tabelle 7). Mit Zusatz von SCF konnten MACS-
gereinigte Mastzellen aber bis zu mehreren Wochen kultiviert und dadurch weiter
angereichert werden, sie erreichten so bis zu 100 % Reinheit. In Tabelle 8 ist die
Anzahl der Mastzellen nach MACS und Kultur mit SCF am Beispiel der fir die
Zytokinmessungen verwendeten Zellen dargestellt. Auch bei MACS-gereinigten
Mastzellen zeigte sich, daB nach Kultur der Zellen mit SCF in vielen Féllen die
Ausbeute bei Gber 100 % der nach der Magnetseparation eingesetzten Mastzellen

lag, wodurch die proliferative Wirkung von SCF bestatigt wurde.
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Tabelle 8 Anzahl, Reinheit und Ausbeute der Mastzellen nach Magnetseparation mit dem
MACS-System sowie nach anschlieRender Kultur am Beispiel der fiir die Zytokin-
messungen verwendeten Zellen (n = 13, MW £ SD)

Anteil MC|MC absolut | Ausbeute Kultur- Ausbeute Ausbeute
(%) (x 106) nach MACS |dauer (d) |nach Kultur |nach Kultur
(% von 3+4) (% von MACS) | (% von 3+4)
Fraktion 3+4 | 6+3 11,9493
(2,5-12,5) |(3,6-34,0)
MACS + 70£12 5,613,7 52122
(50-86) (1,2-14,4) | (13-87)
nach Kultur |91+6 3,3+2,1 1348 72445 35+ 22
(82-100) {(0,9-8,9) (5-32) (16-190) (8-75)

In Farbtafel 1 sind zum Vergleich Zellpraparationen direkt nach der Aufarbeitung
(A, OriginalvergréBerung: x 1000) sowie nach Magnetseparation (B, Original-
vergroBerung: x 400) und nach Kultur mit SCF (C, OriginalvergréBerung: x 100)
gezeigt, die nach Pappenheim gefarbt wurden. Bild D (OriginalvergréBerung: x 400)
zeigt die Phasenkontrastaufnahme einer Langzeitkultur mit kontaminierenden
Fibroblasten. Die Fibroblasten schienen allerdings nicht notwendig fiir das Uberleben
der Mastzellen zu sein, da nach Magnetseparation in fast allen Fallen keine
Fibroblasten vorhanden waren und die Zellen trotzdem mit Zusatz von SCF kultiviert

werden konnten (s.0.).
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Farbtafel 1: Anreicherung humaner intestinaler Mastzellen
(MC = Mastzelle, Eo = Eosinophiler, Ly = Lymphozyt, F = Fibroblast)
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3.3 EinfluB Zytokin-inhibierender Antikorper auf Uberleben

und Histamingehalt humaner intestinaler Mastzellen

Bei der Kultur humaner intestinaler Zellen kam es zu einer Anreicherung von
Mastzellen. Dieser Effekt trat bei einer Kulturdauer von bis zu 10 Tagen auch auf,
wenn der Kultur kein SCF zugesetzt wurde, allerdings war die Anreicherung bei Kultur
mit SCF starker (vergl. Tabelle 7 und Tabelle 9). Um zu untersuchen, ob nur SCF das
Uberleben der Mastzellen sichert oder ob andere, von den kontaminierenden Zellen
sezernierte Wachstumsfaktoren eine Rolle spielen kénnten, wurden den Kulturen
Zytokin-inhibierende Antikdrper zugesetzt. Das Ziel dieser Versuche war, die
entsprechenden Zytokine durch die Komplexierung mit den Antikdrpern zu
neutralisieren und an einer Bindung an die evtl. auf der Zelloberflache der Mastzellen
befindlichen Rezeptoren zu hindern. Im Gegensatz zu einer Zugabe der
entsprechenden Zytokine konnte so ausgeschlossen werden, daB andere Zellen
durch die Zugabe von Zytokinen aktiviert wirden und dann ihrerseits Stoffe
produzierten, die eine positiven EinfluB auf das Uberleben der Mastzellen hétten
(indirekter Effekt). Andererseits konnten auch endogen von den konatminierenden
Zellen produzierte Zytokine neutralisiert werden. Fir die im Folgenden dargestellten
Versuche wurden Antiseren gegen SCF, IL-3, IL-4 und GM-CSF eingesetzt, da diese
Zytokine im murinen System als Wachstumsfaktoren fiir Mastzelle bekannt sind (20).
Als Kontrolle wurden die Zellen ohne Zusatz sowie mit SCF kultiviert. Der
Versuchsansatz wurde mit drei Zellpraparationen von unterschiedlichen
Aufarbeitungen mit jeweils allen Versuchsbedingungen durchgefihrt. Die
Konzentration der Antiseren wurde so gewahlt, dal3 bei einem der mittleren normalen
humanen Serumkonzentration entsprechenden Gehalt der Zellpréaparationen an den
drei Zytokinen eine maximale Inhibierung erfolgte.
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Abbildung 1:  EinfluR Zytokin-inhibierender Antikdrper auf das Uberleben von Mastzellen

Dargestellt sind die Gesamtzellzahl und die Mastzellzahl (A) sowie die Wiederfindungsrate der
Mastzellen (B) nach Kultur der Zellen mit einer optimalen Konzentration Zytokin-inhibierender Antikorper
fir die Dauer von 7 Tagen. Als Kontrolle diente die Kultur ohne Zusatz bzw. mit SCF. Die einzelnen
Balken entsprechen den Werten von drei unabhangigen Zellpréparationen.
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Im Vergleich zur Kultur ohne Zusétze fiihrte die Inhibition von SCF zu einer Abnahme
der Mastzellzahl, wahrend die Inhibition von IL-3 oder GM-CSF zwar eine Abnahme
der Gesamtzellzahl, aber nicht der Mastzellzahl bewirkte. Die Inhibition von IL-4 flhrte
zu einer deutlichen Abnahme der Mastzellzahl (Abbildung 1), die bei allen drei
Experimenten starker als die durch anit-SCF war und mehr als 50% betrug. Durch
Kultur mit SCF konnte in allen drei Experimenten die Anzahl an Mastzellen erhdht
werden (Wiederfindungsrate > 100 %, Abbildung 1B).

1500+
1250+
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Gesamt-Histamin
(ng/10° MC)

500

111, IHI il o

ohne + K anti-SCF anti-IL-3 anti-IL-4 anti-GM-CSF
Zusatz zur Kultur

Abbildung 2: Histamingehalt humaner intestinaler Mastzellen nach Kultur mit Zytokin-
inhibierenden Antikérpern
Dargestellt ist der Histamingehalt der Mastzellen nach Kultur mit Zytokin-inhibierenden Antikdrpern und

ohne Zusatz bzw. mit SCF als Kontrolle. Die einzelnen Balken entsprechen dem Mittelwert der
Histaminmessungen (Doppelbestimmung) von drei unabhangigen Zellpraparationen.

Der Gesamthistamingehalt der Mastzellen stieg nach Inhibition von IL-4 bei allen drei
Kulturen deutlich an, wahrend die Inhibition der Ubrigen Zytokine keinen konstanten
EinfluB auf den Histamingehalt hatte (Abbildung 2). Die Stimulierbarkeit der Zellen
(Histaminfreisetzung durch mAk 29C6 in % vom Gesamthistamingehalt) wurde durch
die Zytokin-Inhibition nicht beeinfluBt (Daten nicht gezeigt). Die Produktion von
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Sulfidoleukotrienen wurde durch die Inhibiton der Zytokine ebenfalls nicht beeinfluf3t
(Daten nicht gezeigt).

Zusammenfassend laBt sich vermuten, daB IL-4 einen EinfluB auf das Uberleben und
den Histamingehalt von humanen intestinalen Mastzellen haben muB, da die
Inhibition von IL-4 in unserem Kultursystem die Wiederfindungsrate der Mastzellen
stark herabsetzte, gleichzeitig aber den Histamingehalt der Mastzellen erhdhte.
Keines der Ubrigen getesteten Antiseren hatte in unserem Kultursystem eine ahnlich
starke Wirkung wie das anti-IL-4 Antiserum.

3.4 Mediatorfreisetzung aus humanen intestinalen Mastzellen

3.4.1 EinfluB der Kultur mit SCF auf die Freisetzung von Histamin und
Sulfidoleukotrienen aus humanen intestinalen Mastzellen

Wie in 3.2.3 beschrieben, nahm der Histamingehalt der Mastzellen durch
Langzeitkultur mit oder ohne SCF-Zugabe im Vergleich zu frisch isolierten Mastzellen
zu. Die spontane Freisetzung von Histamin in Prozent vom Gesamthistamingehalt war
im Gegensatz dazu bei kultivierten Mastzellen viel geringer als bei frisch isolierten
Mastzellen (frisch isolierte Zellen: 21,8 + 2,3 %, n = 33; Kultur ohne SCF: 5,9 £ 0,9 %,
n = 15; Kultur mit SCF: 6,5 + 0,9 %, n = 25; MW + SEM, p = 0,01). Dabei zeigten die
mit SCF kultivierten Zellen eine geringfligig héhere Spontanfreisetzung als die ohne
SCF kultivierten Mastzellen (nicht signifikant, p > 0,05). Bei einigen der Versuche mit
frisch isolierten Zellen konnte auch nach Stimulation mit mAk 29C6 keine Freisetzung
von Sulfidoleukotrienen (18 von 33) oder Histamin (9 von 33) gemessen werden (81),
dagegen war bei allen Versuchen mit kultivierten Zellen eine Mediatorfreisetzung
nachzuweisen.

In Abbildung 3 sind die Ergebnisse der Stimulationsversuche mit kultivierten
Mastzellen dargestellt. Mastzellen, die ohne SCF Kkultiviert wurden, zeigten eine
héhere Mediatorfreisetzung nach Stimulation mit 100 ng/ml SCF als Zellen, die mit
SCF kultiviert worden waren. Die Mediatorfreisetzung nach Stimulation mit SCF war
aber bei beiden Kulturbedingungen signifikant héher als die Spontanfreisetzung (p =
0,033 far Kultur mit SCF, p < 0,001 fir Kultur ohne SCF). Im Gegensatz dazu konnte
bei frisch isolierten Zellen durch Stimulation mit SCF nahezu keine
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Mediatorfreisetzung induziert werden (81). Dieses Ergebnis zeigt zum ersten Mal, daf3
SCF in der Lage ist, eine Mediatorfreisetzung aus humanen intestinalen Mastzellen zu

induzieren.

Die Histaminfreisetzung nach sequentieller Stimulation mit SCF und mAk 29C6 war
bei den ohne SCF kultivierten Zellen ebenfalls héher als bei den mit SCF kultivierten
Mastzellen und erreichte mit 78,7 + 7,9 % des Totalhistamingehaltes einen Wert, der
sonst nur durch unphysiologische Stimuli wie lonomycin oder PMA erreicht wird (alle p
< 0,001). Dabei konnte bei den ohne SCF kultivierten Zellen ein hochsignifikanter
Unterschied zwischen der Histaminfreisetzung durch mAk 29C6 und der durch SCF +
mAk 29C6 festgestellt werden (p = 0,005, n = 15). Dieser Unterschied war bei den mit
SCF kultivierten Zellen nicht so stark ausgeprégt (p = 0,036, n = 25).

Die Produktion von Sulfidoleukotrienen war bei den mit SCF kultivierten Zellen sowohl
spontan als auch nach Stimulation mit mAk 29C6 oder SCF + mAk 29C6 héher (nicht
signifikant, p > 0,05, n = 15 flr Kultur ohne SCF und n = 25 fiir Kultur mit SCF). Bei
Stimulation mit SCF waren die Werte wie beim Histamin auch bei den ohne SCF
kultivierten Mastzellen héher. Bei den mit SCF kultivierten Zellen erreichten die
Konzentrationen von Histamin und Sulfidoleukotrienen in den Uberstdnden nach
Stimulation mit mAk 29C6 fast die H6he, die sie nach sequentieller Stimulation mit
SCF und mAKk 29C6 erreichten. Diese Beobachtung laBt auf eine Vorstimulation der
Zellen durch die Kultur mit SCF schlieBBen.
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Abbildung 3: Freisetzung von Histamin und Sulfidoleukotrienen (sLT) aus humanen intestinalen
Mastzellen nach Kultur mit und ohne SCF-Zusatz

Gezeigt ist die Histamin-Freisetzung (A) und die Sulfidoleukotrien-Produktion (B) nach Stimulation mit

mAk 29C6 (100 ng/ml), SCF (100 ng/ml) oder der Kombination beider Stimuli sowie einer Pufferkontrolle

(spontan). Mastzellen aus unabhangigen Zellpréparationen wurden zuvor mit (n = 25) oder ohne (n = 15)
SCF kultiviert. Dargestellt sind MittelwerttSD. Statistik: s. Text
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3.4.2 EinfluB von Neuropeptiden auf die Mediatorfreisetzung aus

humanen intestinalen Mastzellen

Mastzellen wurden nach einwdchiger Kultur mit oder ohne SCF (Tabelle 9) mit 11
verschiedenen Neuropeptiden und verwandten Peptiden in verschiedenen
Konzentrationen (107 - 10™* M) fir unterschiedliche Zeiten (1h, 2h, 6h, 24 h) stimuliert.
Abbildung 4 zeigt reprasentativ, daB bei einer Inkubationszeit von 1 h keines der
getesteten  Peptide eine  signifikante  Freisetzung von  Histamin  oder
Sulfidoleukotrienen hervorrufen konnte (p > 0,05), unabhangig davon, ob die Zellen
mit oder ohne SCF kultiviert wurden. Daher wurden die Daten der mit und ohne SCF
kultivierten Zellen in Abbildung 4 zusammengefaBt dargestellt. Durch mAk 29C6 (100
ng/ml) und lonomycin (1 uM) wurde hingegen eine signifikante Mediatorfreisetzung
induziert (p < 0,001). Auch bei allen anderen getesteten Inkubationszeiten sowie bei
einer Erhdhung der Peptidkonzentrationen bis zu 10™*M oder einer Vorinkubation der
Zellen mit SCF (100 ng/ml) konnte keine Mediatorfreisetzung induziert werden (jeweils
n = 3, Daten nicht gezeigt).

Tabelle 9: Zellzahlen der fiir die Neuropeptid- und Chemokin-Stimulationen verwendeten
Zellpraparationen nach Kultur mit oder ohne SCF fiir die Dauer von einer Woche

(MW + SD)

n =12 mw = 57, 9 x Dinndarm, 3 x Dickdarm; 8 Tumorerkrankungen, 4 andere Erkrankungen;
Alter: 54 + 17 Jahre; Mukosagewicht: 4,8 + 2,8 g

vor Kultur Kultur @ SCF Kultur +SCF
Zellzahl gesamt (x 106) 76,0 £ 36,2 17,01 £ 15,41 255+ 16,2
Anzahl MC (%) 49+26 10,8 £ 5,1 123+78
Zellzahl MC (x 109) 3,726 1,45+ 0,90 25+1.2
Kulturdauer (d) 6+ 1 711
Wiederfindung ges. (%) =100 259+ 151 44 +15
Wiederfindung MC (%) =100 74,0+19,8 114 £ 614
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Abbildung 4: Mediatorfreisetzung aus humanen intestinalen Mastzellen nach Inkubation mit
Neuropeptiden und verwandten Peptiden

Dargestellt ist die Histamin-Freisetzung (A) und die Produktion von Sulfidoleukotrienen (B) nach
Inkubation der von Mastzellen mit Neuropeptiden (n = 5, MWSD). Mastzellen aus unabh&ngigen
Zellpraparationen wurden zuvor mit oder ohne SCF kultiviert (vergl. Text und Tabelle 9). Konzentration
der Stimuli: NK-A, NK-B, SP, GRP, CGRP: 107 M; VIP, 5-HT, ST: 106 M; ACh 104 M; Glu, lonomycin:
10- M; mAk 29C6: 100 ng/ml. Die Inkubationszeit betrug bei den dargestellten Experimenten 60 min.
Statistik: ** = p < 0,001 im Vergleich zur Pufferkontrolle.
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In Abbildung 5 ist gezeigt, da auch bei Mastzellen, die aus aktiv entzindetem
Gewebe eines Patienten mit Morbus Crohn isoliert wurden, keine Mediatorfreisetzung
erzielt werden konnte. Im Vergleich mit den aus nicht-entziindetem Gewebe isolierten
Zellen ergab sich kein Unterschied in der Mediatorfreisetzung durch die getesteten
Peptide. Allerdings konnten aufgrund der geringen Zellzahlen in diesem Experiment
nur 2 Peptide (NK-A und NK-B) getestet werden.
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Abbildung 5: Mediatorfreisetzung aus humanen intestinalen Mastzellen eines Patienten mit
Morbus Crohn nach Inkubation mit Neurokinin A und B
Vergleich der Mediatorfreisetzung (Histamin, A; Sulfidoleukotriene, B) von Mastzellen, die entweder aus

nicht-entziindetem oder entziindetem Gewebe isoliert wurden. Mastzellen wurden vor Stimulation fiir die
Dauer von 5 Tagen mit SCF kultiviert. Die Konzentrationen der Stimuli sowie die Dauer der Inkubation

entsprechen denen in Abbildung 4.
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Um zu untersuchen, ob die Wirkung der Neuropeptide eventuell durch die nach Kultur
noch vorhandenen kontaminierenden Zellen aufgehoben wurde, wurden die o.a.
Versuche mit gereinigten Zellen wiederholt. Auch bei Mastzellen, die nach
Magnetseparation und anschlieBender Kultur zu 85 - 93 % rein waren (n = 3), konnte
durch die Neuropeptide keine signifikante Mediatorfreisetzung erzielt werden (Daten
nicht gezeigt).

Kdrzlich wurde berichtet, dal3 humane Mastzellen aus Haut und Lunge dazu in der
Lage sind, TNF-o zu produzieren (11,15). Bei Mausen und Ratten exprimieren
Mastzellen TNF-o, wenn sie mit Substanz P (SP) stimuliert werden (89,90). Die TNF-
o Freisetzung aus humanen Mastzellen nach Stimulation mit Neuropeptiden wurde
bislang jedoch nicht untersucht. Daher untersuchten wir, ob bei gereinigten
Mastzellen (92 - 98 %, n = 3) die TNF-a Expression induziert werden kann. Da fir die
Messung von TNF-a eine sehr hohe Anzahl an Mastzellen pro Versuchsbedingung
eingesetzt werden mufB, wurden lediglich die Peptide SP sowie Vasoaktives
intestinales Peptid (VIP), Gastric releasing peptide (GRP) und Glutamat getestet
(willktirliche Auswahl moglichst unterschiedlicher Peptide). 5 x 10° Mastzellen wurden
in 1 ml Medium flir die Dauer von 6 h bei 37°C mit den Peptiden oder mAk 29C6 (100
ng/ml, 6 h, 37°C) als Kontrolle inkubiert. Keines der Peptide konnte eine Freisetzung
von TNF o in den Zelliberstand hervorrufen, wohingegen durch mAk 29C6
122,3 + 22,9 pg TNF o pro 10° Mastzellen freigesetzt wurde.

AbschlieBend kann gesagt werden, dafB3 keines der 11 Peptide in dem hier
verwendeten Testsystem eine Mediatorfreisetzung aus humanen intestinalen
Mastzellen induzieren konnte. In weiteren Versuchen wurde untersucht, ob humane
intestinale Mastzellen die Tachykinin-Rezeptoren NK-1, -2 und -3 exprimieren, an die
Neuropeptide SP, NK-A, NK-B und NP-Y binden. Die Ergebnisse dieser
Untersuchungen sind in Abschnitt 3.6 dargestellt.
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3.4.3 EinfluB von Chemokinen auf die Mediatorfreisetzung aus

humanen intestinalen Mastzellen

Mastzellen wurden nach der Aufarbeitung fur die Dauer von 1 Woche mit oder ohne
SCF kultiviert (vergl. Tabelle 9). AnschlieBend wurden die Zellen mit Interleukin 8 (IL-
8, CXC-Chemokin), Macrophage inflammatory protein 1 o (MIP 1 o, CC-Chemokin),
Monocyte chemoattractant protein 1 (MCP-1), MCP-2, MCP-3 (CC-Chemokine) und
RANTES (’regulated on activation, normal T-cell expressed and secreted”, CC-
Chemokin) in verschiedenen Konzentrationen (10'7 -107° M) und fir unterschiedliche
Zeiten (30, 60 und 90 min) inkubiert.

Abbildung 6 zeigt reprasentativ, daB3 keines der getesteten Chemokine bei einer
Inkubationszeit von 60 min und einer Konzentration von 107 M eine signifikante
Mediatorfreisetzung aus humanen intestinalen Mastzellen induzieren konnte (n = 6,
p > 0,05 fur alle Chemokine im Vergleich zur Pufferkontrolle, p < 0,001 far die
Histaminfreisetzung und p < 0,01 fir die sLT-Produktion durch mAk 29C6 im
Vergleich zur Pufferkontrolle). Auch héhere Konzentrationen der Chemokine sowie
eine kirzere oder langere Inkubationszeit hatten keinen Effekt auf die
Mediatorfreisetzung (Daten nicht gezeigt). Weiterhin hatte die Kultur der Zellen mit
oder ohne SCF keinen EinfluB auf die Wirkung der Chemokine. Daher sind diese

Versuche in Abbildung 6 zusammengefaf3t.
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Abbildung 6: Mediatorfreisetzung aus humanen intestinalen Mastzellen nach Inkubation mit
Chemokinen

Dargestellt ist die Freisetzung von Histamin (A) und Sulfidoleukotrienen (B) nach Inkubation von
Mastzellen mit Chemokinen (n = 6). Mastzellen aus unabhangigen Zellpraparaionen wurden zuvor mit
oder ohne SCF kultiviert (vergl. Text und Tabelle 9). Die Konzentration der Chemokine betrug 107 M, die
des mAk 29C6 100 ng/ml. Die Inkubationszeit betrug bei den dargestellten Experimenten 60 min.
Statistik: *=p <0,01; **=p < 0,001 im Vergleich zur Pufferkontrolle.
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3.5 Zytokinproduktion durch humane intestinale Mastzellen

3.5.1 Produktion von TNF-o und EinfluBB von Bakterien auf die Mediator-

freisetzung durch humane intestinale Mastzellen

TNF-a war eines der ersten Zytokine, das in Mastzellen gefunden wurde. Humane
Mastzellen aus Haut und Lunge kénnen TNF-a exprimieren und nach Stimulation
auch freisetzen (11,15). Neue Arbeiten an Tiermodellen haben gezeigt, da3 TNF-a
eine protektive Rolle bei der Abwehr von intestinalen bakteriellen Infektionen haben
kann (77,78). Uber die Féhigkeit humaner intestinaler Mastzellen zur TNF-o
Produktion sowie tUber den EinfluB von Bakterien auf humane Mastzellen war bislang
nichts bekannt.

Humane intestinale Mastzellen wurden durch Magnetseparation und anschlieBende
Kultur mit Zusatz von SCF gereinigt (vergl.Tabelle 8, Abschnitt 3.2.3) Nach Kultur
wurden die Zellen mit mAk 29C6 (100 ng/ml), intestinalen Bakterien (zur Praparation
vergl. 2.2.7) oder LPS aus E. coli 026:B6 (10 pg/ml) fir die Dauer von 6 h bei 37°C
stimuliert.

Abbildung 7 zeigt den qualitativen Nachweis von TNF-a-Protein in Zelllysaten
humaner intestinaler Mastzellen (Reinheit: 95%) im Western-Blot mit einem
Kaninchen-Antiserum gegen denaturiertes humanes TNF-a, das speziell far den
Einsatz im Western-Blot hergestellt wurde. Sowohl im Lysat von nicht-stimulierten
Zellen als auch in denen von mit mAk 29C6 oder Bakterien stimulierten Zellen konnte
TNF-a nachgewiesen werden. Als Positivkontrolle wurden 0,5 pg humanes
rekombinantes TNF-a verwendet. Das in den Zelllysaten detektierte Protein war auf
der gleichen Héhe zu finden wie das Kontrollprotein (MW: 17,9 kD) und lag zwischen
den 15 kD und 25 kD - Banden des Molekulargewicht-Markers. Als Negativ-kontrollen
wurden eine Spur nur mit dem Zweitantikdrper (Kreuzreaktionen des Zweitantikdrpers
mit TNF-o) und eine Spur mit Kaninchen-Normalserum anstelle des Erstantikdrpers
(unspezifische Bindung des anti-TNF-a Antiserums) inkubiert. Es konnten keine

unspezifischen Bindungen nachgewiesen werden (Blot nicht gezeigt).
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Abbildung 7: Western-Blot zum Nachweis von TNF-c in Zelllysaten gereinigter intestinaler

Mastzellen.

Dargestellt ist der Nachweis von TNF-at in den Zelllysaten von je 1 x 108 Mastzellen mit 95 % Reinheit
ohne Stimulation (Spur c), nach Stimulation mit 100 ng/ml mAk 29C6 fiir die Dauer von 6 h (Spur d) oder
nach Inkubation mit intestinalen Bakterien fiir die Dauer von 6 h (Spur €). In Spur a und f wurden jeweils
0,5 pg humanes rekombinantes TNF-aw aufgetragen, Spur b zeigt Zellkulturmedium als Negativkontrolle.

Im Western-Blot konnten keine Unterschiede im TNF-a Gehalt von unstimulierten
oder stimulierten intestinalen Mastzellen nachgewiesen werden. Um die TNF-a
Freisetzung zu quantifizieren, wurde TNF-a in Zelllysaten und Zelliiberstdnden mittels
Enzymimmunoassay bestimmt (n = 13). Histamin und Sulfidoleukotriene wurden
ebenfalls gemessen. In Abbildung 8 ist die TNF-a Freisetzung in den Zelliberstand
dargestellt. Durch alle drei Stimuli wurde im Vergleich zur Negativkontrolle ein Anstieg
in der Freisetzung von TNF-a und Histamin induziert. Die Freisetzung aller drei
Mediatoren war nach Stimulation mit mAk 29C6 am starksten. Die Inkubation der
Mastzellen mit intestinalen Bakterien fihrte zu einem Anstieg der TNF-a Freisetzung,
die ca. die Halfte des durch mAk 29C6 erreichten Wertes betrug. Die Freisetzung von
Histamin nach Inkubation mit Bakterien fiel demgegeniber schwéacher aus. Durch
Stimulation mit LPS wurden nur geringe Mengen an TNF-a und noch weniger
Histamin freigesetzt. Sowohl Bakterien als auch LPS waren nicht in der Lage, die
Produktion von Sulfidoleukotrienen anzuregen.
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Abbildung 8: Produktion von TNF-a. und den Mastzellmediatoren Histamin und
Sulfidoleukotrienen durch humane intestinale Mastzellen

Gezeigt ist die Freisetzung von TNF-a, Histamin und Sulfidoleukotrienen nach Stimulation gereinigter

intestinaler Mastzellen (76 - 92%) mit mAk 29C6 (100 ng/ml), LPS (10 ug/ml) oder intestinalen Bakterien
fir die Dauer von 6 h (n = 13).

Auch nach 6-stiindiger Stimulation der Mastzellen mit mAk 29C6, Bakterien oder LPS
konnte in den anschlieBend lysierten Zellen noch TNF-o bestimmt werden (n =6, 76 -
92 % Reinheit, Daten nicht gezeigt). Dabei lagen die in den Lysaten gemessenen
Werte fir alle drei Stimuli bei 4 von 6 Experimenten deutlich héher (ca. Faktor 2 far
mAk 29C6 und LPS, ca. Faktor 3 fiir Bakterien) als die im Zelllberstand gemessenen
Werte. In den Zelllysaten der unstimulierten Zellen konnte dagegen wie bei den
Zelliberstanden kein TNF-a nachgewiesen werden.

3.5.2 Produktion von Interleukin-5 (IL-5) durch humane intestinale
Mastzellen

IL-5 gehort zu den "Th2”-Zytokinen und wird von T-Lymphozyten und eosinophilen

Granulozyten produziert. Es besteht die Vermutung, daB auch humane Mastzellen
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des Respirationstraktes unter bestimmten Bedingungen (allergisches Asthma) IL-5
produzieren kénnen (12). Die Produktion von IL-5 durch humane intestinale
Mastzellen wurde bis jetzt nicht untersucht.

Mastzellen (n = 7) wurden durch Magnetseparation und nachfolgender Kultur mit
Zusatz von SCF gereinigt (vergl.Tabelle 8) Die Zellen wurden nach Kultur mit
mAKk 29C6 (100 ng/ml) fir die Dauer von 6 h stimuliert. IL-5 wurde in Zelliberstanden
von stimulierten und unstimulierten Mastzellen mittels Enzymimmunoassay bestimmt
(Nachweisgrenze: 21 pg/10° Mastzellen)

Nur in einem von sieben Zelllberstdnden der unstimulierten Zellen konnte IL-5
nachgewiesen werden (95 pg/10° Mastzellen), in den anderen Uberstinden lag die
IL-5 Konzentration unterhalb der Nachweisgrenze. Dagegen konnte nach Stimulation
der Zellen mit mAk 29C6 in allen Zelliberstanden IL-5 nachgewiesen werden
(Abbildung 9).

500+

IL-5-Produktion

1004

unstimuliert stimuliert

Abbildung 9: Produktion von Interleukin 5 (IL-5) durch humane intestinale Mastzellen nach IgE-

Rezeptor -Quervernetzung

Dargestellt ist Produktion von IL-5 (MW£SD, n = 7) durch unstimulierte Mastzellen sowie nach
Stimulation der Zellen mit mAk 29C6 (100 ng/ml) fur die Dauer von 6 h.
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3.6 Expression des Neurokinin-Rezeptors NK-1 durch

humane intestinale Mastzellen

Da die Inkubation von intestinalen Mastzellen mit Neuropeptiden nicht zur Freisetzung
von Mastzellmediatoren flhrte, sollte in einem weiteren Versuchsansatz untersucht
werden, ob die Neurokinin-Rezeptoren NK-1, NK-2 und NK-3 von Mastzellen
exprimiert werden. Bislang konnten noch keine Neuropeptid-Rezeptoren auf humanen
Mastzellen nachgewiesen werden.

Gereinigte Mastzellen (95 - 98 % Reinheit, je 3 x 10°, n = 3) wurden fiir die Dauer von
6 h mit mAk 29C6 (100 ng/ml) stimuliert und die RNA von stimulierten und
unstimulierten Zellen prapariert. Mittels RT-PCR wurde untersucht, ob mRNA fir die
Neurokinin-Rezeptoren NK-1, NK-2 und NK-3 exprimiert wurde. Weder in den
stimulierten noch in den unstimulierten Zellen konnte mRNA fir NK-2 oder NK-3
nachgewiesen werden. Fur NK-1 konnte jedoch in den stimulierten Zellen ein Signal
detektiert werden, wahrend in den unstimulierten Zellen keine mRNA fir NK-1

nachweisbar war (Abbildung 10).

NK-1 Rezeptor
(348 bp)

Abbildung 10: RT-PCR von stimulierten und unstimulierten gereinigten Mastzellen mit einem
Primer fiir den Tachykinin-Rezeptor NK-1
Dargestellt ist die RT-PCR von 3 unabhangigen Experimenten. In Spur 1, 3 und 5 wurde jeweils die RNA

der unstimulierten und in Spur 2, 4 und 6 die der stimulierten Mastzellen aufgetragen. Die linke Spur
(MW) zeigt einen GréRenmarker (jede Bande = 100 Basenpaare (bp)).
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Antikérper gegen humane Neurokinin-Rezeptoren waren wahrend der Durchfihrung
der vorliegenden Arbeit noch nicht verflgbar. Allerdings wurde von Dr. H. Sann (Inst.
fir Physiologie, Tierarztliche Hochschule Hannover, Leiter: Prof. M. Schemann) ein
aus Kaninchen gewonnener Antikérper gegen Ratten-NK-1 zur Verflgung gestellt
(91). Mittels dieses Antikdrpers wurde bei stimulierten und nicht-stimulierten
gereinigten Mastzellen (85 - 98 % Reinheit, n = 3) die Expression von NK-1
immunzytochemisch untersucht. Es konnte gezeigt werden, daf in unstimulierten
Mastzellen keine positive Immunreaktion fir NK-1 nachzuweisen war. Von den
stimulierten Zellen zeigte eine kleine Anzahl (5,6 = 1 %) eine positive Immunreaktion
fir NK-1 Dabei zeigten ca. 1 % der Zellen ein starkes Signal, wahrend die Ubrigen
lediglich eine schwache, aber deutliche Farbung zeigten. Farbtafel 2 zeigt die
Ergebnisse der Immunzytochemie am Beispiel eines ausgewahlten Experimentes:
A): unstimulierte Mastzellen, B) und C): Mastzellen nach Stimulation mit 100 ng/ml
29C6 fur 6 h, Reinheit der Zellen 98 % (OriginalvergréBerung: A) und B) x 1000, C) x
400). Obwohl der Anteil an immunpositiven Zellen nur gering war, was evtl. auf die
Spezifitat des Antikdrpers (Ratten-NK-1) zurlickzufUhren ist, trat die Farbung bei allen
drei Zellpraparationen auf, wahrend bei unstimulierten Zellen in keinem Fall positive
gefarbte Zellen nachzuweisen waren. Daher kann abschlieBend gesagt werden, dai3
durch IgE-Rezeptor Quervernetzung die Expression von NK-1 in humanen

intestinalen Mastzellen induziert werden kann.

67



Ergebnisse

Farbtafel 2: Expression des NK-1 Rezeptors in stimulierten
Mastzellen (Erlauterungen s. Text)
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4 DISKUSSION

4.1 Anreicherung und Kultur humaner intestinaler Mastzellen

und deren EinfluB auf die Mediatorfreisetzung

In der vorliegenden Arbeit wurden Methoden etabliert, um Mastzellen aus humaner
Darmschleimhaut zu isolieren, anzureichern und selektiv zu Kkultivieren.
Mdoglichkeiten zur Isolation humaner intestinaler Mastzellen wurden schon friher
beschrieben (43,92,93), wobei die Methoden zur Herstellung der Einzelzell-
Suspension variieren.

Die von uns etablierte Methode flhrt zu einer Zellsuspension, in der neben ca. 3,5 %
Mastzellen auch eosinophile und neutrophile Granulozyten, Lymphozyten,
Monozyten, = Makrophagen und  Gewebszellen  vorhanden sind. Die
Zusammensetzung der Zellsuspension ist von verschiedenen Faktoren wie der
Lokalisation der Resektates und der Diagnose abhé&ngig. FlUr den prozentualen
Anteil an Mastzellen ergaben sich jedoch keine signifikanten Unterschiede bezlglich
der o.a. Variablen, ihr Anteil war nur vom Zeitpunkt der Aufarbeitung abhéangig.
Uberraschenderweise war der Anteil an Mastzellen in den Préparationen héher, die
erst am nachsten Tag und nicht direkt nach dem Erhalt des Praparates aufgearbeitet
wurden. Eine Erklarung dieser Beobachtung kénnte sein, dal3 die Mastzellen durch
Vorgange wahrend der Operation (EinfluB der Narkose, partielle Unterbindung der
GefaBversorgung, Darmspilungen etc.) aktiviert werden und degranulieren. Bei der
von uns gewahlten Nachweismethode des Anfarbens der Zellen kénnen aber
degranulierte Mastzellen nicht als solche erkannt werden. Wenn die Mastzellen
jedoch durch die "Lagerung” des Resektates Uber Nacht bei 4°C die Mdéglichkeit zu
einer Rekonstitution ihrer Granula haben, wirde am néachsten Tag ein hdherer
Prozentsatz an Mastzellen gezahlt.

Der Histamingehalt der frisch isolierten Mastzellen lag bei 0,6 pg pro Zellen (n = 50),
schwankte aber zwischen 1,19 pg/Zelle bei Isolationen aus dem Dinndarm (n = 15)
und 0,25 pg/Zelle bei Isolationen aus dem Dickdarm (n = 17). In friiheren Arbeiten
wurden unterschiedliche Werte fir den Anteil an Mastzellen sowie flir deren
Histamingehalt berichtet: 2,8 pg/Zelle bei einem Gehalt von 3,1 % (92); bzw. 2,81
pg/Zelle bei einem Gehalt von 1,5 % (43,93). Diese Unterschiede sowohl in der
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Zellzahlung als auch im Histamingehalt sind kénnten methodischen Ursprungs sein,
da sowohl fur die Aufarbeitung als auch fir den Nachweis der Mastzellen und die

Messung des Histamingehaltes unterschiedliche Verfahren angewandt wurden.

Die Anreicherung von Mastzellen wurde in friiheren Arbeiten mit unterschiedlichen
Methoden versucht. Arbeitsgruppen, die mit Ratten-Peritonealmastzellen arbeiteten,
verwendeten die Dichtegradientenzentrifugation CUber Percoll-Gradienten (94).
Hierbei konnten gute Ergebnisse mit einer Dichte 1,11 g/ml erzielt werden, die von
den Mastzellen noch durchtreten wurde (Reinheit > 90 %, Ausbeute > 70 %). Die
Dichte der verwendeten Mastzellen war dabei nahezu identisch und variierte lediglich
in Abhangigkeit vom Alter der Ratten. Fir humane Lungenmastzellen wurden
Dichten von 1,062 bis 1,090 g/ml verwendet, wobei sich der gréBte Teil der
Mastzellen an der Grenze zwischen 1,062 und 1,070 g/ml befand (74). In der
vorliegenden Arbeit konnte ausgehend von diesen Werten festgestellt werden, dafi
bei einer einstufigen Percoll-Lésung mit der Dichte von 1,036 g/ml ca. 50% der
Mastzellen diese Schicht durchdrangen und im Sediment zu finden waren. Dabei
kam es allerdings nur zu einer sehr geringen Anreicherung der Zellen. Bei héheren
Dichten war aber der Verlust an Mastzellen so hoch, daB mit den verbleibenden
Zellen keine weiteren Experiment durchgeflihrt werden konnten. Diese Ergebnisse
lassen vermuten, dalB humane intestinale Mastzellen bezlglich ihrer Dichte sehr
heterogen sind, was evil. auf unterschiedliche Granulierungszustdnde oder
unterschiedliche ZellgréBen zurlGckzufihren ist. Daher wurde im weiteren diese
Methode zur Anreicherung von Mastzellen nicht mehr verwendet.

Die Magnetseparation zur Anreicherung von Mastzellen Uber den c-kit Rezeptor,
CD117, wurde erstmals fir humane Lungenmastzellen beschrieben (95). Allerdings
verwendeten die Autoren das Dynabead™-System anstelle des von uns benutzten
MACS™-Systems, welches - entgegen unseren Ergebnissen - in dieser Arbeit zu
keiner guten Anreicherung flhrte (persdnliche Mitteilung von M.K. Church,
Southampton). Die flr Lungenmastzellen erzielten Ergebnisse entsprechen
bezlglich der Reinheit und Ausbeute im wesentlichen den von uns erzielten
Ergebnissen. Die Verwendung des MACS-Systems hat allerdings den Vorteil, daB
die magnetischen Partikel sehr klein und bei spateren Experimenten viel weniger
stérend sind als die verhéaltnismaiig groBen Dynabeads (MACS-beads: << 0,05 pm,
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Dynabeads: > 0,5 um). Ein Nachteil der MACS-Methode ist aber, daB in den dazu
verwendeten, mit Stahlwolle geflllten S&ulen tote Zellen unspezifisch an das
Saulenmaterial binden und somit spater in der Fraktion eluiert werden, in der sich
auch die Mastzellen befinden. Das fuhrt einerseits zu falsch-niedrigen Ergebnissen
bezlglich der Reinheit und der Vitalitdt der Mastzellpraparationen, andererseits zu
einer Belastung des Kulturmediums mit toxischen Abbauprodukten. Leider konnte
bis jetzt noch keine Methode gefunden werden, um tote Zellen vor der
Magnetseparation zu entfernen. Desweiteren scheint es durch die Arbeitsablaufe der
Magnetseparation zu einer Art von Aktivierung der Zellen zu kommen, da sie
anschlieBend haufig nur noch sehr schwach granuliert sind. Daher wurden auch
nach Magnetseparation die Mastzellen vor einem Experiment kultiviert, so daf3 eine
Rekonstitution der Granula und eine allgemeine Erholung der Mastzellen stattfinden
kann.

Eine Methode zur Langzeitkultur von humanen Gewebsmastzellen ohne den Zusatz
von sog. “feeder cells” wie Maus 3T3-Fibroblasten (96) war bislang nicht bekannt. In
der vorliegenden Arbeit wurde eine Methode zur Kultivierung von intestinalen
Mastzellen entwickelt, die es ermdglicht, die Zellen durch Zusatz des Mastzell-
Wachstumsfaktors SCF nahezu unbegrenzt in Kultur zu halten und sie dadurch
anzureichern. Ohne den Zusatz von SCF konnten Mastzellen fir die Dauer von 7 -
10 Tagen kultiviert werden, wobei allerdings die absolute Zahl an Mastzellen abnahm
(Wiederfindungsrate 77,4 %). Eine Anreicherung von Mastzellen geschah zum einen
dadurch, daB der gréBte Teil der kontaminierenden Zellen abstarb, aber auch durch
die Proliferation der Mastzellen in unserem Kultursystem. Eine SCF-abhangige
Proliferation konnte an gereinigten Mastzellen mittels des °H Thymidineinbaus
nachgewiesen werden (vergl.(88)). Es konnte somit gezeigt werden, daB SCF nicht
nur die Reifung von Mastzellen aus ihren Vorlauferzellen induziert (22,23,26),
sondern daB es wahrscheinlich auch fiir das Uberleben und die Proliferation reifer
Gewebsmastzellen verantwortlich ist. Fir humane Mastzellen sind im Gegensatz zu
Mastzellen von Ratten und M&usen bislang keine anderen Zytokine bekannt, die
eine &hnliche Wirkung wie SCF haben. Mdgliche Prinzipien der von uns
beobachteten SCF-Wirkung sind entweder die Stimulation der Proliferation oder die
Verldngerung des Uberlebens bereits ausdifferenzierter, reifer Mastzellen. In der
Literatur wurde beschrieben, daB SCF das Uberleben von Mausmastzellen durch die
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Unterdrickung von Apoptose ermdglicht (97). Untersuchungen von apoptotischen
Vorgangen bei intestinalen Mastzellen wurden allerdings in der vorliegenden Arbeit
nicht durchgefiihrt, wenn auch zu vermuten ist, dal3 das Absterben der Mastzellen
bei einer Kultur ohne SCF auf Apoptose beruht. Aufféllig war weiterhin, daB bereits
nach eintagiger Kultur in fast allen Fallen ein héherer Anteil an Mastzellen gezahlt
wurde als direkt nach der Aufarbeitung (Daten nicht gezeigt). Das laBt sich zum
einen dadurch erklaren, daf3 ein Teil der kontaminierenden Zellen durch Adhasion an
die Oberflache der KulturgefaBe aus der Suspension entfernt wird. Zum anderen
wird aber auch eine weitere Erholung der Mastzellen bezlglich ihres
Granulierungszutandes einsetzen (s.0.), so daf3 sie durch Anfarbung nachgewiesen
werden kénnen. Eine Proliferation der Mastzellen wéare nach so kurzer Zeit hingegen
nicht zu erwarten.

Wahrend der Kultur sowohl ohne als auch mit Zusatz von SCF nahm der
Histamingehalt der Mastzellen verglichen mit dem frisch isolierter Zellen zu (vergl.
auch (88)). Dieses Ergebnis kann dadurch erklart werden, daB es durch die
Aufarbeitung des Gewebes zu einer Aktivierung oder auch zu einer mechanisch-
enzymatischen Schadigung der Mastzellen kommt, wodurch Histamin freigesetzt
wird. Auch die hohe spontane Histaminfreisetzung aus Mastzellen direkt nach der
Aufarbeitung kann so erklart werden. Diese Ergebnisse lassen die Frage
aufkommen, ob funktionelle Untersuchungen, die bisher an ungereinigten Mastzellen
direkt nach deren Aufarbeitung durchgefihrt wurden, die Verhaltnisse in vivo
widerspiegeln. Ergebnisse aus Untersuchungen im Tiermodell bestatigen die von
uns erhobenen Daten und konnten zeigen, daf3 die nach Kultur der Zellen erzielten
Werte eher den Verhaltnissen in vivo entsprechen als die direkt nach Aufarbeitung
erhobenen Werte (98).

FUr frisch isolierte intestinale Mastzellen konnte durch unsere Arbeitsgruppe gezeigt
werden, dal3 es durch eine Vorinkubation der Zellen mit SCF zu einer signifikanten
Erhdhung der Mediatorfreisetzung durch IgE-Rezeptor Quervernetzung mit mAKk
29C6 kommt (81). Diese Ergebnisse bestatigten Untersuchungen an humanen
Lungenmastzellen, bei denen SCF ebenfalls einen “Priming’-Effekt auf die
Mediatorfreisetzung hat (74). Dieser Effekt war sowohl bei den ohne als auch bei
den mit SCF kultivierten Zellen nicht so stark ausgepragt wie bei den frisch isolierten

Zellen, was vor allem daraus resultiert, daf3 die kultivierten Zellen eine weitaus
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starkere Reaktion auf die Stimulation mit mAk 29C6 alleine zeigten. Dabei konnte die
spezifische Histaminfreisetzung von 3,3 % des Gesamthistamingehaltes bei frisch
isolierten Zellen auf 40 % bei den ohne SCF und 44 % bei den mit SCF stimulierten
Zellen erhdht werden (vergl. (81,88)). Diese Werte entsprechen eher denen, die man
fir eine IgE-abhangige Stimulation vermuten wirde, da in vivo ja durch die IgE-
Rezeptor Quervernetzung auch bei intestinalen Mastzellen eine anaphylaktische
Reaktion hervorgerufen werden kann (99). Durch die Co-Stimulation der Mastzellen
mit SCF und mAk 29C6 kam es zu einer fast maximalen Freisetzung der Mediatoren
(84 %) im Gegensatz zu nur 11 % bei frisch isolierten Mastzellen. Aufféllig war auch,
daB bei frisch isolierten Zellen bei fast der Halfte der Experimente keine
Sulfidoleukotriene nachgewiesen werden konnten, was auf eine Schadigung der
Zellen durch die Aufarbeitung schlieBen 1aBt. Im Gegensatz dazu konnte bei allen
Experimenten mit kultivierten Zellen eine Freisetzung von Sulfidoleukotrienen
beobachtet werden, die ungefahr um den Faktor 100 hdher lag als bei nicht
kultivierten Zellen (81,88). Ein Mechanismus fur die derart gesteigerte
Mediatorfreisetzung aus kultivierten Zellen ist bis jetzt noch nicht bekannt.

Bei Mastzellen, die ohne SCF kultiviert wurden, konnte darlber hinaus gezeigt
werden, daf3 alleine die Stimulation mit 100 ng/ml SCF zu einer signifikanten
Mediatorfreisetzung flhrt. Damit ist SCF das einzige bisher bekannte Zytokin, das
eine Mediatorfreisetzung aus humanen intestinalen Mastzellen induzieren kann.
Ahnliche Effekte von SCF wurden bisher lediglich fiir humane Lungen-, Haut- Herz-
und Uterus-Mastzellen beschrieben (100,101). Der Effekt von SCF auf intestinale
Mastzellen konnte jedoch nicht mehr nachgewiesen werden, wenn die Zellen zuvor
mit SCF kultiviert wurden. Diese Beobachtung lieBe sich dadurch erklaren, daB zum
einen die ohne SCF kultivierten Zellen die Rezeptordichte auf ihrer Oberflache
erhdhen, um so die geringe Konzentration an SCF in der Kultur auszugleichen. Zum
anderen scheint bei mit SCF kultivierten Zellen durch die Bindung von SCF an den
Rezeptor dieser fir eine anschlieBende Stimulation blockiert zu sein. Gleichzeitig
wird vielleicht die Rezeptordichte auf der Oberflache der Mastzellen bei einem
ausreichenden Angebot an SCF verringert, so dai3 fiir eine Stimulation durch SCF
nicht genigend Rezeptoren vorhanden sind. In der Literatur wurde beschrieben, dai
bei Mastzellen, die aus humaner fetaler Leber gewonnen wurden, der Rezeptor c-kit
nach der Bindung von SCF internalisiert wird, und dafB die Rezeptordichte erst nach
48 - 72 h ihren urspringlichen Werte erreicht (102). Diese Beobachtung wirde auch
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erklaren, daf3 eine Anreicherung der Mastzellen Uber Magnetseparation mittels des
gegen c-kit (CD117) gerichteten Antikorpers YB5.B8 nicht mehr méglich war, wenn
den Zellen bei der Uber-Nacht Kultur SCF zugesetzt wurde (Daten nicht gezeigt). Zur
Zeit werden in unserer Arbeitsgruppe Untersuchungen durchgefihrt, bei denen
mittels DurchfluBzytometrie die Rezeptordichte von c-kit auf humanen intestinalen

Mastzellen unter verschiedenen Bedingungen untersucht wird.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dal3 bei der Kultur ungereinigter
Mastzellen die Inhibition von IL-3 und GM-CSF keinen EinfluB auf das Uberleben
und den Histamingehalt der Mastzellen hat. Ausgehend von der Annahme, dafi3
durch die Antikérper eine vollstdndige Blockierung der Zytokine erzielt wurde, ist
dieses Ergebnis ein Hinweis darauf, dal3 weder IL-3 noch GM-CSF wichtig flr das
Uberleben humaner intestinaler Mastzellen sind. Im Gegensatz dazu fihrte die
Inhibition von SCF im Vergleich zur Kultur ohne Zusétze zu einer Abnahme der
Mastzellzahl. Diese Abnahme war allerdings schwacher als von uns erwartet. Ein
Grund dafar kénnte sein, da3 durch die Antikérper nur l6sliches SCF blockiert wird,
daB aber das membranstandige, z.B. von Fibroblasten exprimierte SCF nicht
beeinfluBt wird und den Mastzellen weiterhin zur Verflgung steht. Eine weitere
Erklarung kénnte sein, daB von den Mastzellen gebundenes SCF zusammen mit
dem Rezeptor internalisiert wird und die Mastzellen, wenn sie einmal mit SCF
beladen waren, weiteres SCF nicht aufnehmen kénnten. Somit wiirde eine Inhibition
von SCF nicht die aus den Kulturexperimenten erwartete starke Wirkung haben.

Den stérksten EinfluB auf das Uberleben der Mastzellen hatte die Inhibition von IL-4.
Uber eine Wirkung von IL-4 als Wachstumsfaktor fiir humane intestinale Mastzellen
war bislang nichts bekannt. Die hier erzielten Ergebnisse lassen aber vermuten, dafi
IL-4 eine Wirkung auf das Uberleben von Mastzellen ausiibt. Da Mastzellen in einer
Kultur ohne kontaminierende Zellen, die IL-4 produzieren kénnten, nur mit Zusatz
von SCF Uberlebten, kann dem IL-4 aber nur eine unterstitzende Rolle zukommen.
Folgende Theorie kénnte den Effekt der IL-4 inhibierenden Antikérper erklaren:

Die Bindung von IL-4 an einen Rezeptor auf den Mastzellen wirde die Expression
des Rezeptors fur SCF, c-kit, vermindern. Diese Annahme wird durch friihere
Arbeiten unterstitzt, in denen gezeigt wurde, daB wahrend der Entwicklung von
Mastzellen aus Vorlauferzellen IL-4 die Expression von c-kit senkt (103,104). Die
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Verringerung der c-kit Expression wirde die Mastzellen in die Lage versetzen, bei
Vorhandensein von IL-4 mit einer geringeren SCF-Konzentration zu Uberleben.
Wenn IL-4 im umgebenden Medium nicht vorhanden wére, wirde mehr c-kit
exprimiert, und die Mastzellen wirden mehr SCF bendtigen, um zu Utberleben. Da in
unserem Versuchsansatz kein zusatzliches SCF angeboten wurde, wére die
vorhandene Menge nicht ausreichend, um allen Mastzellen ein Uberleben zu
sichern. Das wirde heiBen, dalB3 bei einer Kultur, bei der kein IL-4 durch
kontaminierende Zellen angeboten (z.B. nach Magnetseparation) bzw. zugefigt wird,
mehr SCF verbraucht wiirde als bei einer (Langzeit)kultur ungereinigter Mastzellen.
AuBerdem miiBte der Zusatz von IL-4 das Uberleben und die Proliferation von
Mastzellen deutlich verbessern und gleichzeitig die Rezeptordichte von c-kit
vermindern. Dieser Versuchsansatz wird in unserer Arbeitsgruppe im Rahmen einer
medizinischen Doktorarbeit zur Zeit untersucht. Erste Ergebnisse zeigten, dal3 der
Zusatz von IL-4 zusatzlich zu SCF bei Kulturen gereinigter Mastzellen die
Proliferation der Zellen sehr stark steigert (ca. Faktor 3, n = 12). Die Veranderung
des Expressionsmusters von c-kit in Abhangigkeit von IL-4 soll in Zukunft
durchfluBzytometrisch untersucht werden.

Gleichzeitig mit der Abnahme der Mastzellzahl kam es bei Inhibition von IL-4 zu
einem deutlichen Anstieg des Histamingehaltes der Mastzellen. Eine Beeinflussung
der Reagibilitat der Zellen (prozentuale Histaminfreisetzung durch mAk 29C6) oder
der Sulfidoleukotrien-Produktion konnte nach Inhibition von IL-4 nicht festgestellt
werden. In Anlehnung an die oben aufgestellte Theorie ware eine Erklarung fir
dieses Phanomen, daB der Histamingehalt der Zellen von der Anzahl der c-kit
Rezeptoren abhangig ist, die von der Zelle exprimiert werden. Eine hohe c-kit
Expression maBte dann mit einem hohen Histamingehalt korreliert sein. Es ware
aber auch denkbar, daB3 dieser Fall nur eintritt, wenn keine Bindung von SCF an die
Rezeptoren stattfindet. Demnach ware also der Histamingehalt nicht nur von der
Rezeptordichte, sondern von einer gleichzeitigen Nicht-Aktivierung der Rezeptoren
abhangig. Auch ein indirekter Effekt kénnte flr den hohen Histamingehalt
verantwortlich sein: Durch eine Verlangsamung der Stoffwechselvorgdnge und der
Proliferation ware die Aktivitdt der Mastzellen herabgesetzt, wodurch es zu einer
Anreicherung von Histamin in den Granula kommen wirde. In der Literatur wurde
beschrieben, da3 wahrend der Entwicklung von Mastzellen aus fetalen Leberzellen
IL-4 die Expression von Tryptase inhibiert (103). Uber einen EinfluB von IL-4 auf den
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Histamingehalt von Mastzellen war allerdings bisher nichts bekannt. Ein direkter
Effekt von IL-4 auf den Histamingehalt von Mastzellen konnte bei Versuchen mit
gereinigten Mastzellen (Kultur mit SCF und IL-4) in unserer Arbeitsgruppe allerdings
nicht beobachtete werden.

4.2 EinfluB von Neuropeptiden und Chemokinen auf die

Mediatorfreisetzung aus humanen intestinalen Mastzellen

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, daB insgesamt 11 getestete
Neuropeptide und verwandten Peptide nicht in der Lage waren, die Freisetzung von
Histamin, Sulfidoleukotrienen oder TNF-o. aus humanen intestinalen Mastzellen zu
induzieren. Diese Ergebnisse bestatigen frihere Beobachtungen, nach denen
humane intestinale Mastzellen und humane Lungenmastzellen nicht durch Substanz
P (SP) stimuliert werden kénnen (43,105,106). Im Gegensatz dazu sind humane
Hautmastzellen in der Lage, nach Stimulation mit SP, Somatostatin und Vasoaktiven
Intestinalem Peptid (VIP) Histamin (aber nur sehr geringe Mengen an
Sulfidoleukotrienen) freizusetzen. Die Tachykinine Neurokinin A (NK-A) und NK-B
hatten in diesen Versuchen keine Wirkung auf humane Hautmastzellen (106). Die
vorliegenden Ergebnisse bestatigen daher die Unterschiede zwischen humanen
Mastzellen, die aus verschiedenen Geweben stammen.

Neuere Untersuchungen konnten zeigen, dal3 humane Lungenmastzellen, die durch
bronchoalveolare Lavage gewonnen wurden und zum selben Subtyp gehdren wie
intestinalen Mastzellen, nach Stimulation mit SP Histamin freisetzen (107), was im
Widerspruch zu den o.a. Beobachtungen Auch konnte von unserer Arbeitsgruppe
und anderen kurzlich gezeigt werden, dal3 bis zu 40 % der intestinalen Mastzellen
sowohl Tryptase als auch Chymase enthalten und damit dem Subtyp der
Hautmastzellen entsprechen (41,88). Daher kann die fehlende Stimulierbarkeit der
intestinalen Mastzellen durch SP und andere Neuropeptide nicht nur mit der
andersartigen Protease-Expression erklart werden.

Eine mdgliche Erklarung fir die Unterschiede zwischen Hautmastzellen und
intestinalen Mastzellen hinsichtlich der Stimulierbarkeit durch Neuropeptide kénnte in
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einer funktionellen Heterogenitat zwischen Mastzellen aus verschiedenen Geweben
begrindet sein, die durch die unterschiedliche Reagibilitdt auf IgE-unabhangige
Stimuli angedeutet wird. So wurde vermutet, daB die Reaktion humaner
Hautmastzellen auf SP und andere nicht-immunologische Stimuli wie die
Anaphylatoxine C5a und C3a oder die Substanz "Compound 48/80” unabhangig von
der Anwesenheit entsprechender Rezeptoren auf der Oberflache der Mastzellen ist,
sondern daB diese Substanzen aufgrund ihrer starken basischen Eigenschaften
direkt mit membran-assoziieten G-Proteinen reagieren und so die
Histaminfreisetzung, nicht aber die Synthese von Sulfidoleukotrienen induzieren
(106,108). Allerdings kann auch nicht ausgeschlossen werden, daB3 Unterschiede in
der Art der Gewinnung der Mastzellen eine Einflu3 auf das Verhalten der Zellen bei
Stimulation mit unterschiedlichen Substanzen hat. Diese Vermutung wird durch die
Beobachtung unterstltzt, daf3 zwar die aus bronchoalveolarer Lavage gewonnenen
Lungenmastzellen, aber nicht die mittels enzymatischer Methoden aus Gewebe
isolierten Lungenmastzellen nach Stimulation mit SP Histamin freisetzen (43,107).
Allerdings wurden Mastzellen aus der Haut, die durch SP und andere Neuropeptide
stimuliert werden konnten, ebenfalls mittels enzymatischer Methoden isoliert (43), so
daB ein negativer EinfluB dieser Methode nicht prinzipiell angenommen werden
kann. Es konnte gezeigt werden, daf3 kontaminierende Zellen keinen Einflu3 auf das
Nicht-Reagieren der intestinalen Mastzellen haben, da auch mit gereinigten
Mastzellen keine Mediatorfreisetzung nach Stimulation mit Neuropeptiden erzielt
werden konnte.

Die vorliegenden Ergebnisse machen es unwahrscheinlich, da Neuropeptide eine
direkten EinfuB auf die Regulation von intestinalen Mastzellen habe. Das wird
dadurch bestatigt, daB aus Mastzellen aus aktiv entziindetem Gewebe ebenfalls
keine Mediatorfreisetzung beobachtet werden konnte. Die Ergebnisse schlieBen
jedoch nicht aus, daB Neuropeptide zusammen mit anderen Stimuli synergistisch auf
Mastzellen wirken kénnten. Zumindest fur die Inkubation zusammen mit SCF kann
diese Annahme aufgrund der vorliegenden Ergebnisse aber ausgeschlossen
werden. Eine weitere Moglichkeit der Beeinflussung von Mastzellen durch
Neuropeptide wurde kirzlich demonstriert. Es konnte gezeigt werden, daB SP und
NK-A die Proliferation und Chemotaxis von Lungenfibroblasten stimulieren kénnen
(109). Da Fibroblasten membrangebundenes SCF exprimieren, haben sie ihrerseits
eine chemotaktische und proliferative Wirkung auf Mastzellen. So kénnten zun&chst
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die Fibroblasten durch die Ausschittung von SP und NK-A angelockt werden und
wirden dann ihrerseits die Einwanderung von Mastzellen induzieren.

Auf der anderen Seite kdnnten Mastzellen selbst die Physiologie des
Intestinaltraktes beeinflussen, indem sie die Freisetzung von Peptiden aus
Nervenzellen induzieren. Neuropeptide und besonders Tachykinine spielen eine
zentrale Rolle in der Regulation verschiedener Darmfunktionen, wie Motilitat,
lonentransport und Sekretion von Verdauungsséaften bzw. Mucus (110-113). Im
Tiermodell konnte gezeigt werden, daB Mastzellmediatoren wie Histamin,
Sulfidoleukotriene und Prostaglandine die neuronale Steuerung des intestinalen
lonentransportes beeinflussen kénnen (68,69,114).

Ebenfalls im Tiermodell konnte kirzlich gezeigt werden, dal3 Mastzellen von Ratten
und Mausen nach Stimulation mit SP TNF-a produzieren (89,90). Humane
Mastzellen aus Haut und Lunge sezernieren TNF-a nach IgE-Rezeptor
Quervernetzung (11,15), die Wirkung von Neuropeptiden auf die Freisetzung von
TNF-a wurde bislang nicht untersucht. In den vorliegenden Untersuchungen konnte
die Produktion von TNF-o nur nach Stimulation der Zellen mit mAk 29C6
nachgewiesen werden, nicht aber nach Stimulation mit SP, VIP, "gastric releasing
peptide” (GRP) oder Glutamat. Diese Ergebnisse bestatigen die fundamentalen
physiologischen Unterschiede zwischen den Mastzellen des Menschen und denen
von Ratten und Mausen.

In der vorliegenden Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dal3 ruhende
humane intestinale Mastzellen keine Rezeptoren flr die Tachykinine SP (bindet an
NK-1>NK-2>NK-3), NK-A (bindet an NK-2>NK-3>NK-2), NK-B (bindet an NK-3>>NK-
2=NK-1) und NP-Y (bindet an NK-2>NK-1>>NK-3) (115) haben. In allen bisher

durchgefiihrten Untersuchungen zur Freisetzung von Mediatoren nach Stimulation
mit Neuropeptiden wurde angenommen, daB3 die Wirkung von SP und anderen
Neuropeptiden rezeptorunabhangig ist (106,108), so daB die hier vorliegende
Beobachtung, daB ruhende Mastzellen keine Tachykinin-Rezeptoren exprimieren,
nicht unerwartet war. Allerdings konnte bei einem geringen Prozentsatz von
Mastzellen, die durch IgE-Rezeptor Quervernetzung stimuliert wurden, die
Expression des Rezeptors NK-1, der SP und - sehr viel schwéacher - NK-A und NK-B
bindet, induziert werden. Da der Nachweis des Rezeptors auf Proteinebene mit

einem AntikGrper durchgefihrt wurde, der eigentlich gegen den NK-1 Rezeptor von
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Ratten gerichtet ist, kann der Wert des prozentualen Anteil der fir NK-1 positiven
Zellen allerdings nicht als gesichert angesehen werden. Ein Vergleich der
Aminosauresequenz der NK-1 Rezeptoren aus Mensch und Ratte mit Hilfe der
Datenbank NCBI Entrez ergab allerdings eine Homologie von 88%, so dal3 eine
Kreuzreaktivitat der Antikdrper durchaus mdglich ist. Die Versuche sollten jedoch
wiederholt werden, sobald ein Antikérper gegen den humanen NK-1 Rezeptor zur
Verfagung steht. Die Bedeutung der NK-1 Expression ist unklar. Allerdings steht zu
vermuten, daB die Liganden fur den Rezeptor unter bestimmten
(patho)physiologischen Voraussetzungen, in denen Mastzellen durch IgE-Rezeptor
Quervernetzung stimuliert werden, einen EinfluB auf die Funktionen der Zellen
haben kdnnten, wenn diese vielleicht auch nicht in der Freisetzung von Mediatoren
besteht. Leider scheint es unmdglich, die funktionelle Bedeutung der NK-1
Expression in stimulierten Zellen hinsichtlich einer Mediatorfreisetzung zu
untersuchen, da nach einer maximalen Stimulation der Mastzellen mit mAk 29C6 fur
die Dauer von 6 h, die in unseren Versuchen fur eine Expression von NK-1
notwendig war, keine weitere Freisetzung von Histamin oder Sulfidoleulotrienen
induziert werden kdnnte. Weitere Untersuchungen zum Phanotyp und zur Funktion
der Mastzellen, die den NK-1 Rezeptor nach Stimulation exprimieren, sollen in
Zukunft durchgefihrt werden.

Auch die Chemokine MIP 1 o, MCP-1, MCP-2, MCP-3, IL-8 und RANTES hatten in
der vorliegenden Arbeit keinen EinfluB auf die Mediatorfreisetzung aus humanen
intestinalen Mastzellen. Die getesteten Chemokine fihrten weder zu einer
signifikanten spezifischen Histaminfreisetzung noch zu einer Produktion von
Sulfidoleukotrienen. Diese Ergebnissen bestatigen frilhere Berichte, nach denen
weder humane Hautmastzellen noch humane Lungenmastzellen nach Stimulation
mit Chemokinen Histamin oder Sulfidoleukotriene freisetzen (42,74,76). FUr murine
Mastzellen liegen unterschiedliche Ergebnisse vor: wahrend aus Knochenmark in
vitro gewonnene Mastzellen nach Inkubation mit Chemokinen kein Degranulation
zeigten (75), sezernierten murine Peritonealmastzellen nach Stimulation mit MIP 1 o
und MCP-1 Histamin (116,117). Auch humane basophile Granulozyten kénnen durch
Chemokine stimuliert werden (42,76) Diese Ergebnisse verdeutlichen einmal mehr
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die funktionellen Unterschiede zwischen murinen und humanen Mastzellen, aber
auch zwischen humanen basophilen Granulozyten und Mastzellen.

Eine chemotaktische Wirkung von Chemokinen auf humane intestinale Mastzellen
wurde in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht. Berichte darGber konnten in der
Literatur nicht gefunden werden. FUr murine Mastzellen ist allerdings eine
chemotaktische Wirkung beschrieben worden (75). Mit den in dieser Arbeit
etablierten Methoden zur Reinigung und Kultur humaner intestinaler Mastzellen
kénnen aber in Zukunft Untersuchungen von chemotaktischen Vorgangen mittels
spezieller Zellkultursysteme (z.B. Boyden-Kammer) durchgefiihrt werden.

Es steht zu vermuten, daB die fehlende Mediatorfreisetzung aus humanen
intestinalen Mastzellen nach Inkubation mit Chemokinen darauf zurlickzufiihren ist,
daB sie keine Chemokin-Rezeptoren exprimieren. Mit der Méglichkeit, reine humane
Mastzellpréaparationen zu erhalten, stehen diese nun weiteren Untersuchungen
bezlglich der Expression von Chemokin-Rezeptoren zur Verfigung. In unserer
Arbeitsgruppe konnte in vorldufigen Studien mittels RT-PCR nachgewiesen werden,
dafB humane intestinale Mastzellen keine Rezeptoren fir CC-Chemokine, aber den
Rezeptor CXCR4 exprimieren. An diesen Rezeptor bindet das CXC-Chemokin
Stromal cell derived factor-1 (SDF-1), welches aber im Rahmen dieser Arbeit nicht
getestet wurde. Der EinfluB dieses Chemokins auf die Mediatorfreisetzung aus

humanen intestinalen Mastzellen soll in weiterfiihrenden Arbeiten untersucht werden.

4.3 Zytokin-Produktion durch humane intestinale Mastzellen

TNF o ist ein multifunktionelles Zytokin, daB von einer Reihe von Zellen, wie
Monozyten, Makrophagen, T-Lymphozyten, eosinophilen Granulozyten und auch
Mastzellen gebildet werden kann (118-120). Es wirkt chemotaktisch auf neutrophile
Granulozyten und Monozyten und aktiviert Eosinophile, T-Lymphozyten und
Mastzellen aus der Haut (118,121,122). Daneben fuhrt TNF-a zu einer Erhéhung der
mikrovaskularen Permeabilitdt und zur Induktion verschiedener endothelialer

Adhésionsmoleklle (123). Auch wird TNF-a eine pathophysiologische Rolle bei

80



Diskussion

bestimmten gastrointestinalen Erkrankungen zugeschrieben (121,124), weshalb es
als Zielmolekul fir antiinflammatorische Substanzen dienen kann (125).

Es ist bekannt, daB Mastzellen in der Lage sind, TNF-a in ihren Granula zu
speichern (120). Fir humane Hautmastzellen und fir Mastzellen aus Ratten und
Mausen konnte gezeigt werden, dalBB3 sie TNF-a nach Aktivierung freisetzen
(12,13,120,126). Da sich humane Mastzellen von denen anderer Spezies sowie
auch humane Mastzellen aus verschiedenen Geweben voneinander unterscheiden,
konnten diese Ergebnisse nicht unbedingt auf humane intestinale Mastzellen
Ubertragen werden. Verschiedene Studien haben gezeigt, daB TNF-o in humaner
gastrointestinaler Mukosa exprimiert wird, und dafB dieses Zytokin verstarkt bei
chronisch-entzlindlichen Darmerkrankungen wie Colitis ulcerosa und Morbus Crohn
vorkommt (127-129). Auch Mastzellen sind unter diesen Bedingungen verstarkt in
der intestinalen Mukosa vorhanden (40). Neben der Studie von Beil et al. (124), bei
der elektronenmikroskopisch mit der Immunogold-Methode eine Immunreaktivitat far
TNF-o in humanen intestinalen Mastzellen festgestellt wurde, gibt es jedoch keine
Untersuchungen zur Produktion von TNF-a durch humane intestinale Mastzellen.
Bisher wurde die Produktion von TNF-a im humanen Gastrointestinaltrakt vor allem
Monozyten, Makrophagen und T-Lymphozyten, den “klassischen” Zytokin-
produzierenden Zellen, zugeschrieben.

In der vorliegenden Arbeit konnte TNF-a in Zelliberstanden und Zelllysaten sowohl
quantitativ mittels ELISA als auch qualitativ mittels Western-Blot nachgewiesen
werden. Dabei konnte gezeigt werden, daB im ruhenden Zustand nur geringe
Mengen TNF-a freigesetzt wurden, wahrend nach Aktivierung der Mastzellen durch
IgE-Rezeptor Quervernetzung mittels mAk 29C6 groBe Mengen an TNF-a sezerniert
wurden. Obwohl bekannt ist, daB Mastzellen in ihren Granula TNF-o speichern
kénnen, konnte in den Zelllysaten der unstimulierten Mastzellen nur geringe Mengen
an TNF-a nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu konnte in unserer
Arbeitsgruppe mittels immunhistochemischer Methoden gezeigt werden, daf3 sowohl
Mastzellen von gesunden Kontrollpersonen als auch Mastzellen von Patienten mit
chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen eine positive Immunreaktion fur TNF-o
zeigen. Auch in gereinigten unstimulierten Mastzellen konnte immuncytochemisch

TNF-o Protein nachgewiesen werden. Mittels RT-PCR konnte ebenfalls in
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unstimulierten gereinigten Mastzellen mRNA far TNF-oo nachgewiesen werden
(Bischoff, S.C. et al., "Mast cells are a potent source of TNF-a production in human
intestinal tissue”, zur Veroéffentlichung eingereicht). Eine Erklarung fur diesen
Unterschied kénnte darin liegen, da3 der fur den - kduflich erworbenen - ELISA
verwendete Antikérper nur eine Form von TNF-a erkennt, die normalerweise in
humanem Serum vorkommt. Da das von Zellen exprimierte TNF-a durch
posttranslationale Veranderungen erst von einer membrangebundenen Vorstufe in
die lésliche Form dberfahrt wird und normalerweise im Serum als Homotrimer
vorliegt (das Monomer ist biologisch nicht aktiv), ist zu vermuten, dal3 der fur den
ELISA verwendete Antikérper an das in den Mastzell-Granula gespeicherte TNF-a
nicht so gut binden kann wie an sezerniertes TNF-a (130). Erst durch die Aktivierung
der Mastzellen wiirde das TNF-a in die aktive Form tbergehen und wére dann durch
den ELISA sowohl im Zelliberstand als auch in den Lysaten nachweisbar.

Es konnte weiterhin gezeigt werden, daf3 nicht nur durch IgE-Rezeptor abhangige
Stimulation der Mastzellen, sondern auch durch 6-stiindige Inkubation mit einer
Praparation aus intestinalen Bakterien oder mit LPS die TNF-a Freisetzung induziert
werden kann. Die Menge an freisgesetztem TNF-a (bezogen auf 1 x 10° Mastzellen)
war nach Stimulation mit mAk 29C6 am starksten, gefolgt von Stimulation durch
Bakterien und - sehr viel schwacher - LPS. Somit konnte zum ersten Mal gezeigt
werden, daf3 humane intestinale Mastzellen durch Bakterien aktiviert werden kdnnen.
Diese Ergebnisse bestatigen Untersuchungen an Mausen, in denen festgestellt
wurde, daB Mastzell-defiziente Mause eine  signifikant  geringere
Uberlebenswahrscheinlichkeit bei einer experimentell induzierten Peritonitis haben
als normale Kontrolltiere, und dafB diese Wirkung durch die fehlende TNF-o
Produktion der Mastzellen hervorgerufen wird (77). In einer weiteren Untersuchung
konnte gezeigt werden, dal3 isolierte Mastzellen aus Mausen, die zuvor mit einem
Maus-pathogenen Stamm von Klebsiella pneumoniae infiziert wurden, durch die
Bakterien zur Freisetzung von TNF-a angeregt werden kénnen (78). Dartber hinaus
wurde berichtet, da Mastzellen aus Ratten und Mausen Bakterien phagozytieren
und an T-Lymhozyten présentieren kénnen (131,132). Uber eine Rolle von humanen
Mastzellen als Antigen-prasentierende Zelle ist aber noch nichts bekannt.
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Weitere in unserer Arbeitsgruppe durchgefihrte Untersuchungen konnten die im
ELISA erzielten Ergebnisse der vorliegenden Arbeit auch auf RNA-Ebene
bestatigen. Es konnte mittels der "primer dropping”-Methode nachgewiesen werden,
daB3 durch Stimulation der Zellen mit mAk 29C6, intestinalen Bakterien oder LPS ein
Erhéhung der Menge an mRNA fir TNF-o im Vergleich zu unstimulierten Zellen
hervorgerufen wird (Bischoff, S.C. et al., s.0.).

In der vorliegenden Arbeit konnte weiterhin gezeigt werden, daB3 im Gegensatz zur
Aktivierung der Mastzellen mit mAk 29C6, die Freisetzung von TNF-o und den
Mastzell-Mediatoren Histamin und Sulfidoleukotriene induzierte, nach Stimulation mit
intestinalen Bakterien und LPS zwar TNF-a, aber nur geringe Mengen an Histamin
und keine Sulfidoleukotriene freigesetzt werden. Dieses Ergebnis 1468t darauf
schlieBen, daB die Freisetzung von Histamin bzw. Sulfidoleukotrienen und die
Produktion von TNF-a unterschiedlich reguliert werden. Diese Annahme wird durch
eine kirzlich verdffentlichte Untersuchung an Maus-Mastzellen unterstitzt, bei denen
durch die Co-Stimulation tUber FceRl und CD28 zwar eine Erhéhung der TNF-o
Produktion, nicht aber der Freisetzung von Histamin und Sulfidoleukotrienen
beobachtet werden konnte (133). In der Literatur ist ebenfalls beschrieben, dal3 die
Produktion von IL-6 durch Rattenmastzellen nach Stimulation mit LPS nicht an die
Freisetzung von Histamin gekoppelt ist (134). Die Vorstimulation der Mastzellen mit
SCF, die zu einer Erhdhung der Histamin- und Sulfidoleukotrien-Freisetzung fiihrte
(81), hatte bei den hier durchgefihrten Untersuchungen keinen EinfluB auf die
Produktion von TNF-a (Bischoff, S.C. et al., s.0.), was ebenfalls auf Unterschiede in
der Regulation der Zytokinproduktion hinweist. Auch dieses Ergebnis unserer
Arbeitsgruppe wird durch Ergebnisse an Rattenmastzellen bestatigt (135).

Uber die Art der Aktivierung von Mastzellen durch Bakterien oder LPS ist noch nichts
bekannt. Es kann aber vermutet werden, dafB3 die Aktivierung unabhangig von
spezifischem IgE auf der Oberflache der Mastzellen ist, da nach der enzymatischen
Praparation und der langen Kultur vor den Experimenten keine IgE-Moleklle mehr
an die FceRI-Rezeptoren gebunden sein sollten. Darlber hinaus ist bekannt, dai3
LPS bei Monozyten und Makrophagen die Produktion von TNF-a Uber die Bindung
an CD14 hervorruft und damit einen wichtigen IgE-unabh&ngigen Stimulus darstellt
(136). Daher sollte auch untersucht werden, ob humane intestinale Mastzellen CD14

exprimieren. Eigene unverbéffentlichte durchfluBzytometrische Ergebnisse ergaben,
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daf isolierte gereinigte intestinale Mastzellen kein CD14 auf ihrer Oberflache haben.
Die Wirkung von LPS auf die TNF-a Produktion muBte also entweder Uber einen
anderen, bisher unbekannten Rezeptor vermittelt sein oder aber einen indirekien,
evtl. zytotoxischen Effekt darstellen.

Bislang liegen noch keine statistisch gesicherten Daten dartber vor, ob die in der zur
Stimulation verwendeten Bakteriensuspension vorhandenen Stdmme Escherichia
coli, Klebsiella oxytoca und Stenotrophomonas maltophilia unterschiedliche
Wirkungen auf die Mediatorfreisetzungen haben oder ob sie sich evil. gegenseitig in
ihrer Wirkung verstarken oder abschwachen. Erste Ergebnisse ergaben, dal3 E. coli
eine starkere Wirkung auf die Freisetzung von TNF-a und Histamin hat als die
anderen beiden Stdmme, allerdings ist die Wirkung von E. coli alleine nicht so stark
wie die der Bakterienmischung. Zur Zeit werden Experimente durchgefihrt, um die
Wirkung der isolierten Bakterienstamme und vor allem entsprechender
Referenzstdmme auf die Mediatorfreisetzung zu untersuchen. Dartber hinaus kann
durch Kultur von Mastzellen und Bakterien in zweikammerigen Kulturgefal3en, die
durch eine bakteriendichte Membran getrennt sind, untersucht werden, ob Iésliche,
von den Bakterien sezernierte Faktoren die Aktivierung der Zellen hervorrufen
kébnnen oder ob ein direkter Kontakt zwischen Mastzellen und Bakterien notwendig
ist. Auch soll untersucht werden, ob Mastzellen in der Lage sind, Bakterien zu

phagozytieren.

IL-5 ist ein Zytokin, das chemotaktisch und aktivierend auf eosinophile und basophile
Granulozyten wirkt (137,138). Es wird von T-Lymphozyten gebildet, die dem Th2-
Phanotyp entsprechen Bei bestimmten intestinalen Erkrankungen wie der Zdliakie
und chronisch-entzindlichen Darmerkrankungen, nicht jedoch bei bakteriellen
Infektionen, konnte eine vermehrte IL-5 Expression in der intestinalen Mukosa
festgestellt werden (139-141). Bisherige Untersuchungen zeigten, daf3 in humaner
intestinaler Mukosa IL-5 von T-Lymphozyten produziert wird (142). Kurzlich konnte
aber nachgewiesen werden, daf3 auch Eosinophile unter bestimmten Bedingungen
IL-5 produzieren und so ihre Funktion durch einen autokrinen Mechanismus
regulieren kénnen (139,143). Uber die Produktion von IL-5 durch intestinale
Mastzellen war bislang nichts bekannt. Es gibt aber Berichte, da3 humane
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Lungenmastzellen nach IgE-Rezeptor Quervernetzung IL-5 mRNA exprimieren
(12,14).

In der vorliegenden Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dal3 isolierte
humane intestinale Mastzellen nach Stimulation durch IgE-Rezeptor Quervernetzung
IL-5 in den Zelliberstand sezernieren. In unstimulierten Mastzellen konnte in der
vorliegenden Arbeit nur bei einer von sieben Mastzellpraparationen eine geringe
Freisetzung von IL-5 beobachtet werden, was mdglicherweise auf eine ungewollte
vorherige Aktivierung dieser Zellen in vivo hindeutet. Es kann nicht ausgeschlossen
werden, daB bei einigen der Patienten, von denen die verwendeten Préparate
stammten, eine nicht bekannte Erkrankung vorliegt (z.B. Allergie, Entziindungsherde,
etc.), die zu einer Aktivierung der Zellen in vivo fihren wirde. Bis jetzt sind keine
nicht-immunologischen Stimuli bekannt, die bei isolierten intestinalen Mastzellen in
vitro zu einer Freisetzung von IL-5 flhren.

Die in der vorliegenden Arbeit erhobenen Daten bestatigen immunhistochemische
Untersuchungen aus unserer Arbeitsgruppe, die nur bei Patienten mit chronisch-
entzindlichen Darmerkrankungen (Colitis ulcerosa und Morbus Crohn) und
intestinalen Allergien, nicht aber bei gesunden Kontrollpersonen, IL-5 positive
Mastzellen in der intestinalen Mukosa nachweisen konnten (Lorentz, A. et al., "Mast
cells are a potent source of interleukin-5 in human intestinal mucosa”, zur
Veroéffentlichung eingereicht). Auch mittels RT-PCR und RNAse Protection Assay an
isolierten gereinigten Mastzellen konnte festgestellt werden, daB die mRNA fur IL-5
nicht konstitutiv, sondern erst nach Stimulation der Mastzellen durch IgE-Rezeptor
Quervernetzung exprimiert wird. (Lorentz, A. et al., s.0.). Weiterhin konnte gezeigt
werden, da3 Mastzellen nach Stimulation durch IgE-Rezeptor Quervernetzung eine
weitaus groBere Menge IL-5 pro Zelle freisetzen als isolierte, gereinigte eosinophile
Granulozyten (ca. Faktor 13; Lorentz, A. et al, s.0.) oder CD4-positive T-
Lymphozyten (ca. Faktor 4,5; (142)). Allerdings muf3 berlcksichtigt werden, dal3 in
vivo die tatsachlich im Gewebe vorhandenen Menge an IL-5 abhéangig ist von der
Prasenz IL-5 - produzierender Zellen in den entsprechenden Geweben. So kdnnte
z.B. durch eine hohen Prozentsatz an T-Lymphozyten in einem Gewebe eine
gréBere Menge an IL-5 wirksam werden, obwohl diese pro Zelle weniger IL-5
sezernieren als z.B. Mastzellen. Auch das Vorhandensein einer Erkrankung, die zu
einer Aktivierung IL-5 - produzierender Zellen fuhrt, beeinfluBt den IL-5 Spiegel in

einem Gewebe.
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Die in der vorliegenden Arbeit und in unserer Arbeitsgruppe erhobenen Daten
zeigen, daB aktivierte Mastzellen eine wichtige Quelle fur IL-5 in der humanen
intestinalen Mukosa sind. Durch das von ihnen produzierte IL-5 werden andere
Entziindungszellen wie eosinophile Granulozyten angelockt und deren Proliferation
und Aktivierung induziert. Somit hat das von Mastzellen produzierte IL-5 eine
wichtige pathophysiologische Bedeutung far Erkrankungen des
Gastrointestinaltraktes ~ wie  chronisch-entzindliche = Darmerkrankungen und

intestinale Allergien.

4.4 Rolle der Mastzellen an der gastrointestinalen Barriere

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, daB humane intestinale
Mastzellen nach IgE-Rezeptor Quervernetzung neben den klassischen
Mastzellmediatoren wie Histamin und Sulfidoleukotrienen auch die Zytokine TNF-a
und IL-5 freisetzen. Die durch diesen Mechanismus freigesetzten Mediatoren haben
eine Fllle an biologischen Effekten, die allerdings nur nach entsprechender
Stimulation der Zellen zum Tragen kommen wirden. In Bezug auf die IgE-abhangige
Stimulation wirden also hauptsdchlich im Falle einer intestinalen allergischen
Reaktion Mastzellmediatoren freigesetzt, die durch ihr proinflammatorisches
Potential die allergische Entzindung hervorrufen oder unterstitzen. Intestinale
allergische Reaktionen sind in neuere Zeit Gegenstand der Forschung und die
Bedeutung der Mastzellen fir die intestinale Allergie inzwischen allgemein akzeptiert
(144,145).

Schon frh wurde gefunden, daB Mastzellen vermehrt im Rahmen bestimmter
intestinaler Erkrankungen wie z.B. der Zdliakie und den chronisch-entzindlichen
Darmerkrankungen Morbus Crohn und Colitis ulcerosa vorkommen (40,61,146,147).
Von unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, daB Mastzellen, die aus Gewebe
von Patienten mit chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen isoliert wurden, die
Mediatorfreisetzung nach IgE-Rezeptor Quervernetzung erhdht ist (81). Uber die
Mechanismen, die im Falle solcher Erkrankungen die Mediatorfreisetzung auslésen,
ist allerdings noch nichts bekannt. Im Rahmen dieser Arbeit konnte aber festgestellt
werden, daB SCF, welches in seiner membranstandigen, von Fibroblasten
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exprimierten Form immer in der intestinalen Mukosa vorhanden ist, zu einer
Mediatorfreisetzung aus intestinalen Mastzellen fihren kann und somit einen IgE-
unabhéngigen Stimulus fir Mastzellen darstellt. Weitere nicht-immunologische
Stimuli wie Neuropeptide und Chemokine, die fir Haut- und Lungenmastzellen
beschrieben wurden (43), konnten fiir intestinale Mastzellen im Rahmen dieser
Arbeit allerdings nicht gefunden werden.

Neben der proinflammatorischen, pathophysiologischen Wirkung der von den
Mastzellen sezernierten Mediatoren haben diese aber auch regulative Effekte. So
wird z.B. durch Histamin und Sulfidoleukotriene die Gewebsdurchblutung, die
Mucus-Sekretion und die Kontraktion glatter Muskulatur geférdert. Da sie auch die
Permeabilitdt von Epithelien erhdhen, kann das aber auch zu einem vermehrten
Durchtritt von Antigenen fihren. Besonders die von Mastzellen sezernierten Zytokine
sind in der Lage, durch ihre vielfaltigen Wirkungen sowohl immunregulatorisch auf
andere Zellen zu wirken, als auch - im Falle von TNF-a- eine protektive Wirkung im
Rahmen bakterieller Infektionen zu Ubernehmen (77,78,148). Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, da3 Mastzellen nach Stimulation IL-5
sowie TNF-a freisetzen. Beide Zytokine wirken chemotaktisch und aktivierend auf
andere Zellen des Immunsystems und kommen dariber hinaus auch bei bestimmten
gastrointestinalen Erkrankungen vermehrt vor (118,121-124,137-141). Es konnte
auch gezeigt werden, daB3 intestinale Mastzellen nach Inkubation mit einer
Praparation aus intestinalen Bakterien sowohl Histamin als auch TNF-a freisetzen.
Damit konnte zum ersten Mal ein Effekt von Bakterien auf intestinale Mastzellen
festgestellt werden. Es ist somit méglich, da3 humane intestinale Mastzellen an der
Abwehr von bakteriellen Pathogenen in der Mukosa beteiligt sind.

In Abbildung 11 ist die Wirkung von Mastzellen und ihrer Mediatoren in der
intestinalen Mukosa anhand der in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse sowie aus der
Literatur entnommener Daten abschlieBend schematisch dargestellt.
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Abbildung 11: Wechselwirkungen von Mastzellen mit anderen Zellen der humanen

gastrointestinalen Mukosa

Dargestellt sind die auf Mastzellen einwirkenden Faktoren sowie die mdglichen Wirkungen der
Mastzellmediatoren auf andere Zellen. Die gestrichelten Linien symbolisieren Interaktionen, die in der
vorliegenden Arbeit fiir humane intestinale Mastzellen nicht untersucht oder bestatigt werden konnten,
fir die es aber Hinweise in der Literatur gibt. Die durchgezogenen Linien symbolisieren Funktionen von
Mastzellen, die im Rahmen dieser Arbeit nachgewiesen werden konnten.
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Zusammenfassung

5 ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Fragestellungen bearbeitet:

1) Etablierung von Methoden zur Isolation, Anreicherung und Kultur humaner
intestinaler Mastzellen

2) EinfluB von IgE-Rezeptor Quervernetzung sowie von IgE-unabhangigen
Stimuli (Chemokine und Neuropeptide) und von Bakterien auf die
Mediatorfreisetzung aus humanen intestinalen Mastzellen

3) Produktion von Zytokinen durch humane intestinale Mastzellen

Die aus humaner Darmschleimhaut isolierten Mastzellen (Reinheit ca. 5 %) konnten
sowohl mittels Magnetseparation als auch durch Langzeitkultur unter Zusatz von
SCF bis zu 100 % angereichert werden. Eine Reinigung der Mastzellen durch
Dichtegradientenzentrifugation, wie sie z.B. fir Rattenmastzellen beschrieben wurde,
fihrte dagegen nicht zu einer nennenswerten Anreicherung der Zellen.

In dem in dieser Arbeit etablierten Kultursystem konnte nachgewiesen werden, daf3
SCF nicht nur die Reifung von Mastzell-Vorlaufern, sondern auch das Uberleben und
die Proliferation reifer, aus humanem Gewebe isolierten Mastzellen induziert.
Interleukin-3 (IL-3), ein wichtiger Wachstumsfaktor fir Mastzellen aus Ratten und
Mé&usen, hatte keinen EinfluB auf das Uberleben oder die Proliferation der
Mastzellen in unserem Kultursystem.

Auch die Freisetzung von Histamin und Sulfidoleukotriene wurde durch SCF
beeinfluBt. Dabei verstarkte SCF nicht nur die durch IgE-Rezeptor Quervernetzung
hervorgerufene Mediatorfreisetzung, sondern fuhrte bei kultivierten Mastzellen selbst
zu einer Mediatorfreisetzung. Damit konnte SCF als erstes Zytokin identifiziert
werden, das die Mediatorfreisetzung aus humanen Mastzellen induziert..

Weiterhin konnte gezeigt werden, daB3 Neuropeptide, die die Freisetzung von
Histamin aus humanen Haut- und Lungenmastzellen induzieren kdnnen, und
Chemokine, die basophile Granulozyten aktivieren kénnen, keinen EinfluB auf die
Mediatorfreisetzung aus humanen intestinalen Mastzellen haben. Nicht aktivierte
intestinale Mastzellen exprimieren keine Rezeptoren fir bestimmte Neuropeptide,
die Tachykinine, allerdings konnte nach IgE-Rezeptor Quervernetzung einer der
Rezeptoren, der NK-1 Rezeptor, sowohl durch RT-PCR als auch
immunzytochemisch nachgewiesen werden.



Zusammenfassung

Durch IgE-Rezeptor Quervernetzung konnten humane intestinale Mastzellen zur
Produktion der Zytokine TNF-a und IL-5 angeregt werden, wodurch zum ersten Mal
eine Zytokinproduktion durch humane intestinale Mastzellen nachgewiesen werden
konnte. Auch bestimmte intestinale Bakterien sowie Lipopolysaccharid aus E. coli
sind in der Lage, die TNF-a Produktion anzuregen, hatten aber nur einen geringen

EinfluB auf die Freisetzung von Histamin und Sulfidoleukotrienen. Somit gehen wir
von einer unterschiedlichen Regulation der Freisetzung dieser Mastzellmediatoren

aus.
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Ach Acetylcholin

APES 3-Aminopropyl-triethoxysilan

bp Basenpaare

CGRP Calcitonin gene-related peptide

EDTA Ethylendiaminteraacetat

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay

Eo eosinophiler Granulozyt

FCS fetal calf serum

Glu Natrium-Glutamat

GM-CSF Granulocyte-Macrophage colony stimulation factor
GRP Gastrin releasing peptide

5-HT Serotonin (5-Hydroxytryptamin)

HEPES N-[2-Hydroxyethyl]piperazin-N'-[2-ethansulfonsaure]
g Immunglobulin

IL Interleukin

LPS Lipopolysaccharid

Ly Lymphozyt

MACS Magnetic-beads activated cell sorting

mAKk monoklonaler AntikOper

MC Mastzelle

MCP-1, -2, -3 Monocyte chemoattractant protein 1, -2, -3

MIP 1o Macrophage inflammatory protein 1 o

mRNA messenger-Ribonucleinsaure

MW 1) Mittelwert, 2) Molekulargewicht

NK-A, -B Neurokinin A, -B

NP-Y Neuropeptid Y

PBS Phosphat buffered saline

RANTES "Regulated on activation, normal T-cell expressed and secreted”
rhu rekombinantes humanes

RIA Radioimmunoassay

rpm Umdrehungen pro Minute

RPMI 1640 Rockwell-Parker Memorial Institut Medium Nr. 1640
RT Raumtemperatur

SD standard deviation (Standardabweichung)

SDS sodium-dodecyl-sulfate (Natriumlaurylsulfat)
SDS-PAGE syn. flir denaturierende Polyacrylamid-Gelelektophorese
SEM standard error of the mean (Standardfehler des Mittelwertes)
sLT Sulfidoleukotriene

SP Substanz P

ST Somatostatin

TBST Tris bufferd saline with Tween

TEMED N,N,N’,N’,-Tetramethylendiamin

TNF-a Tumor Nekrose Faktor-ou

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

VIP Vasoactives intestinales Peptid
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