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Die Synthese und Freisetzung von FGF-2 aus humanen

dermalen Mastzellen

Fibroblast growth factor-2 (FGF-2) ist ein Mitglied einer grolen Familie von Wachs-
tumsfaktoren. FGF-2 fordert das Wachstum und die Entwicklung von BlutgefalRen (An-
giogenese) und nimmt somit Einfluss auf Wundheilungsprozesse, Gewebeentwicklung,
als auch verschiedene pathologische Vorgange im Organismus. Mastzellen wurden
lange Zeit allein als Effektorzellen der Typ | Allergiereaktion betrachtet. Mittlerweile be-
trachten man sie auch als wichtige Zellen fur die Gewebe Homdostase und Wundhei-
lung. In der vorliegenden Arbeit wurden MC aus humenen dermalen Gewebe isoliert,
um deren FGF-2 Synthese und —Freisetzung zu untersuchen. Die Zellen wurden mit
verschiedenen proinflammatorischen Mediatoren stimuliert. FGF-2 wurde mit ELISA
und PCR Methoden bestimmt. Durch Stimulationen mit a—-IgE, SP, IL—4, IL-6 und IL-8
wurde eine gesteigerte FGF—2—-Synthese induziert. Weiterhin zeigten die vorliegenden
Ergebnisse, dass bei der Degranulation der MC FGF-2 freigesetzt wird, auch wenn der
zugrunde liegende Mechanismus fiur die Freisetzung weiterhin unklar bleibt. UVA —und

PUVA—Bestrahlung hatten einen inhibieren Effekt auf die Sekretion des Proteins.

Mastzelle, Fibroblast growth factor-2, Wundheilung, Degranulation, Stimulation,

Proinflammatorische Mediatoren



Synthesis and release of FGF-2 from human dermal mast

cells

Fibroblast growth factor-2 (FGF-2) is a member of a large family of proteins. FGF-2
stimulates the growth and development of new blood vessels (angiogenesis) that con-
tribute to the pathogenesis of several diseases (i.e. atherosclerosis), normal wound
healing and tissue development. Mast cells (MC) are traditionally viewed as effector
cells of immediate type hypersensitivity reactions. There is, however, a growing body of
evidence that the cells might play an important role in the maintenance of tissue ho-
meostasis and repair. In this present investigation, we isolated MC from human tissue to
investigate their FGF-2 synthesis and release after stimulation with different proinflam-
matory mediators. To detect FGF-2 we used ELISA and PCR techniques. We could
show the up-regulation of FGF-2 synthesis after stimulation with a-IgE, SP, IL-4, IL-6
and IL-8. Within the degranulation of MC there was a release of FGF-2 even though the
mode of release still remains unclear. Through UV-light radiation we could show a

downregulation of FGF-2 release.

mast cell, fibroblast growth factor-2, wound healing, degranulation, stimulation,

proinflammatory Mediators, inflammation
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1 Einleitung

1.1  Vorkommen und Entwicklung von Mastzellen

Mastzellen (MC) sind Effektorzellen des Immunsystems mit vielen verschiedenen Funk-
tionen[1, 2]. Es handelt sich um grof3e (9—17um), mononukleare, gewebestandige Zel-
len, deren Zytoplasma mit sekretorischen Granula angereichert ist. Sie kommen ubiqui-
tar im Bindegewebe und in den Schleimhauten des Korpers vor. In der Haut befinden
sie sich in der Nahe von Gefalden, Haarfollikeln, Talgdrisen und Nervenzellen[3]. |hr
Anteil an dermalen Zellen betragt 2—-8%. Zum ersten Mal wurden MC von Paul Ehrlich
1878 in seiner Dissertation Uber histologische Farbungen beschrieben. Er fand eine
Zellart, die sich mit Toluidinblau violett anfarben lie. Diesen Zellentypus nannte er
Mastzelle, da er den Granulainhalt fur phagozytiertes Material hielt, die Zellen sozusa-
gen gemastet waren[4]. Die Toluidinblaufarbung ist nach wie vor eine gangige Methode
zur Detektierung von MC. MC stammen von CD34+ Zellen der myeloischen Zellreihe
aus dem Knochenmark ab[5, 6, 7]. Sie verlassen das Knochenmark und zirkulieren als
Vorlauferzelle im Blut[8]. Die Vorlauferzellen wandern in lhr Zielgewebe ein und reifen

dort, unter dem Einfluss lokaler Wachstumsfaktoren zur MC. (siehe Abb.: 1)
Tabelle 1: Die Entwicklung von MCJ[1, 5,7, 8, 9, 10, 11]

Knochenmark Blut Gewebe
pluripotente Stammzelle zirkulierende Vorlauferzelle Reife Mastzelle
¥
ﬁa ? IgE-Rez.
_— ) R "
c—Kit-Rez. c—Kit-Rez. = c—Kit—vRe F-

mit QOF @,
Bt

e

IL-£4*  Pbroblast
CD34+, c—Kit+ CD34+, c—Kit+, CD13+ IgE—R+, c—Kit+, Granula

Wahrscheinlich unter dem | Die Interaktion der MC mit extra— | Durch  verschiedene Einfliisse

Einfluss von SCF verlassen die| zellularen Matrix Proteinen | reifen die Zellen im Gewebe:

Zellen das Knochenmark und|(ECM) spielt eine entscheidende | 1. TH2—Zelle Zytokine

zirkulieren dann im Blut als|Rolle bei der Einwanderung der | 2. IL—4 férdert die Expression des

Vorlauferzelle. MC in Ihr Zielgewebe. IgE-R.

3. Zell-Kontakte zwischen MC
und Fibroblasten
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1.2 Heterogenitat und Funktion von Mastzellen

1.2.1 Heterogentitat von MC

MC variieren stark in ihrer Morphologie, ihnrem Mediatorengehalt, ihrer Histochemie und
ihrer Physiologie. Eine frihe Einteilung stammt aus der Untersuchung von Rattenmast-
zellen. Die MC der Ratten wurden entsprechend lhrer Lokalisation in MMC (mucosal
mast cells) und CTMC (connective tissue mast cells) eingeteilt. Dieses Model ist nicht
auf den Menschen Ubertragbar, so dass man die humanen MC heute Ublicherweise
entsprechend ihres intrazellularen Gehalts an den Serinproteasen Tryptase und Chy-
mase in MCrc (Tryptase und Chymase), MC+y (Tryptase) und MCc (Chymase) ein-
teilt[12, 13]. Dartber hinaus gibt es noch viele andere Subtypen[11, 14, 15, 16, 17].

1.2.2 Funktion von MC und ihre klinische Bedeutung

MC sind als Vermittler der allergischen Reaktion vom Soforttyp [3, 18, 19, 20, 21] und
vom verzogerten Typ[20] bekannt. lhnen wird auch eine gewisse regulatorische Funkti-
on bei der Pathogenese allergischer Erkrankungen zugeschrieben[10, 22, 23]. Neben
dieser maldgeblichen Funktion bei allergischen Erkrankungen spielen MC auch in ver-
schiedenen anderen pathologischen Prozessen eine Rolle, deren Bedeutung bis heute
noch nicht vollstandig geklart ist. Zu diesen gehoren chronisch[1] proliferative und ent-
zundliche Erkrankungen wie beispielsweise Asthma bronchiale (sowohl vom atopi-
schen, als auch vom nicht atopischen Formenkreis[24, 25]) die allergische Rhinitis[26,
27, 28] und die Rheumatoide Arthritis[1]. Weiterhin werden MC auch vermehrt im Ge-
webe von Tumoren wie dem Melanom und dem Mammakarzinom oder Basalzelltumo-
ren gefunden[29]. Auch beim oralen Lichen planus sind die MC—Zahlen in den erkrank-
ten Lasionen signifikant erhoht[30, 31, 32]. Die lokale Anreicherung von MC entsteht

zum einen durch vermehrte Rekrutierung von Vorlauferzellen aus dem Blut, die dann im
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Gewebe reifen, zum anderen durch die Migration von reifen MC aus anderen Geweben.
Eine weitere MC-assoziierte Erkrankung ist die Sklerodermie, bei der es durch ent-
zundliche Veranderung des gefalfihrenden Bindegewebes zur Fibrose der Haut
kommt.

Zunehmend in den Fokus des wissenschaftlichen Interesses kommen MC durch ihre
Funktionen bei immunologischen Vorgangen im Koérper. Sie sind in der Lage Fremd-
allergene zu binden, zu phagozytieren und anschlieBend auf ihrer Oberflache zu pra-
sentieren. Damit nehmen MC Einfluss auf die spezifische Immunabwehr. Auf ihrer O-
berflache exprimieren MC verschiedene Rezeptoren, wie z.B. MHC-I, MHC-II, ICAMs
und CD40L[10]. Auch Wundheilungsprozesse werden von MC beeinflusst. Das Immun-
system des Korpers reagiert auf Verletzungen des Gewebes durch immunologische,
physikalische oder chemische Reize mit einer akuten Entziindungsreaktion, gefolgt von
Angiogenese und Gewebeproliferation[7, 33, 34]. Bei diesem Geschehen sind MC auf
vielfaltige Weise beteiligt[3, 35]. Sie setzen Zytokine frei und fordern damit die Chemo-
taxis von Entziindungszellen[36]. AuRerdem flihrt Histamin zur Vasodilatation der Ge-
falke, wodurch die Migration von Leukozyten zum Entziindungsort begunstigt wird.

MC setzen auch Wachstumsfaktoren frei, welche die Proliferation verschiedener Zellen,
beispielsweise Fibroblasten steuern[37]. So konnten Versuche zeigen, dass durch die
Anwesenheit von MC die Angiogenese gefordert wird[38]. Zu den dabei eine Rolle spie-
lenden Mediatoren gehoéren Tryptase, Heparin, VEGF, TGFB und FGF-2[39, 40, 41].
FGF-2 fordert als potenter proliferativer und mitogener Wachstumsfaktor die Proliferati-

on von Fibroblasten und so die Bildung von Narbengewebe[42, 43, 44].

1.3 Mediatorengehalt und Aktivierung von Mastzellen

Wird die MC aktiviert, werden verschiedene Mediatorstoffe durch Exozytose in den Ext-
razellularraum freigesetzt. Diesen Vorgang nennt man ,Degranulation®. Die Mediatoren
werden in gespeicherte bzw. praformierte Mediatoren, Enzyme, Lipidmediatoren und
Zytokine unterteilt[1, 6, 7, 8, 19, 45]. (vergleiche Tabelle 1-3)
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1.3.1 Mediatoren der Mastzelle

Tabelle 2: Praformierte Mediatoren und Enzyme

Produktklasse Wirkungsweise

Histamin - Vasodilatation

- Erhoht Permeabilitat von Epithelien und Gefalken
- Induziert die Kontraktion von glatter Muskulatur

- Fordert Sekretion von Mucinen und Magensaure

- Chemotaxe von Granulozyten

Heparin und Chondroitinsulfat | Intrazellular:
- Bindet und stabilisiert die in den Granula gespei-

cherten Mediatoren

Extrazellular:
- Wichtigstes Antikoagulans
- Stimuliert die Migration von Endothelzellen

- Inhibiert die Komplementkaskade

Tryptase - Erhoht die Gefalipermeabilitat
- Stimuliert Fibroblastenproliferation

- Steigert Bronchokonstriktion

Chymase - Degradiert Substanz P
- Degradiert Basalmembranen

- Stimuliert die Mucus—Sekretion

Carboxypeptidase - Spaltet Peptidbindungen

Cathepsin G - Spaltet Peptidbindungen
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Tabelle 3: Lipidmediatoren

Produktklasse

Wirkungsweise

Leukotrien C4/D4/E4

Erhohen die Gefallpermeabilitat

Stimulieren Sekretion von Mucinen

Induzieren Kontraktion glatter GefaRmuskulatur
Modulieren Proliferation und Differenzierung von Zellen

Stimuliert die Sekretion von Mucinen

Leukotrien B4

Erhéht Chemotaxis u. Adhasion von Neutrophilen

Vasodilatation

Prostaglandin D,/

Bronchiale Hyperaktivitat

(PGDy)

Inhibiert die Trombozytenaggregation

Tabelle 4: Zytokine

Produktklasse

Wirkungsweise

Tumor necrosis factor a

Fordert Entzindungsreaktionen

(TNFa) - Stimuliert Bildung von Zytokinen in vielen Zelltypen
IL—4 - Aktiviert Endothelzellen
IL-6, IL-13 - Induziert Igge—Produktion durch B—Lymphozyten

IL-3, IL-5, GM-CSF

Stimuliert und verstarkt Reaktion von Ty2—Zellen

Fordert Bildung und Aktivierung von Eosinophilen

FGF-2

Proliferation von Fibroblasten (siehe Abschnitt)
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1.3.2 Die Aktivierung der Mastzelle

MC konnen durch unterschiedliche Stimulantien aktiviert werden. Zu diesen Substanzen

gehdren u.a. a—IgE, das Neurokinin Substanz P und das Antibiotikum A23187 (Ca-—

lonophore)[46, 47]. Bezlglich dieser Aktivierung unterscheiden sich die MC-Subtypen

des Menschen untereinander erheblich[48]. Auch der Mechanismus der Aktivierung ist

unterschiedlich. Klassisch bekannt ist die Aktivierung durch den hochaffinen IgE—

Rezeptor, der an dieser Stelle beschrieben wird[49, 50].

Die Aktivierung des Rezeptors fuhrt im wesentlichen zu drei Reaktionen[51].

1. Die Freisetzung praformierter Mediatoren aus den intrazellularen Vesikeln innerhalb
weniger Minuten nach der Aktivierung.

2. Synthese von Mediatoren aus membranstandiger Arachidonsaure, die innerhalb von
etwa 30 Minuten sezerniert werden.

3. Bildung von mRNA zur Synthese von Zytokinen, deren Freisetzung erst Stunden
spater erfolgt.

Der IgE—Rezeptor bildet eine tetramere Struktur, bestehend aus einer IgE—bindenden

o—Kette, einer B—Kette, die das Signal verstarkt, und zwei y—Ketten, die das Signal in

das Innere der Zelle weiterleiten. An diesem Rezeptor liegt IgE gebunden vor. In der

Zelle sind je zwei Tyrosinkinasen an die f—und y—Ketten angelagert. Sie heillen Lyn

(an der f—Kette) und Syk (an den y—Ketten). Abhangig vom Phosphorylierungszustand

der Kinasen binden sogenannte ITAMs (Immunotyrosine Based Activation Motifs) an

sie. Bei der Quervernetzung von dem an den Rezeptoren gebundenen IgE durch Aller-

gen erfolgt die Aktivierung der Zelle.

Dadurch wird durch Lyn (B—Kette) erstens die y Kette phosphoryliert, was wiederum

ermoglicht, dass dort Syk gebunden wird, und zweitens eine weitere Tyrosinkinase na-

mens Btk (Bruton’s tyrosine kinase) phosphoryliert.

Syk und Btk phosphorylieren als Reaktion darauf die PLCy (Phospholipase C). Die

phosphorylierte PLCy setzt aus membranstandigem PIP, (Phosphatidylinositol 4,5—

bisphosphat) ,IP; (Inositoltriphosphat) und DAG (Diacylglycerin ) frei. IP; setzt Kalzium

aus intrazelluldren Speichern frei. Das Ca?* filhrt Uiber die Bindung an CRAC—Kanale
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(Calcium Release Activated Calcium) zu weiterem Ca?* Einstrom.

Zu1. Durch die Erhdhung der intrazelluldren Ca?*—Konzentration verschmelzen die
Granula mit der Zellmembran und die praformierten Mediatoren werden freigesetzt. Der
genaue Mechanismus ist unklar, man geht davon aus, dass ein Ca®* bindendes Protein
(Ce) weitere Proteine aktiviert (Rac1, Rac2 und Cd429). Diese binden GTP, was dann
zur Fusion von sogenannten SNARE-Proteinen (Soluble N—ethylmaleimide—sensitive
factor attachment protein receptor) flhrt. Dieses sind Proteine, die sich sowohl auf der
Vesikel—, als auch auf der Zellmembran befinden. Durch das Verschmelzen der Memb-
ranen wird der Vesikelinhalt in den Extrazellularraum entlassen.

Zu 2. Die Lipidmediatoren werden aus Arachidonsaure gebildet. Sie wird durch die
Phospholipase A, von Membranlipiden abgespalten, wenn die Lipase aktiviert wird. Da-
zu kommt es durch physikalische und chemische Stimuli, aber auch durch einen erhoh-
ten intrazelluldren Ca?*—Spiegel. Arachidonsédure wird durch die Cyclooxygenase in
Prostaglandine und durch die Lipooxygenase in Leukotriene umgewandelt.

Zu 3. Eine weitere Folge des erhdhten Ca**—Spiegels ist die Aktivierung von Calci-
neurin. Es bindet den Transkriptionsfaktor NF-AT (Nuclear Factor of Activated T—cells),
der dann in den Zellkern wandert. DAG aktiviert die Proteinkinase C (PKC).

Die Kinase und Btk regen die MAPK-Kaskade (Mitogen Activated Proteinkinase) an,
die zur Aktivierung verschiedener Transkriptionsfaktoren wie AP1 (Activator Protein 1)
fuhrt. Zusammen mit NF-AT wird so im Zellkern die Transkription verschiedener Zytoki-
ne ausgelost[52, 53].

Neben a—IgE gibt es eine Vielzahl anderer Reize, die zur Degranulation der MC fuhren.
Zu den immunologischen Reizen gehdren neben a—IgE auch a—IgG, a—IgM, a—IgA[54]
und Substanz P. Aber auch nicht immunologische, wie physikalische, pharmakologi-
sche und toxische Reize konnen zur Aktivierung der Zelle fuhren. Die genauen Mecha-

nismen sind zur Zeit unbekannt.

10
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1.4 Fibroblast Growth Factor 2 (FGF-2)

Der Name ,Fibroblast Growth Factor® beschreibt eine Zytokinfamilie mit 23 Mitglie-
dern[55, 56]. Diese beeinflussen das Wachstum, die Migration und die Differenzierung
verschiedener Zellen und regen so beispielsweise Endothel- und Knochenzellen zum
Wachstum an. Die Mitglieder dieser Familie haben eine identische Kernregion. Das Mo-
lekulargewicht schwankt zwischen 7kDa und 38kDa.

Der ,Fibroblast Growth Factor 2“ (FGF-2) oder ,basic Fibroblast Growth Factor* gehort
zu dieser Familie der Fibroblasten—Wachstumsfaktoren[57]. FGF-2 ist ein Protein mit
vielfaltigen biologischen Funktionen und wird u.a. von Fibroblasten, Epithelzellen, Mus-
kelzellen der Gefalde, Herzmuskelzellen und von Mastzellen gebildet[58, 59, 60, 61]. Es
existiert in zwei verschiedenen Isoformen, der kleineren, zytoplasmatischen Isoform, mit
einem Molekulargewicht von 18kDa, und einer groReren, kernstandigen Form, mit ei-
nem Molekulargewicht zwischen 22kDa und 24kDa[56, 62].

FGF-2 bildet Komplexe mit Heparin und Chondroitinsulfat, daher ist eine andere Be-
zeichnung fir FGF-2 Heparin—bindender Wachstumsfaktor[63, 64, 65, 66, 67, 68, 69].
Diese Komplexbildung stabilisiert die Struktur und bildet einen Schutz vor dem enzyma-
tischen Abbau durch Proteasen[70]. Weiterhin erhohen diese Komplexe die Affinitat an
den FGF—Rezeptor zu binden, wodurch dessen biologische Aktivitat, reguliert wird[65,
71,72].

Eine strukturelle Besonderheit von FGF-2 ist das Fehlen der typischen Signalse-
quenz[73], welche Peptide besitzen, die Uber den klassischen Sekretionspathway der
Zelle sezerniert werden. (siehe Abb. 30 in der Diskussion) Trotzdem ist belegt, dass
FGF-2 von verschiedenen Zellen in den Extrazellularraum sezerniert wird[62]. Fur die-
sen Ausschleusungsprozess gibt es unterschiedliche Theorien. Es wird vermutet, dass
die Sekretion Uber den klassischen Sekretionspathway vom Endoplasmatischen Retiku-
lum und dem Golgi—-Apparat erfolgt. Der Mechanismus, durch den FGF-2 in den
Pathway gelangt, ist unklar. Eventuell bildet es einen Komplex mit einem Vesikelprotein,
das zur Exozytose fuhrt[74, 75]. Eine weitere Vorstellung ist, dass intrazellular Sekreti-

ons—Lysosomen gebildet werden, die dann aus der Zelle geschleust werden[75].
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Eine dritte Theorie behauptet, dass FGF-2 Uber die Degranulation der MC freigesetzt
wird, denn die Komplexe aus FGF-2 und Heparin und Chondroitinsulfat sind in den
Granula lokalisiert[74, 75].

Die Signaltransduktion von FGF-2 erfolgt Uber Interaktionen mit membranstandigen
Rezeptoren. Es sind vier Rezeptoren bekannt, an die FGF-2 bindet[76, 77, 78]. Diese
sind Tyrosinkinase—abhangige Rezeptoren[63, 77]. Die Bindung von FGF-2 |6st intra-
zellular eine Signalkaskade aus[62]. MC exprimieren diese Rezeptoren nicht[75].
FGF-2 fordert das Wachstum und die Differenzierung von Endothelzellen,
Fibroblasten[79], Chondrozyten und Melanozyten. Damit spielt FGF-2 eine Rolle bei
Entzindungen und der Wundheilung durch Organisation des Granulationsgewebes,
Chemotaxe von inflammatorischen Zellen und Induktion von Angiogenese[80]. Es blo-
ckiert apoptotische Vorgénge an Nervenzellen und hat damit Einfluss auf das Uberle-
ben von Zellen[62].

Pathogenetisch wird es mit verschiedenen Krankheitsbildern in Verbindung gebracht.
Die Polypenbildung in der Nase, eine Bindegewebsproliferation von Nasennebenhdhlen
und Conchae nasales, wird durch FGF-2 gefdérdert[81]. Polypen kommen haufig bei
Patienten mit Erkrankungen des atopischen Formenkreises vor, zum Beispiel mit aller-
gischer Rhinitis. In Biopsien des erkrankten Gewebes ist FGF—2 nachweisbar[81]. Eine
weitere erwahnenswerte Erkrankung ist die circumscripte oder systemische Skleroder-
mie, eine entzlindliche Veranderung des gefal¥fihrenden Bindegewebes, die zur Fibro-
se der Haut fuhrt. Histologisch liegt eine vermehrte Bildung von Kollagen Typ | und I
vor. Die rheumatoide Arthritis ist gekennzeichnet durch die Proliferation der Synovia, die
zur Zerstorung vom Gelenkknochen und Knorpel fihrt. FGF-2 ist in der Synovia—
Flissigkeit vorhanden und die MC-Zahl ist im erkrankten Gewebe erhdht. Die Zellen
der Synovia binden FGF-2 und proliferieren als Reaktion darauf[82]. Auch hypertrophe
Narbenbildung wird mit FGF-2 in Verbindung gebracht[83]. Weiterhin kann beim sys-
temischen Lupus erythematodes das Wachstum von Fibromen durch Antikorper, die
gegen FGF-2 gerichtet sind, fast vollstandig inhibiert werden[84].

In der Mundschleimhaut ist FGF-2 in der Lamina propria nachweisbar. Es wird dort von
Makrophagen, Mastzellen und den meisten Endothelzellen gebildet. Bei der Entstehung

einer Epulis granulomatosa ist in Abhangigkeit vom Stadium der Veranderung FGF-2
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histologisch nachweisbar. Sowohl zu Beginn als auch im spaten Stadium der Tumor-
entstehung ist nur wenig FGF-2 histologisch nachweisbar. Dagegen wird im Zwischen-
stadium, welches von der Organisation des Granulationsgewebes und der Neubildung
und Proliferation von Kapillaren gepragt ist, deutlich mehr FGF-2 synthetisiert. Dies ist
ein weiterer Hinweis auf die starke Forderung der Angiogenese durch FGF-2[85, 86].
Durch diese angiogenetische Wirkung und seine mitogenen Eigenschaften spielt FGF—
2 auch bei der Genese anderer Tumoren und deren Metastasierung eine Rolle, deren
Tragweite noch nicht abschatzbar ist[87, 88]. Zur Zeit wird bei in—vivo—Modellen ver-
sucht, durch spezifische Antikérper gegen FGF-2 das Wachstum von Tumoren zu ver-
ringern. Zudem scheinen auch andere Eigenschaften von FGF-2, beispielsweise die
Induktion von Apoptose in Zellen des Ewing Sarkoms, von Bedeutung zu sein[89]. Auch

Blutgefaldtumoren wie das Kaposi—Sarkom werden mit FGF-2 assoziiert[90].

13



Einleitung

1.5 Stimulantien

Um den Einfluld auRerer Faktoren auf die FGF-2 Synthese der MC zu untersuchen
wurden die Zellen mit verschieden Substanzen stimuliert. Zu diese Substanzen gehorte
das Neurokinin Substanz P, verschiedene Zytokine, der Wachstumsfaktor TGFf und
das Bakterientoxin SEB.

1.5.1 Substanz P (SP)

Substanz P (SP, Neurokinin 1) gehort zu den chemischen Neurotransmittern, deren
Erforschung in den 20er Jahren begann. Man entdeckte 1931 im Zusammenhang mit
Untersuchungen zu Darmkontraktionen einen aus dem Pferdehirn isolierten Stoff, der
die Kontraktion glatter Muskelzellen induzierte. Gaddum und Schild benannten diesen
Stoff 1934 als Substanz P[91].

Es handelt sich dabei um ein kurzkettiges (11 AS) Neuropeptid, das neben den Neuro-
kininen A und B zur Familie der Tachykinine gehort[92]. Es wird in Spinalganglien gebil-
det und gelangt von dort sowohl ins periphere (Sensible C—Fasern) als auch ins zentra-
le Nervensystem. Daneben wird es von Makrophagen, eosinophilen Granulozyten und
Endothelzellen gebildet.

SP ist in der Lage, MC zu aktivieren[93]. Der Rezeptor, Uber den SP mit MC interagiert,
ist wahrscheinlich der NK1-Rezeptor oder der NK2—Rezeptor. Man geht davon aus,
dass es sich um einen G—Protein—gekoppelten Rezeptor handelt. Die durch SP hervor
gerufenen Effekte scheinen sehr vielfaltig zu sein. Lymphozyten werden durch SP zur
Proliferation und Differenzierung angeregt. Bei MC fuhrt die Stimulation mit SP zur De-
granulation, wodurch Histamin und andere Mediatoren freigesetzt werden[94, 95]. Auch
die Synthese von mRNA fiur verschiedener Zytokine wurde als eine Folge der Stimulie-

rung beschrieben.
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1.5.2 Zytokine

Interleukin 4 (IL—4) gehort zu der Gruppe der Hamatopoetine, dies sind Zytokine, de-
ren Struktur aus vier Helices besteht. IL-4 wird u.a. von T—Zellen, Basophilen und eini-
gen MC Subtypen, beispielsweise den intestinalen MC gebildet. Die Eigenschaft be-
stimmter MC—Subklassen, IL—4 zu synthetisieren, fihrte zu einer Einteilung der MC an-
hand dieses Mediatorgehaltes. Besonders bei Atopikern kann beobachtet werden, dass
MC IL-4 beinhalten[18]. Die wichtigste Eigenschaft ist die Induktion der B-Zell-
Aktivierung. Nach Antigenkontakt differenzieren B—Zellen unter Einfluss von IL—4 zu
Plasmazellen und setzen spezifische Antikorper gegen das Fremdallergen frei[6, 10,
18]. Auch Interleukin 6 gehdrt zu der Gruppe der Hamatopoetine. Es fordert das
Wachstum und die Differenzierung von T— und B—Zellen. Weiter ist es an der Produkti-
on von Akut—Phase—Proteinen beteiligt, welche bei der ersten Entzindungsabwehr eine
Rolle spielen (unspezifische Immunantwort). IL-6 wird u.a. von T-Zellen, B-Zellen, MC,
Endothelzellen und Makrophagen synthetisiert[6, 26]. Auch IL-6 wird von MC syntheti-
siert. Es wird vornehmlich von MC gebildet, die positiv fur Tryptase, aber nicht fir Chy-
mase sind[16]. Interleukin 8 gehort zu der Gruppe der Chemokine. Der dazu gehoren-
de Chemokinrezeptor besteht aus sieben Helices, welche die Zellmembran durchque-
ren. Alle Mitglieder dieser Rezeptoren interagieren mit G—Proteinen. IL-8 wirkt chemo-
taktisch fur neutrophile Granulozyten, die als erste Immunabwehrzellen den Ort einer
Entzindung erreichen. Es ist somit maf3geblich fur die Aktivierung entzandlicher Pro-

zesse. Es wird u.a. von T-Zellen, NK—Zellen, und Makrophagen, MC gebildet®, [26].

1.5.3 Transforming Growth Factor 3 (TGFp)

Der Transforming Growth Factor B (TGFp) ist ein Wachstumsfaktor, der keiner Zytokin—
Gruppe zugeordnet ist. Strukturell besteht er aus einem homogenen oder heterogenen
Trimer. Die Mitglieder der Familie der Transformig Growth Factors sind bekannt fur ihre
wichtige Rolle beim Gewebeumbau[37]. TGFB hemmt das Wachstum von Zellen mit

epithelialem und neuroektodermalem Ursprung und férdert das Wachstum von Mesen-
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chymzellen. Er induziert die Formation von Matrix—Proteinen, zum Beispiel Kollagen
Typ | und [lI[79]. Dartber hinaus wirkt er entzindungshemmend. Knock—out Mause, die
kein TGFp bilden kdnnen, sterben innerhalb weniger Wochen an tédlichen Entziindun-
gen. Gebildet wird TGFB u.a. von T-Zellen, Makrophagen und Epithelzellen[6]. TGF(3
ist ein wichtiges Zytokin in menschlichen Nieren, da es die Matrixsynthese begunstigt.
Der hierbei entscheidende Effekt ist noch nicht entgultig geklart. Ursachlich kdnnten
Wechselwirkungen zwischen TGFB und FGF-2 sein. Die Stimulation renaler
Fibroblasten mit TGF induziert die Hochregulierung der mMRNA—-Expression von FGF-
2[96]. Auch die Freisetzung von FGF-2 ist innerhalb von 3 Stunden nach Stimulation

gesteigert, was auf die Freisetzung von gespeichertem FGF-2 hindeutet[79].

1.5.4 Staphyolococcus aureus Enterotoxin B (SEB)

Bei SEB (Staphyolococcus aureus Enterotoxin B) handelt es sich um ein Toxin des
Bakteriums Staphyolococcus aureus. Dieses ist ein gram—positives Bakterium, das eine
Reihe von Virulenzfaktoren bildet. Zu diesen gehodren die sogenannten Enterotoxine A—
E, die von etwa 5% der Bakterienstdmme gebildet werden kénnen. Da sie sehr hitze-

stabil sind, spielen sie eine wichtige Rolle bei Lebensmittelvergiftungen.

1.6 Wirkungsmechanismen von UV-Licht

Die Wirkungsmechanismen von UV-Licht auf Zellen sind sehr vielfaltig. Neben den the-
rapeutisch gewunschten Effekten konne dosisabhangig Schaden an der Zellmembran,
der DNA und an einigen Transkriptionsfaktoren beobachtet werden. Die strukturellen
Veranderungen an den Zellverbanden sind ahnlich, auch wenn sich die zugrunde lie-
genden Mechanismen abhangig von der jeweiligen Bestrahlungsart unterscheiden.
UVB-Licht kann wegen seiner Wellenlange direkt von der DNA absorbiert werden und
kann sie daher unmittelbar schadigen[97]. Durch UVA—Licht Bestrahlung werden reak-

tive Sauerstoffmolekile gebildet. Diese verursachen bei der Zelle den sogenannten oxi-
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dativen Stress d.h. sie fuhren zur Oxidation von Membranlipiden, welches den Verlust
der Membranintegritat und Membranfunktion zu Folge hat[98]. Weiterhin kénnen die
reaktiven Sauerstoffmolekile die DNA schadigen und dadurch die Replikation unterbre-
chen.

Eine weitere Bestrahlungsform ist die PUVA—Therapie. Hierbei wird vor der Bestrah-
lung mit UVA —Licht ein Photosensibilisator, meist 8—Methoxypsoralen (8—MOP) entwe-
der lokal aufgetragen oder oral verabreicht. Dieses flihrt im wesentlichen zu zwei Effek-
ten: zum einen entstehen Quervernetzungen der DNA Strange, zum anderen bilden
sich aus dem aktivierten 8—MOP und den Pyrimidinbasen der DNA Photoaddukte. Da-
durch resultiert eine Hemmung der DNA Synthese und der Zellproliferation[99]. Weiter-
hin ahneln die Veranderungen denen nach UVA —Bestrahlung.

Die aufgefihrten Veranderungen betreffen nicht nur MC, sondern auch Monozyten, Ke-
ratinozyten, T—Zellen, Langerhanszellen und andere Zellen werden in |Ihrer gegenseiti-

gen Interaktion beeinflusst.
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2 Zielsetzung

FGF-2 ist ein potenter proliferativer und mitogener Wachstumsfaktor. Er spielt eine Rol-
le bei der Pathogenese verschiedener Erkrankungen, unter anderem bei der Polypen-
bildung in der Nase, der Sklerodermie und der rheumatischer oder rheumatoider Arthri-
tis. Dies sind Erkrankungen, die durch die pathologischen u.a. von Fibroblasten ge-
kennzeichnet sind. Auch bei physiologischen Ablaufen, wie beispielsweise der Wund-
heilung, ist FGF-2 von Bedeutung. MC sind vermehrt im Gewebe dieser Proliferati-
onsprozesse vorhanden.

Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung der FGF—2—-Synthese von MC nach Stimulation
mit verschiedenen Substanzen sowie Untersuchungen zur Sekretion von FGF-2 aus
MC und der Sekretionsmodulation durch die Stimulantien und UV-Licht. MC wurden mit
verschiedenen Substanzen inkubiert und anschlieRend die Menge des synthetisierten
und freigesetzten FGF-2 ermittelt. Zu diesen Substanzen zahlten die klassischen MC—
Liberatoren (a—IgE, PMA und Ca-lonophore), das MC aktivierenden Neurokinin Sub-
stanz P und einige proinflammatorische Zytokine (IL—4, IL-6, IL—-8 und TGF@). Fir die
Untersuchungen hinsichtlich des Einflusses von UV-Licht auf die FGF-2-Sekretion
wurden die Zellen mit Licht spezifischer Wellenlangen bestrahlt und anschlieRend die
Freisetzung ermittelt.

Durch die hier gewonnenen Ergebnisse soll der Einfluss aulerer Faktoren auf MC und

deren FGF-2 Synthese und Freisetzung gezeigt werden.
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3 Material und Methoden

3.1  Materialien

Tabelle 5: Reagenzien fiir die Zellkultur

Reagenz Hersteller
AB Serum Biotest
Amphotecerin B Biochrom KG
Basal-Iscove Medium Biochrom KG
Bovines Serum Albumin Sigma // Serra
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) Merck
Fetal Calf Serum (FCS) Biochrom AG
Humanes Serum Albumin Sigma
L—Glutamin Biochrom KG
PBS Ca**/Mg** Biochrom KG
PBS w/o Ca**/Mg?"* PAA Laboratories GmbH
Toluidinblau (0,1% in 0,5 N HCI-L6sung) |Sigma
Tryptanblaulésung (0,18% in PBS w/0) Seromed
Tabelle 6: Weitere Reagenzien
Reagenz Hersteller
Perchlorsaure (HCLO,) Merck
Pipes Sigma
o—Phthaldialdehyd (OPDA) Sigma
8—Methoxypsoralen (Meladinine 0,3%) Galderma

Enzyme Linked Immuno Assay (ELISA) flr

R&D Systems

FGF-2
Magermilchpulver Kaisers
Kaisers Glycerine Merck
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Tabelle 7: Enzyme

Enzym

Hersteller

Collagenase Typ |

Worthington Biochemical Corporation

Dispase 1

Roche Molecular Biochemicals

DNase 1

Boeringer Mannheim

Hyaluronidase Type I-S

Sigma

Tabelle 8: Antikorper zur Aufreinigung und Stimulierung der Mastzellen

Antikorper / Stimulans

Hersteller

YBsBg (mouse.lgG—anti-human-CD117)

L. Ashman, Adelaide, Australien

Microbeads (goat—anti-mouse IgG)

Miltenyi Biotech

mouse—IgM-anti-human—Ig  FC Frag-
ment (anti—IgE)

Calbiochem

Anti-FGF-2 R&D Systems
Ca—lonophore (23187) Calbiochem
Interleukin 4 Tebu—Peprotec
Interleukin 6 Tebu—Peprotec
Interleukin 8 Calbiochem
PMA Sigma
Staphylococcus aureus Enterotoxin B |Sigma

(SEB)

Substanz P Sigma

Stem Cell Factor (SCF)

Tebu—Peprotec

Die Verbrauchsmaterialien wie zum Beispiel Reaktionsgefale und Pippetenspitzen

stammen von den Firmen Falcon, Eppendorf, Sarstedt und Greiner.
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Tabelle 9: Reagenzien fiir die Polymerase—Kettenreaktion (PCR)

Reagenzien Hersteller
B—Mercaptoethanol SIGMA
RNeasy Mini Kit QIAGEN GmbH
- Buffer RLT Lysis buffer

- Buffer RW1 Wash buffer

- Buffer RPE Wash buffer

- RNeasy mini spin column

abs. Ethanol MERCK
Distiled Water (DNAse—free, RNAse—|GIBCO BRL
free)

RNase—Free DNAse Set (50) QIAGEN

- RNase—-free DNase |

- RNase-free DNA Digest Buffer

-  RNAse—free Water

1% Strand cDNA Synthesis Kit for RT—|Roche

PCR

- Reaction Buffer (100mM Tris, 500mM
KCI)

- 25mM MgCl,

- Deoxynucleotide Mix (dATP, dCTP,
dTTP, dGTP; each 10mM)

- Oligo—p(dT)4sPrimer

- Random Primer p(dN)s

- RNase Inhibitor

- AMV Reverse Transcriptase

- Control Neo pa RNA

- Sterile Water

PCR Master
- Concentrated PCR Master Mix
- 25 U Taq DNA polymerase in 20mM

Roche
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Tris, 100mM KCI, 3mM MgCl,, dNTP

mix

- sterile Water

100bp DNA-Leiter

GIBCO BRL

Glycerol (87%)

MERCK

Bromphenol Blue Na—salt

SERVA Feinbiochemica GmbH & Co

Agarose ultrapur (Electrophoresis Grade) |GIBCO BRL

Ethidium Bromide Solution GIBCO BRL
Tabelle 10: Gerate
Gerat Hersteller

Histaminautoanalyser

Borgwaldt Technik

MACS Separation Columns

Miltenyi Biotech

Metallfilter (300, 70, 40 pm)

Sigma

Neubauer Zahlkammer

Neolab

Nylongasefilter (30 pm)

Miltenyi Biotech

Petrischalen

Greiner

UVA—Lichtquelle

Konstruiert vom ,Krankenhaus Technik Service®
der Charité

UV 800 (UVB—Lichtquelle)

Waldmann

MRX Microplate Reader

Dynatech Laboratories

Microtome

Bright

Gel-Elektrophoresekammer

Bio—Rad Laboratories GmbH

Tabelle 11: Leistungsbereich der UVB- und der UVA,;—Lichtquelle

Bereich uvB UVA,
(in mJ / cm?xs) (in mJ / cm?xs)
UVA 315-400 nm 0,6918 0,00538
UVA, 340-400 nm 0,1734 0,005378
uvB 280-315 nm 0,758 6x 10~
uvC 100-280 nm 0,0051 3,2x107"°
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3.1.1 Puffer

3.1.1.1 Pipes—Stock—Puffer (10x)

Piperazine—N,N’-bis (2—ethanesulfonic—acid)

69,3 g NaCl (1,19 M), 76 g Pipes (Na—Salz) (250 mM) und 3,85 g KCI (49,98 mM)

mit aqua dest. ad 1000 ml
pH-Wert mit NaOH auf 7,4 eingestellt

3.1.1.2 Pipes—Albumin-Glukose + Calcium + Magnesium (PAG-CM)

Pipes—Stock—Puffer (10x) mit Aqua dest. 1 :10 verdinnt
0,003% Humanes Serumalbumin
0,1% Glucose

3 mM CaCl,, 3 mM MgCl,

3.1.1.3 MACS-Puffer

PBS w/o Ca**/Mg?*
0,5% Bovine Serum Albumin
2 mM EDTA

3.1.1.4 RLT-Puffer

1 ml RLT Buffer
10 pl B—Mercaptoethanol
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3.1.2 Medien

3.1.2.1 24 h—Medium fiir die Mastzellkultur

Basal-Iscove—Medium (500 ml)

10% FCS ( hitze—inaktiviert)

1% Penicillin/Streptomycin, Amphotericin B (1,25 mg)
4 mM L—Glutamin

a—Monothioglycerol (10 pl)

3 mM Ca®* (750 pl 1M CaCl,)

1,5 mM Mg®* (1100 ul 1M MgCly)

3.1.2.2 Stimulationsmedium

Basal-Iscove—Medium (500 ml)

0,1 % BSA (0,5 g)

1% Penicillin/Streptomycin, 2,5 yg Amphotericin B (1,25 mg)
4 mM L—-Glutamin

a—Monothioglycerol (10 pl)

2,8 mM Ca®* (660 ul 1M CaCly)

1,3 mM Mg®*(200 pl 1M MgCl,)

3.1.2.3 Transportmedium

Basal-Iscove—Medium (500 ml)
1 % FCS hitze—inaktiviert
1% Penicillin/Streptomycin, 2,5 yg Amphotecerin B (1,25 mg)

3.1.2.4 Dispergiermedium

500 ml PBS

1 % FCS hitze—inaktiviert

1% Penicillin/Streptomycin, 2,5 pg Amphotecerin B (1,25 mg)
5 mM MgSO4 (2,5 ml 1M MgSQ,)
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3.2 Methoden

3.2.7
Messung des intrazelluldaren
bzw. freigesetzten FGF-2’s

mittels ELISA 3.2.4 nach 24 Stunden
b) Kultivierung der MC mit
Gruppe A+ B SF; (30uM) fir:
. a) Stimulation mit a—IgE - 4 Stunden
3.2.3 nach 24 Stunden: (1:20000) fiir _ g gtungen ,
; ; . - 6bzw. 18 Stunden - unden un
3) ggﬂggg?g czje'rVII\)/IC mit: b) Stimulation mit SP - 24 Stunden
- <H M) fiir: c) Kultivierung der MC
- PMA (20ng/ml) (30pM) fi - -
9 ohne Stimulans fir:
- SP (15; 30; 60uM) - 6 bzw. 18Stunden - 4 Stunden
- AntiIgE (1:20000) c) Kultivierung ohne - 6 Stunden
b) Stimulation der MC mit: Stimulation fiir - 8 Stunden und
- IL—4 (50; 5; 0,5ng/ml) 6 bzw. 18 Stunden
- IL-6 (20, 10, 1ng/ml) - . unde - 24 Stunden
- IL-8 (400; 200; 100ng/ml) 4
- TGF-3(600; 300; 150ng/ml)
- SEB (20 und 100ug/ml)
C) ohne Stimulation 3.2.5 nach 24 Stunden 326 nach 24 Stunden
Gruppe A Stimulation mit a) Bestrahlung der Zellen mit:
IL=4 (Sng/mi) UVB: 75 mJiom?
Gruppe B ohne Stimulation . UVAr 15 Jom?
- PUVA:: 5 Jlom?
b) ohne Bestrahlung

Aufgereinigte

dermale Mastzellen

l

3.2.8 nach 24 Stunden:

a) Kultivierung der MC mit SP (30uM) fir 3, a)
6, 8 Stunden
b) Kultivierung der MC ohne Stimulans fiir a)

3, 6, 8 Stunden

3.2.8 nach 24 Stunden:

Kultivierung der MC mit TGF—3
(150ng/ml) fir 2, 4, 6, 8 und 10 Stunden
Kultivierung der MC ohne Stimulans fur
2, 4,6, 8 und 10 Stunden

3.2.9
Bestimmung der mRNA
von FGF-2 mittels PCR

Messung

Abbildung 1: Zusammenfassung der verwendeten Methoden
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3.2.1 Die Isolierung der Mastzellen

Die in den Versuchen verwendeten MC wurden aus der Dermis menschlicher Haut ge-
wonnen. Diese Hautpraparate stammten in erster Linie von Mammareduktionsplastiken.
Bei einigen Versuchen wurde auch Vorhaut verwendet. Die Isolierung der Mastzellen
dauerte insgesamt drei Tage und ist im Folgenden dargestellt. Alle Verbrauchsmateria-
lien wie beispielsweise Falcons und Petrischalen waren vor Gebrauch steril verpackt.
Arbeitsgerate wie Pinzetten und Scheren wurden Uber Nacht hitzesterilisiert. Siebe,

Glaser, Pipettenspitzen u.a. wurden im Autoklaven sterilisiert.

3.2.1.1 Schneiden der Haut

Die Haut wurde in den kooperierenden Kliniken entnommen und am selben Tag in ei-
nem Transportmedium (siehe Medien) in das Labor gebracht. Dann wurde sie in kleine,
etwa 1mm breite Streifen geschnitten. Diese wurden uUber Nacht im Kihlschrank bei
4°C in Dispase (0,5 g Dispase/ 1 ml PBS) eingelegt. Dadurch |0ste sich die Basal-
membran zwischen Dermis und Epidermis. Die Epidermis wurde am Folgetag mecha-
nisch von der Dermis getrennt. Das war notwendig, weil die MC spater Uber den von
MC exprimierte Rezeptor CD117 (c—Kit) aufgereinigt wurden. Dieser Oberflachenmar-
ker ist auch bei Melanozyten vorhanden, welche ausschlie3lich in der Epidermis vor-

kommen und durch dieses Vorgehen eliminiert wurden.

3.2.1.2 Dispergieren der Haut

Zuerst wurde die Epidermis mit einer Pinzette von der Dermis gezupft. Die Dermis wur-
de dann mit einer Schere grundlich zerkleinert und anschlieend in eine Flasche mit
Dispergiermedium gegeben. Dann wurde das Gewebe in einem Schuttelwasserbad bei
37°C dispergiert. Durch die Enzyml6sung |0sten sich die Zellen aus dem Gewebever-
band. Nach etwa einer Stunde wurde der Flascheninhalt durch zwei Siebe filtriert

(200um und 40um). Die bis dahin aus dem Gewebeverband gelésten Zellen befanden
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sich nun in der Flussigkeit und konnten durch zentrifugieren von dieser getrennt wer-
den. Wahrend die Enzymlosung zusammen mit der restlichen Haut zurtck ins Wasser-
bad kam, erfolgte die Weiterverarbeitung der schon gewonnenen Zellen. Die Zellen
wurden insgesamt dreimal mit PBS gewaschen. Danach wurden die Erythrozyten durch
eine hypotonen Schock mit 0,2% NaCl-Ldsung lysiert, mit anschlielender Wiederher-
stellung der Isotonie durch Zugabe von 1,6% NaCl. AnschlieBend wurden die Zellen mit
Toluidin und Tryptanblau angefarbt. Die basophilen Granula der MC farben sich mit To-
luidinblau lila/violett so dass identifiziert und gezahlt werden konnten. Mit Trypanblau
wurde eine Vitalitatsfarbung gemacht, so konnte die Zahl der toten Zellen und die Ge-
samtzellzahl ermittelt werden. Uber Nacht wurden ca. 5x10” Gesamtzellen in 50ml 24h—
Medium im Brutschrank kultiviert . Nach weiteren 1,5 Stunden im Wasserbad wurde mit
dem noch im Schuttelwasserbad befindlichen Rest der Dermis gleichermal3en verfah-

ren.

3.2.1.3 Aufreinigung der Mastzellen

Am dritten Tag erfolgt die Aufreinigung der MC Uber den o0.g. Rezeptor CD117. Die Zel-
len wurden moglichst grindlich aus den Kulturflaschen gespiilt und mit kaltem MACS—
Puffer zweimal gewaschen. Nach erneuter Bestimmung der Gesamtzellzahl folgte die
Inkubation mit dem Primarantikorper YBsBs. Die Menge der verwendeten Losungen
richtete sich nach der Gesamtzellzahl. Die Inkubation fand bei 4°C im Kuhlschrank statt.
YBsBg ist ein monoklonaler Mouse—Antikorper, welcher spezifisch an den von MC
exprimierten Rezeptor CD117 bindet. Nach 20 bis 30 Minuten wurden die Zellen gewa-
schen, worauf die Inkubation mit dem Sekundarantikorper erfolgte. Hierbei handelte es
sich um einen an magnetische Beads gekoppelten Goat—Anti-Mouse—Antikorper, der
an den Primarantikérper bindet. So war es maoglich, die Zellen in MACS—Trennsaulen,
die sich in einem magnetischen Feld befinden, abzufangen und diese nach dem Entfer-
nen der Saule aus dem Magnetfeld zu eluieren. Mit diesem Verfahren wurde eine Rein-
heit von 80-95% erreicht, die Ausbeute betrug 50-60%.
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3.2.2 Histaminfreisetzung mit Histamin—Analyser

Um die gleichbleibende Reaktionsfahigkeit der MC zu kontrollieren, wurde stichproben-
artig die spontane und stimulierte Histaminfreisetzung der MC gemessen. Ein Teil der
Zellen wurde gewaschen, in 1800yl PAG-CM Puffer resuspensiert und in folgende An-

satze geteilt:

Tabelle 12: Versuchsaufbau Histaminfreisetzung

Zellzahl Stimulans Messung

(1) 6x 10* MC | + 200ul Perchlorsaure Gesamthistamingehalt

(2) 4x 10* MC |+ 200ul PAG-CM—Puffer |Spontane Histaminfreisetzung

(3) 4x 10* MC | + 200pl anti—IgE Histaminfreisetzung nach a—IgE-
Stimulation
(4) 4x 10° MC |+ 200pl 30uM SP Histaminfreisetzung nach SP Stimulation

Die Ansatze wurden anschlieRend im Schuttelwasserbad bei 37°C inkubiert. Nach 30
Minuten wurde die Reaktion durch Hinzufligen von 600ul kaltem PAG—CM gestoppt.
Danach wurden die Zellen vom Uberstand durch zentrifugieren getrennt. Das Histamin
im Uberstand konnte mit dem Analyser gemessen werden. Fir die Versuche wurden
ausschlielich Zellen verwendet, die ein normales Verhalten hinsichtlich ihrer Histamin-

freisetzung zeigten.

3.2.3 Die Stimulierung der MC mit klassischen MC-Liberatoren und proinflama-

torischen Zytokinen

Um den Einfluss verschiedener Substanzen auf die Synthese und die Freisetzung von
FGF-2 zu untersuchen, wurden Stimulationen der aufgereinigte MC mit verschiedenen
Substanzen durchgefuhrt. Die MC wurden nach der Aufreinigung in einem speziellen
Stimulationsmedium fur eine Nacht im Brutschrank kultiviert. Am nachsten Tag wurde

die Zellzahl neu bestimmt und die Zellen in frischem Stimulationsmedium aufgenom-
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men. Die Zellmenge wurde auf 1x10° MC/ml Medium eingestellt. Die Mindestreinheit der
MC fur Stimulationsversuche betrug 90%. Die Stimulation der Zellen erfolgte auf einer
96—well Platte. Es wurden Dublikatansatze mit je 200ul gebildet, die mit der entspre-
chenden Substanz inkubiert wurden. Fir die Stimulation wurden folgende Substanzen

gewahlt:

3.2.3.1 Stimulation mit klassischen MC—-Liberatoren und Substanz P:

- Ca—lono (A23187, Calcium—lonophore): Hierbei handelt es sich um ein Antibiotikum,
welches in der Konzentration von 0,2uM verwendet wurde. Eine beschriebene Wir-
kungsweise von Ca—lono ist die Induktion der MC—Degranulation

- Phorbol-12—Myristat—13—Azetat (PMA): PMA ist ein Wirkstoff der die Synthese ver-
schiedenster Proteine in Zellen induziert. Es wurde in der Konzentration 20ng/ml
verwendet.

- anti—IgE: Dies ist ein physiologischer Botenstoff, der zum sogenannten Crosslinking
des FceRIl Rezeptors auf der MC—Oberflache flhrt und damit die Degranulation der
MC einleitet. In Vorversuchen wurde die optimale Konzentration zur Stimulation
austitriert (1:20 000).

- Substanz P: es handelt sich um ein Neurokinin, dass zur Degranulierung von MC
fuhrt. Die Stimulation mit Substanz P erfolgte in den Konzentrationen 15, 30 und
60uM.

3.2.3.2 Stimulation mit proinflammatorischen Zytokinen und SEB:

Als proinflammatorische Zytokine wurden IL-4, IL-6, IL-8 und der Wachstumsfaktor
TGFB verwendet. Dies sind proinflamatorische Zytokine, die gewahlt wurden, da sie
beim Ablauf von Wundheilung und Entzindungsreaktionen eine Rolle spielen. Mit die-
sen Substanzen erfolgten getrennte Stimulationen. Die biologische Aktivitat von IL—-4
liegt zwischen 0,05-2ng/ml. Die Stimulationen in diesen Versuchen erfolgten bei 0,5, 5
und 50ng/ml. IL—6 wurde in Verdinnungen von 1, 10 und 20ng/ml verwendet. Die biolo-
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gische Aktivitat liegt bei 0,2—8ng/ml. IL-8 hat seine biologische Aktivitat bei 0,15-3ng/ml
und wurde in den Konzentrationen 100, 200 und 400ng/ml. Und TGFB wurde in Kon-
zentrationen von 150, 300 und 600pg/ml verwendet, wobei die biologische Aktivitat mit
20—-600pg/ml angegeben wird. Als letztes wurde mit SEB, einem Bakterientoxin vom
Staphylococcus aureus stimuliert. Hier wurden die vom Hersteller empfohlenen Kon-
zentrationen von 20ug/ml und 100ug/ml verwendet.

Die Zellen wurden fur 24 Stunden mit den Simulantien inkubiert und wahrend dieser
Zeit im Brutschrank kultiviert. AnschlieRend wurden die Uberstéande abzentrifugiert, und
im Verhaltnis 1:2 verdunnt. Die Zellen wurden in 100ul 2% Triton—Puffer lysiert. Die Pel-
lets und Uberstande wurden in Aliquots zu je 110ul bei —80°C gelagert. In den Uber-
standen und den Pellets wurde die vorhandene Menge FGF-2 mit der ELISA-Technik

ermittelt.

3.2.4 Die Stimulierung der MC fiir die PCR

FiUr die Versuche, bei denen m—RNA gewonnen wurde, wurden besonders reine MC—
Fraktionen verwendet. Die Mindestreinheit betrug hierbei 95%. Die Zellen wurden mit
SP (30uM) bzw. TGFB (150pg/ml) stimuliert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden die
Zellen geerntet, in RLT—Puffer lysiert und bis Weiterverwendung eingefroren. Zusatzlich
wurde jeweils eine nicht—stimulierte Kontrollprobe entnommen. Die Zeitdauer der Stimu-
lation betrug bei SP 3, 6 und 8 Stunden, bei TGFB 2, 4, 6, 8 und 10 Stunden

3.2.5 Zeitkinetik mit Substanz P

Um den zeitlichen Verlauf der FGF-2 Freisetzung zu beurteilen wurden Zeitkinetiken
durchgefuhrt. Es wurde jeweils einer mit SP (30uM) stimulierten MC—Probe eine nicht
stimulierte Kontrollprobe gegenibergestellt. Die Inkubation erfolgte zu gleichen Bedin-
gungen wie in Abschnitt 3.2.3. Die Zellen wurden nach Zugabe von SP 30uM im Brut-
schrank kultiviert und nach 0, 4, 6, 8 und 24 Stunden geerntet. Das nach dieser Zeit-
dauer freigesetzte FGF—2 wurde durch die Analyse der Uberstande durch ELISA ermit-
telt.
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3.2.6 Prainkubation mit Interleukin 4

In diesem Versuch sollte der EinfluR einer Prainkubation mit IL—4 auf die FGF-2-
Synthese und —Freisetzung von MC untersucht werden. Dazu wurden verschiedene
Versuchsansatze gewahlt. Ein Teil der MC wurde zu Versuchsbeginn mit IL—4 (Gruppe
B) prainkubiert, die Kontrollgruppe (Gruppe A) dagegen nicht. Diese beiden Gruppen
wurden spater zu bestimmten Zeitpunkten (nach 6 bzw. 18 Stunden) mit a—IgE bzw.
SP(30ug/ml) inkubiert. So ergeben sich verschiedene Versuchsansatze die in der Abb.

3 dargestellt werden.

Gruppe A Gruppe B
Kontrolle IL—4

Kontrolle -

6 Stunden
SP (30pM)

6 Stunden
a—IgE (1:20000)

18 Stunden
SP (30uM)

18 Stunden
a-IgE (1:20000)

Abbildung 2: Versuchsansétze fiir den Versuch 3.2.5

Die Gesamtdauer des Versuches betrug 24 Stunden. Nach diesem Zeitraum wurden
die Uberstande abgenommen und lhr Gehalt an FGF-2 ermittelt. Hierflir wurde der in
den Abschnitt 3.2.7 beschriebene ELISA verwendet.
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setzung mittels ELISA

Abbildung 3: Darstellung des Versuchsablaufes von Versuch 3.2.5. Links befindet sich eine Skala,
die den zeitlichen Ablauf des Versuchs darstellt, die nicht farbig unterlegten Felder zeigen Proben, denen
zum gezeigten Zeitpunkt keine weiteren Zusatze hinzugefliigt wurden. In die anderen Feldern ist das
zugegebene Reagenz eingetragen, nach insgesamt 24 Stunden wurden die Proben analysiert.

3.2.7 Bestrahlung der MC mit UVB, UVA; und PUVA,

Fir die Bestrahlung wurden 3x10° MC in 600pul Stimulationsmedium aufgenommen.
Diese MC wurden in offenen Petrischale unter die entsprechenden Lichtquellen gestellit.
Die Lichtquelle fur die UVB—Bestrahlung stammt von der Firma Waldmann, Villingen—
Schwenningen (Typ UV 800) und ist mit 10 Leuchtstoff-=Rohren Typ TL12 ausgestattet.
Die UVA,—Bestrahlung erfolgte mit einer Lichtquelle die vom Technik—Service der Klinik
hergestellt wurde. Sie ist mit einer UVA4 Leuchtstoff-Roéhre (Typ TL-10) der Firma Phi-
lips Beleuchtung, Hamburg ausgerustet. Die Bestrahlungsdosis betrug fur UVB: 75 mJ
Jem? (entspricht 99s Bestrahlungsdauer), fiir UVA: 15 J/cm? (entspricht 46min und 30s
Bestrahlungsdauer) und fiir PUVA;: 5 J/cm? (entspricht 15min und 30s Bestrahlungs-
dauer). Der Abstand zur Bestrahlungsquelle betrug bei der UVB—-Bestrahlung 50cm, bei
der UVA4—und PUVA—Bestrahlung 5cm. Nach der Bestrahlung wurden die Zellen fir
weitere 24 Stunden im Brutschrank kultiviert. AnschlieBend wurde in den Uberstande
mittels ELISA—Technik der FGF-2 Gehalt bestimmt.
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3.2.8 Enzymimmunoassay (ELISA)

Das Protein FGF-2 wurde in dieser Arbeit mit Immunoassays der Firma R&D Systems

nachgewiesen und quantitativ bestimmt. Dieser ELISA funktioniert nach der herkdmmili-

chen Sandwich Enzym Immunoassay Technik.

100ul der Reaktionsflussigkeit und 100ul der Analyseproben bzw. der Standardpro-
ben wurden auf die im ELISA-Kit vorhandenen 96—well-Platte wie in der Anleitung
beschrieben verteilt. Die nachzuweisende Substanz (in diesem Fall FGF-2) wird
durch einen Antikdrper gebunden, der am Boden der wells fixiert ist. Um bei der spa-
teren Analyse eine genaue Zuordnung der Messwerte zu ermoglichen wird dieser
Arbeitschritt durch ein sogenanntes Pipettierschema protokolliert.

Nach einer Inkubationszeit von 2 Stunden werden die Proben wieder aus den wells
entfernt und die Platte mit dem im Kit enthaltenen Wasch—Puffer gewaschen. An-
schlielend werden 200ul einer weitere Reaktionsflissigkeit auf der Platte verteilt.
Diese enthalt einen zweiten spezifischer Antikdrper gegen FGF-2, der mit einem
Enzym markiert ist. Es folgt eine nachste Inkubationsperiode von 2 Stunden.

Nach erneutem Waschen werden 200ul eines farblosen Substrates zugegeben, wel-
ches von dem gebundenen Enzym in ein farbiges Produkt umgewandelt wird. Die
Reaktion wird nach 30min durch Zugabe von 50ul Saure (pH-Wert Verschiebung)
abgebrochen. Je grolder die Menge an Enzym, desto starker wird die Losung einge-
farbt.

Im Photometer (MRX Microplate Reader/Dynatech Laboratories) wird anschlie3end
die optische Dichte der Losung ermittelt. Die Quantifizierung erfolgt durch den Ver-

gleich mit einer Standardreihe.

Die Standardreihe des ELISA’s der Firma R&D Systems besteht aus Proben mit einem
FGF-2-Gehalt von 640, 320, 160, 80, 49, 20, 10 und Opg/ml. Aus diesen Standardpro-

ben berechnet der Computer eine Standardkurve, mit der die zu analysierenden Proben

verglichen werden.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung eines Enzymimmunoassays

1. Das FGF-2 wird durch die am Boden der wells befindlichen Antikérper gebunden
2. Zugabe der mit dem Enzym markierten Antikdrper

3. Darstellung der enzymatischen Farbreaktion nach Zugabe der Reaktionsldsung

3.2.9 Semiquantitative Bestimmung von FGF-2 m-RNA durch die Reverse

Transkriptase Polymerase Kettenreaktion (RT-PCR)

Die PCR wurde erstmalig 1984/1985 durch Kary B. Mullis, Kalifornien, als Verfahren
beschrieben. Sie beruht auf dem helikalen Prinzip der DNA und erméglicht die Amplifi-
zierung beliebiger DNA—Abschnitte und damit den Nachweis bestimmter Gensequen-
zen bzw. auch ganzer Gene. Heute ist die RT-PCR das meistverbreitete Verfahren zur
Charakterisierung und zum quantitativen Nachweis von mRNA in verschiedenen Pro-
ben. Bei einer PCR oder RT-PCR werden selektiv DNA Sequenzen vervielfaltigt. Vor
der PCR muss die RNA aus dem vorhandenen Zellmaterial gewonnen werden. Zuerst
wird die RNA aus den Zellen isoliert, dann von den Resten genomischer DNA gereinigt
und abschlief3end in c-DNA Uberschrieben.

Im ersten Schritt der PCR wird der DNA-Doppelstrang auf 94°C erhitzt und so in Ein-
zelstrange aufgespalten (Denaturierung). Nach Abkihlung auf 60°C binden an diese
Einzelstrange die zugegebenen Primer (= synthetische Oligonukleotide fur den Start der

PCR) und verhindern damit eine Ruckbildung der alten Doppelstrangstruktur. Dieser
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Schritt der PCR wird als Annealing bezeichnet. Durch die DNA-Polymerase (Tag—
Polymerase aus dem hitzestabilen Bacterium Thermophilus aquaticus) erfolgt nun die
Synthese einer Kopie der urspringlichen DNA-Sequenz vom freien 3'-OH-Ende aus.
Im weiteren Verlauf dienen sowohl die ursprungliche DNA als auch die Kopie DNA als
Template (= Matrize zur weiteren Kopie), so dass schlieRlich durch die Wiederholung
obiger Schritte eine exponentielle Vermehrung der urspringlich vorhandenen DNA-

Sequenz erfolgt.

1. template DNA mit Zielgen

2. Denaturierung der DNA in zwei Einzelstrange

3. Hybridisierung, Anlagerung der Primer

«—

.—V

4. Verlangerung der Primer durch die Polymerase, Elongation

5. Ziel DNA wurde verdoppelt

Abbildung 5: Schematische Darstellung einer PCR

3.2.9.1 RNA-Extraktion / DNase Verdau

Fir die RT-PCR wurde zuerst die gesamte RNA der stimulierten und nicht—stimulierten
MC extrahiert. Dafur wurde der RNeasy Kit der Firma Quiagen verwendet. Die Zellen
wurden nach unterschiedlichen Inkubationszeiten sofort in 350ul Lysis Puffer aufge-

nommen und durch Zentrifugation Uber eine Shreddersaule homogenisiert. Das Homo-
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genisat wurde mit 350l 70% Ethanol versetzt und auf Nucleinsaure bindende spezifi-
schen Saulen beladen. Die Saulen wurden bei 10000 rpm 1 Minute zentrifugiert und mit
700ul RW-Puffer durch kurze Zentrifugation gewaschen. Nach dem ersten Waschvor-
gang wurden die RNA—-Proben auf den Saulen mit 27 Unit DNAse bei Raumtemperatur
fur 15 min inkubiert. Anschlie3end wieder mit 350ul RW1 Puffer gewaschen. Bei den
weiteren Reinigungsschritten wurden die Saulen zweimal mit 500yl RPE Puffer gewa-
schen. Die Saulen wurden zu Entfernung der Restflissigkeit 2 min bei 14000 rpm
zentrifugiert. Die RNA wurde aus den Saulen mit 50ul RNAse freien Wasser eluiert.
Weitere Reinigung der RNA von der DNAse erfolgte durch eine Phenol-Chloroform-
Isoamylalcohol Extraktion der Proben. Die Phenol-Phase wurde durch Zentrifugation
der Proben Uber ein Phase—Lock System von der wassrigen Phase quantitativ getrennt.
AnschlieRend wurde die RNA aus der wassrigen Phase durch Zugabe von 3 M K-
Acetat und einem Co—prazipitation—System isoliert, nach Waschen mit Ethanol getrock-
net und in 30ul Wasser aufgenommen. Gesamtmenge der RNA wurde spektrophoto-
metrisch mit UV—Absorption bei 260 nm bestimmt. Auf einem mit Ethidiumbromid ange-

farbten 1,5 % ige-Agarosegel wurde die Qualitadt der RNA untersucht.

3.2.9.2 cDNA Synthese und PCR

Die Transkription der RNA in cDNA wurde mit dem 1st Strand cDNA Synthesis Kit
(Fa.Roche) fur RT-PCR (AMV) wie folgt durchgefuhrt:

Es wurde ein Mix aus 2,0ul 10x Reaction Puffer, 4,0ul 25mM MgClI2, 2,0ul Desoxynuc-
leotide—Mix, 2,0pl Random Primer, 1,0ul RNase Inhibitor, 0,8ul Reverse Transkriptase
und abhangig von der RNA Konzentration ca. 5yl RNA Proben hergestellt und mit steri-
lem Wasser auf 20ul Gesamtvolumen aufgeflllt. Die Proben wurden zuerst fur 10min
bei Raumtemperatur und anschlief3end fur eine Stunde bei 42°C inkubiert. Wahrend der
Inkubation bindet der Primer an das RNA-Template. Die reverse Transkription mit
cDNA Bildung findet wahrend der zweiten Inkubation statt. Die Synthese erfolgt an ei-
nem Primer in 5° —=3" Richtung beginnend nach dem Prinzip der komplementaren Ba-
senpaarung. Die Denaturierung der AMV reverse Transkriptase wurde durch Erhitzen

der Proben auf 95°C erreicht. Anschlieend wurden die Proben auf 4°C gekuhlt und bis
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Weiterverarbeitung bei —30°C aufbewahrt. Die einzelstrangige cDNA wurde mit PCR
unter Benutzung von spezifischer Primer amplifiziert. Durch die RT-PCR kann man aus
geringen Mengen cDNA eine 106-107 fache Ampflizierung der untersuchten Genes
erreichen. Um eine relative Quantifizierung des Transkriptionsproduktes vornehmen zu
konnen, wird von jeder Probe eine PCR mit einem Zielgen durchgefuhrt, das konstant,
das heil3t weitgehend unabhangig von aulleren Faktoren exprimiert wird. Diese Gene
nennt man Haushalts—Gene (Housekeeping—Gen). In diesen Versuchen wurde mit den
Genen GAPDH (Glycerinaldehyd—-3—phosphatdehydrogenase) und B—Actin gearbeitet.
Amplifiziert wurde das abgeschriebene Produkt durch PCR in einem Endvolumen von
50ul mit einem Master-Mix (Fa. Roche) 25ul und spezifischen Primern 2,5ul fur Gene
von B-Actin, GAPDH und FGF-2.

Fur die PCR von FGF-2 wurden folgende Primer benutzt:
Forward Primer: 5 ACG AGT GTG TGC TAA CCG TTA 3, Reverse Primer:5 GCA
GAC ATT GGA AGA AAA AAG 3’: Die Grosse der PCR-Produkte betrug 234 bp

Fur die PCR von GAPDH wurden folgende Primer benutzt:
Forward Primer: 5 GAT GAC ATC AAG AAG GTG GTG 3’; Reverse Primer:5 GCT
GTA GCC AAATTC GTT GTC 3’: Die Grosse der PCR-Produkte betrug 190 bp

Fur die PCR von B-Aktin wurden folgende Primer benutzt:
Forward Primer: 5 CCT TCC TGG TGG AGT CTT 3'. Reverse Primer:5 AAT CTC
ATCTTG TTT TCT GCG3'. Die Grosse der PCR-Produkte betrug 400 bp.

Die PCR wurde in einem PCR Gerat der Fa. MWG durchgeflhrt.
Die PCR von FGF-2 wurde nach folgendem PCR-Programm durchgefuhrt: 5 min 94°C,
39 Zyklen 45 sec bei 94°C, 45 sec bei 65°C, 45 sec 72°C, anschlieBend 10 min bei
72°C.
Die PCR von GAPDH wurde nach folgendem PCR-Programm durchgeflihrt: 5 min
94°C, 25 Zyklen 45 sec bei 94°C, 45 sec bei 58°C, 45 sec 72°C, anschliel’end 10 min
bei 72°C.
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Die PCR von RB-Actin wurde nach folgendem PCR-Programm durchgefuhrt: 5 min 94°C,
25 Zyklen 45 sec bei 94°C, 45 sec bei 58°C, 45 sec 72°C, anschlieRend 10 min bei
72°C.

3.2.9.3 Gelelektrophorese und densitometrischen Analyse

Abschliel’end erfolgt die Auftrennung der PCR-Produkte durch Gel-Elektrophorese.
Die DNA—-Molekule bewegen sich aufgrund ihrer elektrischen Ladung im elektrischen
Gleichstromfeld. Dieses kann optisch dargestellt werden, indem dem Elektophorese—
Gel Ethidiumbromid (EtBr) zugefugt wird. Dieses Agens lagert sich an die DNA so dass
die Banden nach Bestrahlung mit UV-Licht fluoreszieren. Dieses wurde zur Dokumen-
tation photografiert. FUr die densitometrische Auswertung wurden die Photos einges-
cannt und mit einer speziellen Software hinsichtlich lhrer optischen Dichte ausgewertet.
Die DNA-Menge des Zielgens kann anhand der Menge des Housekeeping—Gens in
den Proben berechnet werden, indem die Transkriptmenge des Ziel-Gens auf die

Transkriptmenge des Haushalts—Gens normiert wird.

3.3 Statistik

Zur Untersuchung der Ergebnisse hinsichtlich ihrer Signifikanz wurde der Wilcoxon—
Test angewendet. Dieser Test gehort zu den verteilungsfreien statistischen Testverfah-
ren, die immer dort Anwendung finden, wo Merkmale nicht an das Vorliegen oder Be-
kanntsein bestimmter Verteilungsformen gebunden sind. Sie implizieren daher weniger
oder schwachere Voraussetzungen als die parametrischen Testverfahren.

Der Wilcoxon—Test pruft ob sich zwei abhangige Stichproben in Ihrer zentralen Tendenz
unterscheiden. Er legt mogliche Unterschiede zwischen den Stichproben offen, indem
er die Richtung des Unterschieds unter Berlcksichtigung der GroRe des Unterschiedes
verwertet. So bilden sich positive, negative bzw. neutrale Range. Fir eine signifikante

Aussage muss eine Versuchshaufigkeit von mindestens n=5 vorliegen.
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Ein gangig in der Medizin verwendetes Testverfahren ist der T-Test. Er wird haufig fur
die statistische Auswertung von Ergebnissen verwendet, die eine Versuchshaufigkeit
von n=3 oder n=4 haben. Dieser Test gehort zu den parametrischen Tests, die nur un-
ter speziellen Voraussetzungen gultig und aussagekraftig sind. Zu den Voraussetzung
fur den T-Test gehort eine Normalverteilung der Messwerte. Diese Voraussetzung ist in
dieser Arbeit nicht gegeben, aus diesem Grund wurde auf die Verwendung dieses Tes-

tes ganz verzichtet.
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4 Ergebnisse

4.1 Die basale Freisetzung von FGF-2

Die extra— und intrazellularen FGF-2 Werte unterschieden sich in den einzelnen Versu-
chen stark. Um diese Schwankungen darzustellen, ist hier die basale Freisetzung von
FGF-2 in 16 Versuchen dokumentiert. Die FGF-2 Freisetzung liegt zwischen 20 und
2000pg/ml. Vielleicht liegen diese groRen Unterschiede darin begrindet, das aus-
schliedlich mit humanen isolierten MC gearbeitet wurde. Diese MC reagieren sehr indi-
viduell, da sie wie in jedem biologische System naturlichen Schwankungen unterliegen.

Die Ergebnisse werden im Weiteren diese Arbeit prozentual dargestellit.
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Abbildung 6: Darstellung der basalen Freisetzung von FGF-2 nach 24 Stunden; n=16

40



Ergebnisse

4.2 Die FGF-2-Synthese in humanen MC

Um die FGF—2-Synthese von MC zu untersuchen, wurden sie mit verschiedenen Sti-
mulantien inkubiert (Versuchsbeschreibung siehe Abschnitt 3.2.3). Nach einer Inkubati-
onszeit von 24 Stunden wurde die FGF-2 Menge in den Zelllysaten ermittelt. Zur ersten
Gruppe dieser Stimulantien gehdren die klassischen MC—Liberatoren, die im Folgenden
beschrieben werden. Weiterhin wurden die Zellen mit proinflammatorischen Zytokinen,
und mit dem Bakterientoxin SEB stimuliert, um deren Reaktion auf ein verandertes Mi-

lieu zu untersuchen

4.2.1 Der intrazellulare FGF—2—-Gehalt von MC nach Stimulation mit klassischen

Liberatoren und mit Substanz P

Erste Ergebnisse wurden anhand der Stimulation von MC mit PMA und Ca-lono ge-
wonnen. Nach Stimulation mit PMA enthielt die Probe 92% FGF-2 verglichen mit der
Kontrollprobe. Nach Inkubation mit Ca—lono stieg der intrazellulare Gehalt geringfligig
auf 105%. Bei der mit beiden Stimulantien inkubierten Probe war dagegen ein auf 85%
verringerter Gehalt an FGF-2 feststellbar. Bei der statistischen Uberpriifung der Ergeb-
nisse zeigten sich die Unterschiede als nicht signifikant.

Weiter wurden Versuche mit den physiologischen Stimuli a—IgE und SP durchgeflihrt.
Die Stimulierung mit a—IgE hatte einen Anstieg des intrazellularen Gehalts auf 105% zur
Folge. Bei SP war bei einer Wirkungskonzentration von 15uM ein Anstieg des Gehalts
auf fast 140% zu beobachten, bei 30uM ein Abfall des Gehalts auf 76% (p<0,15)und bei
60uM SP wurde genauso viel FGF-2 nachgewiesen, wie in der Kontrollprobe. Es ist
keine direkte Dosis—Wirkungskurve ersichtlich, da bei einer Konzentration von 60uM
eine mittlere, bei 30uM die kleinste und bei 15uM die groite Menge an FGF-2 zu mes-

sen war. Auch hier waren die Unterschiede statistisch nicht signifikant.
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4.2.1.1 Der intrazellulare FGF—2-Gehalt nach Stimulation mit PMA und Ca-lono
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Abbildung 7: Darstellung des FGF—2-Gehalt in den Zelllysaten dermaler MC nach Stimulation mit PMA,
PMA + Ca-lono und Ca-lono, 24h, n=6, Mittelwert+/- SEM, Ctrl.=100%, die Unterschiede sind nicht sta-

tistisch signifikant

4.2.1.2 Der intrazellulare FGF-2—-Gehalt nach Stimulation mit a—-IgE und SP
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Abbildung 8: Darstellung des FGF—2—-Gehalts in den Zelllysaten dermaler MC nach Stimulation mit a—
IgE und SP, n=6, Mittelwert+/-SEM, Ctrl.=100%, die Unterschiede sind nicht statistisch signifikant
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4.2.2 Der intrazellulare FGF—2-Gehalt von MC nach Stimulation mit proinflamma-

torischen Zytokinen und SEB

Weiterhin wurde die Wirkung verschiedener Zytokine auf den intrazellularen FGF-2—
Gehalt untersucht. Fur die Stimulationen wurde IL—4, IL-6, IL-8 und TGFp verwendet.
Die in diesen Versuchen verwendeten Zytokine wurden zusammenfassend als
proinflammatorisch beschrieben, da sie alle bei entziindlichen Veranderungen eine Rol-
le spielen. So ist IL-6 an der Produktion von Akut—Phase—Proteinen beteiligt und 1L-8
chemotaktisch fur neutrophile Granulozyten, die als erste Immunabwehrzellen den Ort
einer Entzindung erreichen. TGFB wirkt entziindungshemmend, was durch Versuche
mit Knock—out—Mausen gezeigt wurde.

Die mit Interleukin 4 stimulierten Proben zeigten einen deutlichen Anstieg des FGF—2—
Gehalts auf bis zu 208%. Die vorliegenden Unterschiede sind nicht statistisch signifi-

kant.

4.2.2.1 Der intrazellulare FGF—2-Gehalt nach Stimulation mit Interleukin 4
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Abbildung 9: Darstellung der Zelllysate nach 24 Stunden Stimulation mit Interleukin 4, n=6, Mittelwert+/-
SEM, Ctrl.=100%, die Unterschiede sind nicht statistisch signifikant
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Die bei der Stimulation mit Interleukin 6 und Interleukin 8 zu beobachtenden Verande-
rungen des FGF—2—-Gehaltes ahneln denen von Interleukin 4. Nach Stimulation mit In-
terleukin 6 stieg der FGF—2—Gehalt auf Uber 200% (IL-620ng/ml = 210%). Bei einer
Konzentration von IL-6 von 20ng/ml war der Anstieg des FGF-2 Gehaltes statistisch
signifikant. Die mit Interleukin 8 stimulierten Zellen wiesen einen maximalen FGF-2—
Gehalt von 190% auf (IL-8 100ng/ml = 190%). Die Unterschiede waren nicht statistisch
signifikant, jedoch zeigte die statistische Auswertung fur den Anstieg bei IL-8 400ng/ml

eine Wahrscheinlichkeit von p<0,15.

4.2.2.2 Der intrazellulare FGF-2-Gehalt nach Stimulation mit Interleukin 6

350

300

250

200

150 =

FGF-2in %

100

50
100 209,1 17,7 160,2

0

Ctrl. 116 20ng/ml 116 10ng/ml 16 1ng/ml

Abbildung 10: Darstellung der Zelllysate nach 24 Stunden Stimulation mit Interleukin 6, n=6, Mittel-
wert+/-SEM, Ctrl.=100%, 116 20ng/ml = p<0,05

Auch in den Zellen, die 24 Stunden mit TGFB inkubiert wurden, stieg der FGF-2—
Gehalt. Eine Wirkungskonzentration von 600pg/ml bewirkte eine Erhéhung des FGF-2—
Gehaltes auf 230%. Es zeigt sich eine Dosis—Wirkungskurve, die statistische Wahr-

scheinlichkeit betrug p<0,15 bei den Konzentrationen von 300pg/ml und 150pg/ml.
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4.2.2.3 Der intrazellulare FGF—-2—-Gehalt nach Stimulation mit Interleukin 8
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Abbildung 11: Darstellung der Zelllysate nach 24 Stunden Stimulation mit Interleukin 8, n=6, Mittel-
wert+/-SEM, Ctrl.=100%, die Unterschiede sind nicht statistisch signifikant

4.2.2.4 Der intrazellulare FGF-2-Gehalt nach Stimulation mit Transforming
Growth Factor
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Abbildung 12: Darstellung der Zelllysate nach 24 Stunden Stimulation mit TGF, n=6, Mittelwert+/-SEM,
Ctrl.=100%, die Unterschiede sind nicht statistisch signifikant

SEB

Als letztes Stimulans wurde der Einflul® von SEB auf MC und deren FGF-2—-Gehalt un-
tersucht. Bei SEB (Staphyolococcus aureus Enterotoxin B) handelt es sich um ein Toxin
des Staphylococcus aureus. Dies ist ein gram—positives Bakterium, das eine Reihe von
Virulenzfaktoren bildet. Zu diesen gehodren die sogenannten Enterotoxine A-E, die von
etwa 5% der Bakterienstamme gebildet werden kdnnen.

Durch die Stimulation mit SEB wurde eine vermehrte FGF-2-Synthese induziert. Bei
einer Konzentration des Toxins von 100ug/ml steigerte sich die Synthese auf 170%, bei
einer Konzentration des Toxins von 20ug/ml noch auf etwa 110% vom Ausgangswert.

Der erhohte Messwert bei 100ug/ml erwies sich als statistisch signifikant.

4.2.2.5 Der intrazellulare FGF—2-Gehalt nach Stimulation mit SEB
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Abbildung 13: Darstellung der Zelllysate nach 24 Stunden Stimulation mit SEB, n=6, Mittelwert+/-SEM,
Ctrl.=100%, SEB = p<0,05
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4.2.3 Untersuchungen zur m—RNA Expression von FGF-2

Weiterhin wurde die FGF-2 m—RNA Expression zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach
Stimulation mit SP 30uM bzw. TGFR 150pg/ml unersucht. Die relative Quantifizierung
erfolgte durch den Vergleich des DNA-Produktes mit den Housekeeping—Genen
GAPDH und R-Actin.

Die Stimulation mit SP zeigte eine Hochregulation der mMRNA—Expression schon nach 3
Stunden; auch nach 6 Stunden war diese noch erhoht. Nach 8 Stunden sank die Ex-
pression, es wurde weniger FGF-2 transkribiert als in der unstimulierten Kontrollprobe.
Auch in den mit TGFf inkubierten Proben konnte eine Hochregulierung der FGF-2—
Expression beobachtet werden. Die maximale Expressionsrate vollzog sich nach 3—4
Stunden, sank dann langsam wieder und glich nach 10 Stunden wieder der Expressi-
onsrate der Kontrollprobe.

Es handelt sich bei der Darstellung um einen exemplarischen Einzelversuch, aus die-

sem Grund konnte keine statistische Auswertung erfolgen.

a) FGF-2 nach Stimulation mit Substanz P

b) GAPDH nach Stimulation mit Substanz P

Abbildung 14: PCR nach Stimulation mit SP, Gelelektrophoretische Auftrennung des GAPDH und
FGF—2-PCR-Produktes nach Stimulation mit SP (30uM) in einem Agarosegel: 1 Kontrolle nach 3h, 2 SP
nach 3h, 3 Kontrolle nach 6h, 4 SP nach 6h, 5 Kontrolle nach 8h, 6 SP nach 8h
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Abbildung 15: Expressionsrate von FGF-2 nach Stimulation mit SP, Darstellung der Expression von
FGF-2 zu verschiedenen Zeitpunkten nach Stimulation mit SP (30uM) versus einer unstimulierten Kon-
trollprobe

a) FGF-2 nach Stimulation mit TGF

Abbildung 16: Gelelektrophoretische Auftrennung des B-Actin und FGF-2-PCR-Produktes nach
Stimulation mit TGFB (150pg/ml) in einem Agarosegel: 1 Kontrolle nach 2h, 2 TGF nach 2h, 3 Kon-
trolle nach 4h, 4 TGF nach 4h, 5 Kontrolle nach 6h, 6 TGFB nach 6h, 7 Kontrolle nach 8h, 8 TGFB nach
8h, 9 Kontrolle nach 10h, 10 TGF nach 10h
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Abbildung 17: Expressionsrate von FGF-2 nach Stimulation mit TGF, Darstellung der Expression
von FGF-2 zu verschiedenen Zeitpunkten nach Stimulation mit TGFB (150pg/ml) versus einer unstimu-

lierten Kontrollprobe
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4.3 Der Gesamt-FGF-2-Gehalt von MC nach Stimulation mit ver-

schiedenen Substanzen

Um die insgesamt von den Zellen synthetisierte bzw. gespeicherte Menge an FGF-2
(Neusynthese, freigesetztes FGF-2 und Basisgehalt) zu ermitteln muss sowohl die in
den vorherigen Abschnitten dargestellte intrazellulare Menge an FGF-2, als auch die
von den Zellen freigesetzte FGF—2 Menge betrachtet werden. Die FGF-2 Freisetzung
wird im zweiten Teil (Abschnitt 4.4) der Ergebnisse gesondert beschrieben. Verschie-
dene Substanzen hatten eine Induktion der FGF-2 Synthese zur Folge. Die Stimulie-
rung mit PMA und lono hatte eine Synthesesteigerung auf 110% zur Folge. Dieser Un-
terschied war statistisch signifikant. Auch bei der Inkubation mit a—IgE erhoéhte sich der
Gesamt—FGF-2-Gehalt auf 110%. SP steigerte die FGF-2-Synthese bei einer Wir-
kungskonzentration von 15uM auf 125%. Jedoch waren diese Unterschiede nicht sta-
tistsich signifikant. Auch bei der Stimulierung mit den Zytokinen konnte eine Synthese-
steigerung beobachtet werden. So regte auch IL—4 bei einer Konzentration von 50ng/ml
die FGF-2 Synthese signifikant an. IL-6 zeigte den starksten Effekt bei 20ng/ml mit ei-
ner Synthesesteigerung auf 113%, wobei die Unterschiede bei der Konzentration von
10ng/ml eine Wahrscheinlichkeit von p<0,15 aufwiesen und damit nicht statistisch
signiikant waren. SEB zeigte bei einer Konzentration des Toxins von 20ug/ml eine inhi-
bierende Wirkung, welche die Synthese auf 80% senkte. Auch dieses Ergebnis zeigte
bei der statistischen Auswertung eine Signifikanz von p<0,15. Die Veranderungen sind

in Abb.15 zusammengefasst.
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Abbildung 18: Der Gesamt—FGF-2—-Gehalt von MC nach Stimulation mit PMA, lono, a-IgE und SP,
n=6, Mittelwert+/-SEM, Ctrl.=100%, PMA+lono = p<0,05
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Abbildung 19: Der Gesamt—-FGF-2—-Gehalt von MC nach Stimulation mit IL-4, IL-6, IL-8, TGFR und
SEB, n=6, Mittelwert+/-SEM, Ctrl.=100%, 114 0,5 ng/ml = p<0,05
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4.4 Die Freisetzung von FGF-2 aus humanen MC

Um zu sehen, wie sich die Freisetzung von FGF-2 unter den gegebenen Versuchsbe-
dingungen entwickelt, wurden anschlieRend die Uberstande der im Teil 4.2.1 und 4.2.2
beschriebenen Stimulationsversuche auf lhren Gehalt an FGF2 untersucht. Die Ver-
suchbedingungen entsprechen der im Abschnitt 3.2.3 beschriebenen Versuchsanord-

nung.

441 Die Wirkung klassischer MC-Liberatoren und Substanz P auf die FGF-2-

Freisetzung

Klassische MC—Liberatoren fihren neben anderen Effekten zur Degranulation von MC.
Diese Uberlegung spielt eine wichtige Rolle bei der Interpretation der Daten. Nach der
Inkubation der Zellen mit den unphysiologischen Stimulantien PMA, PMA + Ca-lono
und Ca—lono war die Freisetzung von FGF-2 in allen drei Ansatzen im Vergleich zur
Kontrollprobe erhdht. Die Stimulation mit PMA hatte eine Steigerung der Freisetzung
auf 110% zu Folge, der Unterschied erwies sich statistisch als tendenziell signifikant
(p<0,08), auch bei der Stimulierung mit Ca—lono steigerte sich diese auf 110%. Die
gleichzeitige Inkubierung mit beiden Stimulantien erhdhte die Freisetzung schliefRlich
auf 125% (p<0,15). Auch bei den mit a—IgE und SP stimulierten Proben wurde im Uber-
stand mehr FGF-2 gemessen als bei den Kontrollproben. (Abb. 20 und 21) Bei a—IgE
betrug die Steigerung auf 115% (p<0,05), bei SP war die Wirkung dosisabhangig. Die
hochste Freisetzung erfolgte bei einer Konzentration von 30uM mit einem Anstieg auf
125%. Die Konzentrationen von 60 und 15uM bewirkten einen Sekretionsanstieg auf
120%, wobei die Konzentration von 60uM tendenziell eine starkere Wirkung zeigte. Die
Unterschiede waren jedoch ohne statistische Signifikanz.

Die FGF—2—Freisetzung schien durch die Inkubation mit klassischen MC—Liberatoren
und Substanz P beeinflusst zu werden, sie wurde gesteigert. Da die Substanzen wie

oben erwahnt zur Aktivierung (Degranulation) der MC flihren, ist es mdglich, das die
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Freisetzung bei diesem zellularen Vorgang erfolgt. Diese Uberlegung wurde in weiteren
Versuchen (Teil 4.4.3 und 4.4.4) dieser Arbeit weiter verfolgt.
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Abbildung 20: Darstellung der Freisetzung von FGF-2 nach Stimulation mit PMA und Ca-lono,
n=6, Mittelwert+/-SEM, Ctrl.=100%, PMA 20ng/ml = tendentiell signifikant (p<0,08)
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Abbildung 21: Darstellung der Freisetzung von FGF-2 nach Stimulation mit a—IgE und SP, n=6,
Mittelwert+/-SEM, Ctrl.=100%, a-lgE = p<0,05
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4.4.2 Die Wirkung proinflammatorischer Zytokine und SEB auf die Freisetzung
von FGF-2 in MC

Aus den Stimulationsversuchen mit den als proinflammatorisch beschriebenen Zytoki-
nen ging hervor, dass nach der Stimulation mehr FGF-2 in den Zellen vorhanden war.
Nun sollte auch die Freisetzung des Proteins betrachtet werden, indem die Uberstande
analysiert wurden. Die Analysen ergaben, dass sich nach den Stimulierungen mit den
Zytokinen die Menge des freigesetzten Proteins verringerte.

Nach Inkubation mit Interleukin 4 verringerte sich die Freisetzung auf 70%. Es war eine
Dosisabhangigkeit feststellbar. Diese zeigte, dass die groRten Effekte durch geringe
Konzentrationen von IL—4 hervorgerufen wurden. So wurde die FGF—-2—-Freisetzung am
starksten bei der Konzentration von 0,5ng/ml gehemmt. (50ng/ml = 85%, 5ng/ml = 80%,

0,5ng/ml = 70%). Die Unterschiede zeigten sich bei der statistischen Auswertung als

signifikant.
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Abbildung 22: Freigesetztes FGF-2 nach Stimulation mit Interleukin 4, n=6, Mittelwert+/-SEM,
Ctrl.=100%, 114 (50, 5, 0.5 ng/ml) = p<0,05
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Nach Inkubation mit Interleukin 6 wurde nur 70% FGF-2 freigesetzt, verglichen mit den

nicht stimulierten Kontrollzellen. Dieser Unterschied war statistisch signifikant. Auch

nach Inkubation mit IL-8 verringerte sich die FGF-2—Freisetzung. Die verschiedenen

Konzentrationen von |IL-8 hatten kaum Einfluss auf das Ausmal} der Hemmung. Die

Freisetzung verringerte sich statistisch signifikant auf 80—70% verglichen mit der FGF-2

Freisetzung der nicht stimulierten Kontrollzellen.
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Abbildung 23: Freigesetztes FGF-2 nach Stimulation mit Interleukin 6, n=6, Mittelwert+/-SEM,

Ctrl.=100%, 116 10ng/ml = p<0,05
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Abbildung 24: Freigesetztes FGF-2 nach Stimulation mit Interleukin 8, =6, Mittelwert+/-SEM,
Ctrl.=100%, 118 = p<0,05

Auch die Inkubation mit TGF bewirkte eine Verringerung der FGF—2—Freisetzung. Die-
se war verglichen mit den Interleukinen etwas weniger stark ausgepragt und schwankte
um Werte zwischen 80% und 90%. Je hdher die eingesetzte Konzentration, mit der die
Zellen stimuliert wurden, desto starker wurde die Freisetzung des Proteins beeinflusst.
So hemmten 600pg/ml die Sekretion auf 80%, 300pg/ml auf 90% und 150pg/ml schliel’3-

lich nur auf 92% verglichen mit der unstimulierten Freisetzung der Zellen.
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Abbildung 25: Freigesetztes FGF-2 nach Stimulation mit Transforming Growth Factor B, n=6, Mit-

telwert+/-SEM, Ctrl.=100%, TGFbeta 600pg/ml = p<0,05

Die Wirkung von SEB auf die Freisetzung von FGF-2

Auch die mit SEB stimulierten Proben hatten weniger FGF-2 im Uberstand als die Kon-

trollproben. Die Ergebnisse ahnelte den Proben, die mit den Zytokinen stimuliert worden

waren. Nach Inkubation mit SEB in einer Verdinnung von 100ug/ml verringerte sich die

Freisetzung auf 85%, bei einer Verdinnung von 20ug/ml verringerte sich die Freiset-

zung auf 80%.
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Abbildung 26: Freigesetztes FGF-2 nach Stimulation mit SEB, =6, Mittelwert+/-SEM, Ctrl.=100%,
SEB 20ug/ml = p<0,05

4.4.3 Der zeitliche Verlauf der FGF-2-Sekretion durch humane MC

In diesem Teil der Arbeit sollte der Frage nachgegangen werden, ob MC bei der Degra-
nulation FGF-2 freisetzen. Es wurde eine Zeitkinetik mit stimulierten und nicht stimulier-
ten MC durchgeflhrt. Die Stimulierung erfolgte mit SP in einer Konzentration von
30ug/ml. AnschlieRend wurde der FGF—2—Gehalt der Uberstéande analysiert, um den
Verlauf der FGF—2—Freisetzung zu beobachten. Der FGF-2—Gehalt stieg in allen Pro-
ben kontinuierlich an. Die Unterschiede waren tendentiell signifikant, bzw. nach 8h sig-
nifikant. Dieses zeigte, dass MC permanent FGF-2 sezernieren. Beim Vergleich der
beiden Versuchsgruppen zeigte sich, dass die FGF-2 nach der Stimulierung starker
war, als ohne Stimulierung. Dieses Ergebnis bestatigt die Annahme, das MC bei der

Degranulation FGF-2 freisetzen. Dies sollte in weiteren Versuchen bestatigt werden.
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Abbildung 27: Zeitliche Darstellung der FGF—2-Sekretion von humanen MC mit/ohne SP Stimula-
tion, n=5, Mittelwert+/-SEM, Ctrl.(Zellen ohne SP/0h)=100%, 8h = p<0,05; 4h, 6h und 24h = tenden-
tiell signifikant (p<0,08) beim Vergleich der stimulierten Probe mit der unstimulierten Probe

4.4.4 Stimulierte FGF-2-Sekretion durch Prainkubation mit IL-4

Um den Zusammenhang zwischen Degranulation und FGF-2-Freisetzung weiter zu
untersuchen erfolgte folgender Versuch. Inm lagen zwei Hypothesen zu Grunde:

Die FGF—2-Synthese von MC wird durch Stimulation mit IL—4 angeregt.

Die FGF—-2—Freisetzung von MC ist nach Stimulation mit a—IgE und SP verstarkt.

Die Versuchsanordnung ist in Abschnitt 3.2.5 dieser Arbeit beschrieben. Es gab insge-
samt 10 Versuchgruppen mit unterschiedlichen Stimulierungsprofilen, deren Uberstan-
de auf lhren Gehalt an FGF-2 analysiert wurden, um die Freisetzung zu untersuchen.
In den Uberstanden von den mit a—IgE bzw. SP stimulierten Zellen befand sich mehr
FGF-2 als in den Uberstédnden der Kontrollzellen; damit konnten die Ergebnisse aus
den vorangegangenen Versuchen bestatigt werden. Lediglich der 18h Wert der mit SP
inkubierten Probe wich hiervon ab, da sich hier tendenziell eine leichte Inhibition der
FGF—2—Freisetzung um 5% darstellte. Die alleine mit IL—4 inkubierte Probe setzte we-
niger FGF-2 frei, dies entsprach den Erwartungen. Bei der Betrachtung der FGF-2

Sekretion bei den mit IL-4 prainkubierten Proben zeigte sich, dass die Freisetzung ge-
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genuber den Kontrollzellen erhdht war. Verglich man die Freisetzung der mit IL—4 prain-
kubierten Zellen mit den nicht prainkubierten Zellen, so bleibt die Freisetzung anna-
hernd gleich. Fur eine statistische Auswertung ist die Versuchanzahl von n=3 nicht aus-
reichend, jedoch zeigen die Daten fur folgende eine signifikante Tendenz mit p<0,15,
bzw. 3 positiven Rangen bei n=3: |L-4/a-IgE 6h, IL-4/SP 6h, a-IgE 6 und 18h, SP 6
und 18h
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Abbildung 28: Uberstinde der mit IL-4 priinkubierten MC, n=3, Mittelwert+/-SEM, Ctrl.=100%, Fiir
eine statistische Auswertung ist die Versuchanzahl von n=3 nicht ausreichend, jedoch zeigen
folgende Daten eine signifikante Tendenz mit p<0,15, bzw. 3 positiven Rangen bei n=3: IL-4/a-IgE
6h, IL-4/SP 6h, a-IgE 6 und 18h, SP 6 und 18h
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4.4.5 Der Einfluss von UV-Licht auf die FGF-2-Freisetzung

Um den Einfluss von UV-Licht auf die Freisetzung von FGF-2 zu untersuchen, wurden
aufgereinigte MC mit Licht verschiedener Wellenlangen und Intensitat bestrahlt. Es
wurden folgende Versuchsansatze gebildet: 75 mJ/cm? UVB, 15 J/cm? UVA—-1 und 5
Jicm? PUVA-1. Nach 24 Stunden Kultivierungszeit wurden die Uberstande auf lhren
Gehalt an FGF-2 analysiert.

Die UVB Bestrahlung scheint keinen Einfluss auf die Freisetzung zu haben. Die Freiset-
zung entspricht der FGF—2-Sekretion der unstimulierten Kontrollgruppe. (100% versus
101,55%) Nach der Bestrahlung mit UVAs—Licht sank die Freisetzung von FGF-2 da-
gegen signifikant von 100%I auf 54,55%. Auch die mit PUVA-1 bestrahlten Zellen setz-
ten signifikant weniger FGF-2 frei. (PUVA-1 43,8%).
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Abbildung 29: Darstellung des Einflusses von Licht verschiedener Wellenlingen (UVB: 75 mJ/cm?,
UVA-1: 15 chmz, PUVA-1: 5 chmz) auf die Freisetzung von FGF-2, n=6, Mittelwert+/-SEM,
Ctrl.=100%, UVA1 und PUVA1 = p<0,05
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4.5 Der Einfluss von Proteaseinhibitoren auf FGF-2 und MC

MC speichern viele Proteasen, beispielsweise Tryptase und Chymase. Da es sich bei
FGF-2 um ein Protein handelt, besteht die Mdglichkeit, dass das freigesetzte FGF-2,
durch ebenfalls wahrend der Degranulation ausgeschleuste Proteasen gespalten wur-
de, wie beispielsweise IL—6, welches von Tryptase gespalten wird. Daher wurde eine
Versuchsreihe durchgefuhrt, in der untersucht werden sollte, ob die Inhibition von Pro-
teasen Einfluss auf die Versuchsergebnisse hat.

In einem Vorversuch wurde die Wirkung der Proteaseinhibitoren auf Zellen der Mast-
zelllinie HMC-1 hinsichtlich deren Proliferation und GroRe uberpruft. Die ZellgroRe und
Proliferation wurden in Abhangigkeit der eingesetzten Konzentration von den Inhibitoren
beeinflusst. Sowohl die Proliferation als auch die Grélie der Zellen nahm mit steigender

Konzentration der Proteaseinhibitoren ab.
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Abbildung 30: Einfluss von Proteaseinhibitoren auf die Proliferation von HMC—-1 Zellen, Proliferati-
on der HMC-1 Zellen nach Zugabe von Proteaseinhibitoren; n=4, Mittelwert+/-SEM
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Abbildung 31: Einfluss von Proteaseinhibitoren auf die GroBe von HMC-1 Zellen, GréRe der HMC—
1 Zellen nach Zugabe von Proteaseinhibitoren, n=4, Mittelwert+/-SEM

4.5.1 Synthese und Freisetzung von FGF-2 humaner MC nach Zugabe von Pro-

teaseinhibitoren

Anhand dieser Ergebnisse wurde fur den folgenden Versuch eine moglichst geringe

Konzentration von 1:400 gewahlt. Der Versuchsaufbau ahnelt der Zeitkinetik von Ab-

schnitt 4.2. Die Ergebnisse zeigten bei den mit Proteaseinhibitoren behandelten Zellen

eine insgesamt verringerte FGF-2 Produktion und Freisetzung. Scheinbar wirkten die

Inhibitoren inhibierend auf den gesamten Stoffwechsel der Zellen.
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Abbildung 32: Zeitliche Darstellung der Uberstinde der unstimulierten MC mit bzw. ohne Protea-
seinhibitoren, n=3, Mittelwert+/-SEM; Ctrl.=100%, fiir eine statistische Auswertung ist die Ver-
suchanzahl von n=3 nicht ausreichend
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Abbildung 33: Zeitliche Darstellung der Uberstinde der mit SP stimulierten MC mit bzw. ohne Pro-
teaseinhibitoren, n=3, Mittelwert+/-SEM, Ctrl.=100%, fiir eine statistische Auswertung ist die Ver-
suchanzahl von n=3 nicht ausreichend
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Abbildung 34: Zeitliche Darstellung der Zelllysate der unstimulierten MC mit bzw. ohne Protea-
seinhibitoren, n=3, Mittelwert+/-SEM, Ctrl.=100%, fiir eine statistische Auswertung ist die Ver-
suchanzahl von n=3 nicht ausreichend
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Abbildung 35: Zeitliche Darstellung der Zelllysate der mit SP stimulierten MC mit bzw. ohne Pro-
teaseinhibitoren, n=3, Mittelwert+/-SEM, Ctrl=100%, fiir eine statistische Auswertung ist die Ver-
suchanzahl von n=3 nicht ausreichend
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4.6 Zusammenfassung der Ergebnisse

- Die Synthese von FGF-2 in humanen MC ist durch verschiedene Stimulantien be-
einflussbar. Die Substanzen PMA+lono und IL—4 bewirken eine Hochregulierung der

Synthese.

- Bei der Degranulation von MC wird neben anderen Mediatoren auch FGF-2 sezer-

niert.

- Zelleigene Proteasen der MC wie die Tryptase und Chymase bauen FGF-2 nicht

enzymatisch im Uberstand ab.

- UV-Licht beeinflusst die FGF—2—Freisetzung. Besonders UVA— und PUVA— Be-

strahlung inhibiert die Freisetzung.
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5 Diskussion

FGF-2 wird mit der Pathogenese einer Vielzahl von Erkrankungen in Verbindung ge-
bracht. Hierzu zahlt die Polypenbildung in der Nase, die rheumatische Arthritis und die
Sklerodermie. In diesen pathologisch veranderten Geweben gibt es mehr MC als im
gesunden Gewebe. In der vorliegenden Arbeit wurde das Funktionsverhalten von MC
hinsichtlich der FGF-2-Synthese und —Freisetzung untersucht, um dadurch Ruck-
schlisse auf deren Einfluss auf die Pathogenese der erwahnten Veranderungen ziehen
zu konnen.

Viele gegenwartige Erkenntnisse wurden durch Versuche an MC von Tieren oder an
Mastzelllinien gewonnen. Obwohl diese Zellen menschlichen MC in vielerlei Hinsicht
ahneln, kdnnen gréltmogliche Rickschlisse auf das Funktionsverhalten von MC im
menschlichen Organismus doch nur an reifen humanen MC gewonnen werden. Die in
dieser Arbeit erarbeiteten Ergebnisse stammen ausschliel3lich aus Versuchen an hu-
manen MC, die aus Gewebeproben gesunder Probanden gewonnen wurden.

Ein Teil der Versuche konzentrierte sich auf die FGF-2-Synthese in menschlichen MC.
Es wurde durch Stimulierung mit immunologischen Substanzen ein physiologisch ver-
andertes Milieu geschaffen und anschliefend die Synthesemenge von FGF-2 ermittelt.
Durch die Ergebnisse konnten Rickschlisse auf das Verhalten von MC hinsichtlich ih-
rer FGF—2—-Synthese unter bestimmten physiologischen und pathologischen Bedingun-
gen geben, um eventuell bestehende Zusammenhange zu evaluieren. Ein anderer Tell
der Versuche galt dem Freisetzungsmechanismus von FGF-2 aus menschlichen MC.
Dieser ist weitgehend unbekannt und wirft einige Fragen auf. In dieser Arbeit wurde die
Freisetzung von FGF-2 durch die Degranulation von MC untersucht. Des weiteren wur-

de die Wirkung von Licht auf die FGF—2—-Freisetzung von MC untersucht.
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5.1 Die FGF-2-Synthese und Freisetzung von humanen MC

Die vorliegenden Daten haben gezeigt, dass sich die FGF-2-Synthese und -
Freisetzung von MC durch Inkubation mit unterschiedlichen Wirkstoffen modulieren
lasst. Da FGF-2 mit der Pathogenese vieler unterschiedlicher Erkrankungen assoziiert
ist, kann auch den MC beim Verlauf dieser Erkrankungen eine tragende Rolle zuge-

schrieben werden.

5.1.1 Die FGF-2-Synthese und —Freisetzung durch MC nach Inkubation mit ver-

schiedenen Stimulantien

MC beinhalten eine Vielzahl von Mediatoren. Ein Teil dieser Stoffe wird in den Sekreti-
onsgranula der MC gespeichert. Einer der wichtigsten Vertreter dieser praformierten
Mediatoren ist Histamin. Die anderen Mediatoren werden von de novo synthetisiert,
wenn es zur Aktivierung der Zelle in Folge verschiedener Reize kommt. Bei der Degra-
nulation der Zelle werden die Mediatoren in den Extrazellularraum sezerniert und entfal-
ten dort ihre biologische Aktivitat. FGF—-2 gehort zu den Mediatoren, die von MC synthe-
tisiert werden. Der Wachstumsfaktor ist in den Sekretionsgranula von MC lokalisiert, wie
histologische Untersuchungen zeigten[75, 100].

In den in dieser Arbeit beschriebenen Versuchen wurde die Regulation der FGF-2—
Synthese und die Freisetzung des Proteins untersucht. Dafur wurden MC mit verschie-
denen Substanzen stimuliert und anschliellend die FGF-2-Synthese und —Freisetzung
durch herkdmmliche ELISA ermittelt. Die erste Gruppe dieser Stimulantien fallt unter
den Begriff ,klassische MC Liberatoren®“. Es handelt sich um nicht physiologische und
physiologische Substanzen, bei denen die Reaktion der MC teilweise bekannt und da-
mit vorhersagbar ist. Zu diesen bekannten Reaktionen gehdrt die Degranulation der MC
in Folge der Inkubation. Zu den nicht physiologischen Stimuli dieser Gruppe gehoren
PMA und Ca-lono. Ein Teil der Zellen wurde nur mit PMA, ein Teil nur mit Ca—lono und
ein Teil mit beiden Stimulantien inkubiert. Intrazellular stieg die Konzentration von FGF—

2 bei der mit PMA ebenso wie bei der mit Ca—lono stimulierten Probe an. Bei den mit
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beiden Stimulantien inkubierten Proben waren die intrazellularen FGF—-2—-Werte verrin-
gert. Extrazellular ergaben die Messwerte in allen drei Versuchsgruppen erhdhte FGF-2
Konzentrationen. Der deutlichste Effekt trat nach Stimulation mit beiden Stoffen auf, es
resultierte eine um 25% verstarkte Freisetzung. Die gesamte FGF-2-Synthese war
nach Stimulation mit den Substanzen verstarkt, dieses Ergebniss erwies sich aber nur
bei der Stimulation mit beiden Substanzen als signifikant. Ca—lono ist eine Substanz,
welche die Degranulation von MC induziert[101]. Da die extrazellularen FGF-2—-Werte
nach der Stimulation erhéht waren, kann vermutet werden, dass bei der Degranulation
von MC FGF-2 sezerniert wurde. Bei der mit beiden Stoffen inkubierten Probe war der
Anstieg der FGF-2 Sekretion besonders deutlich. PMA und Ca—lono schienen hier ei-
nen synergetischen Effekt auszutiben. Bei PMA handelt es sich um einen Stoff, der die
Proteinsynthese in vielen verschiedenen Zellen anregt[102, 103]. PMA scheint auch die
Synthese von FGF-2 zu beeinflussen, da die intrazellularen Werte von FGF-2 in der
mit PMA stimuliertem Probe erhoht waren. Gleichzeitig fihrte die Stimulation zu einer
verstarkten FGF—2—Freisetzung, was durch die erhdhten extrazellularen Werte prasen-
tiert wurde.

Die physiologischen Stimulantien dieser Gruppe waren a-IgE und Substanz P. Die MC
reagierten in ahnlicher Weise auf die Inkubation, sie scheinen sowohl die FGF-2—
Synthese als auch die Freisetzung anzuregen. SP und a—-IgE kommen sowohl unter
physiologischen als auch unter pathologischen Bedingungen im menschlichen Orga-
nismus vor. Sie fuhren zur Aktivierung und damit Degranulation der MC[46, 53].

In einer 2001 veroffentlichten Studie konnte immunhistochemisch nachgewiesen wer-
den, dass FGF-2 bei Lungenmastzellen in den Sekretionsgranula lokalisiert ist[100].
Bei der Lokalisation von FGF-2 in den Sekretionsgranula scheint die Fahigkeit mit He-
parin und Chondroitinsulfat Komplexe zu bilden, eine Rolle zu spielen. Da bekannt ist,
dass diese Mediatoren in den Granula der MC gespeichert werden, kann so auch die
Lokalisation von FGF-2 in den Granula erklart werden[66, 68, 70]. Somit liegt nahe,
dass FGF-2 wie andere Mediatoren auch nach Aktivierung der Zellen Uber Exozytose
in den Extrazellularraum gelangt. Auch die hier prasentierten Ergebnisse deuten auf
diesen Zusammenhang hin.

In weiteren Versuchen wurden die MC mit verschiedenen Zytokinen inkubiert, die an-

hand lhres Einflusses bei bestimmten immunologischen Reaktionen ausgewahlt wur-
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den. Interleukin 4 wird eine wichtige regulatorische Rolle bei der Pathogenese allergi-
scher Erkrankungen zugeschrieben. Es regt die Differenzierung von B—Zellen zu Plas-
mazellen an und damit die Freisetzung spezifischer Antikérper. Wahrend der MC-
Reifung in vitro fuhrt die Stimulierung mit IgE und/oder IL—4 zur verstarkten Expression
vom FceRI Rezeptor auf der MC Oberflache, wodurch diese auf anti-IgE Reize starker
reagieren.[104]. Humane MC setzen mehr Histamin, Leukotriene C4 und IL-5 frei, wenn
sie vor der Aktivierung mit IL—4 prainkubiert wurden[105]. Die Stimulationen die in die-
ser Arbeit durchgeflihrt wurden, zeigten eine verringerte Freisetzung von FGF-2, dage-
gen aber deutlich erhdhte intrazellulare Werte. Nach Stimulierung mit einer Konzentrati-
on von 50ng/ml erhdhte sich die FGF—2—Synthese auf im Vergleich zu den Kontrollpro-
ben signifikant auf 117%. Kann hierdurch die Pathogenese von Polypen in der Nase
beglnstigt werden? Es ist bekannt, dass sich in der Mucosa von Patienten mit allergi-
scher Rhinitis mehr MC befinden als bei gesunden Patienten. Diese MC synthetisieren
verstarkt IL—4[10]. Die Versuchsergebnisse deuten darauf hin, das durch IL—4 die FGF—
2-Synthese in MC gefdrdert wird, da nach der Stimulierung mehr FGF-2 in den Zellen
nachgewiesen wurde. FGF-2 wiederum beglnstigt die Proliferation von Fibroblasten.
Das konnte bedeuten, dass bei Patienten mit allergischen Vorerkrankungen die Ent-
wicklung von Polypen in der Nase und den Nasennebenhodhlen begunstig ist, weil durch
die oben erlauterten Zusammenhange in der Mucosa mehr FGF-2 vorhanden ist und
davon die Proliferation von Fibroblasten angeregt wird. Bei diesem Pathomechanismus
spielt jedoch die Freisetzung von FGF-2 eine tragende Rolle, da es erst extrazellular
seine proliferative Wirkung auf Fibroblasten entfalten kann. Die Ergebnisse prasentieren
dagegen verringerte extrazellulare Werte nach Stimulation mit IL—4. Nun muss bedacht
werden, dass unter naturlichen Bedingungen IL—4 zusammen mit einer Vielzahl anderer
Faktoren wirkt. So haben Patienten mit allergischen Erkrankungen erhohte a—IgE—Titer.
Es mussen also weitere Untersuchungen hinsichtlich des Freisetzungsmechanismus
durchgefuhrt werden, um herauszufinden, welche inter— und intrazellularen Mechanis-
men die MC zur Sekretion des FGF-2 anregen.

Weiter wurde mit Interleukin 6 stimuliert. Die Ergebnisse zeigten ahnlich zu IL—4 erhoh-
te intrazellulare Werte bei einer verringerten Konzentration von FGF-2 im Uberstand.
Das bedeutet, das die MC mehr FGF — 2 synthetisierten, dieses jedoch nicht freisetz-

ten. Bei IL-6 handelt es sich um ein Zytokin, das Differenzierung und Wachstum von T—
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und B-Zellen anregt und an der Produktion von Akute—Phase—Proteinen beteiligt ist
und von MC exprimiert wird[26]. Dadurch spielt IL—6 bei der frihen Entziindungsphase
eine Rolle. Da viele MC— und FGF-2-assoziierte Erkrankungen chronisch, entziindliche
Veranderungen sind (Sklerodermie, rheumatische Arthritis, Asthma bronchiale), kann
deren Verhalten im Hinblick auf die FGF—2-Synthese im entzindlich veranderten Milieu
untersucht werden. Unter ahnlichen Gesichtspunkten wurden zwei weitere Stimulantien
fur die nachsten Versuche ausgewahlt. Interleukin 8 ist ein flr neutrophile Granulozyten
chemotatisches Zytokin und spielt dadurch eine malRRgeblich Rolle bei der Aktivierung
entzundlicher Prozesse. IL-8 wird von Makrophagen, Monozyten, Endothel —und Epi-
thelzellen exprimiert, aber nicht von MC[26]. Nach Stimulierung mit IL-8 wurde im Zell-
lysat vermehrt FGF-2 gemessen, wohingegen sich die extrazellularen Werte verringer-
ten. Die statistische Auswertung der gesamt FGF-2-Synthese zeigte, das diese nicht
signifikant war, und die erhohten intrazellularen Werte wahrscheinlich nicht durch eine
Synthesesteigerung, sondern durch die signifikant verringerte Freisetzung von FGF-2
bedingt waren. Diese Transforming Growth Factor B ist ein Zytokin, das den Gewebe-
umbau reguliert. Es unterstutzt die Formation von Matrixproteinen zu denen Kollagen
Typ | und Il gehdren. Die Stimulation renaler Fibroblasten mit TGF3 bewirkt eine ver-
mehrte Synthese und Freisetzung von FGF-2 in renalen Fibroblasten, wodurch diese
zur Proliferation angeregt werden[79]. Auch die Stimulation von MC mit TGF 3 bewirkte
eine gesteigerte FGF-2 Synthese, dagegen sank die Freisetzung nach der Inkubation
in unseren Versuchen.

Die FGF-2-Synthese oder —Freisetzung wurde durch die Stimulantien beeinflusst. Dies
zeigt, dass das Milieu in dem die MC sich befinden einen regulatorischen Einfluss auf
deren FGF-2-Stoffwechsel hat. Die biologische Aktivitat von FGF-2 wird mit 100 bis
3000pg/ml angeben. Die MC setzten in diesen Versuchen bis zu 2000pg/ml frei. Nach
Stimulierung mit a—IgE schwankte die Freisetzung zwischen 140 und 2000pg/ml, mit
einem Mittelwert von 546pg/ml +/- 172. Die FGF—-2—Freisetzung liegt im biologisch wirk-
samen Bereich des Proteins. Zum Vergleich setzten renale Fibroblasten 24 Stunden
nach Stimulation mit TGFB 43pg/ml frei[79]. Die hier prasentierten Ergebnisse zeigen,

dass MC modulierend auf die schon genannten Krankheitsprozesse wirken kdnnen.
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5.1.2 Untersuchungen zur m—RNA Expression von FGF-2

Die Ergebnisse der ELISA-Tests deuteten auf eine gesteigerte FGF—2—Synthese in den
MC hin, da diese intrazellular mehr FGF-2 enthielten als die unstimulierten Kontrollzel-
len. Die Synthese eines Proteins innerhalb einer Zelle verlauft an verschiedenen Zellor-
ganellen zu unterschiedlichen Zeitpunkten ab. Sie beginnt mit der Bildung von mRNA
(messenger RNA) im Zellkern, welche die Information flr die AS—Sequenz des Proteins
enthalt. Die Produktion und der Nachweis solcher spezifischen mRNA bildet eine wich-
tige Quelle, um Informationen uber die Regulation der Synthese eines Gens zu gewin-
nen. Kritisch muss in diesem Zusammenhang angemerkt werden, dass der Nachweis
von mMRNA alleine kein Beweis fur die Synthese eines Proteins innerhalb einer Zelle ist.
Auch die dann kommenden Syntheseschritte mussen erfolgen. Die vollstandige Fertig-
stellung eines Proteins ist ein komplizierter Prozess und kann an verschiedenen Stellen
gestort sein. Aus diesem Grund kommt es vor, dass die mRNA fur ein Protein nach-
weisbar ist, ohne dass es von der Zelle synthetisiert wird. Der Nachweis von mRNA
gemeinsam mit dem Nachweis des vollstandigen Proteins durch Methoden wie ELISA
ist jedoch ein deutlicher Hinweis fur die Synthese eines Proteins von einer Zelle.

Aus diesen Grunden sollten die aus den vorangegangenen Versuchen gewonnenen
Hinweise auf die Hochregulierung der FGF—2—Expression durch die verwendeten Sti-
mulantien mit einer PCR verifiziert werden. Da flr diese Versuche viele Zellen (MRNA)
bendtigt wurden und diese nur begrenzt zur Verfiugung standen, wurden die Versuche
nur einmal exemplarisch durchgefuhrt. Die Zellen wurden mit SP als Vertreter von klas-
sischen MC-Liberatoren und TGFf als Vertreter der proinflamatorischen Zytokine sti-
muliert. Es wurde die Expression von FGF-2-mRNA in Abhangigkeit zur Dauer der
Stimulierung untersucht. Die Transkriptmenge dieser Gene wurden zu unterschiedli-
chen Zeitpunkten bestimmt.

Die relativen Quantifizierungen der mMRNA wurden durch Vergleich der einzelnen PCR-
Ansatze mit einem Housekeeping—Gen erreicht. Die Ergebnisse deuteten auf einen re-
gulierenden Einfluss der verwendeten Stimulantien auf die mRNA-Synthese von FGF-
2 hin. Es zeigt sich bei beiden Stimulantien eine maximale Induktion der FGF-2—
Synthese nach 4—6 Stunden. Nach 8-10 Stunden fallt sie ab auf Werte, die auf oder

unterhalb der Syntheseleistung der nicht stimulierten Kontrollzellen liegen.
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Die Daten zeigten, dass durch die verwendeten Stimulantien die FGF—2-Synthese von
MC beeinflussbar ist. Somit kdnnte deren Anwesenheit, beispielsweise in chronisch
entzindlich veranderten Geweben, langfristig die Erhdhung der FGF-2-Synthese in
MC zur Folge haben. Diese Veranderung kann wiederum bestimmt Krankheitsverlaufe

negativ beeinflussen.
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5.2 Die Freisetzung von FGF-2 durch die Degranulation

Wahrend im ersten Teil dieser Arbeit die Regulation der FGF-2-Synthese im Vorder-
grund stand, konzentrierten sich die folgenden Versuche auf die Freisetzung des Prote-
ins aus den Zellen. MC haben die besondere Eigenschaft, nach immunologischen, phy-
sikalischen und chemischen Reizen zu degranulieren. Dann verschmelzen die Memb-
ranen der Sekretionsgranula mit der Zellmembran und der Granulainhalt wird in den
Extrazelluldrraum sezerniert. Dieser Prozess dauert etwa 30 Minuten. Auch FGF-2 be-
findet sich in diesen Sekretionsgranula[75, 100], so dass es eine logische Konsequenz
ware, dass es durch die Degranulation der MC in den Extrazellularraum gelangt. Dieser

Zusammenhang sollte in den folgenden Versuchen naher betrachtet werden.

5.2.1 Der zeitliche Verlauf der FGF—2-Sekretion durch humane MC

A-IgE und SP sind Substanzen, die MC aktivieren[46, 53]. Die im ersten Teil diskutier-
ten Versuche zeigten, dass MC hinsichtlich ihrer FGF-2-Synthese und —Freisetzung
ahnlich auf diese Substanzen reagieren. Sowohl der intrazellular gemessene FGF-2—
Titer als auch die FGF—2—Freisetzung stiegen in diesen Versuchen an. Da die Gewin-
nung der MC sehr langwierig war und diese nur begrenzt zur Verfligung standen wur-

den die folgenden Versuche nur an mit SP stimulierten MC durchgeflhrt.

Die MC wurden nach der Stimulierung kultiviert. Zu gegebenen Zeitpunkten wurde die
FGF-2—Konzentration im Uberstand gemessen. Die Zeitkinetik zeigte, das zu allen Zeit-
punkten mehr FGF-2 im Uberstand nachweisbar war als in den Kontrollproben. Die
stimuierten MC hatten folglich mehr FGF-2 freigesetzt. Dies deutet auf die Freisetzung
von FGF-2 durch die von SP ausgeléste Degranulation der MC. Schon friher wurde
Zusammenhang zwischen der Degranulation und der Freisetzung von FGF-2 vermutet,
da immunhistochemisch gezeigt wurde das FGF-2 sowohl in den Granula als auch in
der Umgebung degranulierter MC nachweisbar ist[75]. Offensichtlich wird das in den

Granula gespeicherte FGF-2 durch die Aktivierung der Zelle freigesetzt. Die Freiset-
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zung scheint gleichmafig zu erfolgen. Es fallt kein deutlicher Unterschied in der Intensi-
tat bei einzelnen Zeitpunkten auf. Die de novo—-Synthese eines Proteins innerhalb einer
Zelle dauert je nach Proteingrésse unterschiedlich lange, in jedem Fall einige Stunden.
Die Degranulation erfolgt dagegen sehr schnell und ist nach etwa 30 min beendet. Da
das SP gleich zu Beginn den Zellen zugefuhrt wurde, konnte folglich nur das schon vor-
her in der Zelle beziehungsweise in den Granula gespeicherte FGF-2 freigesetzt wor-
den sein. Das durch die Stimulation neu—synthetisierte FGF-2 konnte nicht durch die
Deganulation aus der Zelle gelangen, da diese vor der Fertigstellung des Proteins er-
folgte. Auch kann zumindestens bei dem 4 und 6h—Wert davon ausgegangen werden,
dass die Synthese noch nicht abgeschlossen war. Die Versuche bestatigen die Annah-
me, dass das in den Granula gespeicherte FGF-2 bei der Degranulation der Zelle aus

der Zelle geschleust wird.

5.2.2 Stimulierte FGF-2-Sekretion

Im ersten Teil wurde gezeigt, dass bestimmte Zytokine die Synthese von FGF-2 in hu-
manen MC anregen. Weiterhin wird davon ausgegangen, dass FGF-2 bei der Degranu-
lierung von MC in den Extrazellularraum gelangt. Folglich missten MC, die mit einem
dieser Zytokin prainkubiert werden und denen dann spater ein aktivierender Stoff zuge-
geben wurde, mehr FGF-2 freisetzen als eine nicht prainkubierte Kontrollgruppe. Die
aktivierten MC setzten erwartungsgemaly mehr FGF-2 frei als die Kontrollzellen. Es war
aber kein Zusammenhang zwischen der Prainkubation und der FGF-2—Freisetzung
erkennbar. Das heil3t die prainkubierten Zellen setzten nicht mehr FGF-2 frei als die
nicht prainkubierten Zellen. Offenbar steht die Synthese von FGF-2 und dessen Frei-
setzung Uber die Degranulation nicht in direkter Beziehung. Die voran gegangenen Ver-
suche zeigten, dass durch die Degranulation das in den Granula der Zelle gespeicherte
FGF-2 freigesetzt wurde. Eine gesteigerte FGF—2-Synthese in den MC flhrte jedoch
nicht zu einer gesteigerten Freisetzung durch die Degranulation. Beim 6—Stunden—-Wert
kann davon ausgegangen das die IL-4 induzierte Neusynthese von FGF-2 zum Zeit-
punkt der Degranulation der Zellen noch nicht abgeschlossen war. So kann es sich bei

dem freigesetzten FGF-2 nur um schon gespeichertes handeln. Auch nach 16 Stunden
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setzten die prainkubierten MC nicht mehr FGF-2 frei, als die nicht prainkubierten Zel-
len. Vielleicht wird das neu-synthetisierte FGF-2 nicht sofort in die Sekretionsgranula
der MC transportiert und verlasst die Zelle aus diesem Grund bei der Degranulation
nicht. Weiterhin ist denkbar, das FGF-2 nur teilweise Uber die schon diskutierte Kom-
plexbildung in den Sekretionsgranula gebunden wird und dass daneben ein Weg exis-
tiert, durch einen nicht bekannten molekularen Mechanismus das Protein in den klassi-
schen Sekretions—Pathway der Zelle zu schleusen[75]. Diese Interpretation scheint
schon aus dem Grund naheliegend, dass FGF-2 von einer Vielzahl von Zelltypen syn-
thetisiert und freigesetzt wird, die nicht die Fahigkeit zur Degranulation besitzen. Zu die-
sen Zellen gehoren beispielsweise Fibroblasten und die Endothelzellen von Gefalde[7].
Offenbar existiert auch bei diesen Zellen eine Mdglichkeit, die Sekretion des Proteins zu
veranlassen. So kdonnte man die vorliegenden widersprichlichen Ergebnisse auch so
interpretieren, dass FGF-2 zwar bei der Degranulation der MC freigesetzt wird, die Sek-
retion aber gleichzeitig auf einem anderen intrazellularen Weg erfolgt. Somit fuhrt die
durch Stimulantien veranderte Syntheseleistung nicht zu einer vermehrten Freisetzung
durch die Degranulation. Hinweise auf einen solchen Mechanismus geben die For-
schungsergebnisse von LaVallee et al. Sie konnten zeigen, da FGF-1 einen Komplex
mit einem Protein bildet, das strukturell eine grol’e Homologitat zu Synaptotagmin—1
aufweist. Synaptotagmin—1 ist ein Vesikel-Protein, das in die Exocytose und Aufnahme
von Transmittern im synaptischen Spalt involviert ist, indem es Vesikeln bei der Zieler-
kennung und der Fusion mit der prasynaptischen Membran hilft. Das mit FGF-2 Kom-
plexe bildende Protein kdnnte eine ahnliche Funktion haben und beispielsweise den
Wachstumsfaktor oder das den Wachstumsfaktor synthetisierende Ribosom zum En-

doplasmatische Retikulum steuern und dort eine Fusion vermitteln[106, 107].
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Abbildung 36: Klassischer Sekretionspathway eukarionter Zellen modifiziert nach B. Alberts[108],
1. Bildung der mRNA im Zellkern 2. am Ribosom wird die mRNA in die AS-Sequenz translatiert, durch
die Signalsequenz erkennt das Ribosom den Bestimmungsort Endoplasmatisches Retikulum und bindet
dort, die Proteine gelangen so vom Cytosol in das ER 3. die Proteine wandern vom ER in den Golgi—
Apparat 4. durch Membranabschniirungen bilden sich Transportvesikel 4. In diesen werden die Proteine
in Richtung Zellmembran transportiert 5. die Vesikel verschmelzen mit der Zellmembran und ihr Inhalt
wird in den Extrazellularraum sezerniert

Nicht zu vernachlassigen ist die Veranderung der Zellen durch die Kulturbedingungen.
Obwohl bei dieser Art von in vitro—Versuchen physiologische Bedingungen sehr gut
nachgeahmt werden konnen, sind sie doch verandert. Besonders Zell-Zell-Kontakte
haben flir MC grof3en Einfluss auf deren Funktion. Dies zeigt auch die Entwicklung und
Reifung der Zellen im Gewebe. Diese Art der Interaktionen fehlten in den durchgefihr-

ten Versuchen vollstandig und sind vielleicht von Bedeutung.

5.2.3 Der Einfluss von UV-Licht auf die FGF-2—Freisetzung

Die Einflisse von Licht auf menschliche Zellen stellen sich sehr vielfaltig dar und sind

sowohl von dessen Wellenlange als auch von dessen Intensitat abhangig. Schon frih
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hat man die positiven Effekte von Licht bei der Behandlung verschiedener Erkrankun-
gen erkannt. Zu diesen Erkrankungen gehdren die Psoriasis, die Sklerodermie und die
atopische Dermatitis. Deren Symptomatik verbessert sich bei Sonnenlichtexposition und
lenkte so das medizinische Interesse auf die zugrunde liegenden Mechanismen. Erst in
den letzten Jahren sind wesentliche neue Erkenntnisse zur Veranderung der Histamin-
freisetzung von MC unter UV—-Bestrahlung und zum apoptotischen Verhalten der Zellen
nach Bestrahlung gewonnen worden.

Der im Rahmen dieser Arbeit durchgeflhrte Versuch evaluierte die Veranderung der
Freisetzung von FGF-2 aus humanen MC nach Bestrahlung. Humane MC wurden mit
Licht verschiedener Wellenlange bestrahlt und anschlieend kultiviert. Zu einem spate-
ren Zeitpunkt wurde die Menge an freigesetzten FGF-2 ermittelt, um so auf mdgliche
Einflisse durch die Bestrahlung mit UV-Licht schlieRen zu kénnen. Nach Bestrahlung
mit UVA—Licht sank die Freisetzung von FGF-2 auf bis zu 50%, PUVA.verstarkte die-
sen Effekt noch. UVB-Licht hatte dagegen keinen Einfluss.

Als Ursachen fir diese reduzierte Freisetzung kommen unterschiedliche Mechanismen
in Betracht. UVA—Licht fihrt zum oxidativen Stress von Zellen. Dieser kann Schaden
der DNA hervorrufen, die Transkription und Replikation unterbrechen und Proteine in
Ihrer Struktur zu verandern[98, 109, 110]. So wird der gesamte Stoffwechsel der Zelle
negativ beeinflusst. PUVA—Bestrahlung schadigt den DNA-Doppelstrang, durch die
Bildung bestimmter Photoaddukte aus Psoralen und den Pyrimidinbasen der DNA
fuhrt[99]. Diese Veranderungen konnten das Ablesen der genetischen Erbinformation
storen, was dann zu einer verminderten mRNA Bildung und damit auch zu einer ver-
minderten Synthese des Wachstumsfaktors fuhrt. So kann die verringerte Freisetzung
sowohl aus der verringerten Syntheseleistung der Zellen, aber auch durch einen gestor-
ten Freisetzungsmechanismus oder der Schadigung der Proteine resultieren. Beide
Wirkungsweisen kommen als mogliche Begrindung fur die verminderte Sekretion in
Betracht. Die Schadigung der Proteine durch UVA in der Zelle geschieht innerhalb kur-
zester Zeit und ihre Auswirkungen sind unmittelbar nachweisbar. Schaden auf DNA—
Ebene sind langfristiger und greifen nachhaltiger in den Stoffwechsel der Zelle ein. Sie
werden auch durch UVB-Strahlen verursacht. Da aus der Bestrahlung mit UVB-Licht in
diesen Versuchen kaum eine Veranderung resultierte, ist die verringerte Freisetzung

des Wachstumsfaktors wahrscheinlich nicht primar durch DNA Schaden bedingt.
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5.3 Der Einfluss von Proteaseinhibitoren auf FGF-2 und MC

Die MC enthalt eine Fulle verschiedener Mediatoren. Zu diesen Substanzen gehdren
auch die Tryptase und Chymase. Sie aktivieren und inaktivieren Entziindungsmediato-
ren und werden zum Teil fur den bei chronischen Erkrankungen erforderlichen Gewe-
beumbau verantwortlich gemacht. Sie gehoren zu der Stoffgruppe der Proteinasen und
bauen Proteine enzymatisch ab. Deshalb ist denkbar, dass auch FGF-2 durch sie ver-
daut wird und damit die Versuchsergebnisse verandert werden. Um auszuschlief3en,
dass die Messwerte durch solche enzymatischen Prozesse beeinflusst werden, wurden
MC mit Proteaseinhibitoren inkubiert, stimuliert und anschlieRend die FGF—2-Synthese
und —Freisetzung gemessen. Die Vorversuche zum Verhalten der Zellen auf die Protea-
seinhibitoren wurden mit HMC—-1-Zellen, einer Mastzelllinie, durchgeflihrt. Es wurde die
Proliferation und die ZellgroRe der Zellen beurteilt mit dem Ergebnis, dass die Inhibito-
ren in Abhangigkeit von der Konzentration beides verringern. Erst bei einer Verdinnung
von 1:400 blieben Zahl und Grdlke der Zellen nahezu unbeeinflusst. Daher wurde mit
dieser Konzentrationen in den weiteren Versuchen gearbeitet. Die Ergebnisse zeigen
bei allen mit Proteaseinhibitoren inkubierten Proben (sowohl bei den mit SP stimulierten
als auch bei den unstimulierten Proben) deutlich verringerte FGF—-2—Konzentrationen im
Uberstand und in den Zelllysaten. Die zelleigenen Proteasen scheinen also das FGF-2
nicht wieder abzubauen. Dabei ist wahrscheinlich von Bedeutung, dass FGF-2 als
Komplex an Heparin und Chondroitinsulfat gebunden vorliegt, wodurch es vor dem en-
zymatischen Abbau geschutzt wird. Zu diesem Ergebnis muss aber kritisch angemerkt
werden, dass durch die Proteaseinhibitoren scheinbar der gesamte Stoffwechsel der
Zelle verandert wird (verringerte FGF—2—-Synthese), und damit nur bedingt von einem

physiologischen Verhalten der MC ausgegangen werden kann.
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6 Zusammenfassung

FGF-2 ist als Wachstumsfaktor an vielen verschieden Vorgangen des menschlichen
Organismus beteiligt. Dazu gehoéren sowohl physiologische Prozesse wie die Wundhei-
lung nach Verletzungen als auch vielfaltige pathologische Prozesse, denen FGF-2 als
pathogenetischer Faktor zugeordnet wird. Lange Zeit wurden Fibroblasten als Haupt-
produzenten von FGF-2 angesehen, aber mittlerweile schlie3t die derzeitige Forschung
auch MC als FGF—2—-Produzenten ein. Damit gewinnen MC Einfluss auf die oben er-
wahnten physiologischen und pathologischen Prozesse.

In dieser Arbeit wurden MC aus menschlichen Geweben isoliert und bezuglich der
FGF-2-Synthese und —Freisetzung untersucht. Es wurde besonders die Syntheseleis-
tung nach Stimulation mit verschiedenen Substanzen analysiert. Die Ergebnisse zeigten
sowohl auf Protein—Ebene als auch auf mRNA-Ebene, dass die FGF-2-Synthese
durch die verwendeten Substanzen moduliert wurde. Durch Stimulationen mit a—IgE,
SP, IL-4, IL-6 und IL-8 wurde eine gesteigerte FGF-2-Synthese induziert. Weiterhin
zeigten die vorliegenden Ergebnisse, dass bei der Degranulation der MC der Wachs-
tumsfaktor freigesetzt wird. In einem weiteren Versuch wurde der Einfluss von UV-Licht
auf die Freisetzung von FGF-2 untersucht. Hierbei zeigte besonders UVA;—und
PUVA,—Bestrahlung einen inhibieren Effekt auf die Sekretion des Proteins. Zelleigene
Proteasen scheinen keinen Einfluss auf den Wachstumsfaktor auszutben.

Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass die FGF—-2—-Synthese in MC von aul3eren Fak-
toren abhangig ist. MC kdnnen dadurch auf den Verlauf von pathologischen und physio-
logischen Vorgange Einfluss nehmen. Die Funktion von MC im Immunsystem scheint
sehr weitreichend und wirft weitere Fragen auf. Eine Modulation der FGF-2-
Freisetzung durch UV Licht ergibt insbesondere bei Hauterkrankungen mogliche Aspek-

te die Wirkung der UV—Therapie weiter aufzuklaren.

80



Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis

8-MOP 8—Methoxypsoralen

Btk Bruton’s tyrosine kinase

ca” Calzium

Ca—lono Calzium lonophore

CD Cluster of Differentiation

CRAC-Kanéle | Calcium Release Activated Calcium—Kanale
CTMC connective tissue mast cell

DAG Diacylglycerin

ELISA Enzym Linked Immuno Sorbent Assay

FCS Fetal Calf Serum

FGF Fibroblast Growth Factor

FGF-R Fibroblast Growth Factor Receptor
GM-CSF Granulocyte Macrophage—Colony Stimulating Factor
ICAM Intercellular Adhesion Molekule

IgE Immunglobulin E

IL Interleukin

IP3 Inositoltriphosphat

MAPK Mitogen Activated Proteinkinase

MC Mastzelle

MMC mucosal mast cell

MHC Major Histocompatibility Complex

NaCl Natrium Chlorid

NF-AT Nuclear Factor of Activated T—cells
NK-Zellen Naturliche Killer—Zellen

PCR Polymerase Chain Reaction

PMA Phorbol-12—Myristat—13—Azetat

RT-PCR reverse Transkriptase Polymerase Kettenreaktion
SCF Stem Cell Factor
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SEB Staphylococcus aureus Enterotoxin B

SP Substanz P

SNARE Soluble N-ethylmaleimide—sensitive factor attachment protein recep-
tor

TGFB Transforming Growth Factor 3

TNFa Tumor Nekrose Faktor a

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor
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