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1. Einleitung

1.  Einleitung

1.1. Immunsystem und lymphatisches System der Darmmukosa

Das Immunsystem des Menschen besteht aus diversen Abwehrmechanismen. Es
soll den Organismus vor Mikroorganismen, Fremdsubstanzen und eigenen Schad-
stoffen schitzen. Wichtig ist dabei die Unterscheidung zwischen fremd und kérper-
eigen [1;2]. Zum Immunsystem z&hlen die priméren (Knochenmark) und sekundéren
lymphatischen Organe (Milz, Lymphknoten, Tonsillen, Thymus und lymphatische
Gewebe der Schleimhaute) sowie immunreaktive Zellen (B- und T-Lymphozyten,
Makrophagen, Granulozyten und NK-Zellen [natural killer cells]). AuBerdem gehéren
die humoralen Immunfaktoren (Antikdrper, Komplementsystem sowie Zytokine) dazu
[2;3]. Es gibt die angeborene (unspezifische) und die erworbene (spezifische)
Immunabwehr. Als unspezifische Immunzellen agieren Makrophagen, neutrophile
Granulozyten und NK-Zellen. B- und T-Lymphozyten sind die Hauptbestandteile des
spezifischen Immunsystems [2]. Der Gastrointestinaltrakt ist die primare Flache, an
der viele Antigene kontinuierlich mit dem Immunsystem in Kontakt treten. Den
lymphatischen Geweben der Schleimhdute kommt dabei eine entscheidende Rolle
zu [4]. Die groBte Oberflache der gastrointestinalen Schleimhaute weist das Darmge-
webe auf [5]. Als Darm-assoziiertes lymphatisches Gewebe wird der intestinale
Bestandteil des lymphatischen Mukosagewebes bezeichnet [4]. Das intestinale
Immunsystem besteht aus den Peyerschen Plaques, der Lamina propria und den
intraepithelialen Anteilen [6]. Zuséatzlich ist das Darmgewebe das gréBte Depot fur
eosinophile Granulozyten [7]. Eosinophile Granulozyten sind ein wichtiger Bestand-
teil des gastrointestinalen Immunsystems. AuBerdem sind diese Zellen an der ange-

borenen, regulatorischen sowie entziindlichen Immunantwort beteiligt [6;8].



1. Einleitung

1.2. Eosinophile Granulozyten

1.2.1. Allgemeines und Histologie der eosinophilen Granulozyten

Die von Paul Ehrlich zum ersten Mal beschriebenen eosinophilen Granulozyten [9]
zahlen zu den Leukozyten des Blutes [10]. Im Blut sind 4 — 11* 10° Leukozyten/| vor-
handen. Eosinophile machen einen Anteil von 2 — 4% aus [4;10]. Die Bildung und
Differenzierung der eosinophilen Granulozyten findet im Knochenmark unter Beein-
flussung von IL(Interleukin)-5, weniger von IL-3 oder GM-CSF (granulocyte macro-
phage colony stimulating factor) statt [5;7]. Eosinophile zirkulieren nur teilweise im
Blut, da sie hauptsachlich Gewebe-assoziiert vorliegen [5]. Es sind im Gewebe unge-
fahr 500 mal mehr Eosinophile als im Blut vorhanden [11].

Histologisch stellen sich die 12 — 15 um groBen eosinophilen Granulozyten mit
einem zweisegmentigen Kern dar. Diese Granulozyten beinhalten viele Granula, die
sich mit sauren Farbstoffen stark rot (eosinophil) anfarben lassen. Elektronen-
mikroskopisch sind v.a. die spezifischen (sekundaren) Granula sichtbar. Diese
Granula enthalten u.a. die eosinophilen spezifischen Proteine wie ECP (eosinophil
cationic protein), EPO (eosinophil peroxidase) und EDN (eosinophil-derived neuro-
toxin). Der kristalloide Kern dieser Granula weist das MBP (major basic protein) auf.
MBP ist vornehmlich flir die eosinophile Anfarbbarkeit verantwortlich [1;2;7].

1.2.2. Funktion der eosinophilen Granulozyten

Eosinophile Granulozyten sind wichtige Effektorzellen bei Parasitosen, wirken
antibakteriell sowie antiviral und kénnen Antigen-Antikérperkomplexe phagozytieren
[2;12;13]. Die Eosinophilen agieren als immunmodulatorische Zellen und kdnnen
sowohl proinflammatorische als auch antiinflammatorische Wirkungen haben. Auf3er-
dem wirken Eosinophile gewebeschadigend und haben einen entscheidenden
Einfluss auf die allergische Entziindungsreaktion [12;14-17]. Ebenso sind diese
Zellen an der Organmorphogenese beteiligt [7]. Eine abnorme Erhéhung der Eosino-
philenanzahl (Eosinophilie) im Blut ist u.a. bei Parasitosen oder allergischen Erkran-
kungen nachweisbar. Auch Entziindungen, maligne Prozesse oder Pharmaka sind
mit einer Eosinophilie assoziiert [11;18;19]. Neben der Eosinophilie im Blut ist bei
allergischen und anderen Erkrankungen auch eine Eosinophilie im Gewebe
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1. Einleitung

nachweisbar [7;10;15;19]. Unter nicht-pathologischen Bedingungen liegen eosino-
phile Gewebsgranulozyten vornehmlich in der Mukosa des Gastrointestinaltrakts vor
[19]. Die Menge der normalerweise vorhandenen gastrointestinalen Eosinophilen ist
jedoch geringer als unter pathologischen Gewebsbedingungen [13;20]. Proinflam-
matorische Mediatoren der Eosinophilen sind Zytokine, Chemokine sowie die
basischen Proteine der eosinophilen Granula und Lipidmediatoren. AuBerdem ent-
halten eosinophile Granulozyten oxygenierende Radikale und Proteasen [21]. Einige
wichtige eosinophile Mediatoren sind in Tab. 1 aufgelistet.

eosinophile Effektorgruppen | eosinophile Produkte

basische Proteine ECP, EDN, EPO, MBP

Chemokine Eotaxin, MCP-1, MIP-1a, RANTES

Zytokine GM-CSF, IFN-y, IL-1B, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6,
IL-8, IL-12, IL-13, IL-16, IL-18, NGF, SCF, TGF-a,
TGF-B, TNF-a

Lipidmediatoren LTC4, PAF, PGE+, PGE,, TXB>

Enzyme Histaminase, Katalase

Neuropeptide Substanz P, VIP

Ko-stimulierende Molekiile CD28,CD40,CD80(B7.1),CD86 (B7.2)

Antigen-Prasentation MHC-class Il

Tab. 1: Produkte der eosinophilen Granulozyten [6;7;15;21;22]

MCP-1: monocyte chemotactic protein-1, MIP-1a: macrophage inflammatory protein-
1a, RANTES: regulated on activation, normal T cells expressed and secreted,
GM-CSF: granulocyte macrophage colony stimulating factor, IFN-y: Interferon-y, IL:
Interleukin, NGF: nerve growth factor, SCF: stem cell factor, TGF-a, -f: transforming
growth factor-a, -B, TNF-a: tumor necrosis factor-a, LTC4: cysteinyl-Leukotrien Cy,
PAF: platelet activating factor, PGE;, -E,: Prostaglandin E4, -E,, TXB,: Thromboxan
B,, VIP: vasoactive intestinal peptide, CD: cluster of differentation, MHC class-II:
major histocompatibility complex class-II.

Das eosinophilenspezifische Granulaprotein ECP wirkt antihelmithisch, zyto- und
neurotoxisch. Zusatzlich ist eine Ribonukleaseaktivitdt nachweisbar. Dieses basische
Potein kann auch die Freisetzung von Histamin aus basophilen Granulozyten oder
Mastzellen induzieren. Die Aktivierung der Mastzellen tritt haufig bei allergischen
Erkrankungen auf. Der ECP-Gehalt im Serum ist ein Aktivierungsmarker der aller-
gischen Immunantwort [7;23;24]. Eosinophile stellen auch eine Quelle fir cysteinyl-
Leukotriene dar, die u.a. eine zentrale Rolle bei der allergischen Entziindungsreak-
tion haben. Das LTC4 bedingt neben der Kontraktion der glatten Muskulatur auch die
Erhéhung der Schleimsekretion und der GefaBpermeabilitat [7]. Die Wirkung einiger
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Substanzen der eosinophilen Granulozyten auf die Entziindungsreaktion ist in Abb. 1
dargestellt. IL-4 beeinflusst die Differenzierung von Th(T-Helfer)2-Zellen. Die Produk-
tion von Ig(Immunglobulin)E wird durch IL-4 und IL-13 angeregt. AuBerdem bedingt
IL-13 eine bronchiale Hyperaktivitat. IL-5 und GM-CSF bewirken das ,Priming®
(Pragung) der Zelle, d.h. die Zellen kdnnen nach Stimulation mit bestimmten Subs-
tanzen mehr Mediatoren freisetzen, wenn zuvor ein Priming dieser Zellen vorhanden
war. Zusétzlich sind diese beiden Zytokine an der Apoptose und der Hamatopoese
beteiligt. IL-8 wirkt vornehmlich chemotaktisch auf neutrophile Granulozyten [25].
Eine Aktivierung der Mastzellen ruft das gebildete SCF (stem cell factor) hervor. Die
angeborene Immunitat, Adhasion und Chemotaxis werden durch TNF-a reguliert
[5;11]. Uber die Produktion von TGF-o und -p sind Eosinophile u.a. auch an dem
Gewebsumbau, der Geweberegeneration sowie der Immunregulation beteiligt
[5;11;26].

Priming, i
Apoptose Hamatopoese

Th2-
Differenzierung Chemotaxis
‘/I -
IgE-Produktion / X e .

astzell-

\ IL-13 ¢ \ aktivierung
TGF
/ TNF \
bronchiale
Hyperreaktivitat l Gewebsumbau,

- Immunregulation
angeborene Immunitat,

Adhasion, Chemotaxis

Abb. 1: Zytokine mittels derer eosinophile Granulozyten Entziindungsreak-
tionen modulieren
(Abbildung modifiziert nach Straumann und Simon [5])
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1.2.3. Aktivierung der eosinophilen Granulozyten

Eosinophile exprimieren Rezeptoren flir diverse Substanzen, die sie grdBtenteils
auch selbst sezernieren. Die Aktivierung der eosinophilen Granulozyten ist bedingt
durch die Bindung von Rezeptorliganden [7]. Eine entscheidende Folge der Aktivie-
rung ist die Freisetzung der sekundéren Granulaproteine sowie die Neusynthese der
Substanzen [7;11;27-29]. Aktivierende Rezeptoren sind u.a. far IgA, IgG und IgE
[13;30] sowie fur verschiedene Zytokine (wie IL-3, IL-5, GM-CSF, IFN-y, TGF-$ oder
TNF-o) vorhanden [11;13]. Weitere aktivierende Stimuli sind Allergene, Virusinfekt-
ionen oder Gewebeverletzungen [6]. Auch chemotaktische Agonisten wie RANTES,
MIP-1a, PAF, C5a oder fMLP (N-Formylmethionyl-leucyl-phenylalanin) aktivieren
Eosinophile [11;28;31-34]. Die Degranulation kann durch ein Priming mit den Zyto-
kinen IL-3, IL-5 oder GM-CSF deutlich gesteigert werden [11;21;28;35]. Eine andere
wichtige Funktion der Rezeptoren ist die Interaktion mit Substanzen, die chemotak-
tisch wirken [11;13;36].

1.2.4. Einwanderung von eosinophilen Granulozyten

Eosinophile Granulozyten haben die Fahigkeit, intakte GefaBe der Blutbahn ver-
lassen zu kénnen und sich amdéboid zu bewegen [1;2;10]. Untersuchungen an
Mausen zeigen, dass sich die Einwanderung von Eosinophilen in den Gastrointes-
tinaltrakt unabhangig von der Darmflora wahrend der embryonalen Entwicklung
vollzieht [7]. Eosinophile Granulozyten infiltrieren auch unter nicht-pathologischen
Bedingungen in die Darmmukosa [37;38]. In der intestinalen Mukosa wird das
Infiltrieren der Eosinophilen vornehmlich durch die Adhasionsmolekile o4B7 und
MAdCAM-1 (mucosal addressin cell adhesion molecule-1) vermittelt [7]. Eine
schematische Darstellung der Migration von eosinophilen Granulozyten in den
Gastrointestinaltrakt zeigt Abb. 2. Chemotaktische Substanzen binden an die ent-
sprechenden Rezeptoren der Eosinophilen. Chemotaktisch wirken hauptséachlich die
Chemokine RANTES, MIP-1a sowie MCP-3 [11]. Auch Lipidmediatoren (Leukotri-
ene, PAF) und Bakterienanaloga (fMLP) haben eine chemotaktische Wirkung. Eine
Eosinophilen-selektive Chemotaxis weist das Chemokin Eotaxin (Eotaxin, Eotaxin-2
und Eotaxin-3) auf, das u.a. im ganzen gastrointestinalen Gewebe exprimiert wird
[7;11;36]. Die Wirkung von Eotaxin wird durch IL-5 potenziert [39]. Chemotaktische

10



1. Einleitung

Substanzen werden durch Mastzellen, aktivierte Lymphozyten und Basophile produ-
ziert [7;10].

Knochenmark Blut Darm .
¢ ..'...J......
D Q ’Q ‘s
- e © @ r’.
0 ® @ ° 5
.o Io-..u-.... .
@ 0
Oﬂ - @'oooo-ooolooo-. :
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L5 Signal @@ O ......I..I.o‘
O r
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Abb. 2: Einwanderung der eosinophilen Granulozyten in den Darm

[Abbildung modifiziert nach Rothenberg et all [6]]

Eosinophile Granulozyten gehen aus dem Knochenmark ins Blut Uber. Dieser
Vorgang wird vornehmlich durch IL-5 gesteuert. Die Eosinophilen ,rollen® am
Endothel entlangt. Bei der Verbindung des a4p7-Integrin der Eosinophilen mit dem
MAdCAM-1-Rezeptor des intestinalen Endothels erfolgt die Adhasion der Zellen.
Entlang des chemotaktischen Eotaxingradienten gelangen die eosinophilen Granulo-
zyten hauptsachlich in die Lamina propria. IL-5 verstarkt dabei die Chemotaxis. Im
Darmgewebe kdnnen die Eosinophilen nach Aktivierung degranulieren.

1.2.5. Gastrointestinale eosinophile Granulozyten

Unter normalen Bedingungen liegen eosinophile Granulozyten in hamatopoetischen
und lymphatischen Organen vor. Die Ausnahme bildet der Gastrointestinaltrakt. Dort
sind auch unter nicht-pathologischen Bedingungen gewebsstandige eosinophile
Granulozyten nachweisbar [5]. Diese Eosinophilen befinden sich vornehmlich in der
Lamina propria. Eine geringe Anzahl ist auch in den interepithelialen Bereichen und
in den Peyerschen Plagues vorhanden [7]. Die Dichte der gastrointestinalen Eosino-
philen ist im z6kalen und im Appendixareal am héchsten. Dagegen sind im nicht-
entziindeten Osophagus keine Gewebseosinophilen nachweisbar [5]. Eine erkenn-
bare Degranulation der Eosinophilen liegt nur in der Lamina propria des Gastro-
intestinaltrakts vor. Dabei sind eosinophile Granulozyten ein wichtiger Bestandteil

11



1. Einleitung

des gastrointestinalen Immunsystems [6]. Bestimmte Zytokine (ben eine ent-
scheidende Wirkung auf intestinale Eosinophile aus. Im Vordergrund steht das v.a.
von Th2-Zellen produzierte IL-5. Dazu kommen IL-3 und GM-CSF, die von Th1- und
Th2-Zellen sekretiert werden. Diese Zytokine, die das Wachstum, die Heranreifung
und die Differenzierung der Eosinophilen beeinflussen, spielen auch bei der Ein-
wanderung ins Gewebe eine wichtige Rolle. Im Gewebe verlangern diese Zytokine
das Uberleben der eosinophilen Granulozyten [40]. Die genaue Uberlebensdauer ist
aber unbekannt. In vitro 1&sst sich die Lebensspanne der Gewebseosinophilen durch
die Zugabe der genannten Zytokine von weniger als 48 Stunden auf 12 bis 14 Tage
verlangern [13;19]. Zuséatzlich kénnen diese Zytokine eosinophile Granulozyten akti-
vieren und die Wirkung von anderen Substanzen potenzieren [40]. AuBerdem préa-
sentieren Eosinophile Antigene und produzieren Ko-stimulierende Substanzen. Eine
Interaktion zwischen T-Lymphozyten und eosinophilen Granulozyten ist wahrschein-
lich [6]. Eosinophile Granulozyten sind an verschiedenen entzindlichen Prozessen
beteiligt [5]. Eine Eosinophilie liegt bei verschiedenen Erkrankungen im Gewebe vor
und kann samtliche Bereiche und Gewebetiefen des Gastrointestinaltrakt betreffen.
Die genaue Funktion ist bei manchen Krankheitsbildern aber noch unklar [6;7].

1.2.6. Gastrointestinale Entziindungsreaktionen

Die Eosinophilie ist ein Merkmal bei gastrointestinalen Krankheiten wie Nahrungs-
mittelallergie, eosinophiler Gastroenteritis, allergischer Colitis, entziindliche Darm-
krankheit und gastrodsophageale Refluxkrankheit. Eine Zusammenstellung der Eo-
sinophilen-assoziierten gastrointestinalen Krankheitsbilder ist in Tab. 2 getroffen. Es
liegt eine Korrelation der Schwere der Erkrankung mit dem eosinophilen Infil-
trationsgrad vor [41]. Gastrointestinale Eosinophile scheinen regulatorische sowie
effektorische Funktionen zu haben [7]. Jedoch wird die genaue Funktion der eosino-
philen Granulozyten noch diskutiert. Den bisherigen Daten liegen gréBtenteils
Studien zugrunde, welche die Rolle dieser Zellen bei allergischen respiratorischen
Erkrankungen darstellt [6].

Die Th2-Zellen dominierten, gastrointestinalen Entziindungsreaktionen wie Nah-
rungsmittelallergie und z.T. chronisch-entziindliche Darmkrankheit, zeichnen sich
u.a. durch die Expression von IL-4, IL-5 sowie IL-13 und die damit verbundene

Akkumulation von eosinophilen Granulozyten und Mastzellen aus. Ein zentraler
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1. Einleitung

Bestandteil bei der Begrenzung und Verhinderung von Entziindungsprozessen
kénnte TGF-B1 sein. Chronische Entziindungsprozesse, wie die chronisch entziind-
liche Darmkrankheit oder die Allergie, scheinen durch eine ungeniigende Expression
oder Funktion des TGF-B1/TGF-B-Rezeptorsystems verbunden zu sein. Unklar sind
die Regulation der TGF-B1-Expression, die beteiligten Rezeptoren bzw. Signalwege
sowie die Modulation von Funktionen der eosinophilen Blut- und Darmgranulozyten
[42;43].

Uberbegriffe einzelne Krankheiten
primére (idiopathische) - primare eosinophile Osophagitis
eosinophile Erkrankungen |- primare eosinophile Gastroenteritis

- Hypereosinophilie-Syndrom mit gastrointestinaler

Beteiligung

parasitére Infektionen - Infektions-assoziierte Eosinophilie

- Infektions-induzierte Eosinophilie
Entziindungs-assoziierte - gastro6sophageale Refluxkrankheit
Eosinophilie - Zdliakie

- Morbus Crohn
- Colitis ulcerosa

Andere - Hypersensitivitats-assoziierte Eosinophilie

- Eosinophilie-assoziierte Neoplasien

- Eosinophilie-assoziierte Erkrankungen des Binde-
gewebes

Tab. 2: Klassifikation von eosinophilen Granulozyten-assoziierten Erkran-
kungen des Gastrointestinaltrakts
[Tabelle modifiziert nach Straumann und Simon [5]]

1.3. Transforming growth factor  (TGF-)

1.3.1. Allgemeines und Funktion von TGF-$

Im Jahre 1978 wurde ein Wachstumsfaktor fir Mesenchymzellen in speziellen Maus-
fibroblasten, der sarcoma growth factor, zum ersten Mal beschrieben. Dieser Faktor
konnte in vitro die neoplastische Transformation auf untransformierte Fibroblasten
Ubertragen. Diese Fahigkeit gab der Substanz den heute noch gebrauchlichen
Namen transforming growth factor(TGF)-p [44;45]. Es sind die 3 Isoformen TGF-1,
TGF-B2 und TGF-B3 in den Saugetieren bekannt [45-47]. In Studien an Mausen
konnte gezeigt werden, dass ohne die Isoformen TGF-B1 und TGF-B-3 kein Uber-
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leben moglich ist [48]. TGF-B ist ein Zytokin mit multifunktionellen und pleiotrophen
Eigenschaften [48] und gehdrt zu einer Superfamilie von speziellen Molekdlen. Diese
Molekiile beeinflussen Wachstum, Differenzierung und Entwicklung vieler Zellen [46].
Als zwei der Hauptfunktionen von TGF-B sind die Hemmung des Zellwachstums und
der Zellproliferation sowie die Suppression immunmodulatorischer Zellen genannt.
Jedoch regt dieses Zytokin bei bestimmten Mesenchymzellen das Wachstum an. Die
dritte Hauptfunktion ist die Induktion von Proteinen der extrazellularen Matrix, wo-
durch u.a. die Wundheilung beeinflusst wird. Neben der Beendigung einer Immun-
antwort, kann TGF-$ diese auch induzieren. So wirkt es z.B. chemotaktisch auf Ent-
zlindungszellen und Fibroblasten und kann eine Umkehrung der Wirkung anderer
Zytokine hervorrufen. TGF-B wird auch eine Funktion bei der Angiogenese zuge-
schrieben [26;47]. Jede Zelle mit leukozytischer Abstammungslinie kann TGF-B
exprimieren [26]. Hauptsachlich wird dieses Zytokin von T-Zellen, neutrophilen
Granulozyten, Makrophagen und Monozyten synthetisiert. Auch Megakaryozyten und
Fibroblasten bilden TGF-f [49]. Die Rezeptoren und Liganden fir TGF-B werden in
praktisch jedem Korpergewebe exprimiert [45;48;50]. Aufgrund der vielfaltigen
Eigenschaften kann eine Fehlfunktion von TGF- pathologische Folgen haben. Diese
Fehlfunktion kann durch ungentigende Aktivierung oder zu geringe bzw. hohe
Bildung der Isoformen bedingt sein. Eine Folge des Fehlens von TGF-3-Rezeptoren
ist der Verlust der Wachstumshemmung bei der Karzinogenese bestimmter Tumoren
[46]. Eine gesteigerte Produktion und Aktivierung von latentem TGF-f wurde mit
Immundefekten bei malignen und autoimmunen Erkrankungen, mit der Anfalligkeit far
opportunistische Infektionen und mit fibrotischen Komplikationen bei chronischen
Entziindungen in Verbindung gebracht. Zuséatzlich ist TGF-f ein Hauptmediator der
oralen Toleranz [45;48;50;51].

1.3.2. Aktivierung von TGF-B

TGF-B wird in der inaktiven Form (=latente Form) als Homodimer von den meisten
humanen Zellen freigesetzt. In vivo ist innerhalb von 90 min die Halfte des rekombi-
nanten latenten TGF- abgebaut. Eine Regulation der TGF-B-Wirkung erfolgt Gber
die Aktivierung des Molekuls. Die TGF-B-Isoformen werden in vitro durch ein saures

Milieu (pH ~ 3) aktiviert. Weitere Mechanismen und Faktoren kommen in vivo hinzu,
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wie Thrombospondin und Plasmin [46]. Aktiviertes TGF-B liegt als Homo- oder
Heterodimer mit einem Molekulargewicht von 25 kD vor und wird innerhalb weniger

Minuten hepatisch aus der Blutzirkulation eliminiert [45;46;50].

1.3.3. Die Isoform TGF-p1

Die Isoform TGF-B1 gilt als Musterbeispiel fur die Eigenschaften der Superfamilie
[46]. TGF- B1 hat eine proliferative Wirkung auf T-Zellen. Es steuert die Ansammlung
und Aktivierung von Leukozyten durch vermehrte Bildung von Adhasionsmolekilen,
Generierung von chemotaktischen Gradienten und Induzierung von proinflammato-
rischen Zytokinen, inklusive TGF- 1 selbst. Es wirkt chemotaktisch auf Monozyten,
Makrophagen, Fibroblasten, neutrophile Granulozyten und Mastzellen. AuBerdem
wird TGF-B1 eine endokrine Funktion zugeschrieben [46]. Manche Modelle zeigen
auch eine Aktivierung von B-Lymphozyten infolge von TGF- 31-Stimulation. Weiter-
hin hat es die unter 1.3.1. genannten Eigenschaften wie die Entziindungshemmung
und Gewebsregeneration [50]. In Tab. 3 sind die antiinflammatorischen Wirkungen
von TGF-B1 zusammengefasst. Im Gastrointestinaltrakt scheint eine der TGF-B1-
Funktionen die Regulation der Epithelbildung zu sein. Uber die genaue Rolle von

intestinalem TGF-B1 ist jedoch wenig bekannt [47].

e Hemmung und Verkirzung der Lebensdauer von Entziindungszellen

e Reduktion der Freisetzung von Zytokinen, Sauerstoffradikalen und Lipidmedia-
toren

e Erhdhung der IgA-Synthese

e Forderung der Differenzierung von Th3-Lymphozyten* — Potenzierung der Wir-
kung von TGF-B1

¢ Induktion von Proteinen der extrazelluldren Matrix in Fibroblasten

e Regulation der Epithelien

*synthetisieren definitionsgemaB TGF-B1

Tab. 3: Antiinflammatorische Eigenschaften von TGF-B1 [26;46;47;52-54]
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1.3.4. TGF-B1 und eosinophile Granulozyten im Gastrointestinaltrakt

Antiinflammatorische Zytokine wie TGF-B1 kdnnten ausschlaggebend dazu bei-
tragen, dass Entz{indungsreaktionen unterbrochen werden bzw. ein UberschieBen
der Reaktion verhindert wird. So wirkt es chemotaktisch und v.a. hemmend auf
Differenzierung, Proliferation und Funktion der eosinophilen Granulozyten [55]. Intes-
tinale Eosinophile beeinflussen die proinflammatorischen Vorgange, Entziindungen,
Wundheilung sowie die Immunabwehr [7]. Bis jetzt ist nur wenig Uber das gastroin-
testinale Vorkommen von TGF-B1 bekannt. Wéhrend einer Entziindung im Darm
steigt die TGF-B1-Expression in ortstdndigen Gewebezellen und aktivierten, einge-
wanderten Entziindungszellen an [26;56]. Es fehlen aber weitere Informationen Gber
gastrointestinale Zellen, die TGF-B1 produzieren.

In unserer Arbeitsgruppe konnten immunhistochemisch 90% der TGF-p1-
positiven Darmzellen als eosinophile Granulozyten identifiziert werden. Dies traf
sowohl im pathologischen als auch im nicht-pathologischem Gewebe zu. Bei Patien-
ten mit intestinaler Eosinophilie waren in der Lamina propria mehr TGF-B1-positive
Zellen nachweisbar als bei Gesunden. Es farbten sich weitere Zellen der Lamina
propria (T-Zellen, Fibroblasten oder Epithelzellen) nur schwach an. Eosinophile
Granulozyten scheinen also eine wichtige Quelle fir TGF-B1 im Darmtrakt zu sein
[57]. Kurz darauf wurde von einer anderen Arbeitsgruppe ein ahnliches Ergebnis
verdffentlicht [58]. In der Lunge bei asthmatischen Patienten [59] sowie beim
nodular-sklerosierenden Hodgkin-Lymphom [60] sind eosinophile Granulozyten eine
hauptsachliche TGF-B1-Quelle. Die eosinophile TGF-B1-Produktion kénnte bei der
Karzinogenese, den entzindlichen Fehlfunktionen und der Wundheilung eine Rolle
spielen. Daher kdnnte die Untersuchung der bisher wenig bekannten Mechanismen
der eosinophilen Aktivierung und TGF-B1-Produktion von groBem therapeutischen

Nutzen sein [40].
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1.4. Zielsetzung

Zu Beginn dieser Arbeit war nur wenig Uber die Eigenschaften und Funktionen der
gastrointestinalen Eosinophilen bekannt. Es fehlen auch Informationen, inwieweit
eosinophile Granulozyten im Gewebe andere Substanzen als Eosinophile aus Blut
synthetisieren und freisetzen [7]. Ein Grund daflr war, dass sich bisher die
Forschung (in vivo) hauptsachlich auf die Mechanismen und Funktionen der
Eosinophilen in Lunge und Blut konzentriert hatte. [6]. Es fehlen auch Unter-
suchungen Uber TGF-B1-produzierende Zellen des Gastrointestinaltrakts. In Vorar-
beiten konnte gezeigt werden, dass eosinophile Granulozyten den gréBten Anteil der
immunhistochemisch TGF-B1-positiven Zellen im Darm ausmachen [57;58]. Inwie-
weit in diesen Zellen die TGF-B1-Expression induziert wird oder ob TGF-B1-Reser-
voirs in intestinalen eosinophilen Granulozyten existieren, die nach Stimulation ent-
leert werden, war dagegen nicht klar.

Ziel dieser Arbeit ist es die eosinophilen Granulozyten aus peripherem vendsen
Blut und Darmmukosa zu vergleichen. Dazu missen diese Zellen zunachst mit einer
geeigneten Methode aus Blut isoliert und angereichert werden. Weiterhin soll eine
Methode zur Isolation und Anreicherung von eosinophilen Granulozyten aus intes-
tinaler Mukosa etabliert werden. Insbesondere soll die Mediatorfreisetzung von ECP,
LTC4 und TGF-B1 in Stimulationsexperimenten (in vitro) untersucht werden. Zusatz-
lich soll eine Analyse der Expression von TGF-B-mRNA in der RT- und Realtime-
PCR durchgefihrt werden. SchlieBlich soll ein Vergleich der Eosinophilen aus Blut,
Uber die schon viel bekannt ist, mit denen aus intestinaler Mukosa mittels RT-PCR
erfolgen. Insbesondere das Expressionsmuster antiinflammatorischer Zytokine und

spezifischer Chemokine soll zu diesem Zweck analysiert werden.
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2. Materialien und Methoden

2.1. Materialien

2.1.1. Reagenzien und Puffer

Materialien fir die Zellaufarbeitung: Acetylcystein (Sigma-Aldrich, Miinchen); Am-
picillin (Ratiopharm, Ulm); BSA (bovines Serumalbumin, Fraktion IV, fettsdurefrei,
Boehringer, Mannheim); Collagenase D (Roche, Mannheim); Chymopapain (Sigma-
Aldrich, Minchen); CaCl, (Merck, Darmstadt); DNAse | (Boehringer, Mannheim);
Dextran 70 (Amersham Biosciences, Schweden); Elastase (Boehringer, Mannheim);
EDTA (Sigma-Aldrich, Miinchen); Ficoll-Lésung (Ficoll-Paque™ PLUS, Amersham
Biosciences, Schweden); Ficoll-Réhrchen (Falcon 3033, Kulturgewebsréhrchen,
Becton Dicinson, USA); Gelatine (Sigma-Aldrich, Minchen); HEPES (4-[2-hydroxy-
ethyl]-1-piperazine-N-2-ethanesufonicacid, Sigma-Aldrich, Mulnchen); Pronase
(Boehringer, Mannheim); 30 pum, 100 pum sowie 250 pm Nybold-Filter (Gaze,
Omnilab, Bremen); MACS-System (magnetic beads-activated cell sorting) mit MACS
LS Saulen (Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach), Metronidazol (Baxter, Unterschleif3-
heim), MgCl. (Sigma-Aldrich, Minchen); NaCl (Merck, Darmstadt); Percoll (Sigma-
Aldrich, Minchen); Trypanblau (Sigma-Aldrich, Minchen), Zahlkammer Neubauer
(Assistent [Karl Hecht KG], Sondheim)

Substanzen fir die Zellkultur: Amphotericin B (Gibco Life Technologies, GroB-
britannien); FCS (fetal calf serum, Gibco Life Technologies, GroBbritannien); Genta-
mycin (Gibco Life Technologies, GroBbritannien); Penicillin/Streptomycin (Gibco Life
Technologies, GroBbritannien); RPMI 1640 (Gibco Life Technologies, GroBbritan-
nien); 75 und 175 cm? Zellkulturflaschen (NUNC, Wiesbaden); Kulturplatten mit 6-,
12-, 24-, 96-wells (NUNC, Wiesbaden); Kulturmedium: RPMI 1640 (mit 25 mM
HEPES, 2 mM L-Glutamin) ohne Phenolrot, 10% bzw. ohne FCS, 100 pug/ml Genta-
mycin und Streptomycin, 100 U/ml Penicillin, 0,5 pg/ml Amphotericin

Lésungen und Puffer: Samtliche Lésungen und Puffer wurden mit sterilem,
pyrogenfreiem Wasser (,Aqua Spillésung®, Delta Select GmbH, Dreieich) angesetzt
und nach steriler Filtration bei 4°C aufbewahrt. Acetylcystein-Lésung (20 pg Acetyl-
cystein in 50 ml Tyrode(1 x )-EDTA-Puffer); CE-Lésung (1,5 mg/ml Collagenase D in
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TGMD-Puffer); Dextran-Lésung (6%iges Dextran 70 in 0,9%iger NaCl-Lésung); 0,5 M
EDTA (Ethylendiamintetraacetat, Sigma-Aldrich, Munchen); HA-Puffer (HEPES-
Puffer mit 2,5 mg/ml BSA); HACM-Puffer (100 mM CaCl, und 100 mM MgCl, in HA-
Puffer); HA-EDTA-Puffer (10 mg/ml BSA, 2 mM EDTA in HEPES-Puffer); HEPES-
Puffer (20 mM HEPES, 5 mM NacCl, 0,5 mM D-Glucose, 5 mM KCL); 3,6%ige NaCl-
Lésung; 10 x PBS-Puffer (phosphate-buffered saline, Gibco Life Technologies, GroB-
britannien); PCh-L6sung (3 mg/ml Pronase, 0,75 mg/ml Chymopapain in TE-Puffer);
Percoll-Gradient mit einer Dichte von 1,09 (isotone Percoll-Lésung: 22,5 ml Percoll-
Stock-Lésung, 2,5 ml 10 x HEPES-Puffer; Percoll-Gradient: 17,95 ml isotone Percoll-
Lésung, 7,05 ml 1 x HEPES-Puffer); TE-Puffer (2 mM EDTA in Tyrode-Puffer); TEA-
Puffer (0,2% Ampicillin, 0,4% Gentamycin, 4% Metronidazol in TE-Puffer); TGMD-
Puffer (1,23 mM MgCI2, 0,015 mg/ml DNAse, 5% Gelatine (2%ige Gelatine in
10 x Tyrode-Puffer) Tyrode-Puffer (5,55 mM D-Glucose, 0,36 mM Na2HPO4,
137 mM NacCl, 2,7 mM KCI)

Materialien und Substanzen flir Westernblot: 30%ige Acrylamidlésung mit 0,8%
Bisacrylmid (Rotiphorese® Gel 30, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe); 10%iges
Ammoniumperoxidsulfat (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe); Blotkammer (Mini
Blot Kammer, BioRad Labaratories, Hercules, CA, USA); Magermilchpulver (Merck,
Darmstadt); Low Range Marker (BioRad Labaratories, Minchen); Nitrozellulose-
membran (Schleicher und Schuell, Einbeck); PBS-Tween (PBS + 0,25% Tween,
Sigma-Aldrich, Miinchen); Protease Inhibitor Cocktail Complete™ Mini (Roche
Diagnostics, Germany); Restore Western Blot Stripping Buffer (Pierce, Rockford,
USA); Hyperfim™ MP (Amersham Pharmacia Biotech, UK); TEMED (Pharmacia
Biotech, UK); TGF-B1 (PeproTech, USA); Tris (Tris[hydroxymethyllaminomethan,
Merck, Darmstadt); Western Lightning Chemiluminescence Reagent Plus (Perkin
Elmer Life Sciences, USA)

Puffer flir Westernblot: Extraktionspuffer (25 mM Tris-HCI; 0,5 mM EDTA; 0,5 mM
EGTA; 0,05% 100 x Triton; 100 mM B-Mercaptoethanol; 1 pg/ml Leupeptin, 1 pug/ml
Aprotinin; far den Gebrauch: 0,5 ml 100 mM PMSF in 100% Ethanol auf 100 ml
Extraktionspuffer, pH 7,4); 4 x Trenngelpuffer (18,18 g Tris + 4 ml SDS 10%ig, mit
HCI auf pH 8,8 einstellen und mit H,O auf 100 ml aufflllen); 4 x Sammelgelpuffer
(18,18 g Tris + 12 ml 10%iges SDS, mit HCI auf pH 8,8 einstellen und mit H.O auf
100 ml auffallen); Acrylamidlésung (30%ige Acrylamidlésung mit 0,8% Bisacrylmid);
10 x Laufpuffer (30 g Tris + 144 g Glycin + 100 ml SDS 10%ig mit H,O auf 1 | auffll-
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len); Trenngel (2,5 ml Trenngelpuffer + 4 ml Acrylamidlésung + 3,4 ml H>O + 100 pl
10%iges Ammoniumperoxidsulfat [0,1 g in 1 ml HxO] + 10 ul TEMED); Sammelgel
(0,75 ml Sammelgelpuffer + 0,45 ml Acrylamidlésung + 1,8 ml H2O + 30 pl 10%iges
Ammoniumperoxidsulfat + 3 ul TEMED); 10 x SDS-Page-Puffer (151,4 g Tris, 720 g
Glycin; 50 g SDS; mit H,O auf 1 | auffillen, pH 8,8); PBS-Tween (PBS + 0,25%
Tween); Westernblot-Puffer (2,9 g Glycin; 5,8 g Tris; 0,37 g SDS; 200 ml Methanol,
mit H,O auf 100 ml auffillen, pH 8,3); Probenpuffer (0,2 mg/ml Glycerin, 20 ml
10%iges SDS, 25 ml SGP, 20 mI DTT (1 mol), 0,5 mg Bromphenolblau, mit H,O auf
100 ml auffdllen, pH 8,8)

Antikorper: antihumane CD15- und CD16-Mircobeads fir MACS-System (Miltenyi
Biotec, Bergisch-Gladbach), mouse antihuman TGF- (1 mg/ml; monoklonaler Anti-
kérper, Chemicon International, CA), ECL antimouse 1gG (peroxidase-linked species-
specific whole antibody from sheep, monoklonaler Sekundarantikérper, Amersham
Biosciences, UK)

Zytokine und Stimulanzien: Cytochalasin B (Sigma-Aldrich, Minchen); fMLP
(Sigma-Aldrich, Minchen); IL-3 human (Pepro Tech [tebu-bio]); IL-5 human (Pepro
Tech [tebu-bio]); Calcium lonophor A 23187 (SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberq)

Farbelésungen: Giemsa-Lésung (Azur-Eosin-Methylenblau, Riedel-deHaen, Seel-
ze); May-Grinwald-Lésung (Merck, Darmstadt); Trypanblau (Sigma-Aldrich, Min-
chen); DiffQuick (Dade Behring Marburg GmbH, Marburg)

2.1.2. Mediatormessung

Gerat: ,UniCAP 100“, Reagenzien ,UniCAP ECP-Fluoroenzymeimmunoassay, -Cali-
brators und -Control* (Pharmacia Diagnostics, Schweden); human TGFB-1 Immuno-
assy (Quantikine, R&D Systems GmbH, Wiesbaden); cysteinyl-Leukotriene ELISA
(Biotrend, Assay Designs Inc., USA); Messung der Absorption jeweils mit dem Gerat:
,Lambda Scan 200e” (MWG-Biotech AG, USA)
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2.1.3. Ribonukleinsaure(RNA)-Untersuchung

RNA-Isolation aus isolierten Zellen: RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden); RNAse freie
DNAse (Promega, USA); dNTP (Promega, USA); Oligo dT Primer (Pharmacia,
Schweden); Superscript 1™ Reverse Transkriptase (Invitrogen, Karlsruhe)
Polymerasekettenreaktion (RT-PCR): Platinium Taq DNA-Polymerase (5 Units/pl,
Invitrogen, Karlsruhe); Primer (synthetisiert bei MWG Biotech AG, Ebersberg); dNTP
(Promega, USA); 100 bp DNA-Ladder (Invitrogen, Karlsruhe)

Realtime-PCR: Optical Tubes und Caps (Applied Biosystems, UK); SYBR® GREEN
PCR Master Mix (Applied Biosystems, UK)

2.2. Methoden

2.2.1. Isolation von humanen eosinophilen Granulozyten aus peripherem Blut
(mit und ohne Percoll-Dichtegradient)

Die Ethikkommission der Medizinischen Hochschule Hannover genehmigte die

Untersuchung und Forschung an menschlichem Blut (Nr. 3109 vom 17.12.2002).

Ausgangsmaterial fir die Isolation war vendses Blut von freiwilligen, gesunden

Spendern aus der Arbeitsgruppe Bischoff sowie aus meinem naheren Bekannten-

kreis. Zusammengefasst besteht die Isolation der peripheren eosinophilen Granulo-

zyten aus der Sedimentation des Blutes, der Dichtezentrifugation durch den Ficoll-

Gradienten, der Lyse der Erythrozyten und anschlieBender Percoll-Dichtezentrifuga-

tion [31;34].

1. Entnahme von 90 — 120 ml Blut aus einer Vene und Verteilung von 30 ml Blut
auf je ein mit 7,5 ml 6%iger Dextran-L6sung und 3 ml 0,1 M EDTA gefUlllten
Falcon

2. Schwenken der Falcons und Blutsedimentation flir 60 — 90 min bei Raumtempe-
ratur (mindestens '/3 Uberstand sollen sich gebildet haben)

Zentrifugation der Uberstande (800 U/min, 20 min, 20°C)
Resuspension der Zellpellets in HA-Puffer und poolen der Pellets
Aufnahme der Zellsuspension in 40 ml HA-Puffer (Zellzahlung mit der Trypan-

blau-Methode und Neubauer-Zédhlkammer sowie -Differenzierung mit DiffQuick
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gefarbten Zytospins) und Verteilung von jeweils 5 ml auf mit 5 ml Ficoll-Lésung
geflllte Réhrchen
Zentrifugation (1500 U/min, 30 min, 20°C, ohne Bremse)
Resuspension der Zellpellets in Ficoll-Lésung und poolen der Pellets
Aufnahme in 50 ml HA-Puffer (Zellzdhlung und Differenzierung s.o.) und Zentri-
fugation (1200 U/min, 10 min, 4°C)

9. Resuspension des Zellpellets in 5 ml HA-Puffer

10. Erythrozytenlyse: Mischung der Suspension nach Zugabe von 24 ml eiskalter
Aqua Spullésung und nach 25 sec Zugabe von 3,6%ige NaCl-Lésung

11. Pellet in 1 ml HA-Puffer resuspendieren und in 16 ml HA-Puffer aufnehmen
sowie Verteilung von jeweils 2 ml auf mit 3 ml Percoll-Gradientenlésung geflillte
Rdéhrchen

12. Zentrifugation (1500 U/min, 30 min, 4°C, ohne Bremse)

13. Aufnahme in 50 ml HA-Puffer (Zellz&hlung und Differenzierung s.0.) und Zentri-
fugation (1200 U/min, 10 min, 4°C)

14. Auffallung mit HA-Puffer auf 50 ml (Zellzahlung und Differenzierung s.o.) und
Zentrifugation (1200 U/min, 10 min, 4°C)

15. Wiederholung des 11. Schritts

Zusammengefasst besteht die Isolation der peripheren eosinophilen Granulozyten
ohne den Percoll-Dichtegradienten aus der Sedimentation des Blutes, der Dichte-
zentrifugation durch den Ficoll-Gradienten und der Lyse der Erythrozyten [40;49].

1. Entnahme von 90 — 120 ml Blut aus einer Vene und Verteilung von 30 ml Blut
auf je ein mit 7,5 ml 6%iger Dextran-L6sung und 3 ml 0,1 M EDTA gefUlllten
Falcon

2. Schwenken der Falcons und Blutsedimentation flir 60 — 90 min bei Raumtempe-
ratur (mindestens '/3 Uberstand sollen sich gebildet haben)

Zentrifugation der Uberstande (800 U/min, 20 min, 20°C)

Resuspension der Zellpellets in HA-Puffer und poolen der Pellets

Aufnahme der Zellsuspension in 40 ml HA-Puffer (Zellzdhlung und Differenzie-
rung s.0.) und Verteilung von jeweils 5 ml auf mit 5 ml Ficoll-Lésung gefillte
Rdéhrchen

Zentrifugation (1500 U/min, 30 min, 20°C, ohne Bremse)

Resuspension der Zellpellets in Ficoll-L6sung und poolen der Pellets
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8. Aufnahme in 50 ml HA-Puffer (Zellzdhlung und Differenzierung s.o.) und
Zentrifugation (1200 U/min, 10 min, 4°C)

9. Resuspension des Zellpellets in 5 ml HA-Puffer

10. Erythrozytenlyse: Mischung der Suspension nach Zugabe von 24 ml eiskalter
Aqua Spullésung und nach 25 sec Zugabe von 3,6%ige NaCl-Lésung

11.  Aufnahme in 50 ml HA-Puffer (Zellz&hlung und Differenzierung s.0.) und Zentri-
fugation (1200 U/min, 10 min, 4°C)

12. Auffallung mit HA-Puffer auf 50 ml (Zellzahlung und Differenzierung siehe oben)
und Zentrifugation (1200 U/min, 10 min, 4°C)

13. Wiederholung des 11. Schritts

2.2.2. Anreicherung von eosinophilen Granulozyten aus peripherem vendsen
Blut durch magnetische Zellseparation

Im allgemeinen beruht die magnetische Zellseparation auf der Expression zell-
typspezifischer Oberflachenantigene. Diese Antigene werden mit spezifischen
(Priméar-) Antikérpern detektiert. Die Markierung erfolgt durch die Kopplung para-
magnetischer Partikel (Microbeads) an den Primarantikérper bzw. ggf. an den
Sekundarantikérper (Anti-lsotyp-Antikrper), der wiederum an den primaren Anti-
kérper bindet. Durchlauft nun die Suspension mit den gekoppelten Zellen eine
magnetische Saule, so binden die gekoppelten Zellen an die Saulenmatrix (Positiv-
fraktion). Zur Negativfraktion werden die Zellen gezahlt, die aufgrund der fehlenden
Expression des Oberflachenantigens nicht magnetisch markiert worden sind und
somit die Saule ohne Bindung durchlaufen. Nach Entfernung der Saule aus dem
magnetischen Feld kénnen die gebundenen Zellen eluiert werden. Abhangig davon,
ob die Zellen Negativ- oder Positivfraktion bendtigt werden, handelt es sich um eine

Negativ- oder Positivselektion. Unter Verwendung der Negativselektion mit anti-

humanen CD16-Microbeads wurden eosinophile Granulozyten aus Blut aufgereinigt

[31;49;61]:

1. Resuspension des Zellpellets in HA-EDTA-Puffer (100 pl/100* 10° Gesamt-
zellen) und Zugabe von antihuman CD16-Microbeads (100 ml/100* 10° Ge-
samtzellen)

2. Inkubation unter leichtem Schatteln (30 min, 4°C)
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3. Zugabe von 1 — 2 ml HA-EDTA pro 10* 10° Zellen und anschlieBende Zentri-
fugation (300 g, 10 min, 4°C)

4. Resuspension des Zellpellets in 0,5 ml pro 100* 10° Gesamtzellen sowie
Pipettieren der Suspension auf die mit HA-EDTA-Puffer vorgespulte MACS-
Saule
Nachspulung mit 3* 3 ml HA-EDTA-Puffer
Zellzédhlung und Differenzierung (s.0.) der durchgelaufenen Fraktion sowie
Zentrifugation (1200 U/min, 10 min, 4°C)

7. Aufnahme der Negativiraktion mit 70 — 100% Eosinophile in HACM-Puffer fur

das Sofortexperiment

2.2.3. Isolation von humanen eosinophilen Granulozyten aus intestinaler

Mukosa

Die Ethikkommission der Medizinischen Hochschule Hannover genehmigte die
Untersuchung und Forschung an menschlichem Darmgewebe (Nr. 3109 vom
17.12.2002). Als Ausgangsmaterial dienten chirurgische Dinn- und Dickdarm-
resektate, die hauptsachlich bei Tumoroperationen, aber auch bei Pankreaser-
krankungen, chronisch entzindlicher Darmerkrankungen oder Divertikulose usw.
entnommen werden mussten. Nach Entnahme wurden aus dem Resektat Gewebs-
proben (10 — 50 cm?) aus makroskopisch unauffalligen sowie tumorfreien Bereichen
entnommen und in TEA-Puffer bei 4°C Uber Nacht gelagert. Die Isolation der Zellen
aus dem Praparat erfolgte unter einer Laminair-Werkbank nach folgendem Protokoll:
1. Praparation der Tunica mucosa und Tela submucosa mit einer Schere und
Auswiegen des praparierten Anteils
2. Schleimentfernung aus dem Gewebe durch die Inkubation in 50 ml Acetylcys-
tein-Lésung flr 10 — 20 min und Ablésung der Epithelzellen durch 20-mindtige
Inkubation in 40 ml Tyrode-Puffer mit 7 mM EDTA jeweils im 37°C warmen
Schuttelwasserbad
3. Mechanische Zerkleinerung des Gewebes in einer mit 20 ml PCh-Lésung ge-
fillten Petrischale mit Hilfe einer Schere bis eine Suspension von ca. 1 mm?
groBen Gewebestlickchen entsteht und Filtration der Suspension durch einen
Nybold-Filter (250 um) unter Spulung mit 50 ml TE-Puffer
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Inkubation der Suspension in 30 ml PCh-Lésung fir 30 min im 37°C warmen
Schuttelwasserbad

Filtration durch einen 250 um Nybold-Filter unter Splilung mit 50 ml TGMD-
Puffer und Aufnahme der Gewebesuspension in 25 ml Collagenase-Lésung zur
30-mindtigen Inkubation im 37°C warmen Schittelwasserbad

Filtration durch einen 250 um Nybold-Filter unter Spilung mit 75 ml TGMD-
Puffer, Zentrifugation des Filtrates (1200 U/min, 10 min, 20°C) sowie Aufnahme
des Zellpellets in Kulturmedium

Wiederholung der Inkubation mit Collagenase-L6sung und des 7. Schritts mit
dem verbleibendem Gewebe im Filter

Vereinigung beider Einzelzellsuspensionen und Filtration durch einen Nybold-
Filter (100 pum) unter Spilung mit 50 ml Kulturmedium

Zentrifugation des Filtrates (1200 U/min, 10 min, 20°C) und nachfolgende
Aufnahme des Pellets in 20 ml Kulturmedium mit Zellzadhlung (Trypanblau-
Methode und Neubauer-Zahlkammer) und -Differenzierung (DiffQuick-gefarbte

Zytospins)

Die Darmzellsuspension wurde mit einer Konzentration von 4* 10° Zellen/ml in
Kulturmedium (mit 10% bzw. ohne FCS) unter Zusatz von 10 ng/ml IL-5 bei 37°C

Uber Nacht ausgesét. Im nachsten Schritt erfolgte die Aufreinigung der eosinophilen

Granulozyten mittels magnetischer Zellseparation.

2.2.4.

Anreicherung von humanen eosinophilen Granulozyten aus intestinaler

Mukosa durch magnetische Zellseparation

Unter Verwendung der Positivselektion mit antihumanen CD15-Microbeads wurden

eosinophile Granulozyten aus der Darmzellsuspension aufgereinigt:

1.

Resuspension des Zellpellets in HA-EDTA-Puffer (100 pl/100* 10° Gesamt-
zellen)

Zugabe von antihuman CD15-Microbeads (100 ml/100 * 10° Gesamtzellen)
Inkubation unter leichtem Schitteln (30 min, 4°C)

Zugabe von 1 — 2 ml HA-EDTA pro 10* 10° Zellen und folgende Zentrifugation
(300 g, 10 min, 4°C)

Resuspension des Zellpellets in 0,5 ml pro 100* 10° Gesamtzellen
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6. Pipettieren der Suspension auf die mit HA-EDTA-Puffer vorgespulte MACS-
Saule sowie Nachspulung mit 3* 3 ml HA-EDTA-Puffer

7. Zellzdhlung und Differenzierung (s.0.) der durchgelaufenen Fraktion sowie
Zentrifugation (1200 U/min, 10 min, 4°C)

8. Aufnahme der Positivfraktion mit 65 — 91% Eosinophile in HACM-Puffer fir das

Sofortexperiment

2.2.5. Aufbau der Stimulationsexperimente

Die aufgereinigten eosinophilen Granulozyten aus vendésem Blut und Darmmukosa
wurden in 0,25 — 1 ml HACM-Puffer mit 0,3 — 1* 10° Zellen/ml pro Bedingung aufge-
nommen. Bei 37°C im Schittelwasserbad erfolgte ein Priming flir 10 min mit Cyto-
chalasin B (5 pg/ml) und far weitere 90 min mit IL-5 (10 ng/ml). Die Eosinophilen
wurden fur 30 min mit lonophor (1 puM) oder fMLP (1 pg/ml) stimuliert. SchlieBlich
beendete die Kihlung auf Eis die Zellaktivierung. Es erfolgte nach dem Zentri-
fugieren (3000 U/min, 5-10 min, 20°C) eine Aliquotierung der Uberstande (— Ana-
lyse der Freisetzung von ECP-, LTC4- und TGF-1) und eine Lyse des Zellpellets in
RLT-Puffer (— Messung der mRNA-Expression), in Zellextraktionspuffer (— Bestim-
mung der Proteinmenge im Westernblot) oder in Wasser (— TGF-B1-Messung im
ELISA). Zur Bestimmung der gesamten ECP-Menge in den Eosinophilen wurden vor
jeder Stimulation Zellen abgenommen, zentrifugiert und das Zellpellet in Wasser
lysiert. Sdmtliche Proben wurden bei -80°C bis zur weiteren Untersuchung gelagert.
Bei jedem Experiment lief eine Kontrollbedingung ohne Substanzzusatz mit, um die
unstimulierte (basale) Mediatorfreisetzung bestimmen zu kénnen. Zur Darstellung der
ECP-Messergebnisse wurde der relativ freigesetzte Anteil in Bezug auf die insge-
samt in den Zellen enthaltene ECP-Menge angegeben. Die gemessenen Werte der

anderen Mediatoren sind jeweils als absolute Freisetzung aufgefihrt.

2.2.6. Zellzahlung und Differenzierung

Nach der Farbung von 20 ul Zellsuspension mit 20 ul Trypanblau wurden die Zellen
in eine Neubauer-Zédhlkammer Uberflhrt. Dabei wurden mindestens 100 lebende
Zellen gezahlt, die keine Farbe aufnahmen und hell leuchteten. Dagegen farbten sich
tote Zellen blau und erschienen dunkel. Da ein Zahlquadrat der Kammer einem
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Volumen von 0,05 pl entspricht, kann durch Multiplikation mit dem Faktor 20.000 die
Konzentration der Zellen (Anzahl/ml) auf dem Objekttrager und schlieBlich die
Gesamtzellzahl gestimmt werden [62]. Mit Hilfe einer Zytozentrifuge (Shandon,
Pitsburg, PA) erfolgte der Transfer der Zellen aus 80 — 200ul Zellsuspension auf
einen Zytospin (3 min, 500 U/min). Danach folgte eine Farbung der Zytospins mit
DiffQuick bzw. Nachfarbung mit Giemsa/May-Grinwald nach Pappenheim sowie
eine differenzierte Auszéhlung von 100 — 500 Zellen. Aufgrund der eosinophilen
Eigenschaft lieBen sich die eosinophilen Granulozyten gut anfarben und differen-

zieren.

2.2.7. RNA-Isolation und Reverse Transkriptase-Polymerase Kettenreaktion
(RT-PCR)

Die verwendeten Zellen (0,3 — 1* 10° Zellen pro Bedingung) stammen aus den oben

beschriebenen Experimenten. Zur Gewinnung der Gesamt-RNA wurden die Zellen

mit jeweils 350 ul RLT-Puffer lysiert und bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C

gelagert. Nach der RNA-Isolation mit dem RNeasy Mini Kit folgte die Umschreibung

der RNA in cDNA (komplementare Desoxyribonukleinsaure) mittels der RT (Reverse

Transkription):

1. DNAse Digestion von 1 ug RNA (19 pl) mit 1 pul DNAse (1 U/ul) far 15 min bei
37°C

2. Denaturierung der RNA innerhalb von 10 min bei 70 °C durch Zugabe von 2,5 ul
25 mM EDTA

3. Synthese der cDNA bei 37°C fir 60 min mittels der RT (Superskript 1ll Reverse
Transkriptase, 200 U) in der Gegenwart von 20 pmol Oligo dT-Primern

AnschlieBend wurden 1,5 bzw. 3 pl der erhaltenen cDNA-Menge fiir die PCR-Reak-
tion verwendet. Das 25 bzw. 50 pl Reaktionsvolumen enthielt 1,25 bzw. 2,5 U Taq
DNA Polymerase und 20 pmol der entsprechenden Primerpaare (Tab. 4). Abhangig
von den Primern und der entsprechenden Expression wurde die Annealing-Tempe-
ratur und die Zyklenanzahl geringflgig variiert (Tab. 4). Die Durchfihrung der cDNA-
Amplifikation fand in einem Peltier-Thermal-Cycler (PTC 200, MJ Research, USA)
nach folgendem Schema statt:

Programmname: 56/32 (Annealing-Temperatur: 56 °C, Zyklen: 31)
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Schritt: Aktivierung der Polymerase bei 94 °C flr 5 min

Schritt: Denaturierung der DNA bei 94 °C flr 30 sec

Schritt: Annealing der Primer an die DNA bei 56 °C fiir 45 sec

Schritt: Synthese der neuen DNA-Stréange bei 72°C fir 35 sec

Schritt. 31 mal Wiederholung der Schritte 2 — 4

Schritt: Elongation bei 72°C flr 2 min

Die Auftrennung erfolgte in einem 1%igen Agarosegel mit 500 ng/ml Ethidiumbromid
von jeweils 5 — 15 pl PCR-Produkt. Es wurde ein 100 bp DNA-Ladder (0,05 pg/ul) zur
Bildung der Markerbanden verwendet. Die Fotografie des Gels wurde unter UV-Licht

R S o

durchgefthrt und die Expressionsstarke der jeweiligen mRNA durch Relation der

GAPDH-Bande mit der Bande der anderen Primer abgeschatzt.

2.2.8. Realtime-PCR

Fir die Realtime-PCR wurden die gleichen cDNA-Proben wie in der oben beschrie-
benen PCR verwendet. Jeweils 1,5 ul der PCR-Proben wurden unter einer Clene-
Cab-Haube (RNAse freie Bedingungen) in insgesamt 25 ul Reaktionsvolumen aufge-
nommen, welches den SYBR® GREEN PCR Master Mix (Applied Biosystems, UK)
und jeweils 20 pmol der entsprechenden Primerpaare (Tab. 4) beinhaltete.

Die Realtime-PCR wurde mittels dem Gerat 7300 Real Time PCR System (Applied
Biosystems, UK) mit folgendem PCR-Programm durchgefihrt:

Schritt: Polymeraseaktivierung bei 95°C fir 10 min

Schritt: Denaturierung bei 95°C fiir 15 sec

Schritt: Annealing bei 56 °C fiir 30 sec

Schritt: Synthese bei 72°C fir 30 sec

39 mal Wiederholung der Schritte 2 — 4

Schritt: Elongation bei 72°C fiir 5 min

2

Die Auswertung fand direkt im Anschluss an die Realtime-PCR mit einer ent-
sprechenden Software statt. Auch hierbei wurde die Expressionsstarke der jeweiligen
mRNA durch Relation der GAPDH-Expression mit der Expression der anderen

Primer ermittelt.
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Fragment- | Annealingtempe-
Gen Sequenz (Sense, Antisense) ldnge ratur/Zyklenzahl
GAPDH 5'-CAT CAC CAT CTT CCA GGA GC-3' 411 56/32
(RT-PCR) 5-GAG GCA GGG ATGATGTTC TG-3
GAPDH 5-TGG TCT CCT CTG ACT TCA AC-3 128 56/40
(Realtime-PCR) 5-CCT GTT GCT GTA GCC AAATT-3
IL-3 5°-CAT CTC TCA CAC ATT CCA GG-3° 192 56/38
(RT-PCR) 5-CAG TTC ACA CTC CAG GCA AT-3
IL-5 5-ACT CTT GCA GGT AGT CTA GG-3 157 56/38
(RT-PCR) 5-GGA ATA GGC ACA CTG GAG AGT CAA-3
IL-13 5°-CAT TGC TCT CAC TTG CCT TGG-3° 159 56/38
(RT-PCR) 5-CAG CTGTCAGGT TGATGC TC-3
TGF-B 5-CAA GTG GAC ATC AACGGG TT-3 297 56/40
(Realtime-PCR) 5-GCT CCA AAT GTA GGG GCA GG-3
TNF-o 5°-CAG ATA GAT GGG CTC ATA CCA GGG-3 376 58/38
(RT-PCR) 5-GCC CTC TGG CCC AGG CAGTCAG-3
IFN-y 5'-GGT CAT TCA GAT GTA GCG GA-3' 149 56/40
(RT-PCR) 5-TGGATG CTCTGG TCATCT TT-3'
MCP-1 5-CTT CTG TGC CTG CTG CTC AT-3 272 56/38
(RT-PCR) 5-CGGAGT TTG GGT TTG CTT GTC-3
MCP-3 5-GCC TCT GCAGCACTT CTG TG-3 239 56/38
(RT-PCR) 5-CACTTC TGT GTG GGG TCA GC-3
MIP-1o 5°-CTC TGC ATC ACT TGC TGC TGA CAC-3° 208 56/38
(RT-PCR) 5-CAC TCAGCT CCAGGT CGC TGA C-3
MIP-18 5-GCT AGT AGC TGC CTT CTG CTC TCC-3 237 56/38
(RT-PCR) 5-CAG TTC CAG CTG ATACAC GTACTC C-3
RANTES 5-CTC CCC ATATTC CTC GGA CA-3 190 56/38
(RT-PCR) 5-GTT GAT GTA CTC CCG AAC CC-&
IL-8 5-CTG AGA GTG ATT GAG AGT GG -3 113 56/38
(RT-PCR) 5-ACA ACC CTCTGC ACCCAG TT-&
Eotaxin 5-CTG CTG CTC ATA GCA GCT GC-3 231 56/38
(RT-PCR) 5-CTT CAT GGA ATC CTG CAC CC-3
Eotaxin-2 5-GCC AGG ATATCT CTG GAC AG -3 160 56/38
(RT-PCR) 5'-GGAGTGATCTTCACCACCAA-3
Eotaxin-3 5-GCCTGATTT GCAGCATCATG -3 305 56/38
(RT-PCR) 5-TCC TCG GAT GAC AATTCAGC -3

Tab. 4: Verwendete Primersequenzen, Fragmentlangen und Zyklerprogramme

2.2.9. Westernblot

Direkt nach dem Stimulationsexperiment wurden die Zellen bei 2500 U/min, 5 min
und Raumtemperatur zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Das Zellpellet
wurde in Extraktionspuffer mit Zusatz von Proteaseinhibitoren lysiert und bei -80°C
aufbewahrt. Die Darmmukosa wurde in Extraktionspuffer homogenisiert, zentrifugiert
und der Uberstand direkt fiir den Westernblot verwendet. Die Verdiinnung der Lysate
erfolgte im Verhaltnis 1:2 mit Probenpuffer und die Denaturierung fir 5 min bei 95°C.

AnschlieBend wurden die Proben auf ein 4%iges SDS Acrylamid-Sammelgel
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aufgetragen und zur Bildung der Markerbanden der BioRad Low Range Marker
verwendet. Es folgte die Auftrennung in einem 12%igen SDS Acrylamid-Trenngel fir
90 min bei 120 V. Die im Trenngel enthaltenen Proteine wurden auf eine Nitro-
zellulosemembran transferiert. Dies erfolgte durch den durch den Bau eines ,Sand-
wich® nach dem Prinzip ,Fast Blot/semidry”: Kathode, 3 x Filterpapier, Acrylamid-
Trenngel, Nitrozellulosemembran, 3 x Filterpapier, Anode. Der Transfer lief in einer
mit Westernblot-Puffer geflllten Blotkammer (4 h, 40 V). Danach erfolgte eine
Inkubation Uber Nacht der Nitrozellulosemembran bei 4°C mit 5%igem Magermilch-
pulver, gelést PBS Tween, um unspezifische Bindungen des im Folgenden einge-
setzten Antikérpers zu blockieren. Es folgten zwei Waschschritte mit PBS-Tween und
danach die Inkubation der Membran mit dem Primé&rantikérper (mouse antihuman
TGF-B, Verdinnung 1:100) fir 90 min bei Raumtemperatur. Nach zwei erneuten
Waschschritten mit PBS-Tween folgte die Inkubation der Membran fiir 90 min bei
Raumtemperatur mit dem Sekundarantikbrper (ECL antimouse IgG, Verdinnung
1:5000). AnschlieBend wurde die Nitrozellulosemembran 3 ml mit PBS-Tween
gewaschen, um unspezifische Bindungen zu entfernen. Der Sekundarantikérper
wurde mittels Chemilumineszenz Reagenz auf dem Hyperfilm™ MP dargestellt. Zur
Analyse des TGF-p im Westernblot wurden 0,32* 10° lysierte eosinophile Granulo-
zyten (100% rein), 5 ug Proteine der Darmbiopsie und 2,5 ng sowie 500 pg TGF-B1

verwendet.

2.2.10. Statistik
Die Daten werden mit dem Mittelwert £ der Standardabweichung dargestellt. Dif-

ferenzen zwischen den Gruppen wurden mittels des two-tailed paired t-test bestimmt
und ab einer Irtumswahrscheinlichkeit kleiner 5% (p < 0,05) als signifikant bewertet.
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3. Ergebnisse

3.1. Isolation und Aufreinigung von humanen eosinophilen Granulozyten

3.1.1. Isolation und Aufreinigung von humanen eosinophilen Granulozyten
aus peripherem venosen Blut (mit und ohne Percoll-Dichtegradient)

Zunachst sollte die optimale Methode zur Isolation und Aufreinigung von eosino-
philen Granulozyten etabliert werden. In der Literatur wurden zwei Methoden be-
schrieben, die sich vornehmlich nur durch einen Percoll-Dichtegradienten unter-
schieden [31;34;40;49]. Beide Methoden wurden getestet. Vor jeder Anreicherung
wurde von der Abteilung Hadmatologie der Medizinischen Hochschule Hannover ein
Differentialblutbild angefertigt. Nach jedem lIsolations- bzw. Aufreinigungsschritt
wurden die Zellen in der Zahlkammer nach Neubauer mit Trypanblau ausgezahlt und
auf mit DiffQuick gefarbten Zytospins differenziert. Bei der Differenzierung blieben die
Erythrozyten unbertcksichtigt. Zunachst wurde die Anreicherungsmethode mit der
Dichtezentrifugation im Percoll-Gradienten angewendet. Flr die Aufreinigung mit
dem Percoll-Gradienten wurde peripheres vendses Blut mit 2,0 = 0,7% eosinophilen
Granulozyten im Differentialblutbild verwendet (n = 4). Das Blut sedimentierte in der
Dextran-Lésung bis sich ein Uberstand von mindestens '/ des eingesetzten Vo-
lumens gebildet hatte. Danach trennte die Dichtezentrifugation mit Ficoll-L6sung den
Sedimentationsiberstand so auf, dass sich im Ficoll-Ring Monozyten, basophile
Granulozyten sowie Lymphozyten und im Pellet neutrophile und eosinophile Granulo-
zyten ansammelten. Nach der Lyse der verbliebenen Erythrozyten mit kaltem
Wasser, wurde die Zellsuspension im Percoll-Dichtegradienten erneut zentrifugiert.
Die neutrophilen Granulozyten bildeten hauptsachlich den Percoll-Ring und die
eosinophilen Granulozyten das Pellet. Zur magnetischen Anreicherung mittels
MACS-System wurden CD16-Microbeads verwendet. CD16 wird von neutrophilen
Granulozyten, NK-Zellen, aktivierten Makrophagen und von einigen T-Zell-Subtypen
exprimiert und membranstandig prasentiert. Eosinophile Granulozyten exprimieren
CD16 hingegen nicht [63-65]. Daher konnte durch die MACS-Aufreinigung die ver-
bliebenden neutrophilen Granulozyten aus der Zellsuspension des Pellets entfernt
werden. Resultat war eine signifikante Erhéhung der Reinheit von 4,8 + 2,2% nach
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Sedimentation auf 92,8 + 6,4% Eosinophile nach MACS-Aufreinigung mit der CD16-
Negativselektion (n = 4, Abb. 3). Einhergehend mit der ansteigenden Reinheit der
eosinophilen Granulozyten verringerte sich die Anzahl dieser Zellen. Nach der Sedi-
mentation konnten 15,5 + 5,6* 10° eosinophile Granulozyten detektiert werden,
wahrend nach Verwendung des MACS-Systems nur noch 5,4 + 3,2* 10° Eosinophile
zahlbar waren (n = 4). Abb. 4 zeigt dieses Resultat in Prozentwerten, die jeweils auf
die Anzahl der Eosinophilen nach der Sedimentation bezogen wurden.

Die beschriebene Dichtezentrifugation im Percoll-Gradienten flhrte nur zu einer
geringfugigen Erhéhung der Eosinophilenreinheit (Abb. 3). Dieser Zwischenschritt
ging jedoch mit einem hohen Zellverlust einher (Abb. 4). Zum Vergleich wurde die
Aufreinigung ohne den Percoll-Zwischenschritt getestet [40;49]. Die Bestimmung des
Anteils der Eosinophilen im peripheren venésen Blut durch die Abteilung Hama-
tologie der Medizinischen Hochschule Hannover ergab hierfir im Differentialblutbild
4,4 +29% (n=11). Zum Quantifizieren der Zellen wurde die Neubauer-Zahlkammer
mit Trypanblau verwendet. Die Differenzierung der Zellen (ohne Erythrozyten) er-
folgte durch Zytospins, die mit QuickDiff gefarbt wurden. Die Blutzellen sedimen-
tierten in Dextran-Lésung bis sich ein Uberstand von mindestens '/3 des eingesetzten
Volumens gebildet hatte. Nach der Auftrennung des Uberstandes im Dichtegradien-
ten mit Ficoll-Lésung wurde eine Lyse der Erythrozyten mit kaltem Wasser durch-
geflhrt. Es folgte die magnetische Negativselektion mittels MACS-System mit CD16-
Microbeads. Die Reinheit der eosinophilen Granulozyten konnte von 5,6 * 3,8% nach
der Sedimentation auf 93,1 + 8,2% Eosinophile nach der Durchfiihrung des MACS
signifikant gesteigert werden (n = 11). Somit beeinflusste das Auslassen des Percoll-
Dichtegradienten die insgesamt erzielte Reinheit nicht, da die Aufreinigung mit Per-
coll-Dichtegradienten &hnlich hohe Anteile von Eosinophilen aufwies (Abb. 3). Ein
Unterschied bestand jedoch in der Ausbeute der Zellen. So ergab sich nach der ge-
samten Aufreinigung ohne den Percoll-Zwischenschritt eine nicht signifikante Ab-
nahme der Zellzahl um 6,5 + 3,4* 10° eosinophile Granulozyten (n = 11), wahrend
durch den zusétzlichen Percoll-Schritt dieser Zellverlust mit 10,1 + 3,3* 10° Eosino-
philen signifikant war (p = 0,02, n = 4). In Abb. 4 ist die Abnahme der Zellzahl
prozentual dargestellt, wobei die Anzahl der Eosinophilen nach der Sedimentation
jeweils als 100% gesetzt wurde.
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Bei Betrachtung aller zu dieser Fragestellung durchgefiihrten Experimente konnten
aus 118,1 + 6,4 ml Blut 19,4 + 11,6* 10° Eosinophile mit einem Anteil von 5,6 * 3,3%
mittels der Dextran-Sedimentation isoliert werden (n=17).
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Abb. 3: Anstieg der Reinheit von humanen eosinophilen Granulozyten wahrend
der Isolation und Aufreinigung mit und ohne Percoll-Dichtegradient aus peri-
pherem venésen Blut.

Die Differenzierung wurde auf mit DiffQuick gefarbten Zytospins (Erythrozyten
unbericksichtigt) durchgefihrt. Die Resultate sind Mittelwerte (+ Standardab-
weichung; mit Percoll: n = 4, ohne Percoll: n = 11). Die Reinheit der Eosinophilen
stieg nur geringfligig durch die Dichtezentrifugation mit Ficoll-Lésung an. Die Lyse
der Erythrozyten veranderte die berechnete Reinheit der Zellsuspension nicht, weil
die Erythrozyten beim Differenzieren nicht beriicksichtigt wurden. Auch die zusatz-
liche Zentrifugation in Percoll-Lésung ergab keine weitere signifikante Reinheits-
erhéhung. Mittels magnetischer CD16-Negativselektion (MACS-System) erhdhte sich
der Anteil der Eosinophilen deutlich. Die Reinheit der eosinophilen Granulozyten
nahm signifikant von der Sedimentation bis nach der MACS-Aufreinigung mit der
CD16-Negativselektion zu, unabhangig der Durchfiihrung eines Percoll-Zwischen-
schritts.
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Abb. 4: Wiederfindung der humanen eosinophilen Granulozyten wahrend der
Isolation und Aufreinigung mit und ohne Percoll-Dichtegradient aus peri-
pherem venésen Blut.

Die Zellen wurden mit Trypanblau in der Neubauer-Z&dhlkammer quantifiziert. Es sind
die Mittelwerte (x Standardabweichung; mit Percoll: n = 4, ohne Percoll: n = 11)
gezeigt. Als 100% wurde jeweils die Zellanzahl der Eosinophilen nach der Sedimen-
tation gesetzt. Wahrend der Isolation und Aufreinigung nahm die Anzahl an eosino-
philen Granulozyten ab. Der Zellverlust war durch den zusétzlichen Percoll-Schritt
am hdchsten, so dass nach der Aufreinigung mit dem Percoll-Dichtegradienten ein
héheres Defizit an Zellen vorlag als ohne diesen Zwischenschritt.

Nach der Isolation und Anreicherung der eosinophilen Granulozyten aus Blut ohne
den Percoll-Gradienten erfolgte die Nachfarbung mit Giemsa/May-Griinwald und
Fotografie der Zytospins. Der Anteil der Eosinophilen betrug nach der Sedimentation
1 —-14% (5,6 £ 3,8%, n =11, Abb. 5A). Nach der Dichtezentrifugation mit Ficoll-L6-
sung enthielt die Zellsuspension 2 — 20% (7,1 £ 5,3%, n = 11) eosinophile Granulo-
zyten (Abb. 5B). Durch die Lyse der verbliebenen Erythrozyten mit kaltem Wasser
anderten sich die berechneten Reinheit der Eosinophilen nicht wesentlich, da beim
Differenzieren Erythrozyten nicht bertcksichtigt wurden (Abb. 5C). Das Resultat der
magnetischen Negativselektion mittels MACS-System mit dem Zielantigen CD16
waren 71 — 100% (93,1 £ 8,2%, n = 11) reine eosinophile Granulozyten (Abb. 5D).
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(A) Nach dem Absetzen der Erythro-
zyten wahrend der Dextran-Sedimen-
tation von Blut lag eine Zellsuspension
mit 1 — 14% (5,6 £ 3,8%, n = 11) Eo-
sinophilen vor.

(B) Der Eosinophilenanteil erhdhte sich
auf 2 - 20% (7,1 £5,3%, n=11) durch
die Zentrifugation mit dem Dichtegra-
dienten in Ficoll-Lésung.

(C) Die Lyse der Erythrozyten &nderte
die berechnete Reinheit der eosino-
philen Granulozyten nicht, weil die Ery-
throzyten bei der Differenzierung der
Zellen nicht berlcksichtigt wurden.

(D) Ein Reinheitsgrad von 71 — 100%
(93,1 £ 8,2%, n = 11) Eosinophilen
konnte durch die magnetische Ne-
gativselektion mit dem MACS-System
(Zielantigen: CD16) erreicht werden.

Abb. 5: Isolation und Aufreinigung humaner eosinophiler Granulozyten aus
peripherem vendsen Blut ohne Durchfiihrung der Percoll-Dichtezentrifugation.
Die verwendeten Praparate waren mit Giemsa/May-Grinwald gefarbte und foto-
grafierte Zytospins. Bei der Differenzierung der Zellen blieben die Erythrozyten unbe-
ricksichtigt.
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3.1.2. Isolation und Aufreinigung von humanen eosinophilen Granulozyten

aus Darmmukosa

Aufgrund der mangelnden Datenlage Uber die Isolation und Anreicherung von
eosinophilen Granulozyten aus Darmgewebe musste zunadchst eine Etablierung der
Methode stattfinden. Um eine Einzelzellsuspension herzustellen, wurde die in der
Arbeitsgruppe Bischoff etablierte Methode zur Isolation von intestinalen Mastzellen
verwendet. Die Zellzahl wurde mit Trypanblau-geféarbten Zellen in der Neubauer-
Zahlkammer bestimmt. Die Differenzierung der Zellen erfolgte durch QuickDiff
gefarbte Zytospins ohne Bericksichtigung der Erythrozyten. Aus 13,6 = 7,4 g Darm-
mukosa konnte eine Einzelzellsuspension mit 21,7 + 14,5* 10° eosinophilen Granulo-
zyten isoliert werden, die einen Reinheitsgrad von 11,9 £ 5,6% hatte (n = 7). Zur
Kultivierung wurden davon 14,5 + 9,3* 10° Zellen mit einer Konzentration von
ungefahr 4* 10%ml Zellen in Kulturmedium mit 10% FCS ausgesat. AuBerdem
wurden dem Medium IL-5 (10 ng/ml), ein Wachstumsfaktor flir eosinophile Granulo-
zyten, zugeflgt [5;6]. Es folgte die Kultivierung tGber Nacht im Brutschrank bei 37 °C.
Die Reinheit der isolierten Einzelzellsuspension konnte durch die Kultur Gber Nacht
nicht wesentlich erhéht werden. Auch aus der Durchfiihrung eines Ficoll-Gradienten
resultierte keine signifikante Erhdhung der Reinheit. Erst die Verwendung der
Positivselektion von CD15-positiven Zellen mit Hilfe des MACS-System flhrte zu
einer Erhéhung der Reinheit an eosinophilen Granulozyten. CD15 wird von eosino-
philen und neutrophilen Granulozyten sowie von einigen Monozyten-Subtypen expri-
miert [66;67]. Beim Vergleich der magnetischen Zellseparation direkt nach der Iso-
lation und nach Kultur tGber Nacht ergab sich eine Reinheit der Eosinophilen von 3%
bzw. 24% im direkten Anschluss und 61% bzw. 77% nach Kultur Gber Nacht (n = 2).
Insgesamt resultierte eine signifikante Zunahme der Reinheit an eosinophilen Darm-
granulozyten von 11,9 £ 5,6% in der Einzelzellsuspension auf 77,6 + 8,4% nach der
CD15-Positivselektion (n = 7, Abb. 6A). Der Verlust der Zellen betrug von der
Zellsuspension bis nach der MACS-Durchfiihrung insgesamt 88,8 * 6,0% eosinophile
Granulozyten. Die meisten Zellen gingen dabei bei der Kultur tber Nacht verloren
(n=7, Abb. 6B).
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Abb. 6: Aufreinigung und Wiederfindung der humanen eosinophilen Granulo-
zyten aus Darmmukosa.

Die Quantifizierung wurde mit Trypanblau-gefarbten Zellen in der Neubauer-Zahl-
kammer durchgefiihrt. In mit QuickDiff gefarbten Zytospins wurden die Zellen ohne
Berlcksichtigung der Erythrozyten differenziert. Es sind die Mittelwerte (+ Standard-
abweichung, n = 7) dargestellt. (A) Insgesamt erhéhte sich der Reinheitsgrad nach
der Aufreinigung signifikant. Den gréBten Reinheitsgewinn brachte die Anwendung
der magnetischen Zellseparation des MACS-Systems mit der CD15-Positivselektion.
(B) Der groBte Zellverlust war durch die Kultivierung Gber Nacht bedingt. Angegeben
ist die Wiederfindung der Eosinophilen in Prozent, die sich jeweils auf die Zellanzahl
in der Zellsuspension bezieht.

Nach der Differenzierung der Zellen mittels Zytospin und Giemsa/May-Grinwald-
Farbung wurden die Zytospins fotografiert. Bei der Angabe der relativen Anteile der
Eosinophilen wurden Erythrozyten beim Differenzieren nicht beachtet. In der Ein-
zelzellsuspension betrug der Anteil der Eosinophilen 5 — 22% (11,9 £ 5,6%, n = 7,
Abb. 7A). Die Kultivierung in 10% FCS-Medium mit IL-5 (10 ng/ml) Gber Nacht ergab
nach der Ernte der Zellen 4 — 50% (20,5 + 19,1%, n = 7) eosinophile Granulozyten
(Abb. 7B). Durch die CD15-Positivselektion mittels MACS-System wurde eine Rein-
heit von 65 — 91% (77,6 £ 8,4%, n = 7) eosinophilen Granulozyten erreicht (Abb. 7C).
Abb. 7D stellt im Vergleich zur Abb. 7C dar, dass manche dieser Zellen auch starker
degranuliert waren und eine undeutlichere Begrenzung der Zellmembran zeigten.
Beide Anzeichen deuteten darauf hin, dass die Aufarbeitung die Vitalitat der Zellen

zumindest teilweise reduzierte.
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(A) Nach dem mechanisch-enzyma-
tischen Verdau von Darmgewebe wie-
sen die Einzelzellsuspensionen eine
Reinheit an Eosinophilen von 5 — 22%
(11,91 5,6 %, n=7) auf.

(B) Die Kultur Gber Nacht mit IL-5-Zu-
satz (10 ng/ml) in Medium mit 10%
FCS erbrachte 4 — 50% (20,5 = 19,1 %,
n = 7) reine Eosinophile. Die ausge-
saten Zellen hatten eine Konzentration
von 4* 10° Zellen/ml.

(C) Durch die magnetische Positivse-
lektion der Zellen (Zielantigen: CD15)
konnte ein Reinheitsgrad von 65 — 91%
(77,6 £ 8,4 %, n = 7) Eosinophilen er-
reicht werden.

(D) Andere Bereiche der Zytospins
zeigten jedoch starker degranulierte *
und mehr nekrotische ) eosinophile
Granulozyten als in (C) dargestellt.

Abb. 7: Isolation und Aufeinigung humaner eosinophiler Granulozyten aus
Darmmukosa
Die Zellen sind auf mit Giemsa/May-Grinwald gefarbten Zytospins differenziert und
davon fotografiert worden. Die Differenzierung erfolgte ohne Berlcksichtigung der
Erythrozyten.
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3.2. Regulation der Mediatorexpression und -Freisetzung aus humanen
eosinophilen Granulozyten aus Blut und Darmmukosa

3.2.1. Auswahl der Stimulanzien

Flr die in vitro Stimulation von eosinophilen Granulozyten ist Cytochalasin B not-
wendig. IL-5 ist als ,primende“ Substanz beschrieben, die Eosinophile in Bezug auf
die Degranulation und Neusynthese von Proteinen beeinflusst. Als potente Stimuli
werden lonophor und fMLP genannt. Hauptsachlich werden diese Substanzen fiir die
Regulation der ECP- und LTC4-Freisetzung verwendet [6;27;28;34;35]. Es zeigte
sich, dass Cytochalasin B und IL-5 allein oder in Kombination keine deutliche
Aktivierung der eosinophilen Granulozyten aus Blut bewirken. Stimuli wie fMLP indu-
zieren nach Zugabe dieser beiden Substanzen eine hdhere Mediatorfreisetzung als
ohne Stimulation [34].

In dieser Arbeit wurden die angereicherten eosinophilen Granulozyten in
HACM-Puffer aufgenommen und entsprechend stimuliert. Nach der Stimulation im
Wasserschittelbad bei 37 °C wurde die Reaktion durch Kiihlung auf Eis beendet.

3.2.2. Regulation der Freisetzung von eosinophilem kationischen Protein
(ECP)

Die Serumkonzentration von ECP wird als klinischer Indikator fiir die Aktivierung des
Immunsystemssystems bei allergischen Erkrankungen verwendet [23;68]. ECP ist
spezifisch flr eosinophile Granulozyten [11]. Deshalb wurde zun&chst die Stimulation
der ECP-Abgabe aus Blut- und Darmeosinophilen untersucht. Zur Ermittelung der
ECP-Proteinmenge wurden die Proben mit dem Gerat ,UniCAP 100“ (Pharmacia
Diagnostics, Schweden) analysiert. Vor dem Experiment wurden jeweils Eosinophile
abgenommen, zentrifugiert und unstimuliert in Wasser lysiert um die ECP-Freiset-
zung in Prozent bestimmen zu kénnen. Die Inkubation der eosinophilen Granulo-
zyten erfolgte in HACM-Puffer mit Cytochalasin B (5 pg/ml, 10 min) sowie IL-5
(10 ng/ml, 90 min) im 37°C warmen Wasserbad. Danach erhielten die Zellen fur
30 min lonophor (1 uM) oder fMLP (1 pg/ml). Es lief jeweils eine unstimulierte Kon-
trollbedingung mit. Nach der Inkubation wurden die Zellen sedimentiert und der ECP-

Proteingehalt in den Uberstanden bestimmt. Bei den Eosinophilen aus Blut fiihrte
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lonophor zu keiner relevanten Steigerung der abgegebenen ECP-Menge. Dagegen
bewirkte fMLP eine signifikant erhdhte ECP-Freisetzung auf 78,2 £ 16,2 % (n = 4).
Die Analyse des Zusatzes von lonophor oder fMLP bei eosinophilen Darmgranulo-
zyten lieferte keine signifikante Anderung des ausgeschiitteten ECP-Proteins im Ver-
gleich zur unstimulierten Probe (n = 4). Bei der Betrachtung der relativen basalen
ECP-Sezernierung zeigten eosinophile Granulozyten aus Blut héhere Werte als
diese Zellen aus Darmgewebe. Der Unterschied war jedoch nicht signifikant (Abb. 8).
In Abb. 9 sind die entsprechenden absoluten Werte des sezernierten ECPs darge-
stellt. Somit bewirkte der Stimulus fMLP eine signifikant erhéhte Ausschittung von
852,1 + 512,4 ng ECP/10° Eosinophile (n = 4). Die durchschnittliche basale ECP-
Abgabe der intestinalen eosinophilen Granulozyten ergab ca. 7-mal so hohe Werte
im Vergleich zu Bluteosinophilen (n = 4).
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Abb. 8: fMLP induziert die Freisetzung von ECP aus eosinophilen Granulo-
zyten aus Blut (EOB), aber nicht aus intestinalen Eosinophilen (EOD).
Dargestellt ist die relative Freisetzung von ECP in Prozent als Mittelwerte (x Stan-
dardabweichung, jeweils n = 4) analysiert mit dem Gerat ,UniCAP 100“. Die ECP-
Bestimmung erfolgte in HACM-Uberstanden der Zellen. Um die sezernierten Anteile
des ECPs angeben zu kénnen, wurde der Gesamtgehalt an ECP in mit Wasser
lysierten Eosinophilen bestimmt. Dazu wurden Zelllysate vor dem Experiment
angefertigt. Im Experiment wurden zuerst Cytochalasin B (5 pug/ml, 10 min) sowie
IL-5 (10 ng/ml, 90 min) im 37°C warmen Wasserbad zugefiigt. Es folgten lonophor
(1 uM) oder fMLP (1 pg/ml) fir 30 min. Die Kontrollprobe erhielt keinen Zusatz.
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Abb. 9: fMLP induziert die Freisetzung von ECP aus eosinophilen Granulo-
zyten aus Blut (EOB), aber nicht aus intestinalen Eosinophilen (EOD).

Die Mittelwerte (+ Standardabweichung) bestehen aus jeweils n = 4 Experimenten.
Der Gehalt an ECP wurde mit dem Gerat ,UniCAP 100" in den HACM-Uberstanden
der Zellen analysiert. Zuerst wurden Cytochalasin B (5 pg/ml, 10 min) sowie IL-5
(10 ng/ml, 90 min) und dann lonophor (1 uM) oder fMLP (1 pg/ml) fir 30 min im 37°C
warmen Wasserbad zugefligt. Die Kontrollprobe bliebt unstimuliert.

3.2.3. Regulation der Freisetzung von Leukotrien C4 (LTC,)

Eosinophile Granulozyten sind u.a. die Hauptquelle fir LTC,4 [27]. Die Analyse der
Ausschittung von LTC4 bei eosinophilen Granulozyten aus Blut ist von verschie-
denen Autoren beschrieben worden [34;69;70]. Daher eignete sich dieses Leukotrien
zum weiteren Vergleich der Blut- und Darmeosinophilen. Zur Untersuchung von LTC4
wurden ebenfalls sedimentierte HACM-Uberstiande von eosinophilen Granulozyten
mit dem ELISA fir cysteinyl-Leukotriene (LTC4, Biotrend, Assay Designs Inc., USA)
gemessen. Die Zellen erhielten fir 30 min lonophor (1 pM) oder fMLP (1 pg/ml) im
37°C warmen Wasserbad. Auch hier wurde zuvor eine Inkubation mit Cytochalasin B
(5 pg/ml, 10 min) und IL-5 (10 ng/ml, 90 min) durchgefiihrt. Zusatzlich gab es jeweils
eine Kontrollbedingung ohne Substanzzusatz. Eosinophile Granulozyten aus Blut se-
zernierten eine signifikant gesteigerte LTC4-Proteinmenge nach Aktivierung mit lono-
phor (1,28 + 0,21 ng LTC4/10° Eosinophile) und fMLP (8,87 + 2,28 ng LTC4/10° Eo-
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sinophile) (n = 3, Abb. 10). Bei den intestinalen Gewebseosinophilen zeigte sich das
gleiche Muster der Aktivierung. So wurde die LTC4-Freisetzung durch lonophor von
0,93 + 0,32 ng/10° Eosinophilen und durch fMLP von 10,16 + 3,54 ng/10° Eo-
sinophilen induziert (n = 3, Abb. 10).
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Abb. 10: lonophor, aber noch deutlicher fMLP steigerte die Freisetzung von
LTC, aus Blut- (EOB) und Darmeosinophilen (EOD).

Dargestellt sind die Mittelwerte (+ Standardabweichung) aus sedimentierten HACM-
Uberstanden von jeweils drei Experimenten gemessen im ELISA. Verwendete Subs-
tanzen waren Cytochalasin B (5 pg/ml, 10 min) sowie IL-5 (10 ng/ml, 90 min) zur
Vorinkubation im 37 °C warmen Wasserbad. Die weitere Stimulation erfolgte mit lono-
phor (1 uM, 30 min) oder fMLP (1 pg/ml, 30 min). Die Kontrollprobe hatte keinen
Zusatz.
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3.2.4. Regulation der Produktion und Freisetzung von TGF-B1

Das Zytokin TGF-B1 hat neben der Regulation der Immunantwort pleiotrophe Wir-
kungen [55]. Es konnte immunhistochemisch gezeigt werden, dass intestinale eo-
sinophile Granulozyten 90% der TGF-B1-positiven Darmzellen sowohl im patholo-
gischen als auch im nicht-pathologischem Gewebe sind [57;58]. Aus diesem Grund
wurden die eosinophilen Granulozyten aus Blut und Darmmukosa in Bezug auf
TGF-B1 untersucht. Zunachst wurde der TGF-B1-Gehalt des Kulturmediums far
Darmeosinophile ohne Zellen im ELISA bestimmt. Denn in der Regel wurden die
Zellen zur Kultivierung in FCS-haltigem Medium resuspendiert. In Medium mit 10%
FCS, wie es zur Kultivierung der Einzelzellsuspension aus Darmmukosa verwendet
wurde, konnte eine Konzentration von 1144,93 + 40,17 pg TGF-f1/ml bestimmt
werden (n = 3, Abb. 11). Das Kulturmedium ohne FCS lieferte dagegen keinen

messbaren TGF-B1-Wert (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 11: Proteingehalt an TGF-B1 in Kulturmedium mit verschiedenen FCS-
Anteilen gemessen im ELISA.

Deutlich sichtbar stieg der TGF-B1-Gehalt entsprechend dem prozentualen Bestand-
teil an (n = 3).
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Im weiteren Verlauf sollte die Freisetzung und der Gehalt von TGF-B1 in eosinophilen
Granulozyten aus Darmmukosa untersucht werden. Wie in Abb. 11 dargestellt, wies
FCS-haltiges Medium einen erheblichen Anteil an TGF-B1 auf. Aus diesem Grund
wurde untersucht, ob eine Kultivierung von Eosinophilen ohne FCS mdéglich ist. Dazu
wurden die aus Darmgewebe isolierten Zellen in Medium mit 10 % und ohne Zusatz
von FCS aufgenommen. Das Kulturmedium hatte jeweils eine IL-5-Konzentration von
10 ng/ml. An Zellen wurden ungefahr 4* 10%/ml ausgesat. Insgesamt war die Vitalitat
der eosinophilen Granulozyten (und der anderen Zellen) nach Kultivierung ohne FCS
schlechter als nach FCS-Kultur. Es lagen starker degranulierte und deformierte eo-
sinophile Granulozyten vor, die auch eine hdhere Nekroserate aufzeigten (Abb. 12).
Durch die Kultur ohne FCS Uberlebten ca. 10% weniger Zellen. Jedoch war die
Reinheit nach der Aufreinigung mittels MACS-System 30% hdher (n=1).
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(A) Eosinophile Granulozyten nach der
Kultur Gber Nacht mit IL-5 (10 ng/ml)
und 10% FCS. Die Eosinophilen waren
schwach degranuliert.

(B) Nach der Kultur tber Nacht mit IL-5
(10 ng/ml), aber ohne FCS-Zusatz,
waren die Eosinophilen starker de-
granuliert als nach Kultur mit FCS (A).

(C) Die eosinophilen Granulozyten, die
zuvor mit 10% FCS kultiviert wurden,
wiesen auch nach der magnetischen
Positivselektion  (Zielantigen: CD15)
mittels MACS-System lediglich eine
etwas starkere Degranulation auf.

(D) Insgesamt sahen die Eosinophilen
nach der Kultur ohne FCS und der
MACS-Positivselektion deutlich degra-
nulierter ) und nekrotischer *) als nach
Kultur mit 10% FCS (C).

Abb. 12: Vergleich der Kultur intestinaler Eosinophilen mit und ohne FCS.

Das IL-5-haltige (10 ng/ml) Medium hatte keinen oder 10 % FCS-Zusatz. Die Kon-
zentration der ausgesaten Zellen betrug ca. 4* 10%/ml. Nach der Kultur wurde eine
Positivselektion der eosinophilen Granulozyten mit dem MACS-System (Zielantigen:
CD15) durchgefuhrt. Es wurden nach Giemsa/May-Grinwald gefarbte Zytospins
differenziert (ohne Erythrozyten) und fotografiert.
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Zur Darstellung des Gehalts an TGF-B1-Protein in eosinophilen Granulozyten aus
Blut und Darmgewebe wurde ein Westernblot durchgefihrt (Abb. 13). TGF-B1 liegt in
dem verwendeten Kontrollpeptid als Monomer (12,5 kDA) und als Dimer (25 kDA)
vor, wird aber durch die denaturierenden Bedingungen in der SDS-Gelelektropho-
rese ausschlieBlich als Monomer darstellbar sein. An TGF-B1-Protein erfolgte die
Auftragung von 500 pg und 2,5 ng. Die eosinophilen Granulozyten aus Blut wurden
mit (A) Cytochalasin B (5 pg/ml, 10 min) bzw. mit (B) Cytochalasin B (5 pg/ml,
10 min), IL-5 (10 ng/ml, 60 min) und fMLP (1 pg/ml, 30 min) in HACM-Puffer bei 37 °C
im Wasserbad inkubiert. Es folgte eine Lysierung des Zellpellets in Extraktionspuffer.
Die Anzahl der eingesetzten Zellen betrug jeweils 0,32* 10° Eosinophile. AuBerdem
wurde intestinale Mukosa homogenisiert, lysiert und zentrifugiert. Davon wurde der
Uberstand mit ca. 5 pg Proteinmenge verwendet (C). Das Detektionslimit fiir das
TGF-B1-Protein lag bei ca. 500 pg.

2,5 ng 500 pg (A) (B) (C)

12,5 kDA oD

Abb. 13: Mengen von < 500 pg TGF-B1 waren im Westernblot nicht mehr
nachweisbar.

Es konnte der TGF-B1-Proteingehalt weder in Zellextrakten aus Darmgewebe noch
aus eosinophilen Blutgranulozyten dargestellt werden. Die Zellen (je 0,32* 10° Eo-
sinophile) wurden mit (A) Cytochalasin B (5 pg/ml, 10 min) bzw. (B) Cytochalasin B
(5 pg/ml, 10 min), IL-5 (10 ng/ml, 60 min) und fMLP (1 pg/ml, 30 min) bei 37°C im
Wasserbad stimuliert. Danach erfolgte die Zentrifugation und Lysierung der Zellen.
(C) Aufgetragen wurden 5 pg Proteine aus dem Uberstand von dem homogenisierten
und lysierten Darmzellextrakt.

Der Westernblot scheint offensichtlich nicht sensitiv genug zu sein um die TGF-B1-
Konzentrationen in den untersuchten Zellen nachzuweisen. Daher wurde die Pro-
teinmessung mittels des humanen TGFB-1 Immunoassys (Quantikine, R&D Systems
GmbH, Wiesbaden) vorgenommen. Die eosinophilen Granulozyten aus Blut und
intestinaler Mukosa wurden in HACM-Puffer resuspendiert. Im 37°C warmen Was-
serbad erfolgte die Inkubation mit Cytochalasin B (5 pg/ml, 10 min), IL-5 (10 ng/ml,
90 min) sowie mit fMLP (1 pg/ml, 30 min). Zusatzlich wurden unstimulierte
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Eosinophile untersucht. Zur Bestimmung des Proteingehalts an TGF-B1 wurden die
Zellen zentrifugiert und das Pellet in Wasser lysiert. In den HACM-Uberstanden und
Lysaten der eosinophilen Blutgranulozyten flhrte die Stimulation zu keinem signifi-
kanten Unterschied. AuBerdem bestand keine relevante Differenz beim Vergleich der
Uberstande mit den Lysaten (n= 3, Abb. 14). Bei eosinophilen Granulozyten aus
Darmmukosa (56% Reinheit) resultierte die fMLP-Stimulation in einem leichten
Anstieg der intrazellularen TGF-B1-Konzentration (n = 1, Abb. 14). Allerdings konnte
dieser Versuch aufgrund mangelnder Verfugbarkeit weiterer Darmbiopsien nicht
wiederholt werden. Eine andere Untersuchung wies in lysierten Eosinophilen aus
Darmgewebe 407,8 + 61,7 pg TGF-B1/10° Eosinophile nach (n = 4). Jedoch waren
die Zellen vorher in Medium mit 10% FCS kultiviert worden. Somit flhrte die Kultur in

FCS-haltigen Medium trotz Zellwaschung zu erhéhten TGF-B1-Werten .
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*) Vorstimulation mit Cytochalasin B und IL-5

Abb. 14: Die Sekretion von TGF-B1-Protein lieB sich weder in eosinophilen
Granulozyten aus Blut (EOB) noch in intestinalen Eosinophilen signifikant
induzieren. Intrazellulares TGF-B1 wird in fMLP-stimulierten Darmeosinophilen
exprimiert (EOD). )

Es lag kein Unterschied in der nachgewiesenen Menge in den HACM-Uberstanden
verglichen mit der in Wasserlysaten vor (Messung im ELISA). Die Zellen wurden im
Wasserbad bei 37 °C mit folgenden Substanzen inkubiert: Cytochalasin B (5 pg/ml,
10 min), IL-5 (10 ng/ml, 90 min) und fMLP (1 pg/ml, 30 min). Eine nicht-stimulierte
Kontrolle wurde zur Ermittlung der TGF-B1 Grundexpression bzw. -sekretion analy-
siert. Die Ergebnisse wurden mittels ELISA gemessen und sind als Mittelwerte
(x Standardabweichung) dargestellt (Bluteosinophile: n = 3, Darmeosinophile: n = 1).

3.2.5. Expression der TGF-B-mRNA in eosinophilen Granulozyten aus Blut

und Darmmukosa mittels Realtime-PCR

Die eosinophilen Granulozyten wurden in HACM-Puffer mit Cytochalasin B (5 pg/ml,
10 min) sowie mit IL-5 (10 ng/ml, 90 min) im 37°C warmen Wasserbad inkubiert. Da-
nach erfolgte die 30-minltige Stimulation mit lonophor (1 uM) oder fMLP (1 ug/ml).
Nach der Sedimentation wurden die Zellpellets mit RLT-Puffer lysiert, die RNA isoliert
und in cDNA transkribiert. AnschlieBend erfolgte die Analyse der mRNA fir TGF-3 im
Verhéltnis zur GAPDH mittels Realtime-PCR. In den eosinophilen Granulozyten aus

Blut steigerten lonophor und fMLP das Verhaltnis der Genexpression von TGF-§3 zur
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GAPDH signifikant auf 0,028 + 0,01 bzw. 0,024 + 0,006 (n = 3). In intestinalen
Eosinophilen konnte keine signifikante Verédnderung des Wertes nach Stimulation
detektiert werden. Allerdings wiesen eosinophile Darmgranulozyten eine signifikant
héhere TGF-B-Basalexpression verglichen zu nicht-stimulierten Bluteosinophilen auf
(n=3, Abb. 15).

o

N

(=]
[]

CJECB
E=EOD

o

-t

(3)]
[]

TGF-B/GAPDH (mRNA)
=) =)
o -
(3] o
[] []

* Vorstimulation mit Cytochalasin B und IL-5

Abb. 15: lonophor und fMLP erhéhten das Verhaltnis der mRNA-Relation von
TGF-B-GAPDH signifikant in eosinophilen Granulozyten aus Blut (EOB). Da-
gegen konnte in eosinophilen Darmgranulozyten (EOD) keine Anderung nach-
gewiesen werden. Intestinale Eosinophile wiesen einen signifikant héheren
Wert in der Kontrollbedingung als Bluteosinophile auf.

Die abgebildeten Daten sind Mittelwerte (+ Standardabweichung, jeweils n = 3), die
mittels Realtime-PCR analysiert wurden. Zur Stimulation erfolgte die Inkubation in
HACM-Puffer mit Cytochalasin B (5 pg/ml, 10 min) und IL-5 (10 ng/ml, 90 min) sowie
lonophor (1 uM) oder fMLP (1 pg/ml) far jeweils 30 min im 37 °C warmen Wasserbad.
Die Kontrollprobe erhielt keinen Zusatz.
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3.3. Charakterisierung der eosinophilen Granulozyten aus Blut und Darm-
mukosa anhand der mRNA-Expression mittels RT-PCR

Die Genexpressionsmuster von Blut-, aber vor allem von Darmeosinophilen sind bis
dato nur wenig untersucht. Im Rahmen dieser Arbeit sollten die Expressionsmuster
der wichtigsten inflammatorischen bzw. antiinflammatorischen Zytokine und Chemo-
kine vergleichend zwischen Blut- und Darmeosinophilen mittels RT-PCR analysiert
werden. Bisher ist bekannt, dass humane eosinophile Granulozyten u.a. die Zytokine
IL-3, IL-5, IL-13, TNF-a und IFN-y bilden. Ebenfalls exprimieren diese Zellen die
Chemokine IL-8, RANTES, Eotaxin, MCP-1 und MIP-1a [5;6;11;15;21;41;71].

3.3.1. Differentielle mRNA-Expression von Zytokinen

Die Synthese der mRNA fur IL-5 und IL-13 in Blut- und Darmeosinophilen war nur
gering. Etwas starker wurde IL-3 von Bluteosinophilen exprimiert (Abb. 16A). TNF-a
war in eosinophilen Granulozyten aus Darmmusosa deutlich starker exprimiert als in
Eosinophilen aus Blut. Bei IFN-y war kein Unterschied zwischen den Eosinophilen-

populationen zu beobachten (Abb.16B).
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Abb. 16: RT-PCR der mRNA-Expression von verschiedenen Zytokinen mit den
entsprechenden Fragmentlangen in eosinophilen Granulozyten aus Blut (EOB)
und Darmmukosa (EOD).

Es lieB sich die mRNA far IL-3, IL-5 und IL-13 in beiden Granulozytenpopulationen
nachweisen. Dabei bildeten Bluteosinophile etwas mehr IL-3-mRNA und etwas
weniger IL-5-mRNA als intestinale Eosinophile (A). IFN-y wurde in eosinophilen Gra-
nulozyten aus Blut und Darmmukosa exprimiert. Darmeosinophile synthetisierten
héhere Mengen an TNF-a-mRNA (B). Nach Isolierung der Gesamt-RNA aus ange-
reicherten Blut- bzw. Darmeosinophilen wurde eine Reverse Transkription vorgenom-
men. Der Nachweis der Gentranskription erfolgte mit den spezifischen Primerpaaren
fir GAPDH, IL-3, IL-5 und IL-13 sowie fir IFN-y und TNF-a. Die Anzahl der PCR-
Zyklen betrug fur GAPDH: 32, fur die Interleukine und TNF-a: 38 sowie fir IFN-y: 40.
Die PCR-Produkte wurden auf einem 1%tigen Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidi-
umbromid gefarbt. Es ist die Expression der angegebenen Genprodukte im Vergleich
zur GAPDH-Synthese gezeigt. Dargestellt ist ein reprasentatives Ergebnis aus einer
zweimal durchgeflihrten PCR. NTC: no template control (Nullprobe).

3.3.2. Differentielle mRNA-Expression von Chemokinen

Es lieBen sich alle untersuchten Chemokine (MCP-1, MCP-3, MIP-1a, MIP-1B und
RANTES) darstellen. Die Expression von MCP-1 und RANTES war bei den Blut-
eosinophilen geringfligig starker. Ansonsten lagen keine Unterschiede zwischen
eosinophilen Blut- und Darmgranulozyten vor (Abb. 17A). Eotaxin und Eotaxin-3 sind
in beiden Eosinophilenpopulationen nicht, Eotaxin-2 in Eosinophilen aus Blut etwas
starker nachweisbar. IL-8-mRNA wurde dagegen deutlich mehr in eosinophilen
Darmgranulozyten detektiert (Abb. 17B).
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Abb. 17: RT-PCR der Expression von mRNA verschiedener Chemokine mit den
entsprechenden Fragmentlangen in eosinophilen Granulozyten aus Blut (EOB)
und Darmmukosa (EOD).

Es konnte die Expression aller untersuchten Chemokine belegt werden. Eine leicht
erhéhte mRNA-Bildung lag fir MCP-1 und RANTES in Bluteosinophilen vor. Die IL-8-
MRNA wurde dagegen deutlich starker von eosinophilen Darmgranulozyten syntheti-
siert (A). In Eosinophilen aus Blut und Darmmukosa wurden Eotaxin und Eotaxin-3
nicht detektiert. Eotaxin-2 wurde in eosinophilen Blutgranulozyten starker gebildet
(B). Es wurde eine Reverse Transkription mit der isolierten RNA aus angereicherten
Blut- und Darmeosinophilen durchgefiihrt. Die Analyse der Gentranskription erfolgte
mit spezifischen Primerpaaren fir GAPDH, MCP-1, MCP-3, MIP-1a, MIP-1j,
RANTES, IL-8 sowie flir Eotaxin, Eotaxin-2 und Eotaxin-3. Die Anzahl der Zyklen war
in der PCR fir GAPDH: 32 und fir die Chemokine: 38. Die Auftrennung der PCR-
Produkte wurde auf einem 1%tigen Agarosegel, das Ethidiumbromid enthielt, vorge-
nommen. Die Expression der angegebenen Genprodukte wird vergleichend zur
GAPDH-Bildung dargestellt. Es ist ein reprasentatives Ergebnis aus einer zweimal
durchgefiihrten PCR gezeigt. NTC: no template control (Nullprobe).
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4. Diskussion

4.1. Isolation und Anreicherung von eosinophilen Granulozyten aus Blut

und Darmmukosa

Es gibt viele Daten Gber die Morphologie, Differenzierung und Biochemie der eosino-
philen Granulozyten. Auch die Einwanderung der Zellen ins periphere Blut und Ge-
webe ist untersucht worden [15]. Viele pathophysiologische Daten wurden aber in
Tiermodellen generiert, die nicht ohne weiteres auf den Menschen Ubertragbar sind
[13]. Humane Daten wurden vornehmlich an eosinophilen Granulozyten von Spen-
dern mit Eosinophilie erhoben. Die Eosinophilen von gesunden und erkrankten
Spendern unterscheiden sich jedoch hinsichtlich der Morphologie und den funktio-
nellen Eigenschaften [34]. Den Kenntnissen Uber gastrointestinale eosinophile Gran-
ulozyten liegen hauptséachlich in vitro Studien allergischer Erkrankungen des Respira-
tionstrakts zugrunde [7]. Anscheinend besteht aber eine Korrelation in Bezug auf die
Hypersensibilitat im Respirations- und Gastrointestinaltrakt [7;29]. Um intestinale
Eosinophile mit denen aus Blut vergleichen zu kdnnen, sollte eine Methode zur
Isolation dieser Zellen aus intestinalem Gewebe etabliert werden. Um fir Bluteosino-
phile eine geeignete Isolationsmethode zu finden, werden zwei publizierte Techniken
verglichen. So wurden humane eosinophile Granulozyten aus peripherem vendsen
Blut von gesunden Spendern mit der Durchfiihrung einer Dextran-Sedimentation,
einem Ficoll-Dichtezentrifugation, einer Erythrozytenlyse, einem bzw. keinem Percoll-
Dichtezentrifugation sowie einer magnetischen Negativselektion mittels MACS-
System (Zielantigen: CD16) isoliert und angereichert. Der Vergleich der Isolation mit
bzw. ohne Percoll-Dichtezentrifugation ergibt eine Reinheit von durchschnittlich je-
weils 93% eosinophile Granulozyten. Kontaminierende Zellen sind dabei vornehmlich
neutrophile Granulozyten und Lymphozyten. Die Vorteile des Wegfalls der Percoll-
Dichtezentrifugation liegen in der héheren Zellausbeute und der Verkirzung der Auf-
reinigungsdauer. Somit ist die Durchflihrung der Percoll-Dichtezentrifugation, wie bei
Takafuji, Bischoff et al. [34] beschrieben, nicht notwendig. Elovic et al. erzielen bei
Anwendung des hier dargestellten Protokolls ohne die Percoll-Dichtezentrifugation
95 — 99% reine eosinophile Granulozyten [40]. Der Unterschied zwischen der hier
erreichten Reinheiten und denen von Elovic et al. kénnte mit den einzelnen Abwand-
lungen der Protokolle, wie verschiedene Inkubationszeiten der Microbeads, begrin-
detet werden. Weiterhin wurde eine Methode zur Isolation und Aufreinigung von
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humanen eosinophilen Granulozyten aus intestinaler Mukosa etabliert, die aus einem
enzymatisch-mechanischem Gewebsverdau, einer Kultivierung Gber Nacht und an-
schlieBender magnetischer Positivseparation mittels MACS-System (Zielantigen:
CD15) besteht. Die durchschnittlich erzielte Reinheit liegt bei ungefahr 78%, in
Einzelfallen sogar bei 80 — 90% intestinale Gewebseosinophile. Kontaminierende
Zellen sind Epithel- und Endothelzellen sowie andere Zellen der Darmmukosa. Da
eine unspezifische Bindung von MACS-Beads an tote Zellen vorliegt, verunreinigen
diese Zellen zusatzlich die Eosinophilenfraktion. Die gesamte Methode ist jedoch ein
aufwendiges und schwieriges Verfahren. Zum einen sind die isolierten Einzel-
zellsuspensionen trotz sterilem Arbeitens stets durch die physiologische Darmflora
mikrobiell kontaminiert. Deswegen werden dem Kulturmedium immer gut wirksame
Antibiotika beigefligt. Zum anderen beeinflusst der Mukosaschleim die Isolation
sowie die Kultur der Zellen. Als Vorlage fir die hier etablierte Isolationstechnik diente
die von Bischoff et al. [72] verwendete Methode der Aufreinigung der Darmmast-
zellen. Diese Darmmastzellaufreinigung basiert ebenfalls auf dem mechanisch-enzy-
matischen Verdau von Darmmukosa und anschlieBender Kultur Gber Nacht und
magnetischer Zellseparation. Nach der Isolierung wird eine mehrwdchige Kultur
durchgefliihrt, die Reinheiten von 98 —100% Mastzellen ergibt [72]. Da die eosino-
philen Granulozyten laut unseren Ergebnissen in Kultur, trotz Zusatz von IL-5 oder
anderen Wachstumsfaktoren, nur ein bis wenige Tage Uberleben (Daten nicht
gezeigt), bietet sich die mehrwdchige Kultur nicht an. Lorentz et al. erreichen eine
Anreicherung der eosinophilen Granulozyten aus der Einzelzellsuspension von
durchschnittlich 51% mittels magnetischer Negativselektion (Zielantigene CDS3,
CD14, CD16, CD19 und CD117) [73]. Im Vergleich dazu ist die in dieser Arbeit
verwendete magnetische Positivselektion (Zielantigen: CD15) eine bessere Alter-
native, da héhere Reinheiten von durchschnittlich 78% eosinophile Granulozyten
resultieren. Dagegen ist es vergleichsweise einfach Eosinophile in einer hohen Rein-
heit und Anzahl aus dem Blut zu isolieren. Einerseits missen die Bluteosinophilen
nicht aus einem Gewebsverband gelést werden. Andererseits sind weniger potentiell
kontaminierende Zellen im Blut enthalten. Nicht zuletzt sind Bluteosinophile wesent-
lich schneller aufgereinigt und es sind keine mechanisch-enzymatischen Verdau-
schritte notwendig. Dies ware eine Begrindung dafir, dass eosinophile Granulozyten
aus Blut ihre lichtmikroskopische Morphologie im Verlauf der Anreicherungsvorgangs
nicht wesentlich andern. Bei der Betrachtung der eosinophilen Granulozyten aus
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Darmmukosa nach dem mechanisch-enzymatischem Verdau sind morphologische
Unterschiede im Vergleich zu den Bluteosinophilen sichtbar. So haben die Zellen
weniger Granula, teilweise Vakuolen und sind unregelmaBiger begrenzt. AuBerdem
lassen sich die Darmeosinophilen weniger leuchtend anfarben. Diese Anzeichen der
geringeren Vitalitat verstarken sich nach der Kultivierung tGber Nacht. Ein Vorteil der
Isolation der Blutzellen ist auch, dass problemlos gr6Bere Mengen an eosinophilen
Granulozyten gewonnen werden kdnnen, indem entsprechende Blutmengen verar-
beitet werden. Die intestinale Mukosa stammt von Darmpréaparaten, die aus thera-
peutischer Notwendigkeit von Patienten enthommen werden mussten. Deswegen
kann die GréBe der Darmbiopsien nicht willklrlich bestimmt und damit die Ausbeute
der Zellen variiert werden. Es ist unbekannt, wie viele Zellen wahrend des enzy-
matisch-mechanischem Verdaus verloren gehen. Der Zellverlust der intestinalen
Eosinophilen ist aber wahrend der Aufreinigung héher als bei Bluteosinophilen.
Dabei sterben wahrend der Kultivierung Uber Nacht die meisten Zellen ab. Es ist
wenig wahrscheinlich, dass die isolierten Bluteosinophilen, aber besonders die iso-
lierten Darmeosinophilen in Bezug auf physiologische Charakteristika den Eosino-
philen im Blut bzw. Gewebe entsprechen. Jegliche Manipulation und Entfernung der
Zelle aus ihrer physiologischen Umgebung hat Auswirkungen auf den Zustand der
Zelle. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Aufreinigungsmethode die
Zellen schéadigt und deren Zustand, vornehmlich in Hinblick auf die Aktivierbarkeit,
mafgeblich beeinflusst. Auch Strukturen wie Rezeptoren der Zelloberflache kénnen
beschadigt oder wahrend der Isolation intestinaler eosinophiler Granulozyten sogar
verdaut werden. Eine Folge ist, dass die Zellen nicht mehr auf Mediatoren reagieren
kénnen. So ist die Freisetzung von Mediatoren direkt nach der Isolierung von Mast-
zellen auf physiologische Stimuli auf ein Minimum reduziert. Nach 1-wdchiger Kultur
kann aber ein deutlicher Anstieg der Reaktivitat beobachtet und damit eine Regene-
ration der Zellen angenommen werden [74]. Dies kénnte auch bei Eosinophilen der
Fall sein, da trotz der Zugabe von Wachstumsfaktoren relativ viele Zellen wahrend
der Kultur Gber Nacht absterben. Auch die héhere Reinheit der Zellen mittels magne-
tischer Zellseparation nach Kultur Gber Nacht kénnte durch fehlende Expression der
Zielantigene begrindet werden. Wahrscheinlich wirden die Zellen nach langerer
Kultur den physiologischen Eosinophilen am ehesten entsprechen. So verlédngerte
die Kokultur mit bovinen Endothelzellen nicht nur die Lebensdauer der Eosinophilen,
sondern auch die Morphologie und Effektorfunktion. Die nach der Kultur hypodensen
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eosinophilen Granulozyten sezernieren gréBere Mediatormengen und sind effektiver
bei der Bekdmpfung von Parasiten als unkultivierte Eosinophile. Ein &hnliches Muster
in Bezug auf die Dichte, die Mediatorfreisetzung und der antihelmithischen Wirkung

weisen Eosinophile aus Blut bei Allergie und anderen Erkrankungen auf [75].

4.2. Vergleich der Mediatorexpression und -Freisetzung aus humanen
eosinophilen Granulozyten aus Blut und Darmmukosa

4.2.1. Regulation der Freisetzung von ECP und LTC,

Intestinale eosinophile Granulozyten sezernieren unstimuliert héhere Proteinmengen
an ECP als Bluteosinophile. Die ECP-Freisetzung wird in Bluteosinophilen durch
Cytochalasin B, IL-5 und fMLP, aber nicht durch Cytochalasin B, IL-5 und lonophor
gesteigert. Darmeosinophile lassen sich dagegen nicht stimulieren. Im Gegensatz
dazu setzen Blut- und Darmeosinophilen LTC4-Protein basal in gleichen Mengen frei.
Auffallig ist, dass die Ausschittung von LTC4, welches nach Aktivierung neu syntheti-
siert wird, durch Cytochalasin B und IL-5 und lonophor und noch deutlicher durch
Cytochalasin B, IL-5 und fMLP in beiden Eosinophilenpopulationen in etwa gleich
hohen Mengen induziert wird (Abb. 18). Die Unterschiede in der ECP-Freisetzung
kénnten damit begriindet werden, dass die eosinophilen Granulozyten verschiedener
Herkunft sind. So stammt die Zellpopulation aus Blut von gesunden Spendern,
wahrend die anderen Zellen aus intestinalem Gewebe von erkrankien Spendern
isoliert wurden. Es ist wahrscheinlich, dass im Gewebe andere Bedingungen, insbe-
sondere unter pathologischen Umstanden, als im Blut vorliegen. Eine mdgliche Be-
grindung flr die nicht darstellbare Stimulierbarkeit der ECP-Ausschittung intes-
tinaler eosinophiler Granulozyten kénnte auch eine Degranulation und/oder Zell-
schadigung wahrend der Isolation sein. Auch eine Desensibilisierung nach Aktivie-
rung der Eosinophilen im Gewebe ware denkbar. So sind eosinophile Granulozyten
primar inaktive Zellen, die ,primende® Substanzen wie IL-5, IL-3 oder GM-CSF
bendtigen, um durch andere Stimuli aktiviert werden zu kénnen [11;34;76]. Diese
Substanzen kommen ebenfalls im Gewebe vor, wo sie auch aktivierend wirken
kénnen [40]. Bei Erkrankungen, die mit Blut- und Gewebseosinophilie einhergehen,
werden in intestinalen Biopsien erhéhte Konzentration an Wachstumsfaktoren (IL-3,
IL-5, GM-CSF) sowie des Chemokins Eotaxin gemessen [77]. Es ist nicht auszu-
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schlieBen, dass auch eine Desensibilisierung der Gewebseosinophilen in Bezug auf
die LTC4-Synthese vorliegt. Denn intestinale eosinophile Granulozyten kénnten in
ihrer physiologische Umgebung wesentlich mehr Leukotriene synthetisieren und
freisetzen wie hier in vitro dargestellt. Zusatzlich kdnnte auch in diesem Fall eine
isolationsbedingte Einschrankung der Synthese- bzw. Sekretionsfahigkeit vorhanden
sein. So sezernieren isolierte eosinophile Blutgranulozyten nach mindestens 14-tagi-
gier Kokultur mit bovinen Endothelzellen nach Zusatz von lonophor 3-fach héhere
LTC4-Mengen als unkultivierte Eosinophile. Dieses Ergebnis zeigt sich auch nach
mindestens 7-tagigier Kokultur der Eosinophilen in Medium, das von bovinen oder
humanen Endothelzellen stammt [75]. Eosinophile Granulozyten aus Blut setzen
LTC4 auch nach der Stimulation mit lonophor oder fMLP, jeweils in Kombination mit
Lprimenden” Substanzen, frei [34;35]. Dieses kann ebenfalls in den hier diskutierten
Resultaten gezeigt werden, denn die Buteosinophilen steigern die sezernierte LTCy4-
Konzentration durch Cytochalasin B, IL-5 und lonophor bzw. Cytochalasin B, IL-5
und fMLP. In Bezug auf die ECP-Freisetzung ist bekannt, dass Bluteosinophile nach
dem Zusatz ,primender® Substanzen und fMLP die Freisetzung erhdhen [28;35].
Dieses Ergebnis kann auch hier gezeigt werden, denn Cytochalasin B, IL-5 und fMLP
induzieren die Erhéhung der ECP-Ausschittung. Im Gegensatz dazu erhéht in
eosinophilen Granulozyten aus Blut von Asthmatikern lonophor stéarker als fMLP die
sezernierte ECP-Menge. AuBerdem induziert nur lonophor, aber nicht fMLP die
Zunahme der freigesetzten LTC4-Konzentration aus diesen Zellen [33]. Mit diesen in
Bezug auf Blutzellen von Asthmatikern generierten Daten ist aber kein Vergleich mit
den Zellen der vorliegen Arbeit, die von gesunden Blutspendern stammen, mdglich.
Denn es sind im Blut von asthmatischen Patienten die Wachstumsfaktoren IL-5, IL-3
und GM-CSF nachweisbar [11], die diese Zellen schon im Organismus ,primen*

kdnnten.

4.2.2. TGF-B-Expression und -Freisetzung

In immunhistochemischen Untersuchungen sind 90% der intestinalen TGF-B1-
positiven Zellen eosinophile Granulozyten, unabhéngig davon, ob pathologisches
oder nicht-pathologisches Darmgewebe vorliegt. AuBerdem steigt die Anzahl der
Zellen, die immunhistochemisch fiir TGF-1 reaktiv sind, im pathologischen Gewebe

an [57;58]. Aus diesem Grund wird in der vorliegenden Arbeit die Expression und
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Freisetzung von TGF-B1 in eosinophilen Granulozyten aus intestinaler Mukosa und
Blut untersucht und untereinander verglichen. Die Analyse der TGF-B1-Expression
erfolgte zunachst im Westernblot. Jedoch war die Sensitivitat des Westernblots zu
gering um TGF-B1-Protein in Zellextrakten aus intestinaler Mukosa sowie aus eosino-
philen Granulozyten des Blutes nachweisen zu kdnnen. In der Literatur werden die
eosinophilen Granulozyten vornehmlich mit anderen Methoden analysiert. Insbeson-
dere der TGF-B1-ELISA scheint dabei eine sinnvolle Alternative zum Westernblot zu
sein. Die intestinalen Zellen wurden in der vorliegenden Arbeit fir die Analyse im
ELISA zur Kultivierung Uber Nacht in Medium ohne FCS ausgesat, um den Einfluss
des im FCS enthaltenem TGF-B1-Proteins auszuschlieBen. Beim Vergleich der
Kultivierung ohne und mit FCS-Zusatz zeigt sich, dass die Vitalitdt von FCS-frei
kultivierten Zellen deutlich abnimmt. Die beiden Kulturformen sind in Bezug auf
eosinophile Granulozyten in der Literatur noch nicht verglichen worden und es bedarf
weiterer Experimente, um die Methodik hinsichtlich der Vitalitdt der Eosinophilen zu
optimieren. In dieser Arbeit kann aber keine signifikante Aktivierbarkeit der TGF-p1-
Ausschittung in eosinophilen Granulozyten aus Blut bzw. Darm gezeigt werden.
Ebenso sind keine signifikanten Unterschiede zwischen intestinalen und Bluteosino-
philen in Bezug auf die intrazellularen TGF-B1-Konzentrationen nachzuweisen. Dies
trifft sowohl auf unstimulierte als auch auf mit Cytochalasin B, IL-5 und fMLP
stimulierte Zellen zu. Anscheinend ist auch die hier dargestellte ELISA-Analyse nicht
ausreichend sensitiv, um die TGF-B1-Expresssion und -Freisetzung in eosinophilen
Granulozyten zu untersuchen. Eine sensitive Methode flr die Analyse der mRNA-
Expression stellt die quantitative PCR (Realtime-PCR) dar. Mit dieser Analyse-
methode kann hier gezeigt werden, dass eosinophile Granulozyten der intestinalen
Mukosa eine grdBere basale TGF-f1-mRNA-Expression als diese Zellen aus Blut
aufweisen. AuBerdem erhéhen lonophor und fMLP, jeweils nach dem Zusatz der
sprimenden” Substanzen Cytochalasin B und IL-5, signifikant die mRNA-Synthese fir
TGF-B1 in Bluteosinophilen. Im Gegensatz dazu &ndert die Stimulation der intesti-
nalen Eosinophilen mit diesen Substanzen die TGF-B1-Expression nicht. Der Grund
dafir kdnnte sein, dass die Zellen im Gewebe schon aktiviert und/oder desensibili-
siert worden sind. Ebenso muss auch wieder die Anreicherungsmethode erwahnt
werden, welche die Zellen beeinflusst und sogar schadigen kann. Die hdher
exprimierte mRNA fir TGF-B1 in intestinalen Gewebseosinophilen im Vergleich zu
diesen Zellen aus Blut kénnte damit begriindet werden, dass die Darmzellen aus
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makroskopisch unauffaligem Gewebe von kranken Spendern und nicht wie die
anderen Zellen aus Blut von gesunden Spendern stammen. So kénnten die
pathologischen Bedingungen die Darmeosinophilen aktiviert und dadurch die
Erhéhung der TGF-B1-Synthese bewirkt haben. Uber die Stimulierbarkeit der mRNA-
Expression fur TGF-B1 in intestinalen eosinophilen Granulozyten ist nur wenig
bekannt. Mittels in situ Hybridisation ist in Mukosabiopsien bei kollagener Kolitis eine
gesteigerte Expression der TGF-B1-mRNA im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe
nachweisbar [58]. Diese Referenz kann aber nicht mit den hier erzielten Ergebnissen
verglichen werden. Erstens werden in den dargestellten Ergebnissen isolierte
intestinale Zellen verwendet und zweitens handelt es sich in den veréffentlichten
Daten um Biopsien, die aus gesundem und pathologischem Gewebe stammen. In
dieser Arbeit sind die Zellen aber nur aus makroskopisch unauffaligem Material von
kranken Patienten isoliert und dann stimuliert worden. Es konnten keine
entsprechenden Gewebsmengen von gesunden Spendern verarbeitet werden, da
nur Gewebe zur Verfligung stand, das aus therapeutischer Notwendigkeit entfernt
werden musste. In der diskutierten Arbeit zeigt sich eine gesteigerte Induktion der
TGF-B1-mRNA in Bluteosinophilen nach Zugabe von Cytochalasin B, IL-5 und
lonophor oder Cytochalasin B, IL-5 und fMLP. Diese erhéhte Expression kénnte mit
dem im Versuch enthaltenden IL-5 begrindet werden, da Elovic et al. zeigen
konnten, dass IL-5 neben IL-83 und IL-4 eine Aktivierung der TGF-B1-Synthese
bewirkt [40].

4.3. Vergleich der mRNA-Expression von Zytokinen und Chemokinen

In der vorliegenden Arbeit ist die mMRNA-Expression der Zytokine IL-3, IL-5, IL-13 und
IFN-y mittels RT-PCR in unstimulierten Blut- bzw. Darmeosinophilen nachweisbar.
Zusatzlich exprimieren diese Zellen die Chemokine MCP-1, MCP-3, MIP-1a, MIP-1p,
RANTES sowie Eotaxin-2. Dagegen lasst sich die mRNA-Expression fir Eotaxin und
Eotaxin-3 in intestinalen und Bluteosinophilen nicht darstellen Die Expressionsstarke
der analysierten Gene ist bei den miteinander verglichenen Eosinophilenpopu-
lationen meist gleich. In intestinalen eosinophilen Granulozyten wird aber in Bezug
auf die GAPDH-mRNA deutlich mehr mRNA fir TNF-a und IL-8 als in Bluteosino-
philen exprimiert. Warum nun aber vornehmlich in Bezug auf IL-8 und TNF-a ein

deutlicher Unterschied vorliegt, ist unklar. Auch in diesem Fall ware die verschiedene
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Herkunft der Zellen eine Begriindung. So stammen die intestinalen Eosinophilen aus
Gewebe kranker Patienten, wahrend die eosinophilen Granulozyten aus Blut von
gesunden Spendern isoliert wurden. Es sind Mediatoren wie IL-5, GM-CSF oder IgA
beschrieben worden, welche die Aktivierung der TNF-a- und IL-8-Synthese in Blut-
eosinophilen induzieren [11;78]. Diese Stimuli kénnten auch im Gewebe der kranken
Spender die Stimulation der Eosinophilen bewirkt haben. Jedoch ist die Quantifizie-
rung der Expression in der RT-PCR nur bedingt méglich. Um genauere Aussagen
treffen zu kdnnen, massten auch in diesem Fall weitere Experimente folgen. In der
Literatur ist nur eine Gegenulberstellung von intestinalen eosinophilen Granulozyten
in Gewebsbiopsien mit Bluteosinophilen mittels der Immunfluoreszenz- und Immuno-
assayanalyse beschrieben worden [79]. Dies ist aber nicht mit den hier diskutierten
Ergebnissen der isolierten Gewebszellen vergleichbar, da in der Publikation Biopsien
den Blutzellen gegenlber gestellt werden. Die anderen publizierten Daten Uber die
Expression der in dieser Arbeit analysierten Gene sind widerspriichlich. Einerseits ist
der Expressionsnachweis dieser Gene bis auf MCP-3 und MIP-1B haufig veréffent-
licht worden, ohne jedoch genau zu differenzieren, woher die Zellen stammen und
mit welcher Methode die Expression der Gene analysiert wurde [5;6;11;15;21;41;71].
Aus diesem Grund sind diese Daten nur bedingt mit den hier erhobenen Ergebnissen
vergleichbar. Andererseits ist aber in Bluteosinophilen von gesunden Spendern die
Expression von IL-3, TNF-a, IL-8 und RANTES erst nach Aktivierung messbar [78].
Die mRNA flr IL-5 oder IFN-y kann in diesen un- bzw. stimulierten eosinophilen
Granulozyten nicht detektiert werden [78]. In der vorliegenden Arbeit sind aber die
Expressionen dieser mRNAs auch in unstimulierten Bluteosinophilen nachweisbar.
Die Abweichung kénnte darin begrindet sein, dass fir die Analysen in der
Publikation andere Blutspender als fur diese Arbeit vorliegen. Eine andere Erklarung
waren unterschiedliche Arbeitsprotokolle und Substanzen. Im Gegensatz dazu wird
Uber die Eotaxin-Expression nur allgemein gesprochen [6;11;21;41;71]. Es geht nicht
hervor, ob Eotaxin-2 und Eotaxin-3 auch analysiert wurden. Die hier genauer durch-
geflhrte Qualifizierung ergibt, dass nur die Expression von Eotaxin-2 in beiden
Eosinophilenpopulationen nachweisbar ist. Auch ein direkter Nachweis von MCP-3-
MRNA in eosinophilen Granulozyten ist bis dato noch nicht erfolgt. Das Chemokin
wird aber teilweise in Entziindungszellen des Respirationstrakts synthetisiert [80]. Die
Expression von MIP-1 ist bis dato nur in eosinophilen Granulozyten von M&ausen

beschrieben worden [81].
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fMLP* lonophor*

7 Priming mit Cytochalasin B und IL-5

Abb. 18: Aktivierbarkeit der isolierten eosinophilen Granulozyten aus peri-
pherem venésen Blut (EOB) und Darmmukosa (EOD) mit Cytochalasin B, IL-5
und lonophor/fMLP in Bezug auf die Freisetzung von ECP und LTC..

Die Stimulation der Bluteosinophilen mit Cytochalasin B, IL-5 und fMLP erzielt eine
gesteigerte Sezernierung des gespeichterten Mediators ECP. Zur erhdhten Sekretion
des Mediators LTC4, das de novo synthetisiert wird, fihrt die Zugabe von Cyto-
chalasin B, IL-5 und lonophor/fMLP. Die Inkubation der Darmeosinophilen mit
Cytochalasin B, IL-5 und lonophor/fMLP steigert nur die LTC4-Sekretion. Die Er-
héhung der ECP-Freisetzung ist aus intestinalen Eosinophilen mit diesen Stimuli
nicht méglich.
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4.4. Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnten Ergebnisse generiert werden, welche die unter-
schiedliche in vitro Stimulierbarkeit von eosinophilen Granulozyten aus peripherem
Blut und intestinalem Mukosagewebe zeigen. Es handelt sich aber um isolierte
Zellen, die aus ihrem physiologischen Umfeld entfernt und einer aufwendigen Iso-
lationsprozedur unterzogen wurden. Es ist unklar, ob die Stimuli Cytochalasin B, IL-5
und lonophor oder fMLP in vivo die gleiche Wirkung wie in vitro haben. Daher sollten
Daten generiert werden, die auf Experimenten beruhen, die eher einer in vivo
Situation entsprechen. So kdnnten die Zellen direkt in vivo untersucht werden,
welches jedoch schwierig zu verwirklichen ist. Eine andere Md&glichkeit ware die
Kokultivierung von eosinophilen Granulozyten mit anderen Zellen. Unter 4.2.1. wird
die Kokultur von Bluteosinophilen mit bovinen Endothelzellen genannt, die sich
positiv auf die Vitalitdt und Funktionalitdt der Eosinophilen auswirkt [75]. Weitere
Zellen, die daflr in Frage kdmen, waren T-Zellen und Mastzellen. Bisherige Analysen
der Interaktion dieser Zellen (vornehmlich in vitro) zeigen, dass eosinophile Granulo-
zyten die T-Zellen durch die Sezernierung bestimmter Zytokine und die Prasentation
von Antigenen regulieren kénnen. Andererseits akkumulieren Eosinophile bei Inter-
aktion mit Antigenen, wenn chemotaktische Substanzen wie IL-5 durch Th2-Zellen
freigesetzt werden [7]. Auch die Mastzellmediatoren kdnnen ein wichtiger Regulator
der Gewebseosinophilen sein. Die Mastzellen sezernieren nach Aktivierung ver-
schiedene Mediatoren (z.B. Zytokine, Chemokine, Histamin oder Lipidmediatoren),
die auf eosinophile Granulozyten chemotaktisch wirken und/oder an der Aktivierung
und Apoptosehemmung dieser Zellen beteiligt sind [17;82]. Eosinophile setzen
wiederum Mediatoren wie SCF oder NGF frei, die auf Mastzellen wirken kdnnen
[15;17]. Mit der Erhebung weiterer Daten kénnten wichtige Erkenntnisse Uber die
Pathogenese der vielen Eosinophilen-assoziierten Krankheiten, insbesondere des
Gastrointestinaltrakts, erhoben werden. Dadurch kénnte die Basis fur die Generie-
rung neuer Therapiestrategien gebildet werden.
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5. Zusammenfassung

Eosinophile Granulozyten exprimieren und sezernieren viele verschiedene Media-
toren, wodurch die Zellen ein wichtiger Bestandteil von diversen physiologischen und
pathophysiologischen Reaktionen sind. In der vorliegenden Arbeit wurden zwei
Methoden zur Anreicherung von humanen eosinophilen Granulozyten aus peri-
pherem vendsen Blut mit und ohne Percoll-Dichtezentrifugation verglichen. Die eo-
sinophilen Granulozyten wurden dabei zunachst mittels einer Dextran-Sedimentation,
Ficoll-Dichtezentrifugation und Erythrozytenlyse isoliert. Entweder direkt im An-
schluss oder nach einer Percoll-Dichtezentrifugation folgte eine magnetische Nega-
tivseparation (Zielantigen: CD16). Ohne den Percoll-Zwischenschritt ergab sich eine
héhere Zellausbeute bei einer verkirzten Arbeitsdauer und gleichen Reinheit von
durchschnittlich 93% im Vergleich zur Isolation mit der Percoll-Dichtezentrifugation.
AuBerdem wurde eine neue Methode zur Gewinnung von humanen eosinophilen
Gewebsgranulozyten aus Darmmukosa etabliert. Nach der enzymatisch-mecha-
nischen Isolation der Zellen aus intestinaler Mukosa erfolgte eine Kultur Gber Nacht
mit anschlieBender magnetischer Positivseparation (Zielantigen: CD15). Der er-
reichte Reinheitsgrad betrug durchschnittlich 78% eosinophile Granulozyten, jedoch
war die Vitalitdt dieser isolierten Zellen geringer als bei Bluteosinophilen. Der
Vergleich der isolierten eosinophilen Granulozyten aus Blut und Darm zeigte Unter-
schiede in der basalen Mediatorexpression und -Freisetzung sowie der Aktivier-
barkeit. Der Zusatz von Cytochalasin B, IL-5 und fMLP induzierte signifikant die ECP-
Ausschittung aus eosinophilen Blutgranulozyten. Intestinale Eosinophile setzen
durch die verwendeten Substanzen keine erhdhten Mengen an praformiertem ECP
frei, wiesen aber eine deutlich héhere Basalfreisetzung an ECP als Bluteosinophile
auf. Dagegen bewirkte Cytochalasin B, IL-5 und lonophor und noch deutlicher Cyto-
chalasin B, IL-5 und fMLP die Induktion der Sekretion von de novo synthetisiertem
LTC4 sowohl in eosinophilen Granulozyten aus Blut als auch aus Darmmukosa.
Beide Eosinophilenpopulationen setzten ungeféhr gleich hohe LTC4-Level sowohl
basal als auch nach Stimulation frei. Auf mMRNA-Ebene lie3 sich die Expression von
TGF-B1 in eosinophilen Granulozyten aus Blut durch Cytochalasin B, IL-5 und
lonophor bzw. Cytochalasin B, IL-5 und fMLP signifikant erhéhen. Intestinale Eosino-
phile konnten durch diese Stimuli nicht aktiviert werden, wiesen jedoch eine hdhere

basale TGF-B1-Expression verglichen mit Bluteosinophilen auf. Zusatzlich wurde die
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Expression verschiedener Zytokine und Chemokine untersucht. Beide Populationen
der Eosinophilen exprimierten die mRNA fir die Zytokine IL-3, IL-5, IL-13, IFN-y und
TNF-o. Auch die mRNA der Chemokine MCP-1, MCP-3, MIP-1a, MIP-1p, IL-8 sowie
Eotaxin-2 sind in Eosinophilen aus Blut und Darmmukosa darstelloar. Die mRNA-
Expression fur TNF-o und IL-8 war deutlich starker in intestinalen Eosinophilen als in

Bluteosinophilen ausgepragt.
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