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Zusammenfassung 

I 

Zusammenfassung 

Die Rolle der Mastzelle (MC) als Effektorzelle in IgE-abhängigen Prozessen wie der 

Typ I Allergie ist seit langem bekannt. In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dass MC 

in weitere pathophysiologische Prozesse wie der Tumorentwicklung, rheumatoiden Arthritis, 

chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen (CED), Gewebsfibrose und Arteriosklerose 

involviert sind. Aber auch bei physiologischen Prozessen, z.B. der Abwehr von bakteriellen 

und parasitären Erkrankungen, der Wundheilung und Angiogenese sowie der Neuro-Immun-

Interaktion, spielen MC eine Rolle. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Rolle menschlicher Darm-MC bei der 

Immunantwort gegen Pathogene untersucht. Es wurden zwei Fragestellungen bearbeitet:    

1. Exprimieren menschliche Darm-MC Toll-like Rezeptoren (TLR), die konservierte 

Strukturen von Bakterien und Viren erkennen, und sind sie durch TLR-Liganden aktivierbar? 

2. Führt die Infektion menschlicher Darm-MC mit verschiedenen E. coli und Shigellen 

Stämmen zur Aktivierung und welche Mechanismen liegen dieser Aktivierung zugrunde? 

Hierfür wurden MC mittels mechanischer und enzymatischer Aufbereitung aus der 

Mukosa chirurgischer Darmresektate isoliert. Nach Aufreinigung durch Positivselektion und 

mehrwöchiger Kultur betrug die MC-Reinheit 98-100%. Es konnte gezeigt werden, dass 

menschliche Darm-MC mRNA für TLR 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8 und 9 exprimieren, allerdings 

tolerant gegenüber TLR-Liganden sind. Stimulation menschlicher Darm-MC mit LPS 

(Lipopolysaccharide, TLR 4 Ligand), LTA (Lipoteichonsäure, TLR 2 Ligand), Zymosan 

(TLR 2 Ligand), poly I:C (polyinosinic-polycytidylic acid, TLR 3 Ligand), R848 (TLR 7/8 

Ligand), CpG (C poly G oligo-desoxy-nucleotide, TLR 9 Ligand) bzw. Non CpG führten 

weder zur Freisetzung von Histamin, Leukotrienen, TNF-α oder IL-8, noch zur mRNA-

Expression von TNF-α oder IL-8. Ähnliche Ergebnisse wurden nach Infektion menschlicher 

Darm-MC mit dem Stuhlisolat E. coli (O101:H-) oder dem probiotischen Stamm E. coli Nissle 

1917 beobachtet. Selbst die pathogenen Bakterien-Stämme, wie der invasive S. flexneri 

M90T und der FimH-exprimierende E. coli ORN 103(pSH2), induzierten keine signifikante 

Freisetzung der oben genannten Mediatoren. Zwar führten E. coli Stämme bei menschlichen 

Darm-MC zur Aktivierung der intrazellulären Signalmoleküle und Transkriptionsfaktoren 

ERK1/2, c-Fos und AP1. Diese Aktivierung reichte allerdings nicht aus, um eine vollständige 

Immunantwort auszulösen. 

Interessanterweise bewirkten die hämolytischen E. coli Stämme ATCC 25922 und 

35218 eine starke Aktivierung menschlicher Darm-MC. Mit Hilfe isogener Hämolysin-

negativer E. coli Mutanten und der Hämolysin positiven Transformante des probiotischen 
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E. coli Nissle 1917 konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass menschliche 

Darm-MC sensible Effektorzellen für E. coli alpha Hämolysin sind. Sublytische Hämolysin 

Konzentrationen führten bei menschlichen Darm-MC über einen Kalzium-abhängigen 

Signalweg zur mRNA-Expression von TNF-α, IL-3, IL-5, IL-6, IL-8 und zur Freisetzung von 

Histamin und Leukotrienen. Der Einsatz von Inhibitoren intrazellulärer Signalmoleküle zeigte 

weiterhin, dass die durch Hämolysin bedingte Aktivierung der Zellen abhängig von L-Typ 

Kalzium Kanälen, Calcineurin und NFAT bzw. NFκB ist. Ansteigende 

Hämolysinkonzentrationen führten zur zweiten Phase der Aktivierung, die durch eine Lyse 

der Zellen gekennzeichnet war. 
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Abstract 

The role of mast cells (MC) as effector cells in IgE dependent processes like the 

type 1 allergy has been known for a long time. During the decade, it has been shown that 

MC are also involved in other pathophysiological processes such as mucosal polyposis, 

rheumatoid arthritis, inflammatory bowl disease, tissue fibrosis, and atherosclerosis. 

Furthermore, MC play an important role in the regulation of host defense against microbes, 

tissue remodeling processes, and neuro-immunology-interaction. 

The first aim of the present study was to clarify the question whether human intestinal 

MC express toll-like receptors (TLR), which recognize conserved bacterial and viral 

components, and can MC be activated through TLR-ligands. The second major focus of the 

present study was to investigate if the stimulation of human intestinal MC with different E. coli 

and Shigella strains, respectively, results in an activation of MC and to identify the underlying 

mechanism(s).  

Accordingly, human intestinal MC were isolated from surgery tissue with a 

mechanical and enzymatical protocol. The purity of the MC cultures used in all experiments 

was between 98 and 100% which was achieved by positive selection (MACS). We could 

show, that human intestinal MC express mRNA for TLR 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, and 9. However, 

neither the stimulation with LPS (lipopolysaccharide, TLR 4 ligand), LTA (lipoteichoic acid, 

TLR 2 ligand), Zymosan (TLR 2 ligand), poly I:C (polyinosinic-polycytidylic acid, TLR 3 

ligand), R848 (TLR 7/8 ligand), CpG (C poly G oligo-desoxy-nucleotide, TLR 9 ligand) and 

non CpG, respectively resulted in a release of histamine, leucotriens, TNF-α, or IL-8. 

Furthermore, mRNA expression levels of TNF-α and IL-8 were not induced by any of the 

treatments. Similar results where found when human intestinal MC were stimulated with E. 

coli (O101:H-) isolated from human faeces or the probiotic strain E. coli Nissle 1917. Even 

after stimulation with pathogenic bacteria strains such as the invasive S. flexneri M90T and 

the fimbriated E. coli, respectively, no induction of any of the parameters mentioned above 

was found. However, E. coli strains activate the intracellular signal molecule and transcription 

factors ERK1/2, c-Fos, and AP1, but this activation failed to induce a complete immune 

answer. 

In contrast, the hemolytic E. coli stains ATCC 25922 and ATCC 35218 provoked 

strong activation of intestinal MC. Using the isogenic hemolysin negative E. coli mutants and 

the hemolysin positive transformants of the probiotic E. coli Nissle 1917 it was shown, that 

human intestinal MC are sensitive target cells for E. coli alpha hemolysin. Stimulation of MC 

with sublytic concentration of hemolysin resulted in an induction of TNF-α, IL-3, IL-5, IL-6, 
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 IL-8 mRNA expression, the release of histamine as well as leucotrien. This activation was 

found to be regulated by calcium dependent signal cascades. Inhibition of intracellular signal 

molecules showed that the activation depends on L-typ calcium channels, calcineurin, NFAT 

and NFκB. Prolonged infection with hemolytic E. coli strains resulted in lysis of intestinal MC 

indicating a biphasic activation of hemolysin. 
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1 Einleitung 

1.1 Entwicklung und Verteilung von Mastzellen 

Mastzellen (MC) entwickeln sich aus CD34+/c-kit+ hämatopoetischen Stammzellen im 

Knochenmark (87) und werden als MC-Vorläufer ins periphere Blut entlassen, wo sie mit 

Endothelzellen interagieren. Die Interaktion erfolgt über bestimmte Oberflächenmoleküle aus 

der Familie der Adhäsionsmoleküle, wie z.B. VLA-4, VCAM-1, LFA-1, ICAM-1 oder E-

Selectin, und bewirkt die Migration der noch nicht ausdifferenzierten MC in das Gewebe 

(19,103,132,183). Nach Einwanderung in das Zielgewebe differenzieren die ungranulierten, 

unreifen MC durch die Einwirkung von anderen anwesesenden Zelltypen, Zytokinen und 

anderen Bestandteilen der extrazellulären Matrix zu reifen MC aus. MC lokalisieren 

überwiegend in Geweben die eine Barrierefunktion gegenüber der Außenwelt erfüllen, dies 

sind z. B. Gastrointestinaltrakt, Lunge oder Haut. Aber auch in vielen anderen Organen wie 

Herz, Niere, Bauchspeicheldrüse, Gebärmutter oder Gehirn sind MC aufzufinden. Im 

Gewebe befinden sich MC meist in unmittelbarer Nähe zu Blutgefäßen und Nerven. Die 

Anzahl der MC im Gewebe wird über Gradienten bestimmter Chemokine (Eotaxin, Rantes, 

Interleukin-8) oder extrazellulärer Matrix-Proteine (Fibronektion, Laminin) reguliert, welche 

Migration, Apoptose und Proliferation der MC regulieren (19,46,183). MC sind ebenso wie 

Monozyten bzw. Makrophagen langlebige Zellen, die nach Stimulation wieder in den 

Zellzyklus eintreten und proliferieren können. Im peripheren Blut zirkulieren unter 

physiologischen Bedingungen keine ausdifferenzierten MC. 

Eine entscheidende Voraussetzung für die Entwicklung und das Überleben der MC 

stellt der Stammzellfaktor (stem cell factor, SCF) dar. In in vitro Studien konnte gezeigt 

werden, dass aus murinen und humanen Vorläuferzellfraktionen (Knochenmark, peripheres 

Blut, Nabelschnurblut) nahezu reine MC-Populationen generiert werden können, wenn der 

Kultur SCF zugesetzt wird (73,133,191,195). Auch aus Geweben wie Lunge und Darm 

isolierte, ausgereifte menschliche MC lassen sich nur in Anwesenheit von SCF kultivieren 

(17,97,132). Mäuse mit Mutationen im SCF bzw. SCF-Rezeptor (Tyrosin-Kinase c-kit) 

weisen neben Befunden wie einer makrozytär-hypoplastischen Anämie, Sterilität und dem 

Fehlen von Hautmelanozyten bzw. Cajal-Zellen auch nahezu keine Gewebe-MC auf (27,30). 

Im Gegensatz dazu leiden Patienten, die eine aktivierende Mutation im Gen für den SCF-

Rezeptor aufweisen, häufig an ungehemmter lokaler oder systemischer MC-Vermehrung 

(Mastozytose) (139). 

Neben SCF wurden eine Reihe weiterer Wachstumsfaktoren für MC beschrieben, die 

meist in Synergie mit SCF wesentliche Effekte vermitteln. Das TH2-Zytokin Interleukin (IL)-4 
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inhibiert beispielsweise das Wachstum von CD34+ Mastzellvorläuferzellen aus peripherem 

Blut oder fetaler Leber (171,189,207). Auf MC, die aus Nabelschnurblut differenzierten, wirkt 

IL-4 dagegen – wenn auch nur sehr schwach – wachstumsfördernd (144,212). Humane 

Darm-MC zeigen in Anwesenheit von IL-4 eine deutlich gesteigerte Proliferation (16,105). 

Die Effekte von IL-6 auf Wachstum und Differenzierung von CD34+ 

Mastzellvorläuferzellen aus humanem Nabelschnurblut sind in der Literatur kontrovers 

beschrieben  (86,140). Bei murinen Mastzellvorläuferzellen aus Knochenmark zeigt IL-6 eine 

inhibierende Wirkung auf die Proliferation, jedoch eine steigernde Wirkung auf die Zellreifung 

(170). IL-6 steigert die Expression des SCF-Rezeptors, hat Einfluss auf die Zellgröße und die 

Anzahl Chymase positiver Zellen (86).  

In neueren Studien wurde TGF (transforming groth factor)-β als Inhibitor des 

Wachstums und der Differenzierung von MC identifiziert (48,147). In menschlichen Darm-MC 

zeigte TGF-β eine inhibitorische Wirkung auf das Wachstum (48). 

1.2 Mastzell-Heterogenität 

Die MC-Population ist eine sehr heterogene Gruppe von Zellen, die sich aufgrund 

morphologischer, biochemischer und funktioneller Eigenschaften stark voneinander 

unterscheiden (117). Unterschiede sind beispielsweise bei dem Einfluss verschiedener 

Zytokine auf die Entwicklung von MC, der Synthese von Mediatoren nach IgE-abhängiger 

Aktivierung sowie der Expression und Aktivierbarkeit verschiedener Oberflächenrezeptoren, 

wie z.B. Toll-like Rezeptoren, beschrieben worden (116,121). 

Nager-MC werden in Bindegewebs-MC (connective tissue mast cell, CTMC) und 

Schleimhaut-MC (mucosal mast cell, MMC) unterteilt. In der Haut oder Peritonealhöhle 

dominieren die CTMC, welche im Gegensatz zu den MMC größer sind (38,131). 

Menschliche MC werden ebenfalls in zwei Subklassen unterteil. MC, welche die Proteasen 

Tryptase und Chymase exprimieren (MCTC-Subtyp), befinden sich vorwiegend in Haut, 

Tonsillen oder Tela Submucosa des Gastrointestinaltraktes. MC, welche nur Tryptase, nicht 

jedoch Chymase exprimieren (MCT-Subtyp), sind überwiegend in der Schleimhaut von Lunge 

und Gastrointestinaltrakt angesiedelt (38,202). In funktioneller Hinsicht ist diese Einteilung 

nur bedingt sinnvoll. MC der menschlichen Haut (ca. 99% MCTC) lassen sich beispielsweise 

durch Agonisten wie Substanz P, Compound 48/80 oder Morphin aktivieren (106). 

Menschliche Darm-MC oder MC aus der Nasenschleimhaut reagieren dagegen nicht auf 

diese Substanzen, obwohl beide Zellpopulationen (MCTC -, MCT –Subtyp) vorhanden sind 

(106). 
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Einen großen Einfluss auf den MC-Phänotyp hat die organspezifische Umgebung. Es 

wurde beschrieben, dass zelluläre T-Zell-Defekte im Rahmen angeborener oder erworbener 

Immunsystemerkrankungen, wie z.B. AIDS, eine deutliche Reduktion der Anzahl von MCT in 

der Schleimhaut des Gastrointestinaltraktes zur Folge haben, während die Dichte der MCTC 

bei diesen Patienten unverändert erschien (72). Interessanterweise sind MC in der Lage 

ihren Phänotyp zu ändern und sich an eine neue Umgebung anzupassen. In Versuchen an 

MC-defizienten Mäusen, die mit MC aus Wildtyp-Mäusen rekonstituiert wurden, konnte 

gezeigt werden, dass ausdifferenzierte MC nach Transplantation in MC-defiziente Mäuse in 

der Lage sind die gewebespezifischen Eigenschaften zu entwickeln und sich der neuen 

Umgebung anzupassen (141).  

Aufgrund ständig steigender Erkenntnisse der MC-Physiologie wird mittlerweile von 

einem breiten Spektrum unterschiedlicher MC-Subtypen ausgegangen, welche sich 

innerhalb entzündlicher Reaktionen oder Infektionen ständig verändern (117). In den letzten 

Jahren wurden sowohl humane als auch murine Modelle etabliert, anhand welcher die 

Subtyp-spezifischen MC-Funktionen untersucht werden (Tabelle 1). 

 

nach Marshall et al. (117) 

Menschliche in vitro Modelle
• Zelllinien: HMC-1, KU-812, LAD
• In vitro aus Stammzellen generierte Mastzellen aus Nabelschnurblut, 

peripherem Blut, Knochenmark oder fetaler Leber
• Gewebemastzellen aus Lunge, Haut, Gebärmutter und Gastrointestinaltrakt

Nager in vitro Modelle
• Zelllinie: MC/9
• In vitro generierte MC aus der Bauchhöhle oder Knochenmark

Nager in vivo Modelle (Mastzell-defizient)
• W/Wv Mäuse: Mutation des SCF-Rezeptors (c-kit), kann lokal mit Mastzellen 

aus Wildtyp Mäusen rekonstituiert werden
• Wsh/Wsh Mäuse: Mutation des SCF-Rezeptors (c-kit), kann lokal mit Mastzellen 

aus Wildtyp Mäusen rekonstituiert werden
• SI/Sid Mäuse: SCF-Defizit
• Ws/Ws Ratten: Mutation des SCF-Rezeptors (c-kit)

Tabelle 1: Modelle für die Untersuchung von MC-Funktionen

Menschliche in vitro Modelle
• Zelllinien: HMC-1, KU-812, LAD
• In vitro aus Stammzellen generierte Mastzellen aus Nabelschnurblut, 

peripherem Blut, Knochenmark oder fetaler Leber
• Gewebemastzellen aus Lunge, Haut, Gebärmutter und Gastrointestinaltrakt

Nager in vitro Modelle
• Zelllinie: MC/9
• In vitro generierte MC aus der Bauchhöhle oder Knochenmark

Nager in vivo Modelle (Mastzell-defizient)
• W/Wv Mäuse: Mutation des SCF-Rezeptors (c-kit), kann lokal mit Mastzellen 

aus Wildtyp Mäusen rekonstituiert werden
• Wsh/Wsh Mäuse: Mutation des SCF-Rezeptors (c-kit), kann lokal mit Mastzellen 

aus Wildtyp Mäusen rekonstituiert werden
• SI/Sid Mäuse: SCF-Defizit
• Ws/Ws Ratten: Mutation des SCF-Rezeptors (c-kit)

Tabelle 1: Modelle für die Untersuchung von MC-Funktionen
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1.3 Effektorfunktion von Mastzellen 

Die Rolle der MC als Effektorzelle in IgE-abhängigen Prozessen wie der Typ I Allergie 

ist seit langem bekannt. Durch Kreuzvernetzung von IgE-Molekülen, die über den 

hochaffinen IgE-Rezeptor an die Mastzelloberfläche gebunden werden, kommt es zur 

anaphylaktischen Reaktion mit Ausschüttung spezifischer Mediatoren (44,45,109). Doch die 

pathophysiologische Funktion von MC ist nicht nur auf deren Vermittlung allergischer 

Reaktionen beschränkt. In verschiedenen neueren Studien konnte beispielsweise gezeigt 

werden, dass MC eine Rolle bei Tumorentwicklung, rheumatoiden Arthritis, chronisch-

entzündlichen Darmerkrankungen (CED), Gewebsfibrose und Arteriosklerose spielen 

(131,201). Diese Erkrankungen gehen meist mit einer Veränderung der MC-Dichte und des 

Aktivierungszustands einher. Es ist bekannt, dass bei vielen Erkrankungen, in denen es zu 

chronisch inflammatorischen oder auch fibrotischen Prozessen kommt, auch vermehrt MC 

gefunden werden (18,49). Aber auch bei physiologischen Prozessen, wie z.B. der Abwehr 

bakterieller und parasitärer Infektionen, der Wundheilung und Angiogenese sowie der Neuro-

Immun-Interaktion spielen MC eine Rolle. 

Die weite Verbreitung von MC im Gewebe und ihre Fähigkeit, nach Aktivierung in 

kurzer Zeit eine große Anzahl verschiedener Mediatoren freizusetzen, ermöglicht der MC ihr 

breites funktionelles Spektrum. Bei den Mediatoren handelt es sich sowohl um präformierte 

(Histamin, Proteasen, Proteoglykane, Zytokine) als auch um de novo synthetisierte 

(Prostaglandine, Leukotriene, Zytokine) Stoffe. Die Freisetzung des am häufigsten mit MC in 

Verbindung gebrachten Mediators Histamin ist sowohl in physiologische als auch in 

pathophysiologische Reaktionen involviert. So spielt Histamin zum Beispiel eine 

entscheidende Rolle bei der von Coombs und Gell beschriebenen Typ I-Allergie. Im Rahmen 

dieser allergischen Sofortreaktion werden innerhalb von Sekunden große Mengen an 

Histamin freigesetzt, welche die typischen Symptome wie Schwellung, Rötung und Juckreiz 

bewirken. Aber nicht nur die akute Phase einer allergischen Reaktion wird durch MC iniziiert, 

sondern ebenfalls der Übergang in eine chronische Erkrankung wird durch die Freisetzung 

von Histamin gefördert (3,77). Histamin beeinflusst Makrophagen, Dendritische Zellen, T-

Lymphozyten, B-Lymphozyten, Epithel- und Endothelzellen hinsichtlich Proliferation, 

Expression von Zytokinen, Adhäsionsmolekülen oder MHC II Antigenen (3,77,164). Im 

Gastrointestinaltrakt spielt Histamin eine wichtige Rolle bei der Regulation 

neurophysiologischer Darmprozesse wie Sekretion und Motilität (39,131). Kognitive 

Prozesse, Schlaf-Wachrhythmus sowie die Energie- und Endokrinehomöostase werden 

ebenfalls durch Histamin reguliert (56,67). 
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MC-Proteasen wie Tryptase und Chymase regulieren unter anderem Endothelzellen 

und Fibroblasten und führen zur Akkumulation von neutrophilen und eosinophilen 

Granulozyten. Leuktotriene (LTB4 und LTC4) sind ebenfalls Chemotaxine für neutrophile und 

eosinophile Granulozyten (117). Sie sind außerdem neben Histamin an der allergischen 

Reaktion beteiligt. Bei den Zytokinen und Chemokinen, die von MC gebildet werden, handelt 

es sich sowohl um proinflammatorische (TNF-α, IL-1β) als auch um antiinflammatorische 

Zytokine (TGF-β, IL-10) sowie um Zytokine der TH-2 (IL-3, IL-5, IL-13) bzw. TH-1  

Immunantwort (Interferon-γ, IL-12, IL-18) (117). Als Besonderheit wird für MC angenommen, 

dass sie Zytokine wie z.B. TNF-α auf einen Reiz hin nicht nur neusynthetisieren, sondern 

dass auch diese Mediatoren zusätzlich in Granula gespeichert vorliegen und so unmittelbar 

freigesetzt werden können (15,53). Einen Überblick, welche Mediatoren von humanen MC 

freigesetzt werden können liefert Tabelle 2. 

nach Galli, S.J. et al. (46) 

 

Der klassische Weg der MC-Aktivierung stellt die Kreuzvernetzung der IgE-

Rezeptoren durch polivalente Antigene bzw. Allergene dar (200). In ähnlicher Weise können 

MC allerdings auch über Fcγ-Rezeptoren gebundene IgG-Immunglobuline antigenspezifisch 

aktiviert werden (145). Ein Immunglobulin-unabhängiger MC-Agonist ist zum Beispiel SCF. 

SCF steht membrangebunden auf Fibroblasten und Endothelzellen (132) oder nach 

Produkt-Klasse Produkt

Präformierte Granulamediatoren: Histamin, Heparin, Chondroitinsulfat, Tryptase, 
Chymase, major basic protein (MBP), Cathepsin, 
Carboxypeptidase-A

Eicosanoide PGD2, PGE2, LTB4, LTC4, PAF

Zytokine, Wachstumsfaktoren GM-CSF, INF-α, IL-1α, IL-1ß, IL-1R Antagonist, IL-3, 
IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, IL-13, IL-
14, IL-15, IL-16, IL-18, LIF, LTß, M-CSF, MIF, TGF-
ß1, TNF, bFGF, EGF, PDGF-AA, PDGF-BB, VEGF

Chemokine CCL1, MCP-1, MIP1α, MIP1ß, RANTES, MCP-3, 
MCP2, Eotaxin, MCP4, TARC, LARC, MDC, 
Groa/KC, Groß/MIP-2, Groγ, IP-10, Lymphotactin

Freie Radikale Stickoxide, Superoxide

Andere Corticotropin-releasing factor, Urocortin, Substanz P

Tabelle 2: Mediatoren humaner Mastzellen
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Präformierte Granulamediatoren: Histamin, Heparin, Chondroitinsulfat, Tryptase, 
Chymase, major basic protein (MBP), Cathepsin, 
Carboxypeptidase-A

Eicosanoide PGD2, PGE2, LTB4, LTC4, PAF

Zytokine, Wachstumsfaktoren GM-CSF, INF-α, IL-1α, IL-1ß, IL-1R Antagonist, IL-3, 
IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, IL-13, IL-
14, IL-15, IL-16, IL-18, LIF, LTß, M-CSF, MIF, TGF-
ß1, TNF, bFGF, EGF, PDGF-AA, PDGF-BB, VEGF

Chemokine CCL1, MCP-1, MIP1α, MIP1ß, RANTES, MCP-3, 
MCP2, Eotaxin, MCP4, TARC, LARC, MDC, 
Groa/KC, Groß/MIP-2, Groγ, IP-10, Lymphotactin

Freie Radikale Stickoxide, Superoxide

Andere Corticotropin-releasing factor, Urocortin, Substanz P

Tabelle 2: Mediatoren humaner Mastzellen
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proteolytischer Spaltung in löslicher Form (88,132) zur Verfügung und bindet an den auf der 

MC-Oberfläche befindlichen ckit-Rezeptor. SCF führt bei menschlichen Darm-MC zu einer 

Steigerung der Mediatorfreisetzung und der Adhäsion an extrazelluläre Matrixproteine 

(17,104). Weitere Agonisten gehören zu der Familie der Neuropeptide, wie zum Beispiel 

Substanz P, Vasoaktives intestinales Peptid (VIP) oder Neuropeptid Y. Die Rolle der MC in 

der Neuro-Immun-Interaktion hat in den letzten Jahren aufgrund der auffälligen 

anatomischen Nähe zu Nervenzellendungen besondere Aufmerksamkeit erlangt (13). 

Humane Haut-MC werden z.B. durch Substanz P, VIP und Somatostatin zur Freisetzung von 

Histamin angeregt (29). Ältere Befunde in Lungen-MC zeigen, dass Agonisten des β2-

Adrenozeptors, wie Adrenalin, Noradrenalin und Salbutamol, potente inhibitorische 

Wirkungen auf die Mediator-Freisetzung von MC ausüben (76). Diese Befunde wurden an 

menschlichen Darm-MC hinsichtlich der Freisetzung von Histamin, Lipidmediatoren und 

diverser Zytokine aus primären Darm-MC zunächst bestätigt. Ferner erwiesen sich die β2-

Adrenozeptoragonisten als potente Inhibitoren der SCF-abhängigen Proliferation, Migration 

und Adhäsion von Darm-MC. Als ein möglicher, diesen Effekten zugrunde liegender 

Mechanismus wurde eine Störung des F-Aktin-Zytoskelettes nach Aktivierung des β2-

Adrenozeptors identifiziert und charakterisiert (47). Auch Zytokine zählen zu den Agonisten 

der MC. Die Anwesenheit von Zytokinen beeinflusst zum Beispiel das Antwortverhalten von 

MC nach IgER-Kreuzvernetzung (16,105,171,189). Pharmakologische Substanzen wie 

Chromoglycinsäure oder klassische Immunsuppressiva wie Glukokortikoide und Cyclosporin 

A konnten die IgE-abhängige Mediator-Freisetzung kultivierter MC hemmen (33,178,206). 

Neben biochemischen Agonisten werden MC des Weiteren durch bakterielle Produkte wie 

LPS oder FimH, virale und parasitäre Substanzen reguliert (109,131,200). Die Funktion der 

MC bei der Immunantwort gegen Pathogene wird im nächsten Kapitel genauer erläutert. 

1.4 Funktion von Mastzellen bei der Immunantwort gegen 
Pathogene 

Lange Zeit wurde die Rolle der MC im angeborenen Immunsystem lediglich im 

Rahmen parasitärer Infektionen untersucht. Doch bis heute liegen widersprüchliche 

Ergebnisse vor (125,204,205) und die Rolle der MC als Effektorzelle bei Parasitosen bleibt 

ungeklärt. Einige Autoren berichten von einer MC-Akkumulation im Gewebe im Rahmen 

parasitärer Infektionen (7,205). Kinetikstudien konnten zeigen, dass der Zeitpunkt der MC-

Akkumulation im Gastrointestinaltrakt von Ratten während einer Trichinella spriralis Infektion 

mit dem Zeitpunkt der Trichinella-Ausscheidung übereinstimmt. Die systemische Sekretion 

der MC-Mediatoren RMCP II (rat mast cell protease II) bzw. mMCP-1 (mouse mast cell 

protease I) ist von großer Bedeutung bei der Immunantwort gegen Trichinellen (89,205). 



Einleitung 

7 

BALB/c Mäuse mit einer Mutation in der mMCP-1 zeigten eine verminderte Ausscheidung 

von Trichinella spiralis und eine erhöhte Anzahl an Larven im Muskelgewebe (89,125). 

Wurden Ratten allerdings mit Nippostrongylus brasiliensis infiziert, trat eine MC-

Akkumulation erst nach Beendigung der Ausscheidung auf (205). Diese im Anschluss an die 

Immunantwort auftretende MC-Akkumulation wurde von einigen Autoren als Folge einer TH2-

Immunantwort während einer parasitären Infektion bewertet (41). In einer weiteren in vivo 

Studie an Mäusen konnte zwar nach Infektion mit Leishmania major eine erhebliche MC-

Degranulation beobachtet werden, MC-defiziente Mäuse wiesen jedoch im Vergleich zu 

kongenen Wildtypstämmen keinen Unterschied hinsichtlich der Intensität oder Dauer der 

Infektion auf (204). Diese Erkenntnisse lassen vermuten, dass die Rolle der MC im Rahmen 

parasitärer Infektionen von dem Erreger abhängig ist. 

In zahlreichen neueren Studien wurde die Rolle der MC in der Abwehr bakterieller 

Infektionen präzisiert. Beim Menschen wurde in histologischen Studien bei einer Reihe von 

bakteriellen Infektionen, darunter pulmonale Infektionen, Blaseninfektionen und Helicobacter 

pylori-assoziierte Gastritiden, eine MC-Akkumulation im Gewebe beobachtet (39,110). Im 

Tiermodell zeigten Echtenacher et al. und Malaviya et al., dass MC-defiziente Mäuse eine 

deutlich höhere Letalität nach experimentell induzierter Peritonitis aufwiesen als Kontrolltiere 

(36,111). Die antibakterielle Funktion der MC ist ganz wesentlich auf deren Produktion von 

TNF-α zurückzuführen, welches unter anderem für die Chemotaxis neutrophiler 

Granulozyten in das Entzündungsareal essentiell ist (108,111). Neben TNF-α spielen 

Leukotriene eine wichtige Rolle. Die Anwendung eines Leukotrien-Synthese Inhibitors in 

Mäusen mit experimentell induzierter Peritonitis führte zu einer erhöhten Letalität. Die in 

Wildtypstämmen verminderte Chemotaxis neutrophiler Granulozyten in das Peritoneum und 

die reduzierte „bacterial clearance“ nach Gabe des Leukotrien-Synthese Inhibitors konnte in 

MC-defizienten Mäusen nicht beobachtet werden (108). 

In in vitro Studien konnte gezeigt werden, dass MC neben TNF-α und Leukotrienen 

Zytokine wie IL-1, IL-6, IL-10, IL-13 nach bakterieller Infektion mit gram-negativen 

(z.B. E. coli, Klebsiellen, Helicobacter pylori, Borrelien u.a.), bzw. gram-positiven Bakterien 

(z.B. Staphylococcus aureus) exprimieren (39,109). Die Bedeutung von MC bei der Abwehr 

bakterieller Infekte kann aus diesen Studien allerdings kaum abgeschätzt werden, zumal 

andere Zellen wie Makrophagen und Neutrophile nach Infektion ähnliche Produkte 

sezernieren. Des Weiteren konnte die Freisetzung von Histamin nach Infektion mit 

Helicobacter pylori beobachtet werden (119,208). 

In vitro und in vivo Studien identifizierten einige bakterielle Strukturen, wie 

Zellwandkomponente (Fimbrien, Polysaccharide, Lipopolysaccharide) und sekretorische 
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Produkte (Clostridientoxin, Choleratoxin), die zur MC-Aktivierung führen 

(110,110,112,123,197,197). MC tragen auf der Oberfläche Rezeptoren wie CD48 und β1 

Integrine, die als potentielle Bindungsstellen für Bakterienstrukturen in Frage kommen. 

Beispielsweise konnte in Ratten-MC CD48 als Rezeptor für das E. coli Fimbrienantigen FimH 

identifiziert werden (110,112). Aber auch „Pattern recognition receptors“ (PRR) wie 

beispielsweise die Gruppe der Toll-like Rezeptoren (TLR), die als Rezeptoren für 

konservierte mikrobielle Strukturen dienen, sind auf murinen und humanen in vitro 

generierten MC nachgewiesen worden (121,123,197). Anhand eines Peritonitis Models an 

MC-defizienten Mäusen konnte gezeigt werden, dass die antibakterielle Wirkung der MC 

gegenüber Enterobakterien TLR 4 abhängig ist. In dieser Studie wurde die Peritonitis durch 

eine Ligation und Punktion des Caecums induziert, wodurch Enterobakterien in das 

Peritoneum gelangten. Die Rolle des TLR 4 wurde mit Hilfe MC-defizienter Mäuse, die mit 

MC aus TLR 4-defizienten Mäusen rekonstituiert wurden, aufgezeigt. In diesen „MC knock-in 

Mäusen“ kam es nach Induktion der Peritonitis zu einer verminderten Einwanderung 

neutrophiler Granulozyten in das Peritoneum (181). Neben der direkten MC-Aktivierung 

durch Bakterien spielt die indirekte Aktivierung über Fc-Rezeptoren bzw. Komplement-

Rezeptoren eine ebenso wichtige Rolle. MC exprimieren eine Reihe von Fc-Rezeptoren, die 

pathogenspezifische Antikörper, aber auch so genannte B-Zell Superantigene 

(Immunglobulin-bindende Proteine) erkennen. Nach Bindung kommt es zur Freisetzung von 

Leukotrienen, TNF-α, IL-1, IL-6, Proteasen und Histamin (117). Des Weiteren exprimieren 

MC Komplementrezeptoren, wie CR3, CR4, C3aR, C5aR auf ihrer Oberfläche. Die Bindung 

des Komplementsystems an diese Rezeptoren führt ebenfalls zur Aktivierung der MC und 

zur Freisetzung von Leukotrienen, TNF-α, IL-1, IL-6, Proteasen und Histamin (117). 

Komplementfaktoren sind nicht nur für die Aktivierung der MC von Bedeutung, sondern 

spielen auch eine Rolle bei der MC-Rekrutierung (142). 

MC reagieren jedoch nicht nur mit der Freisetzung von Mediatoren auf bakterielle 

Infektionen, sondern sind auch in der Lage, Bakterien zu phagozytieren (110,113). Die 

Fähigkeit der Phagozytose wurde erstmalig 1979 von Sher et al. dokumentiert (168). Es 

konnte gezeigt werden, dass MC den pathogenen Stamm Salmonella typhi in Abhängigkeit 

vom Komplement-CR3-Rezeptor phagozytieren. In Anbetracht der invasiven Eigenschaft 

dieses Stammes war jedoch nicht klar, inwieweit dieser Mechanismus durch MC bedingt war. 

Erst 1994 konnten Malaviya et al. zeigen, dass auch nicht invasive Bakterien, wie der FimH-

exprimierende E. coli, von MC phagozytiert werden (113). Erstaunlicherweise wurden diese 

Bakterien über einen Opsonin-unabhängigen Prozess von MC erkannt und phagozytiert 

(110). Die Opsonin-unabhängige Phagozytose erfolgt durch Bindung des Fimbrienproteins 

an CD48 (110) und der Bildung einer kaveolären Umhüllung der Bakterien (169). Diese 



Einleitung 

9 

kaveoläre Umhüllung fusioniert nicht mit Lysosomen, wodurch ein längeres Überleben der 

Bakterien in der Zelle beobachtet werden kann (10). 

Auch auf die spezifische Immunantwort gegen Bakterien haben MC einen Einfluss. 

Es liegen mittlerweile einige Studien vor, die den „Crosstalk“ zwischen MC und adaptivem 

Immunsystem beschreiben. In in vitro Studien zeigten humane und murine MC die Fähigkeit, 

Antigene über den MHC (major histocompatibility complex)-Klasse-I- und MHC-Klasse-II-

abhängigen Signalweg zu präsentieren (42,114,151). MHC-Klasse-I-Moleküle werden von 

murinen und auch von humanen MC aus Lunge, Leber, Uterus und Haut exprimiert (21,65). 

MHC-Klasse-II-Moleküle werden nach Stimulation mit TNF-α, IFN-γ oder bakteriellen 

Zellwandkomponenten (Lipopolysaccharid) exprimiert (21,65). Durch die Antigen-

Präsentation sind MC in der Lage, mit T-Zellen zu interagieren und eine antigenspezifische 

klonale Expansion einer T-Zellpopulation zu induzieren (65,130). Doch MC beeinflussen T-

Zellen noch durch weitere Mechanismen. So sind MC in der Lage, chemotaktische Faktoren 

wie IL-16, MCP-1, MIP-1β, RANTES oder LTB4 freizusetzen, bzw. Adhäsionsmoleküle wie 

zum Beispiel E-Selektin auf der Zelloberfläche zu exprimieren, welche zu einer Migration der 

T-Zellen führen (46). Aber auch Histamin beeinflusst die T-Zell-Antwort. Zum Beispiel führt 

Histamin über die Bindung an H1-Rezeptoren auf der Oberfläche von T-Zellen zu einer 

Induktion einer TH1-Antwort bzw. durch Bindung an H2-Rezeptoren zu einer Suppression 

der TH1- und TH2-Antwort (78). In Versuchen mit MC knock-in Mäusen konnte die 

Bedeutung der T-Zell Regulation durch MC in vivo gezeigt werden. In einer Studie von 

McLachlan et al. führte eine Injektion von E. coli –Bakterien in die Pfote dieser Mäuse zu 

einer Freisetzung von TNF-α aus MC, was eine gesteigerte Migration von T- und B-Zellen in 

die Lymphknoten zur Folge hatte (126). 

MC-Mediatoren wie TNF-α und IL-1 bewirken des Weiteren eine Reifung 

Dendritischer Zellen von Zellen, die Antigene aufnehmen, aber aufgrund der geringen MHC 

Expression nicht auf der Oberfläche präsentieren, zu CD80+CD86+CD40+ -positiven Zellen, 

die eine starke MHC Expression aufweisen. Diese Reifung erfolgt nach Migration in den 

Lymphknoten (32,177). Weitere MC-Mediatoren wie Histamin, PGD2, PGE2, GM-CSF, 

CCL20 führen bei Dendritischen Zellen zur Migration, Maturation und Aktivierung (46).  

Die Rolle der MC im Rahmen viraler Infektionen ist noch nicht geklärt. MC können mit 

verschiedenen Viren, wie HIV-1 (9,99), Dengue Virus (84,85) oder Adenovirus (84) infiziert 

werden. Infektionsversuche mit dem Respiratory Syncytial Virus (RSV) bzw. Sendai Virus an 

Rindern und Nagern zeigten eine MC-Akkumulation und erhöhte Aktivität der MC (83,196). 

Die erhöhte MC-Aktivität ging dabei mit einer erhöhten Virentoleranz und einer erhöhten 

Lymphozyten-Infiltration einher (176). Im Kontext viraler Entzündung, wie z.B. bei einer 
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Infektion mit dem Dengue Virus, spielt die T-Zell-Rekrutierung durch MC eine entscheidende 

Rolle. Die Rekrutierung erfolgt durch Chemokine, wie CCL3, CCL4, CCL5, CXCL9, CXCL10 

und CXCL11, welche in Folge viraler Infektionen von MC exprimiert werden (84). 
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1.5 Toll-like Rezeptoren 

Das Protein Toll wurde erstmals als Transmembranrezeptor bei der Fruchtfliege 

Drosophila im Zusammenhang mit der dorsoventralen Polarisierung in der 

Embryonalentwicklung beschrieben. Erst später konnte ebenfalls in der Fruchtfliege 

Drosophila spec. gezeigt werden, dass das Toll-Protein eine Rolle im angeborenen 

Immunsystem spielt. Fliegen mit einer Mutation im Toll-Signalweg waren empfindlicher für 

Infektionen mit Pilzen und gram-positiven Bakterien als Tiere bei denen die Mutation fehlte 

(96,160). Gram-negative Bakterien wurden durch das Toll-Protein nicht erkannt (62). 

Drosophila spec. besitzen neben dem Toll-Signal-Weg einen weiteren Weg, der bei der 

Erkennung pathogener Erreger eine Rolle spielt. Dieser so genannte IMD (immune 

deficiency)-Signalweg dient der Erkennung gram-negativer Bakterien. Ein Rezeptor für 

diesen Signalweg konnte bis jetzt noch nicht identifiziert werden (184). 

Ein Jahr nachdem die Rolle des Toll-Proteins im angeborenen Immunsystem erkannt 

war, wurde in Wirbeltieren eine homologe Protein-Familie identifiziert, die den Namen Toll-

like Rezeptoren (TLR) erhielt. Es sind bisher zehn humane TLR beschrieben, die als 

Rezeptoren für unterschiedliche bakterielle und virale Produkte fungieren. Die Toll-like 

Rezeptoren weisen eine Leuzin-reiche extrazelluläre Domäne und eine zytoplasmatische 

Domäne, die der zytoplasmatischen Domäne der IL-1 Rezeptoren bei Säugern homolog ist 

und daher als Toll/IL-1-Rezeptor (TIR) homologe Domäne bezeichnet wird, auf. Aufgrund 

einer starken Gen- und Protein Homologie wurden die Rezeptoren in 5 Unterfamilien (TLR 3, 

TLR 4, TLR 5, TLR 2 und TLR 9) eingeteilt. Die Unterfamilie TLR 2 besteht aus TLR 1, 

TLR 2, TLR 6 und TLR 10, wobei die TIR-Domänen der TLR 1 und TLR 6 eine Homologie 

von über 90% aufweisen (187). Die TLR 9-Unterfamilie besteht aus den Rezeptoren 

TLR 7-9. 

TLR sind auf der Zelloberfläche lokalisiert. Eine Ausnahme bildet hier jedoch TLR 9, 

der in Endosomen nachgewiesen wurde und in der Lage ist, intrazelluläre Bakterien-

Komponenten zu erkennen (198,199). Des Weiteren treten TLR als homomäre bzw. 

heteromäre Strukturen auf. So bildet zum Beispiel TLR 2 Heterodimere mit TLR 6 oder 

TLR 1. Das Auftreten von Trimeren wurde bislang noch nicht beobachtet (149). 

TLR konnten in allen Gewebetypen nachgewiesen werden (215). Gerade in 

Geweben, die immunologische Funktionen ausüben, wie Milz oder peripheres Blut, ist ein 

diverses Repertoire an TLR zu beobachten. Aber auch in Geweben (Darm, Lunge), welche 

einer Vielzahl von Bakterien ausgesetzt sind, treten TLR auf (215). TLR werden von 

Monozyten, Makrophagen, Dendritischen Zellen, B-Zellen, MC und Epithelzellen exprimiert 
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(184). Monozyten und Makrophagen exprimieren bis auf TLR 3 alle Rezeptoren (136). Doch 

die Expression variiert sowohl zwischen verschiedenen Spezies als auch zwischen 

verschiedenen Zellsubtypen. Myeloide Dendritische Zellen exprimieren beispielsweise 

TLR 1, 2, 4, 5, und 8. Wohingegen plasmazytoide Dendritische Zellen lediglich TLR 7 und 9 

exprimieren (75,79). Auch hinsichtlich der TLR-Verteilung auf der Zelloberfläche gibt es 

Unterschiede. So wird zum Beispiel TLR 5 ausschließlich an der basolateralen Oberfläche 

intestinaler Epithelzellen exprimiert (50). 

1.6 Toll-like Rezeptor Liganden 

Der wohl am besten untersuchte Rezeptor ist TLR 4. Dieser Rezeptor ist in der Lage 

Lipopolysaccharide (LPS), die die Hauptzellwandkomponente gram-negativer Bakterien 

darstellen, zu erkennen. Eine direkte Bindung von LPS an TLR 4 ist allerdings bisher nicht 

nachgewiesen worden (184). LPS bindet an LPS-binding-Protein und wird als LPS-LPS-

binding-Protein-Komplex von CD14 erkannt. CD14 ist ein an Glycosylphosphatidylinositol 

verankertes Molekül, welches vor allem auf Monozyten, Makrophagen und neutrophilen 

Granulozyten exprimiert wird (184). MD-2 ist ein weiteres Molekül, welches in die LPS-TLR 4 

Aktivierung involviert ist. Es bindet im endoplasmatischen Retikulum an TLR 4, wird als 

MD-2-TLR-4-Komplex an die Zelloberfläche transportiert (137) und erkennt dort das an 

CD14 und LPS-binding-Protein gebundene LPS (2,138). Des Weiteren wird LPS von 

extrazellulären Molekülen, wie Hitzeschockproteinen (HSP70, HSP90) und 

Chemokinrezeptoren (CXCR4) erkannt (184). Neben LPS erkennt TLR 4 ebenfalls virale 

Komponenten. TLR 4 defiziente Mäuse, die mit dem RSV infiziert wurden, wiesen eine 

verminderte inflammatorische Antwort und „bacterial clearance“ auf (61,92). 

TLR 2 erkennt eine Reihe bakterieller Komponenten, wie zum Beispiel Lipoproteine 

gram-negativer Bakterien, Lipoteichonsäure gram-positiver Bakterien (6,100,165,194) und 

Zymosan von Pilzen (193). In TLR 2 defizienten Mäusen konnte eine erhöhte Letalität nach 

Infektion mit dem gram-positiven Staphylokokkus aureus beobachtet werden (185). 

Das Flagellin ist ein Bestandteil gram-negativer Bakterien, der von TLR 5 erkannt 

wird und der Fortbewegung von Bakterien dient. Die konservierten Amino- und 

Carboxyenden des Flagellins führten zu einer starken Immunmodulation, die sowohl in 

Tieren als auch in Pflanzen beobachtet wurde (35,52). 

TLR 3 ist in der Lage doppelsträngige (ds) RNA zu erkennen, die während der 

replikativen Phase bei verschiedenen Viren entsteht. TLR 3 defiziente Mäuse wiesen eine 

verminderte  Immunantwort gegenüber dsRNA und synthetischer dsRNA, wie zum Beispiel 

polyinosinic-polycytidylic acid (polyI:C), auf (5). 
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Bakterielle DNA ist ein potenter Aktivator verschiedener Immunzellen. In TLR 9 

defizienten Mäusen konnte erstmalig gezeigt werden, dass TLR 9 für die Erkennung 

bakterieller DNA verantwortlich ist (64). Die immunmodulierende Komponente bakterieller 

DNA beruht auf unmethylierten CpG-Motiven, die bei Wirbeltieren aufgrund einer erhöhten 

Anzahl infrequenter Motive und Methylierungen an den Cysteinenden nicht vorkommen. Die 

Detektion genetischen Materials durch TLR 9 beschränkt sich aber nicht nur auf tierische 

CpG Motive, sondern schließt ebenfalls synthetisch hergestellte CpG-DNA ein (64). 

Die natürlichen Liganden der TLR 7 und TLR 8 sind noch nicht bekannt (184). 

Neuesten Untersuchungen zur Folge bindet Imiquimod an TLR 7. Imiquimod ist ein Stoff der 

Imidazoquinolin-Gruppe, einer Gruppe von synthetischen Stoffen, die aufgrund antiviraler 

und antitumoröser Eigenschaften, durch eine starke Induktion von Interferon-α in 

verschiedenen Modellen getestet wurde und bei der Therapie genitaler Infektion durch 

Papilomaviren seinen Einsatz findet. Interessanterweise setzten Makrophagen aus MyD88- 

oder TLR 7 defizienten Mäusen im Gegensatz zu Makrophagen aus Wildtyp-Mäusen nach 

Stimulation durch Imiquimod keine inflammatorischen Mediatoren frei (63). Imiquimod weist 

erhebliche Ähnlichkeiten mit Nukleinsäuren auf. Möglicherweise besteht die Funktion der 

TLR7 in der Erkennung viraler Erreger.  

1.7 Signalwege der Toll-like Rezeptoren 

Der Signalweg aller TLR beinhaltet die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-κB 

(nuclear factor-κB) sowie der MAP-Kinasen (mitogen-activated protein kinases) ERK 

(extracellular signal-regulated kinase), p38 und JNK (c-Jun N-terminale kinase) (11). Der 

proximale Abschnitt des Signalweges ist abhängig von der Interaktion vorhandener 

Domänen. Eine dieser Domänen ist die TIR-Domäne, die sich in der zytosolischen Region 

aller TLR befindet. Diese TIR-Domäne bewirkt die Heterodimerisation bzw. 

Homodimerisation zwischen TLR und Adapterproteinen. Das Adapterprotein myleoid 

differentiation primary-response protein 88 (MyD88) ist Bestandteil des Signalweges aller 

TLR. In Studien an Makrophagen aus MyD88-defizienten Mäusen konnte gezeigt werden, 

dass die Freisetzung inflammatorischer Zytokine nach Stimulation mit Lipoproteinen, CpG 

DNA oder dsRNA MyD88 abhängig ist (5,57,63,186). MyD88 bindet durch die Interaktion der 

beiden TIR-Domänen an TLR, wodurch es zur Rekrutierung von Mitgliedern der IL-1 

Rezeptor assoziierten Kinase (IRAK)-Familie kommt. IRAK1 und IRAK2 sind Serinthreonin 

Kinasen, welche zur Phosphorylierung und Aktivierung von TRAF6 (tumor necrosis factor 

receptor associated factor 6) führen. TRAF6 ist weiterhin in der Lage die MAPK Kinase 

Kinase (MAPKKK), welche auch TAK-1 (transforming growth factor β-activated kinase) 

genannt wird, zu aktivieren. TAK-1 aktiviert im weiteren Verlauf den IκBα Kinase Komplex 
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(IKK). Die Phosphorylierung des IκBα führt zu dessen Abspaltung von NFκB, welches in den 

Zellkern wandert und die Transkription NFκB-abhängiger Gene veranlasst (11). Dieser 

MyD88-abhängige Signalweg ist bei allen TLR zu beobachten. Es konnte allerdings auch 

gezeigt werden, dass TLR 3 und TLR 4 in der Lage sind, MyD88-unabhängige Signalwege 

zu aktivieren (210). In diesem Zusammenhang konnten mittlerweile 2 weitere 

Adapterproteine mit einer TIR-Domäne identifiziert werden. Ein Adapterprotein der 

Signalkaskade von TLR 2 und TLR 4 ist das TIRAP (TIR-domain-containg adaptor protein). 

Dieses Protein, welches auch MAL genannt wird, konnte in Zusammenhang mit anderen 

TLR nicht aufgezeigt werden (69,209). Ein weiteres Adapterprotein stellt das TRIF 

(Tir-domain-containing adaptor-inducing IFM-β) dar, welches in der Signalkaskade des 

TLR 3 und möglicherweise TLR 4 zu finden ist (211). TRIF bewirkt die Expression von INF-α 

und INF-β (211). Dieser MyD88-unabhängige Signalweg führt zur Aktivierung des IRF3, 

einem Transkriptionsfaktor der Interferon-Gene (4). 

Diese beschriebenen Signalwege haben zum Einen die Freisetzung von Zytokinen, 

welche durch den Transkriptionsfaktor NFκB reguliert werden, zum Anderen die Bildung von 

Interferon-α und –β zur Folge. Da aber nach TLR-Aktivierung ein breites Spektrum an 

Mediatoren freigesetzt werden kann, ist anzunehmen, dass weitere Mechanismen und 

intrazelluläre Signalwege vorliegen, die noch nicht untersucht worden sind. Die bekannten 

Signalwege sind in Abbildung 1 zusammengefasst. 
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nach Akira, S. et al. (4) 

 

1.8 Modulation der Immunantwort durch TLR 

Durch die spezifische Bindung bakterieller oder viraler Komponenten an TLR sind 

Zellen in der Lage sowohl die Bildung inflammatorischer und antiinflammatorischer 

Mediatoren zu induzieren, als auch das antigenspezifische adaptive Immunsystem zu 

aktivieren (184). Es konnte gezeigt werden, dass die Erkennung bakterieller oder viraler 

Komponenten durch TLR zur Freisetzung von Mediatoren in das umgebene Gewebe führt, 

wodurch weitere Immunzellen an den Ort der Infektion migrieren und eine Ausbreitung der 

Infektion verhindern. Eine Rolle hierbei spielen chemotaktische Stoffe, wie zum Beispiel 

Selektin, Chemokine oder Chemokinrezeptoren, welche nach der Bindung bakterieller oder 
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viraler Komponenten an TLR freigesetzt bzw. exprimiert werden und die Migration von 

Leukozyten in das Entzündungsareal regulieren (70). Eine Schlüsselrolle spielen hierbei IL-8, 

MCP-1 (monocyte chemoatractant protein 1), MCP-2, MCP-3, MCP-4, MIP-1α (macrophage 

inflammatory protein 1α), MIP-1β und RANTES (74). 

In MyD88-defizienten Mäusen konnte der Einfluss der TLR auf die Ausbildung des 

antigenspezifischen, adaptiven Immunsystems untersucht werden. MyD88-defiziente Mäuse 

zeigten nach Antigen Immunisierung mit Freund’s Adjuvant eine verminderte Freisetzung 

von antigenspezifischen IgG2a und INF-γ aus CD4+ T-Zellen (80,163). Weiterhin konnte 

gezeigt werden, dass TLR eine Rolle bei der Migration Dendritischer Zellen in die 

Lymphknoten und Differenzierung naiver T-Zellen in TH-1- bzw. TH-2-Zellen spielen 

(74,129). 

Die Bildung antimikrobieller Peptide wird ebenfalls über TLR reguliert. Paneth Zellen 

des Gastrointestinaltraktes setzen nach Stimulation mit LPS α-Defensine frei (8). In Mäusen 

konnte nach Stimulation mit LPS die Freisetzung von murinen β-Defensin-2, -3 und –6 

beobachtet werden (95). Stimulation einer humanen Lungenepithelzelllinie mit TLR 2-

Liganden führte zur Freisetzung von β-Defensinen (14). Auch Stickoxid-Freisetzung humaner 

und muriner Makrophagen konnte nach Stimulation des TLR 2 beobachtet werden (188).  
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1.9 Virulenzfaktoren 

Das E. coli Bakterium kann unterschiedliche Wirtsorganismen besiedeln und als 

kommensaler oder als pathogener Mikroorganismus Wechselwirkungen mit dem Wirt 

eingehen. Als eine wichtige Voraussetzung für diese Prozesse gilt die Adhärenz der 

Mikroorganismen an Oberflächen von eukaryontischen Zellen. E. coli bildet eine große 

Anzahl unterschiedlicher Adhäsine. Einige Adhäsine kommen nur bei pathogenen Bakterien 

vor, andere, wie z.B. Typ 1-Fimbrien oder auch F1C-Fimbrien, sind sowohl bei pathogenen 

als auch bei apathogenen E. coli-Bakterien nachgewiesen worden (58). Die Gene der 

Fimbrienproteine sind meist auf Plasmiden lokalisiert, in einigen Fällen sind sie jedoch auch 

auf dem Chromosom zu finden (135). Die haarähnlichen Fimbrienproteine auf der 

Oberfläche des Bakteriums binden sehr spezifisch an kohlenhydrathaltige Rezeptoren auf 

der Wirtszelle und leiten so den Prozess der Kolonisierung ein (135). Einige dieser 

Rezeptoren, die Fimbrienproteine erkennen, sind mittlerweile bekannt. So konnte z.B. CD48 

als Rezeptor für FimH, ein Typ 1-Fimbrienprotein identifiziert werden (110). In vitro und in 

vivo Studien zeigten, dass es durch die Bindung von FimH an den Rezeptor CD48 zur 

Phagozytose der E. coli-Bakterien und Freisetzung von proinflammatorischen Mediatoren 

kommt (110). 

Neben der Adhärenz besitzen einige Bakterien die Fähigkeit RTX–Toxine (repeats in 

toxin) freizusetzen. RTX-Toxine sind porenformende, zytolytische Proteine, die bei vielen 

pathogenen gram-negativen Bakterien vorkommen (93). Das RTX-Operon besteht aus vier 

Genen (RTX-C, A, B, D), wobei das Gen A das RTX-Toxin kodiert und die Gene B und D für 

die Proteine kodieren, die für die Ausschleusung des RTX-Toxins aus der Zelle zuständig 

sind. Das Gen C kodiert die Information für die posttranslationale Modifikation des Toxins, 

um das nach Translation inaktive Protein in die biologisch aktive Form zu überführen (93). 

RTX-Toxine sind aufgrund ihrer Wirtszellspezifität in zwei Untergruppen unterteilt. RTX-

Hämolysin, wie z.B. das E. coli α-Hämolysin oder Actinobacillus pleuropneumoniae ApxI A 

wirkt auf eine Reihe von Zellen toxisch (26,43). RTX-Toxine, wie z.B. das Leukotoxin von 

Actinobacillus actinomycetemcomitans (LtxA) oder Pasteurella hemolytica (LktA) wirkt 

lediglich auf eine sehr limitierte Gruppe von Zellen toxisch (93). Lange Zeit wurden RTX-

Toxine lediglich als zytolytische Proteine gesehen. In neueren Studien konnte allerdings 

gezeigt werden, dass sublytische Konzentrationen des E. coli α-Hämolysins zur Bildung 

proinflammatorischer Mediatoren führen und erst mit steigendem Anstieg der Toxin-

Konzentration die Zelllyse einsetzt (54,158,162). Die Aktivierung und Lyse der Wirtszelle 

erfolgt in 2 Phasen, einer passiven Adsorptionsphase und einer Membran-Einlagerungs-

Phase. Studien konnten zeigen, dass die Adsorptionsphase nicht unbedingt von der 
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Einlagerungs-Phase und der Zelllyse gefolgt sein muss. Dieser Prozess ist Zelltyp abhängig 

(134). 

Einige Bakterien sind in der Lage, aktiv in Zellen einzudringen und diese zu aktivieren 

bzw. Apoptose oder Zelltod zu induzieren. Ein Vertreter invasiver Bakterien stellt Shigella 

flexneri (S. flexneri) dar. Invasive Shigella-Stämme sezernieren bei Zellkontakt so genannte 

Invasine in das Zytoplasma verschiedener Zellen, die eine Umordnung des Zytoskeletts 

bewirken, wodurch die Bakterien durch Pinozytose in die Zelle aufgenommen werden. Im 

Zytoplasma lysiert das Bakterium die umgebende, von der Wirtszelle gebildete 

Vakuolenschicht und besiedelt das Wirtszell-Zytoplasma (190). In vitro Studien zeigten, dass 

invasive S. flexneri sowohl Degranulation in humanen Neutrophilen (155), als auch 

Expression von Zytokinen in humanen Epithelzellen, Monozyten und Dendritischen Zellen 

induziert (37,59,150). Neben der Zytokininduktion konnte in Monozyten, Makrophagen und 

Dendritischen Zellen Apoptose beobachtet werden (37,59,161). Epithelzellen und 

Neutrophile Granulozyten zeigten keine Aktivierbarkeit apoptotischer Signalwege durch 

S. flexneri (115,161).  



Einleitung 

19 

1.10 Ziel dieser Arbeit 

Wie in den vorangestellten Kapiteln dargestellt, ist die Funktion der MC sehr 

vielseitig. Je nach Tierart und Gewebelokalisation unterscheiden sich MC zum Teil erheblich. 

Einige Studien der letzten Jahre haben gezeigt, dass MC in verschiedene Prozesse der 

Abwehr bakterieller Infektionen involviert sind. Beispielsweise konnte gezeigt werden, dass 

MC-defiziente Mäuse eine deutlich höhere Letalität nach experimentell induzierter Peritonitis 

aufweisen als Kontrolltiere. Daraus wurde gefolgert, dass MC eine wichtige Rolle bei der 

unspezifischen Abwehr gegen Bakterien spielen. Murine und menschliche in vitro generierte 

MC exprimieren so genannte "Pattern-recognition-Rezeptoren" (PRR) wie Toll-like-

Rezeptoren (TLR) und sind in der Lage konservierte mikrobielle Strukturen zu erkennen. Der 

Großteil der Erkenntnisse über die biologische Funktion von MC im angeborenen 

Immunsystem wurde in tierexperimentellen Studien oder an menschlichen in vitro 

generierten MC gewonnen. Es ist unklar, wie menschliche Darm-MC durch Bakterien bzw. 

deren Produkte aktiviert werden, welche Rezeptoren involviert sind und welche 

Effektormechanismen getriggert werden, die antibakteriell wirken.  

Ziel dieser Arbeit war es, die Rolle menschlicher Darm-MC bei der Immunantwort 

gegen Pathogene näher zu charakterisieren und Mechanismen der Mastzellaktivierung durch 

Bakterien zu identifizieren. Hierfür sollten MC aus menschlichem Darmgewebe isoliert und 

die Expression und Funktionalität von TLR untersucht werden. Diese Ergebnisse sollten mit 

Ergebnissen von menschlichen in vitro generierten MC verglichen werden, um mögliche 

Unterschiede zwischen den verschiedenen MC-Subtypen aufzuzeigen. Des Weiteren sollten 

Co-Kultur-Experimente mit menschlichen Darm-MC und verschiedenen gram-negativen 

Bakterien durchgeführt werden und das Überleben menschlicher Darm-MC, die  Regulation 

intrazellulärer Signalkaskaden und die Expression von Entzündungsmediatoren untersucht 

werden. Die für die Aktivierung menschlicher Darm-MC relevanten bakteriellen 

Virulenzfaktoren sollten durch die Herstellung bakterieller knock-out Mutanten identifiziert 

werden.
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2 Material und Methoden 

2.1 Auflistung verwendeter Reagenzien und Puffer 

Antikörper: anti-SCF-Rezeptor c-kit (anti-CD 117 YB5.B8, Pharmingen, Hamburg); Ziege-

anti-Maus-IgG für MACS-System (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach); anti IgE-Rezeptor α-

chain (mAk 22E7, Hoffmann-La Roche, USA); anti-TLR 2 (Alexis, Schweitz); anti-TLR 3 

(Alexis, Schweitz); anti-TLR 4 (Santa Cruz Biotechnology, USA); Alexa Fluor 488 Ziege-anti-

Maus-IgG (MoBiTec, Göttingen); isotypidentische Kontroll-mAk IgG2a (Southern 

Biotechnology, USA); phospho-ERK1/2 ( BD Bioscience, USA). 

Zytokine und Inhibitoren: Rekombinantes humanes SCF (Amgen, USA); rekombinantes 

humanes IL-4 (Novatis, Österreich); rekombinantes humanes IL-6 (Novatis, Österreich) 

Substanzen, Enzyme und Materialien für die Zellaufarbeitung: Acetylcystein (ACC, 

Sigma Chemie GmbH, München); Bovines Serumalbumin (BSA, Fraktion IV, fettsäurefrei); 

Pronase; Collagenase D; DNAse I; Elastase (alle Boehringer, Mannheim); Chymopapain 

(Sigma Chemie GmbH, München); Gelatine; HEPES (alle Sigma Chemie GmbH, München); 

250 µm Nybold-Filter (Swiss Silk Bolting Cloth Manufacturing Co. Ltd., Zürich); MACS-

System und MACS-BS Säulen (Mitenyi Biotec, Bergisch-Gladbach); Ficolllösung (Ficoll-

Hyaque, Amersham Pharmacia, USA); Ficollröhrchen (Falcon 3033, Kulturgewebsröhrchen, 

Becton Dickinson). 

Substanzen für die Zellkultur: RPMI 1640; fetales Kälber-Serum (FCS) (beides Gibco Life 

Technologies, UK); HEPES (cell culture tested, Sigma Chemie GmbH, München); 

Penicillin/Streptomycin; Amphotericin B für die Zellkultur (Gibco Life Technologies, UK); 

Metronidazol (Fresenius, Bad Homburg), L-Glutamin (Gibco Life-Technologies, UK), 6-, 24- 

und 96-Well-Kulturplatten (NUNC, Wiesbaden). Kulturmedium: RPMI 1640 ohne Phenolrot, 

10% (v/v) FCS, 25 mM HEPES, 2 mM L-Glutamin,100 µg/ml Gentamycin und Streptomycin, 

100 U/ml Penicillin, 0,5 µg/ml Amphotericin. 

Färbelösungen: Giemsa-Lösung; May-Grünwald-Lösung; Trypan-Blau (Sigma Chemie 

GmbH, München). 

Puffer: Alle Puffer und Lösungen wurden mit sterilem, pyrogenfreiem Wasser (”Ampuwa”, 

Fresenius, Bad Homburg) angesetzt, sterilfiltriert und bei 4 °C aufbewahrt. PBS 10x (Gibco 

Life Technologies, UK); Tyrode-Puffer (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 0,36 mM Na2HPO4, 

5,55 mM D-Glucose); ACC-Lösung (20 µg ACC in 50 ml Tyrode-Puffer) TE-Puffer (2 mM 

EDTA in Tyrode-Puffer); TEA-Puffer (0,2% (v/v) Ampicillin, 0,4% (v/v) Gentamycin 50 mg/ml, 
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4% (v/v) Metronidazol, in TE-Puffer); TGMD-Puffer (1,23 mM MgCl2, 0,015 mg/ml DNAse, 

5% (v/v) 2%ige Gelatine, in Tyrode-Puffer), PCh-Lösung (3 mg/ml Pronase; 0,75 mg/ml 

Chymopapain, in TE-Puffer); CE-Lösung (1,5 mg/ml Collagenase D, 0,15 mg/ml Elastase, in 

TGMD-Puffer); Hepes-Puffer (20 mM HEPES, 5 mM NaCl, 0,5 mM D-Glucose, 5 mM KCl); 

HA-Puffer (1 mg/ml BSA in Hepes-Puffer); HACM-Puffer (HA-Puffer mit je 1 mM CaCl2 und 

MgCl2); FACS-Puffer (PBS+0,1% BSA, 0,1% sodium acid und 250 µg/ml Kaninchen IgG); 

PBS-Tween (PBS+0,25% (v/v) Tween). 

Nährmedien für Bakterien: LB-Bouillon (20 g LB in 1 l destilliertem Wasser); Müller-Hinton-

Agar (38 g DifcoTM-Müller-Hinton-Agar-Pulver in 1 l destilliertem Wasser); McConkey-Agar 

(2% (w/v) Pepton, 1% (w/v) Sorbit, 0,15% (w/v) Gallensalze Nr.3, 0,5% (w/v) NaCl, 0,0003% 

(w/v) Neutralrot, 0,00001% (w/v) Kristallviolett, 1,5% (w/v) Agar, pH 7,1); LB-Agar (Lennox) 

mit Ampicillin (200 µg/ml); LB-Agar (Lennox) mit Succrose (19%); LB-Agar (Lennox) mit 

Chloramphenicol (40 µg/ml); LB-Bouillon mit Chloramphenicol (40 µg/ml); SOB-Medium 

(20 g Bacto-Tryptone, 5 g Bacto-Yeast, 0,584 g NaCl, 0,186 g KCl, 950 ml destilliertem 

Wasser, pH 7); SOC-Medium ( 50 μl MgSO4 (1 M), 50 μl MgCl2 (1 M),100 μl Glucose 

(20%ig), 5 ml SOB).  

Mediatormessungen: Histamin-RIA (Coulter-Immunotech, Hamburg); TNF-α und IL-8 

ELISA (Biosource, Camarillo, CA) sLT  (Biotrend, Köln). 

RNA Isolation/PCR: RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden); RNAse-freie DNAse (Promega, 

USA); Superscript™ Reverse Transkriptase (Life Technologies, Eggenstein); Oligo dt Primer 

(Pharmacia, Upsala, Schweden); Taq DNA Polymerase (Life Technologies, Eggenstein); 

Primer (synthetisiert bei Life Technologies, Eggenstein); SYBR®Green PCR Master Mix 

(Applied Biosystems, USA), Optical tubes (Applied Biosystems, USA). 

Kalzium-Messung: Fluo-3; Fura Red (beides Molecular Probes, USA); Probenacid (Sigma 

Chemie GmbH, München); Pluronic F-127 (Molecular Probes, USA). 

Restriktionsenzyme: . XbaI, SacI, HpaI, BpU10I (NEB, UK) 

DNA-Aufreinigung: Jetsorb-Kit (Genomed, Bad Oeyenhausen) 

Plasmid-Präparation aus Bakterien: Qiagen Plasmid Midi-Präp (Qiagen, Hilden), 

„Genelute Plasmid Mini-Prep Kit“ (Sigma, USA) 

Präparation genomischer DNA: Genomic-tip 100 (Qiagen, Hilden) 
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Enzyme, Antikörper und Lösungen für den Southern blot: BpU10I (NEB, UK), Klenow 

Enzym (Boehringer, Mannheim), Anti-Digoxigenin-Fab-Fragment, konjugiert mit alkalischer 

Phosphatase (Boehringer, Mannheim), 4 M LiCl, Hexanukleotidgemisch, dNTP-

Markierungsgemisch (1 mM dATP; 1 mM dCTP; 1 mM dGTP; 0,65 mM dTTP; 0,35 mM Dig-

dUTP pH 6,5), Dig-DNA-Labeling-Detection-Kit (Boehringer, Mannheim) 

Puffer für den Western blot: Extraktionspuffer: 25 mM Tris-Hcl, pH7.5, 0,5 mM EDTA, 

0,5 mM EGTA, 0,05% Triton X-100, Blottingpuffer: 0,1% SDS, 20% Methanol, 400 mmol/l 

Glycin, 50 mmol/l tris-HCL pH 8.3 

Puffer für den Southern blot: Denaturierungspuffer: NaOH 0,5 M; NaCl 1,5 M, 

Neutralisationspuffer: Tris-HCl pH 8,0 1,0 M ; NaCl 1,5 M, 20 x SSC: NaCl 3,0 M; NaCitrat 

0,3 M pH mit HCl auf 7,4 einstellen, Hybridisierungslösung: EDTA pH 8,0 1,0 mM Na2HPO4 

pH 7,2 250 mM SDS 7% (v/v), Wash-I: EDTA pH 8,0 1,0 mM Na2HPO4 pH 7,2 40 mM SDS 

5% (v/v), Wash-II: EDTA pH 8,0 1,0 mM Na2HPO4 pH 7,2 40 mM SDS 1% (v/v), 

Chemilumineszens-Detektion Puffer 1: Maleinsäure 100 mM NaCl 150 mM pH mit NaOH auf 

7,5 einstellen; autoklavieren, Puffer 2: 1% Blocking Reagenz verdünnt in Puffer 1, Puffer 3: 

Tris 100 mM NaCl 100 mM pH mit HCl auf 9,5 einstellen; autoklavieren, Waschpuffer: 0,3% 

(v/v) Tween 20 in Puffer 1, Blocking Solution (10 x): 10% (w/v) Blocking Reagenz in Puffer 1, 

Substratlösung: 1% CSPD (Tropix) verdünnt in Puffer 3 
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2.2 Erstellen der isogenen E. coli Hämolysin-Mutante 

2.2.1 Prinzip 

Die Herstellung isogener Hämolysin-Mutanten beruht auf homologer Rekombination 

mit einem so genannten Suizidvektor, der zur Replikation das Π-Protein benötigt. Dieses 

Protein wird vom E. coli-Stamm SM10λpir exprimiert, nicht aber von den E. coli ATCC 25922 

und 35218-Stämmen. Wird der Vektor durch Transformation in einen der E. coli-Stämme 

gebracht, so bleibt er in diesem nur erhalten, wenn die DNA mit der des Empfängers 

homolog rekombiniert und der Suizidvektor so in das Genom integriert wird. Die dreiteilige 

Klonierungsstrategie für den Suizidvektor wird nachfolgend vorgestellt, die zugehörige 

schematische Darstellung ist in Abbildung 2 aufgeführt. 

1. Klonierung eines Teils des Hämolysin-Gens in pUC19: 

In einer PCR mit den Primern SK1 (5´-GCT CTA GAC CAC GAG TTA ATA ACT GAA GT-3´) 

und SK2 (5´-CCG AGC TCC AAC TGA AAC CTC CTG CT-3´) wurde ein 2136 bp langes 

Fragment aus den Untereinheiten A und B des Hämolysin-Gens amplifiziert. Dabei wurde 

durch überhängende Primer am 5´-Ende eine XbaI- und am 3´-Ende eine SacI- Schnittstelle 

eingeführt. Durch einen Doppelverdau mit den Restriktionsenzymen XbaI und SacI wurde 

das Plasmid pUC19 geschnitten und das entsprechende Fragment mittels Ligation 

eingebracht. Das entstandene Plasmid wurde mit pSK5 bezeichnet und in E. coli DH5α 

transformiert. 

2. Einführen einer Mutation 

Durch einen HpaI-Verdau des Plasmids pSK5 und anschließender Ligation wurde ein 

1043bp-Fragment der Untereinheit A (hlyA) des Hämolysin-Gens ausgeschnitten. Dies führte 

zur Inaktivierung des Hämolysins. 

3. Klonierung in den Vektor pMHH1 

Die nun verkürzte Hämolysin A-Untereinheit wurde daraufhin mit Hilfe eines XbaI- und SacI-

Verdaus in das Plasmid pMHH1 kloniert. Der dabei entstandene Suizidvektor wurde als 

pSK13 bezeichnet und  durch Elektroporation in E. coli SM10λpir eingebracht. 
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Abbildung 2: Klonierungsstrategie für die Herstellung einer isogenen Hämolysin-Mutante 
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Der Laborstamm E. coli SM10λpir wurde als Donorstamm in der nachfolgenden 

Konjugation eingesetzt. Dabei gelangte der Suizidvektor pSK13 in den E. coli ATCC 25922 

und 35218 Wildtyp-Stamm. Während der anschließenden Wachstumsphase auf Blutagar 

erfolgte eine homologe Rekombination, bei der die Vektorsequenzen in das E. coli-Genom 

integriert wurden. Dabei entstanden so genannte Transkonjuganten. Diese konnten anhand 

zweier Charakteristika gegenüber dem Rezipientenstamm ohne Suizidvektor bzw. dem 

Donorstamm differenziert werden. Das erste Charakteristikum ist die Kodierung der 

Ampicillin-Resistenz auf dem integrierten Plasmid. Somit konnten plasmidlose Rezipienten 

auf ampicillinhaltigen Platten nicht wachsen. Das zweite Charakteristikum bietet der 

Laktosestoffwechsel der Rezipientenstämme auf McConkey-Indikatornährboden. E. coli 

ATCC 25922 und 35218 sind im Gegensatz zu E. coli SM10λpir in der Lage, Laktose zu 

fermentieren. Folglich zeigten die Transkonjuganten auf McConkey-Platten morphologisch 

große, rosafarbene Kolonien, während der Donorstamm E. coli SM10λpir kleine, farblose 

Kolonien ausbildete. 

Das ebenfalls auf dem Suizidvektor liegende sacB-Gen kodiert für Levansucrase, ein 

Enzym aus Bacillus subtilis. Dieses setzt Sucrose in so genannte Levane um. Dabei handelt 

es sich um verzweigte Kohlenhydrate, die für gram-negative Bakterien toxisch sind, wodurch 

das Wachstum der Transkonjuganten auf sucrosehaltigen Nährböden gehemmt wird. In der 

zweiten homologen Rekombination während der Passage in ampicillinfreiem Flüssigmedium 

kam es zum Verlust der zuvor integrierten Vektorsequenzen und somit auch des Gens für 

die Levansucrase. Nach diesem Schritt zeigte sich auf Sucrose-Agar keine 

Wachstumsinhibition mehr. Die Levansucrase fungierte damit als positives Selektionssystem 

für die Detektion von Bakterien, die eine zweite homologe Rekombination durchlaufen 

hatten. Dabei kam es mit einer bestimmten Frequenz zum Austausch von HlyA aus dem 

Wildtypgenom durch ein mutagenisiertes HlyA, das über den Suizidvektor in die Zelle 

gelangt war. Ein Stamm, der ausschließlich das veränderte Toxingen trägt, wird auch als 

isogene Mutante bezeichnet. Stämme, die nach diesem Vorgang keinerlei Austausch in 

ihrem Genom aufweisen, nennt man Revertanten. 

2.2.2 DNA-Klonierung  

Plasmide: pUC19 (in E. coli DH5α) ist ein häufig verwendetes high-copy-Plasmid, 

welches sich durch seine gute Transformierbarkeit auszeichnet und eine Ampicillinresistenz 

als Selektionsmarker trägt (213). pMHH1 (in E. coli SM10λpir) ist ein Derivat des Plasmids 

pGP704 (66), bei dem über eine BglIII-Schnittstelle das sacB-Gen aus Bacillus subtilis 

eingeführt wurde. Es trägt außerdem eine Ampicillinresistenz als Selektionsmarker. Das 
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Vektor-Menge (ng)
Faktor X 3

Vektor-Größe (kb)
Insert-Größe (kb)

Faktor =

Insert-Menge (ng) = Vektor-Menge (ng)
Faktor X 3

Vektor-Größe (kb)
Insert-Größe (kb)

Faktor =

Insert-Menge (ng) =

Plasmid pMHH1 wird als Suizidvektor genutzt, da es zwar in E. coli SM10λpir, nicht aber in 

den verwendeten E. coli -Stämmen replizieren kann. 

Sequenzspezifische DNA-Spaltung mit Restriktionsendonukleasen: Der DNA-Verdau 

mit Restriktionsenzymen erfolgte nach Herstellerangaben bei 37 bzw. bei 60 °C. Plasmid-

DNA wurde über 2 Stunden in einem Volumen von 20 µl verdaut, während genomische DNA 

über Nacht in einem Volumen von 30 µl verdaut wurde. Pro µg zu spaltender DNA wurden 

zwischen 1 und 2 Units des entsprechenden Enzyms (XbaI, SacI, HpaI, BpU10I) eingesetzt. 

Jeder Verdau wurde durch anschließende Gelelektrophorese verifiziert. 

Ligation: Die zueinander komplementären Enden von Vektor und Insert wurden ATP-

abhängig durch eine Phosphodiesterbrücke zwischen einer freien 5`-Phosphatgruppe und 

einer freien 3`-Hydoxylgruppe verknüpft. Diese Reaktion wird von der T4-DNA-Ligase (Gibco 

Life Technologies, UK) katalysiert. Der Vektor zeigt dabei häufig die Tendenz zur Religation 

ohne Einbau des Inserts. Um dieses Risiko zu minimieren wird das Insert im Überschuss 

gegenüber dem Vektor im Reaktionsgemisch angeboten. Die Menge des Inserts wurde mit 

Hilfe folgender Formel berechnet. 

 

 

 

 

 

 

2.2.3 DNA-Aufreinigung aus Agarose mit dem Jetsorb-Kit und DNA Präparation aus 
Bakterien 

DNA-Aufreinigung aus Agarose: DNA bindet im Gegensatz zu Proteinen und anderen 

Verbindungen im hochsalzigen Milieu an Glasbestandteile. Auf dieser Eigenschaft basiert 

das Prinzip der DNA-Aufreinigung aus Agarose mit der Jetsorb-Glasmilch (Jetsorb-Kit, 

Genomed, Bad Oeyenhausen). Nach mehrmaligem Waschen wird die DNA bei niedrigen 

Salzkonzentrationen wieder von ihrer Trägersubstanz gelöst und eluiert. Auf diese Weise 

können bis zu 70% der zuvor in der Agarose befindlichen DNA zurückgewonnen werden. Je 

100 mg der unter der UV-Lampe ausgeschnittenen Gelstücke wurden nach Protokoll des 

Jetsorb-Kits aufgearbeitet. 

Plasmid-Midi-Präparation (Plasmid-Midi-Kit; Qiagen, Hilden): Das für die 

Plasmidpräparation gewählte Ausgangsvolumen der Bakterienkultur richtete sich nach der 

Kopienzahl des entsprechenden Vektors. Es lag zwischen 25 ml für den High-Copy-Vektor 
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pUC19 und 100 ml für den Low-Copy-Vektor pMHH1. Zunächst wurden die Bakterien in 

einer Beckmann-Kühlzentrifuge bei Raumtemperatur für 15 min bei 3000g abzentrifugiert 

und nach Protokoll des Plasmid-Midi-Kit aufgearbeitet. Die gewonnene DNA wurde mit 70% 

Ethanol gewaschen, getrocknet und in 200 µl TE-Puffer gelöst. Je nach benötigter DNA-

Menge wurde alternativ das „Genelute Plasmid Mini-Prep Kit“ (Sigma, Missouri-USA) 

verwendet, das den gleichen Prinzipien folgt. 

Im nächsten Schritt folgte die spektralphotometrische Konzentrationsbestimmung des 

eluierten Vektors im Eluat bei 260 nm in Micro-Quarz-Küvetten. Zu diesem Zweck wurden 

die Proben zunächst 1:100 verdünnt. Nach Bestimmung der Extinktion wurde die DNA-

Konzentration anhand der Formel C = E260 x 50 µg DNA/ml Lösung errechnet. Parallel wurde 

die Extinktion bei einer Wellenlänge von 280 nm ermittelt. Der Quotient E260/E280 lässt 

Rückschlüsse auf die Reinheit der präparierten DNA zu und sollte zwischen 1,8 und 2,0 

liegen. 

Isolierung genomischer DNA: Die Präparation genomischer DNA erfolgte mit Hilfe 

des Genomic-Tip 100 Kit (Qiagen, Hilden). Dazu wurden 25 ml einer Übernachtkultur bei 

3.000g abzentrifugiert und nach Protokoll des Genomic-Tip 100 Kit aufgearbeitet. Die 

gewonnene DNA wurde mit 70% Ethanol gewaschen und über Nacht bei 37 °C in 200 µl 

ddH2O gelöst. Abschließend erfolgte analog zur Plasmid-DNA-Präparation eine 

spektralphotometrische Bestimmung von Konzentration und Reinheitsgrad der präparierten 

DNA. Darüber hinaus diente ein analytisches Agarosegel zur Qualitätsbeurteilung der 

gewonnenen genomischen DNA. 

2.2.4 Transformation 

Herstellung elektrokompetenter Zellen: Zur Herstellung elektrokompetenter Zellen wurde 

zunächst 150 ml einer Übernachtkultur (E. coli SM10λpir, E. coli DH5α) mit frischem LBB-

Medium 1:100 verdünnt und bis zu einer OD600 von 0,3 angezüchtet. Die Zellen wurden 3 Mal 

mit eiskaltem Aqua dest. gewaschen und bei 4000g für 10 Minuten abzentrifugiert. Es folgte 

die Aufnahme in 3 ml eiskaltem 10% Glycerin mit erneuter Zentrifugation bei 4000g für 10 

Minuten. Im letzten Schritt wurde das Pellet in 300 µl eiskaltem 10% Glycerin aufgenommen, 

in Aliquots von je 40 µl in Flüssigstickstoff schockgefroren und anschließend bei -80 °C 

gelagert. 

Elektroporation: 40 µl der elektrokompetenten Bakterien (E. coli SM10λpir, E. coli DH5α) 

wurden auf Eis aufgetaut, mit je 1 µl einer 1:10-Verdünnung eines Ligationsansatzes 

gemischt und die Lösung luftblasenfrei in die vorgekühlten Elektroporationsküvetten (Biorad, 

München) gegeben. Folgende Einstellungen wurden für den anschließenden Impuls am 
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Elektroporationsgerät Gene PulserTM vorgenommen: Widerstand R = 400 Ω, 

Kondensatorkapazität C = 25 uF, Spannung U = 2,5 kV. Daraus resultierte eine 

Zeitkonstante von 3,9 ms. Unmittelbar nach dem Impuls wurden die Zellen in je 1 ml auf 

37 °C vorgewärmtes LB-Medium in ein neues 1,5 ml Eppendorfgefäß überführt. Die Erholung 

der Zellen erfolgte durch anschließende einstündige Inkubation bei 37 °C im 

Überkopfschüttler. Danach folgte eine kurze Zentrifugation der Lösung. Das dabei 

entstehende Pellet wurde resuspendiert und auf LB-Platten mit Ampicillin (200 µg/ml) 

ausplattiert und über Nacht bei 37 °C bebrütet. 

2.2.5 Erzeugung der Mutanten 

Konjugation zur Herstellung von Transkonjuganten: Der Donorstamm (E. coli SM10λpir) 

wurde über Nacht bei 37 °C in LB-Medium mit Ampicillinzusatz angezüchtet. Parallel dazu 

erfolgt die Kultivierung des Rezipientenstammes (E. coli ATCC 25922 und 35218) in 

antibiotikafreiem LB-Medium. Am darauf folgenden Tag wurden beide Kulturen 1:100 in 

frischem Medium verdünnt und bis zu einer OD600 = 0,5 kultiviert. Die Rezipienten-Lösung 

wurde unmittelbar auf Eis gestellt, die Donorsuspension zunächst für 2 min. bei 5.000g 

abzentrifugiert und anschließend noch zweimal mit LB-Medium gewaschen, um 

Ampicillinreste vollständig zu entfernen. Nun wurden zu 1 ml Donorsuspension 0,5 ml 

Rezipientenlösung gegeben. Nach kurzer Zentrifugation des Gemisches wurde der 

Überstand verworfen und das in sich resuspendierte Bakterienpellet etwa fünfmarkstückgroß 

auf einer Blutagarplatte ausgestrichen. Diese wurde bei 37 °C über Nacht inkubiert. Die 

gewachsenen Kolonien wurden von der Platte abgenommen, in 1 ml LB-Medium 

resuspendiert und 1:10-1 bis 1:10-3 verdünnt. Je 100 µl dieser Verdünnungsstufen wurden auf 

McConkey + Amp.-Platten ausplattiert und über Nacht bei 37 °C bebrütet. 

Homologe Rekombination zur Herstellung von Mutanten: Die Transkonjuganten sollten nun 

eine zweite homologe Rekombination durchlaufen. Um die homologe Rekombination zu 

ermöglichen, bei der der eingefügte Suizidvektor wieder entfernt wird, werden die Stämme 

für 3-6 Std in ampicillinfreiem LB-Medium bei 37 °C angezogen. Dann werden LB-Platten 

sowie sucrosehaltige LB-Platten (10% Sucrose) mit je 50 µl der Kultur bzw. Verdünnungen 

derselben von 1:10-1
 bis 1:10-4

 gleichmäßig beimpft. Die Platten wurden über Nacht bei 

Raumtemperatur inkubiert und am nächsten Tag für etwa 2 Std bei 37 °C gehalten, bis auf 

den sucrosehaltigen Platten kleine Kolonien sichtbar waren. Diese hatten das Levansucrase-

kodierende Gen sacB verloren und waren somit potentielle Mutanten. 
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2.2.6 Genotypische Darstellung der E. coli-Mutanten im Southern Blot 

Herstellung einer E. coli Hämolysin spezifischen DNA-Sonde: Zunächst wurde mittels 

einer PCR mit den Primern Hly-1 (5´- TAT GAA TTC ACT CAT ATC AAT GG -3´) und Hly-2 

(5´- TCT GAA TTC TGA TTA GAG ATA TCA CCT GAC TC –3´) ein 680 bp langer Bereich 

des Hämolysin A -Gens aus E. coli ATCC 25922 amplifiziert. Dieser diente als Vorlage bei 

der anschließenden Sondenmarkierung. Zur Markierung der Sonden wurde der Dig DNA 

Labeling and Detektion Kit (Boehringer, Mannheim) verwendet.  

Sequenzspezifische Spaltung der genomischen DNA: Je 1 µg der gewonnenen 

genomischen DNA der zwei Mutanten sowie des Wildtyps wurde restriktionsspezifisch mit 

dem Enzym BpU10I gespalten. Nach Inkubation über Nacht wurde der Verdau auf ein 0,7% 

Agarosegel aufgetragen und über 6 Std bei 2 V/cm2
 elektrophoretisch aufgetrennt. 

Der Southern Blot: Nach erfolgter Elektrophorese mit anschließender Färbung im 

Ethidiumbromidbad und Betrachtung unter UV-Licht, wurde die DNA im Agarosegel für eine 

Stunde durch den alkalischen Denaturierungspuffer bei Raumtemperatur denaturiert. Daran 

schloss sich die Neutralisation durch einstündige Inkubation im Neutralisationspuffer an. Der 

Transfer der DNA auf die Nylonmembran (HybondTM-N Hybridization Transfer Membranes, 

Amersham, Braunschweig) erfolgte über Nacht durch Kapillarblotting. Am folgenden Tag 

wurde die Position der Geltaschen auf der Membran markiert. Diese wurde 30 min 

getrocknet und anschließend zur Bindung der DNA für 2 Std bei 80 °C gebacken. 

Hybridisierung und Detektion: Die verwendete Sonde wurde durch Hitzebehandlung 

denaturiert. Um Hintergrundsignale durch unspezifisch gebundene Sonden zu minimieren, 

wurde die Membran vor der Hybridisierung zunächst prähybridisiert und später in mehreren 

Schritten gewaschen. Die Prähybridisierung wie die Hybridisierung der Membran fanden in 

Weithalshybridisierungsflaschen (Biometra, Göttingen) bei 65 °C im Hybridisierungsofen (HY 

400, Bachofer, Reutlingen) statt. Dabei wurde die Membran zunächst für eine Stunde in 

20 ml Hybridisierungslösung pro 100 cm2 Filterfläche präinkubiert. Die Lösung wurde 

anschließend verworfen. Zur Hybridisierung wurden 8 µl der Sondenlösung in 5 ml frischen 

Hybridisierungspuffer pro 100 cm2 Filterflache gegeben und für 10 min im kochenden 

Wasserbad denaturiert. Das Gemisch wurde unmittelbar auf die Membran gegeben. Die 

Hybridisierung erfolgte über Nacht. Tags darauf wurde die Membran je 2 x 30 min bei 65 °C 

im Schüttelwasserbad zunächst in Puffer Wash-I, dann in Puffer Wash-II gewaschen. Die 

Detektion der hybridisierten Sonde im Blot erfolgte in zwei Schritten: Im ersten Schritt 

wurden mit dem Enzym alkalische Phosphatase gekoppelte Anti-Digoxigenin-Antikörper auf 

die Membran gegeben. Diese binden an den Digoxigeninanteil der Sonde. Anschließend 

wurde ein Substrat der alkalischen Phosphatase, das CSPD zugefügt. Dies wird im 
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alkalischen Milieu durch das Enzym zu einem instabilen Zwischenprodukt umgesetzt, bei 

dessen Zerfall Photonen frei werden, die autoradiographisch nachweisbar sind. Nach 

fünfminütiger Inkubation in Waschpuffer wurde die Membran für 30 min in Puffer 2 bei 

Raumtemperatur geschüttelt. Es folgte die Zugabe des Anti-Dig-Antikörperkonjugats im 

Verhältnis 1:10.000 in 50 ml Puffer 2 mit anschließender Inkubation für weitere 30 min. Der 

Filter wurde 3 x 10 min in je 50 ml Waschpuffer gewaschen und schließlich für 5 min in 20 ml 

Puffer 3 equilibriert. Mit der Oberseite nach unten wurde die Membran kurz mit einer Lösung 

aus CSPD und Puffer 3 in Kontakt gebracht und dann in gleicher Position für 5 min im 

Dunkeln gelagert. In einen Plastikbeutel eingeschweißt wurde sie 15 min bei 37 °C inkubiert. 

Schließlich wurde ein Röntgenfilm aufgelegt und 20 min auf der Membran belassen. 

2.3 Transformation des E. coli Nissle 1917 

Das Plasmid pSF4000 und das Kontrollplasmid pACYC 184 wurden 

freundlicherweise von der Arbeitsgruppe Dr. Gunzer zur Verfügung gestellt. Das Plasmid 

pSF4000 unterscheidet sich von dem Kontrollplasmid pACYC 184 lediglich durch das 

Hämolysin-Gen, welches aus E. coli J96 isoliert und amplifiziert wurde (203). Mittels 

Elektroporation wurden diese Plasmide in E. coli Nissle 1917 transformiert und anschließend 

auf Chloramphenicol-Platten ausplattiert. Die Bakterien, die das Plasmid mit dem Gen für die 

Chloramphenicol-Resistenz aufgenommen hatten, konnten auf diesen Platten wachsen. 

2.4 Isolation von Mastzellen aus menschlichem Darmgewebe 

Alle Untersuchungen aus menschlichem Darmgewebe wurden durch die 

Ethikkommission der Medizinischen Hochschule Hannover und der Landesärztekammer 

Baden Württemberg genehmigt. Ausgangsmaterial für die Isolation von humanen intestinalen 

MC waren chirurgische Darmresektate. Bei diesen Operationsresektaten handelte es sich 

um Dünn- und Dickdarmgewebe, das hauptsächlich bei Darmtumoroperationen, aber auch 

im Rahmen von Erkrankungen wie Pankreas-Karzinom, chronischer Pankreatitis, Morbus 

Crohn oder Divertikulose entnommen werden musste. Die Gewebeproben (ca. 10 – 50 cm2) 

wurden aus makroskopisch unauffälligen, tumorfreien Arealen entnommen. Nach der 

Entnahme wurden diese über Nacht bei 4 °C in TEA-Puffer gelagert. Am darauf folgenden 

Tag wurde die Tunica mucosa und Tela submucosa mit Hilfe einer Schere oder eines 

Skalpells präpariert. Die Inkubation des Gewebes für 10 bis 20 min in 50 ml ACC-Lösung im 

Schüttelwasserbad bei 37 °C entfernte den aus Becherzellen freigesetzten Schleim. Nun 

wurden die Epithelzellen in einem zweiten Inkubationsschritt für 20 min in Tyrode-Puffer mit 

7 mM EDTA im Schüttelwasserbad bei 37 °C abgelöst. Nach Überführen des Gewebes in 

eine Petrischale erfolgte eine mechanische Zerkleinerung mit Hilfe einer Schere unter Zusatz 
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von 25 ml einer Pronase und Chymopapain enthaltenden Enzymlösung (PCH-Lösung) bis zu 

einer Gewebestückchengröße von ca. 1 mm2. Nachdem die Suspension durch einen 250 µm 

Nybold-Filter unter Spülung mit 50 ml TE-Puffer gegeben wurde, erfolgte eine weitere 

Inkubation des Gewebes für 30 min in 25 ml PCH-Lösung im Schüttelwasserbad bei 37 °C. 

Erneute Filtration durch einen 250 µm Nybold-Filter unter Spülung mit 50 ml TGMD-Puffer 

und Inkubation der Gewebesuspension für 30 min in 25 ml Collagenase-Enzymlösung (CE-

Lösung)  im Schüttelwasserbad bei 37 °C folgten. Nach dem letzten Filtrationsschritt durch 

einen 250 µm Nybold-Filter unter Spülung mit 75 ml TGMD-Puffer und Abzentrifugation 

(10 min bei 300g) der Einzellsuspension wurde das Pellet in Kulturmedium aufgenommen. 

Das im Filter verbliebene Gewebe wurde ein weiteres Mal für 30 min in 25 ml Collagenase-

Enzymlösung inkubiert, filtriert und abzentrifugiert. Die Einzellsuspensions-Fraktionen 

wurden vereinigt, durch einen 100 µm Nybold-Filter unter Spülung mit 50 ml Kulturmedium 

filtriert und abzentrifugiert (10 min bei 300 g). Das Pellet wurde in 10 ml Kulturmedium 

aufgenommen und anschließend die Zellzahl (Trypanblau-Methode in Neubauer-

Zählkammer) und –differenzierung (DiffQuick-gefärbte Zytospins) bestimmt. Die 

gewonnenen Einzellsuspensionen wurden über Nacht in Kulturmedium ohne Zytokin-

Zusätze bei 37 °C kultiviert (2-4 x 105 Zellen pro ml) und am Folgetag der MC-Aufreinigung 

mittels magnetischer Zellseparation (Magnetic Cell Sorting, MACS) zugeführt. 

2.5 Mastzellanreicherung durch magnetische Zellseparation 

Das Prinzip der magnetischen Zellseparation beruht auf der zelltypspezifischen 

Expression verschiedener Oberflächenantigene. Die Oberflächenantigene können mit Hilfe 

spezifischer Antikörper (Primärantikörper) detektiert werden. Die magnetische Markierung 

erfolgt durch vorangehende Kopplung paramagnetischer Partikel (Microbeads) an den 

Primärantikörper oder durch Bindung eines mit paramagnetischen Partikeln gekoppelten 

Sekundärantikörpers (Anti-Isotyp-Antikörper) an den Primärantikörper. Wird nun eine so 

vorbehandelte Zellsuspension über eine in einem magnetischen Feld platzierte Säule 

gegeben, kommt es zur Bindung der markierten Zellen an die magnetisierte Säulenmatrix. 

Zellen, die aufgrund der fehlenden Expression des jeweiligen Oberflächenantigens nicht 

magnetisch markiert worden sind, durchlaufen die Säule ohne an die Säulenmatrix zu binden 

(Negativfraktion). Wird die Säule anschließend aus dem magnetischen Feld entfernt, können 

die magnetisch markierten Zellen aus der Säule gespült werden (Positivfraktion). Je 

nachdem, ob sich die Zielzellen in der Positiv- oder der Negativfraktion befinden, wird von 

Positiv- oder Negativselektion gesprochen. 

Zur Aufreinigung von MC aus der Suspension von Darmzellen wurde das Prinzip der 

Positivselektion verwendet. Als Zielantigen diente der SCF-Rezeptor c-kit, welcher im Darm 
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hauptsächlich von MC stark exprimiert wird. Die über Nacht kultivierten Darmzell-Suspension 

wurde abzentrifugiert (10 min bei 300 g), in HA-Puffer (1-4 x 108 Zellen pro ml) 

aufgenommen und mit einem Primärantikörper gegen c-kit (YB5.B8; Maus IgG1; 5 ng/ml) bei 

4 °C inkubiert. Nach 30 min wurden die Zellen durch einen 30 µm Nybold-Filter unter 

Spülung mit 50 ml HA-Puffer filtriert und erneut abzentrifugiert (10 min bei 300 g). Die Zellen 

wurden in HA-Puffer (1-4 x 108 Zellen pro ml) aufgenommen und mit dem an 

paramagnetischen Partikeln gekoppelten Sekundärantikörper (Ziege-anti-Maus IgG, 40 µl 

Antikörperlösung auf 250 µl Zellsuspension) für 30 min bei 4 °C inkubiert. Erneutes 

Abzentrifugieren (10 min bei 300 g) und Aufnahme des Pellets in 2 ml HA-Puffer folgten. Die 

mit HA-Puffer beladene MACS-BS+-Säule wurde in einem Magnetfeld (MidiMACS Seperator) 

angebracht, mit der Zellsuspension durchspült und mit 10 ml HA-Puffer gewaschen 

(Negativfraktion). Der folgende Waschschritt zur Gewinnung der Positivfraktion erfolgte 

außerhalb des Magnetfeldes. Die gewonnen Zellen wurden gezählt (Trypanblau in 

Neubauer-Zählkammer) und differenziert (DiffQuick- gefärbte Zytospins). Die Positivfraktion 

enthielt 25 – 95% MC und wurde unter den im Folgenden beschriebenen Bedingungen 

kultiviert. 

2.6 Kultur menschlicher Darmmastzellen  

Die nach der magnetischen Zellseparation 

angereicherten MC wurden in RPMI (mit Zusatz von 10 Vol.-% 

FCS, 26 mM Hepes, 2 mM L-Glutamin, 100 µg/ml Gentamycin 

und Streptamycin, 100 U/l Penicillin, 0,5 µg/ml Amphotericin) in 

Anwesenheit von rh-SCF (50 ng/ml) bis zu 21 Tage kultiviert. Je 

nach Experiment wurden dem Kulturmedium weitere Zytokine 

wie IL-4 (2 ng/ml) oder IL-6 (50 ng/ml) zugesetzt. Wöchentlich 

wurde die Hälfte des Mediums gewechselt und die Zytokine 

erneut hinzugefügt. Die Reinheit nach Kultur betrug im Mittel 98 

± 2%. Die Ermittlung der Zellzahl (lebend/tot) erfolgte nach der Trypanblau-Methode mit Hilfe 

einer Neubauer-Zählkammer. In Abbildung 3 sind menschliche Darm-MC nach 2-wöchiger 

Kultur in Anwesenheit von SCF dargestellt. 

Abbildung 3:
Menschliche Darm-MC
Abbildung 3:
Menschliche Darm-MC
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2.7 Isolation und Kultur menschlicher in vitro generierter MC 
(CBMC) 

CBMC (cord blood derived MC) wurden aus 

Vorläuferzellen des Nabelschnurblutes generiert. Dafür 

wurden 50 ml Nabelschnurblut mit einem Tropfen Heparin 

antikoaguliert. Eine folgende 90 minütige 

Dextransedimentation diente zur Vernetzung der Erythrozyten 

durch Dextran (7,5 ml 6%iges Dextran), wodurch die 

Erythrozyten zum Röhrchenboden sedimentierten. 5 ml des 

Überstandes wurden in speziellen Röhrchen vorsichtig auf 5 

ml Ficoll-Lösung gegeben und 30 min bei 200g ohne Bremse 

zentrifugiert. Neutrophile und eosinophile Granulozyten 

palletierten, während die mononukleären Zellen, die sich zu 60 – 80% aus Lymphozyten, 20 

– 40% aus Monozyten und 2% aus anderen Zellen zusammensetzen einen Ring oberhalb 

der Ficoll-Lösung ausbilden. Die Zellen der Ringfraktion wurden mit Hilfe einer Pipette 

gewonnen, gewaschen und in RPMI-Medium aufgenommen. Die Zellen wurden bis zu 9 

Wochen mit SCF (100 ng/ml) und IL-6 (50 ng/ml) in einer 6-Well-Platte kultiviert. 5 Tage vor 

Versuchsbeginn wurden die reinen Zellen mit IL-4 (2 ng/ml) kultiviert. Im Folgenden wurde 

mit diesen Zellen genauso verfahren wie mit den menschlichen Darm-MC (Medium, 

Mediumwechsel, Zytokinkonzentrationen, Temperatur etc.). In Abbildung 4 sind menschliche 

in vitro generierte MC dargestellt. Typischerweise treten vermehrt Zellen mit mehrlappigen 

Zellkernen auf.  

2.8 Mastzellaktivierung 

2.8.1 Mastzellaktivierung mit TLR-Liganden 

Nach Kultur in Gegenwart von SCF, SCF und IL-4 (2 ng/ml) oder SCF und IL-6 

(50 ng/ml) wurden die MC gewaschen, gezählt und differenziert. 5 x 104 – 1 x 105 MC 

wurden in 200 µl Medium in einer 96-Well-Platte ausgesät und bei 37 °C mit TLR-Liganden 

für 1,5, 3, 6 oder 18 Stunden stimuliert. Folgende TLR-Liganden wurden eingesetzt: LPS von 

E. coli (1 µg/ml), LTA von S. faecalis (100 µg/ml), Zymosan von S. cerevisiae (1mg/ml), 

poly I:C (100 µg/ml; alle Sigma, München), R848 (100 µg/ml; freundlicherweise von G.B. 

Lipford zur Verfügung gestellt), CpG (10 µM), Non-CpG (10 µM; freundlicherweise von G.B. 

Lipford zur Verfügung gestellt). Als Kontrolle erfolgte die Aktivierung der MC durch 

Kreuzvernetzung des IgE-Rezeptors auf der MC-Oberfläche. Induziert wurde diese mit Hilfe 

von gegen die α-Kette des IgE Rezeptors gerichteten Antikörper (Klon 22E7, 100 ng/ml). 

Abbildung 4:
Menschliche in vitro
generierte MC (CBMC)

Abbildung 4:
Menschliche in vitro
generierte MC (CBMC)
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2.8.2 Mastzellaktivierung durch Bakterien 

Folgende Bakterien wurden eingesetzt: Humanes Stuhlisolat E. coli (O101:H-), der 

probiotische Stamm E. coli Nissle 1917 (06:H1, Mutaflor®, Ardeypharm GmbH, Herdecke), 

der hämolytische Stamm E. coli ATCC 25922 (O6:H1, American Type Culture Collection, 

Manassas, USA), der hämolytische Stamm E. coli ATCC 35218 (06:H31, American Type 

Culture Collection, USA), der FimH-exprimierende Stamm E. coli ORN103(pSH2) (Plasmid 

kodiert alle Gene, die für die Expression der Typ-1 Fimbrien notwendig sind, inklusive des 

FimH-Proteins), E. coli ORN103(pUT2002) (isogene FimH-Mutante des E. coli 

ORN103(pSH2), bereits beschrieben in (112)), der invasive Stamm S. flexneri M90T 

(virulenter Wildtyp, Serotyp 5a), der nicht-invasive Stamm S. flexneri BS176 (nicht-virulent, 

nicht-invasives Derivat des M90T, bereits beschrieben in (155)), der hämolytische Stamm 

E. coli Nissle 1917(pSF4000), der nicht-hämolytische Kontrollstamm E. coli Nissle 

1917(pACYC) (siehe Kapitel 2.3), isogene, Hämolysin-negative Mutanten des E. coli ATCC 

25922 und E. coli ATCC 35218 (siehe Kapitel 2.2), E. coli DH5α (in diesen Stamm wurde der 

pUC19-Abkömmling pSK1 transformiert), E. coli SM10λpir (in diesen Stamm wurde das 

Plasmid pSK13 transformiert). 

Bakterien wurden in LB-Medium bis zu einer OD600 = 0,5 in einem Schüttelinkubator 

bei 37 °C kultiviert. Bei der Anzucht plasmidhaltiger Bakterien (E. coli ORN103(pSH2), 

ORN103(pUT2002), Nissle 1917 (pSF4000) und Nissle 1917 (pACYC184)) wurde dem LB-

Medium 40 µg/ml Chloramphenicol zugesetzt. Die MC (5 x 104 – 1 x 105 MC/Bedingung) 

wurden zweimal in Medium ohne Antibiotika gewaschen, resuspendiert, in 200 µl Medium 

aufgenommen und in eine 96-Well-Platte pipettiert. Bei einer MOI (multiplicity of infection) 

von 1:100 wurden die MC mit den Bakterien für 1,5, 3, 6 oder 18 Std inkubiert. Um einen 

direkten Zell-Zell-Kontakt zu ermöglichen, wurden die Bakterien vor der Inkubation in der 96-

Well-Platte abzentrifugiert (5 min, 500 g). In einigen Experimenten wurden die Zellen in 

100 µl Medium aufgenommen und 100 µl Überstand einer Bakterien-Übernachtkultur 

hinzugegeben. Dafür wurde die Übernachtkultur von E. coli Nissle 1917(pSF4000) und E. 

coli ATCC 25922 10 min bei 4 °C und 6000g abzentrifugiert und durch einen 0.2 µm Filter 

sterilfiltriert. MC-Überleben wurde mittels Trypanblau-Färbung ermittelt. 

2.9 Analyse intrazellulärer Bakterien 

Die Analyse intrazellulärer Bakterien erfolgte mit Hilfe des „gentamycin protection 

assays“. MC wurden mit Bakterien, wie in Kapitel 2.8.2 beschrieben, infiziert. Nach einer 

Stunde wurden die extrazellulären Bakterien durch die Zugabe von 100 µg/ml Gentamycin 

abgetötet. Nach einer weiteren Stunde wurden die MC gewaschen und 5 min mit einer 

1%igen TritonX-100 in PBS-Lösung lysiert, um intrazelluläre Bakterien frei zu setzen. Lysate 
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wurden mit PBS logarithmisch verdünnt und auf Agarplatten ausplattiert. Am nächsten Tag 

erfolgte die Zählung der Kolonien. 

2.10 Inhibitoren 

In einigen Experimenten wurden die MC vor Infektion bzw. Kreuzvernetzung des IgE-

Rezeptors für 60 min mit verschiedenen Inhibitoren inkubiert (22). Folgende Inhibitoren 

wurden eingesetzt: Nifidepine  (100 mM, Sigma-Aldrich, Steinheim),  Actinomycin D 

(1 μmol/l; Calbiochem, USA), Cyclosporin A (1 μmol/l; Novartis, Schweitz), Curcumin 

(50 μmol/l; Sigma-Aldrich, Steinheim), Apigenin (20 μmol/l; Calbiochem, USA), Gö 6976 

(2 μmol/l; Calbiochem, USA), Wortmannin (100 nmol/l; Calbiochem, USA). 

2.11 Mediatormessung 

Nach Zellaktivierung wurden die MC abzentrifugiert (5 min 350g, 4 °C) und die 

Überstände gewonnen. Bis zur Durchführung der Mediator-Messungen wurden diese 

aliquotiert bei –80 °C gelagert. TNF-α, IL-8 (beide ELISA, Biosource, USA) und sLT (ELISA, 

Biotrend, Köln) wurden als spezifische Freisetzung angegeben, die durch Subtraktion der 

basalen von der induzierten Freisetzung berechnet wurde. Die spezifische Histamin-

Freisetzung wurde mittels Radioimmunoassay (RIA, Coulter-Immunotech, Hamburg) ermittelt 

und als Anteil des Gesamthistamingehaltes ruhender MC bestimmt. Das intrazellulär 

gespeicherte, präformierte Histamin wurde in MC-Lysaten (Aufnahme in Wasser, 

Ultraschallbad für 5 min, Einfrier-Auftau-Zyklus) der jeweiligen Kulturbedingungen bestimmt. 

Die Apoptoserate der MC wurde mit Hilfe des Apo-ONE™ Homogeneous Caspase 3/7 Assay 

(Promega, USA) durchgeführt, wofür 25 x 103 MC eingesetzt wurden.  

2.12 RNA-Isolation, Reverse Transkription – Polymerase 
Kettenreaktion (RT-PCR) und real-time RT-PCR 

Gesamt-RNA wurde aus 5 x 104 - 1 x 105 MC mit einer Reinheit von 98 – 100% 

isoliert. Hierfür wurden MC abzentrifugiert und in 350 µl Lyse-Puffer (RLT) aufgenommen 

und bei –80 °C bis zur Weiterverarbeitung eingefroren. Die Gesamt-RNA wurde dann im 

Folgenden mit dem RNeasy Mini Kit isoliert und die Hälfte der RNA durch reverse 

Transkription in cDNA umgeschrieben. Hierzu wurde die genomische DNA durch Inkubation 

mit 1U RNAse freier DNAse für 15 min bei 37 °C verdaut. Nach Zugabe von 25 mM EDTA 

wurde die RNA bei 70 °C für 10 min denaturiert. Die cDNA wurde schließlich durch 

Superscript Reverse Transkriptase in Anwesenheit von 20 pmol oligo dt Primern synthetisiert 

(60 min, 37 °C). Die PCR wurde mit 1,5 µl cDNA, 1 U Taq-Polymerase und 20 pmol der 
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jeweiligen Primerpaare in einem Reaktionsvolumen von 25 µl durchgeführt. Die Amplifikation 

der cDNA-Fragmente erfolgte in einem Peltier-Thermal-Cycler (PTC200, MJ Research, 

USA). 10 µl des PCR-Produktes wurden in einem 1%igen Agarosegel mit 500 ng/ml 

Ethidiumbromid aufgetrennt und anschließend unter UV-Licht fotografiert. Zur 

Quantifizierung der cDNA wurde real-time RT-PCR angewandt, wofür 1,5 µl DNA (Probe 

oder Standard), 10,5 µl H2O, 12,5 µl SYBR®Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, 

USA) und 0,3 µl 20 µM sense und anti-sense Primer in Optical tubes (Applied Biosystems, 

USA) gegeben und in einem ABI PRISM 7700 Sequence Detector (Applied Biosystems, 

USA) gemessen wurden. Als Negativkontrolle enthielt jede Amplifikation eine 

Reaktionsprobe ohne DNA. Für die Generation eines genspezifischen Standards wurde das 

PCR Fragment mit Hilfe des „QIAquick PCR purification kit (Qiagen, Hilden)“ aufgereinigt, 

durch eine Absorptionsmessung bei 260 nm quantifiziert und logarithmisch verdünnt. Die 

relative Transkription der Gene wurde errechnet und im Verhältnis zu der Kopiezahl des 

„house keeping gens“ (GDH) dargestellt. 

Die Primer, die in dieser Studie eingesetzt wurden, sind in den Tabellen 3 und 4 

beschrieben.  

 

Tabelle 3: Primer der konventionellen RT-PCR 

 

 

Fragment- Annealing-
größe (bp) Temperatur (°C)

GDH 5̀ - CAT CAC CAT CTT CCA GGA GC-3̀ 5̀ - GAG GCA GGG ATG ATG TTC TG-3 412 56
TLR 1 5̀ - CAA TTC AGT TTC CCA CCC ATC AG -3̀ 5̀ - GCC ACG TTT GCT CTT TTC CTT G -3̀ 724 56
TLR 2 5̀ - CAC CGT TTC CAT GGC CTG -3̀ 5̀ - GGA CTT TAT CGC AGC TCT -3̀ 525 56
TLR 3 5̀ - AAA TTG GGC AAG AAC TCA CAG G -3̀ 5̀ - GTG TTT CCA GAG CCG TGC TAA -3̀ 321 56
TLR 4 5̀ - CTG GCT GCA TAA AGT ATG GT -3̀ 5̀ - ATA GAT GTT GCT TCC TGC CA -3̀ 532 56
TLR 5 5̀ - CAC GGA AGG TTG TGA TGA AGA GG -3̀ 5̀ - CAG CCA TCT CTA AGG AAG TGT CTG C - 3̀ 426 56
TLR 6 5̀ - CCC TTT AGG ATA GCC ACT GC -3̀ 5̀ - GTC AGA GAC CTG AAG CTC AG -3̀ 172 56
TLR 7 5̀ - CTC TTC AAC CAG ACC TCT AC -3̀ 5̀ - GTC CAG TCT GTG AAA GGA CG -3̀ 312 56
TLR 8 5̀ - CCC AGG AGA CCT TGA AGG AA -3̀ 5̀ - GCT GTA CAT TGG GGT TGT GG -3̀ 218 56
TLR 9 5̀ - CCT TCC CTG TAG CTG CTG TC -3̀ 5̀ - GGA GGA CAA GGA AAG GCT GG -3̀ 181 56
TLR 10 5̀ - CTC AGC CAA TGC TCT GAG ATC -3̀ 5̀ - GTT GGA GCA GTT GGT CAT CAG -3̀ 213 56
CD 14 5̀ - ACT TAT CGA CCA TGG AGC - 3̀ 5̀ - AGG CAT GGT GCC GGT TA -3̀ 291 56
MD 2 5̀ - GAAGCTCAGAAGCAGTATTGGGTC-3̀ 5̀ - GGTTGGTGTAGGATGACAAACTCC-3̀ 422 56
MyD 88 5̀ - GCTCCGATTCATGTACTACGTC-3̀ 5̀ - TGTAGCTGAATCCCGTTCCC-3̀ 121 56
CD48 5̀ - CTC TGT CAC TCC TGG TGA CC-3̀ 5̀ - GGC TTG GGT ACT GGG TCA AG -3̀ 349 60
IL-3 5̀ -CCT TGA AGA CAA GCT GGG TT-3̀ 5̀ -ATT CAT TGG AGT CAC CGT CC-3 296 56
IL-5 5̀ -CGA ACT CTG CTG ATA GCC AAT G-3̀ 5̀ -CCA CTC GGT GTT CAT TAC ACC AAG-3̀ 268 56
IL-6 5̀ -CAC ACA GAC AGC CAC TCA CCT C-3̀ 5̀ -CTC AGG CTG GAC TGC AGG AAC-3̀ 496 56
IL-8 5̀ -GCA GCT CTG TGT GAA GGT GCA G-3̀ 5̀ -GCA TCT GGC AAC CCT ACA ACA G-3̀ 365 56
TNF-◊ 5̀ -GCC CTC TGG CCC AGG CAG TCA G-3̀   5̀ -CAG ATA GAT GGG CTC ATA CCA GGG-3̀ 237 56
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Tabelle 4: Primer der quantitativen real-time RT-PCR 

2.13  Durchflusszytometrie 

Zur Analyse der TLR-Expression kultivierter MC wurden pro Bedingung 5 x 104 MC 

(Reinheit 98 ± 2%) eingesetzt. Nach einem Waschschritt in FACS-Puffer wurden die Zellen 

mit den Primärantikörpern gegen TLR 2 (5 µg/ml, Isotyp IgG2a, Alexis, Schweitz), TLR 3 

(5 µg/ml Isotyp IgG1, Alexis, Schweitz) oder TLR 4 (5 µg/ml, Isotyp IgG2a, Santa Cruz 

Biotechnology, USA) bzw. Isotyp- und Spezies-identische Kontrollantikörper für 30 min bei 

4 °C inkubiert. Nach weiteren zwei Waschschritten erfolgte eine 30-minütige Inkubation in 

Blocking-Puffer mit dem Sekundärantikörper Alexa Fluor 488 goat anti-mouse IgG (1 µg/ml 

MoBiTec Göttingen, Germany). Schließlich wurden die Zellen erneut gewaschen und mit 

einem Durchflusszytometer (FACSCalibur, Becton Dickenson, USA) mittels CELLQuest-

Software (Becton Dickonson, USA) gemessen und analysiert. Für die Analyse des pERK 

wurden MC für 10 min bei Raumtemperatur mit 2% Paraformaldehyd in PBS fixiert und in 

90% igen Methanol 30 min bei 4 °C permeabilisiert. Die MC wurden mit Alexa Fluor® 488-

konjugierten phospho-ERK1/2 (T202/Y204, BD Bioscience, USA) Antikörper (10 µl für 

5 x 104 Zellen, 1 Std bei Raumtemperatur) markiert. 

2.14 Ca-Mobilisation 

Für die Messung des im Zytosol befindlichen freien Kalziums wurden 

1 x 105 MC/Bedingung in RPMI gewaschen und resuspendiert. Die Zellen inkubierten mit 

Fluo-3, Fura Red (4 µg/ml und 10 µg/ml, Molecular Probes, USA), Probenacid (4 mM, 

Sigma) und Pluronic F-127 (0,02%, Molecular Probes, USA)  für 30 min bei 30 °C im 

Dunkeln. Nach weiterem zweimaligen Waschen wurden die Zellen in 500 µl RPMI 

resuspendiert und mit 500 µl Überstand der Übernachtkultur der Bakterienstämme E. coli 

ATCC 25922 oder deren isogenen Mutante (E. coli Δ Hly) stimuliert. Die Extinktion wurde bei 

488 nm in einem Durchflusszytometer (FACSCanto, Becton Dickinson, USA) gemessen. Das 

relative Verhältnis der emittierten Fluoreszenz bei 530 nm und 670 nm wurde als Maß für 

Fragment- Annealing-
größe (bp) Temperatur (°C)

GDH 5'-CAG CCT CAA GAT CAT CAG CA-3' 5̀ -GAG GCA GGG ATG ATG TTC TG-3̀ 140 56
TNF-a 5`-CAA GCC TGT AGC CCA TGT TG-3̀ 5̀ -AGA GGA CCT GGG AGT AGA TG-3` 151 56
IL-5 5`-ACT CTT GCA GGT AGT CTA GG-3̀ 5̀ -GGA ATA GGC ACA CTG GAG AGT CAA-3` 157 56
IL-8 5`-CTG AGA GTG ATT GAG AGT GG-3` 5́ - ACA ACC CTC TGC ACC CAG TT-3́ 112 56
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intrazelluläres Kalzium aufgezeichnet. Die Proben wurden 6 bzw. 10 min gemessen und mit 

Hilfe der FlowJo software (Treestar, USA) analysiert. 

2.15 Statistik 

Die Darstellung der Daten erfolgte als Mittelwert ± SEM. Signifikante Differenzen 

wurden mit Hilfe des Wilcoxon signed rank Test für gepaarte, nicht parametrische Daten 

bestimmt. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 wurde als signifikant bewertet. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Regulation menschlicher Darmmastzellen durch Toll-like 
Rezeptor-Liganden 

3.1.1 Toll-like Rezeptor Expression in menschlichen Darmmastzellen 

In murinen und in vitro hergeleiteten MC konnte bereits von anderen Arbeitsgruppen 

gezeigt werden, dass MC TLR exprimieren. Allerdings variierte das Expressionsmuster 

zwischen den verschiedenen MC-Subpopulation zum Teil erheblich (124,146,197). In der 

vorliegenden Arbeit sollte nun analysiert werden, ob menschliche Darm-MC TLR 

exprimieren. 

Die Analyse der TLR-Expression in menschlichen Darm-MC erfolgte mittels RT-PCR 

und Durchflusszytometrie. Abbildung 5 A zeigt die mRNA-Expression der TLR 1-10 sowie 

CD14, MD2 und MyD88 nach Kultur der MC für 14 Tage in Anwesenheit von SCF. Als 

Kontrolle dienten menschliche Colonbiopsien und PBMC (periphere Blutmononukleäre 

Zellen). Bei allen untersuchten MC-Kulturen fanden sich mRNA für TLR 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8 und 

9 sowie das an TLR4 assoziierte Protein MD2 und MyD88, ein Adapter-Molekül der IL-1/TLR 

Signalkaskade. TLR 1, 3, 6 und 9 sind nur sehr schwach exprimiert, wohingegen TLR 2, 4, 5 

und 8 stärker exprimiert sind. TLR 7 und 10 sowie der TLR 4 Corezeptor CD 14 konnten 

mittels RT-PCR nicht nachgewiesen werden. 

Die Darstellung der Protein-Expression von TLR in kultivierten Darm-MC erfolgte 

mittels Durchflusszytometrie. Hierbei wurden lediglich TLR 2-4 analysiert, deren Expression 

bereits bei einigen MC-Subtypen gezeigt werden konnte. Die Analyse der Protein-Expression 

zeigte, dass menschliche Darm-MC TLR 2-4 exprimieren. In Analogie zu den mRNA-

Ergebnissen zeigte sich bei TLR 2 eine stärkere Expression als bei TLR 3. Allerdings konnte 

TLR 4 mittels Durchflusszytometrie nur schwach nachgewiesen werden (Abbildung 5 B). 

Kultivierung der Zellen mit IL-4 oder IL-6 veränderten das Expressionsmuster nicht. 
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Abbildung 5: Toll-like Rezeptor Expression in menschlichen Darm-MC. (A) RT-PCR-
Analyse zur Detektion von mRNA für TLR 1-10, CD 14, MD 2 und MyD 88 in menschlichen 
Colon-Biopsien, peripheren Blutmononukleären Zellen (PBMC) bzw. menschlichen Darm-MC 
nach zweiwöchiger Kultur in Anwesenheit von SCF (50 ng/ml) (n=5-7). (B) 
Durchflusszytometrische Darstellung der TLR 2, 3 und 4 Expression (n=4). Die schwarzen 
Flächen entsprechen der Isotyp-Kontrollfärbung.    

3.1.2 Toleranz menschlicher Darmmastzellen gegenüber Toll-like Rezeptor-Liganden  

Nachdem gezeigt werden konnte, dass menschliche Darm-MC TLR exprimieren, 

sollte nun im nächsten Schritt analysiert werden, ob menschliche Darm-MC durch TLR-

Liganden stimulierbar sind. 

 Nach einer Kulturdauer von 14 – 21 Tagen in Anwesenheit von SCF wurden die MC 

in Zellmedium gewaschen und mit LPS (Ligand für TLR 4),  LTA (Ligand für TLR 2), 

Zymosan (Ligand für TLR 2), poly I:C (Ligand für TLR 3), R848 (Ligand für TLR 7/8), CpG 

(Ligand für TLR 9) bzw. Non CpG (nicht funktionale Kontrolle für CpG) stimuliert. Bei einem 

Teil der Zellen erfolgte die Aktivierung durch IgER-Kreuzvernetzung mittels mAk 22E7. Die in 

den Überstand freigesetzten Mediatoren Histamin, TNF–α und IL-8 wurden nach 

sechsstündiger Inkubation gemessen. Die mRNA-Expression und die sLT-Freisetzung 

wurden nach dreistündiger Inkubation analysiert. 
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Die Stimulation der Zellen mit den gekennzeichneten TLR-Liganden führte weder zu 

einer signifikanten Freisetzung von Histamin (Abbildung 6 A), noch zu einer signifikanten 

Freisetzung von sLT (Abbildung 6 B). Die Analyse der mRNA-Expression für TNF-α und 

IL-8 zeigte ebenfalls keine signifikanten Veränderung in Darm-MC nach Stimulation mit TLR-

Liganden (Abbildung 6 C+D). Auf Proteinebene ließ sich weder für TNF-α (Abbildung 6 E) 

noch für IL-8 (Abbildung 6 F) eine Induktion erkennen. Auch nach Inkubationszeiten der 

Darm-MC von 90 min bzw. 3, 6 und 18 Std mit den verschiedenen TLR-Liganden konnte 

keine mRNA-Expression für TNF-α und IL- 8 bzw. Freisetzung der Proteine TNF-α und IL-8 

sowie sLT und Histamin festgestellt werden (Ergebnisse nicht gezeigt). 

 

Abbildung 6: TLR-Liganden führen nicht zur Aktivierung menschlicher Darm-MC. Die 
MC wurden mit LPS [3], LTA [4], Zymosan [5], poly I:C [6], R848 [7], CpG [8 ], Non CpG  
[9] bzw. mAk 22E7 [2] stimuliert und die mRNA-Expression (C, D) sowie die Mediator- 
Freisetzung im Überstand (A, B, E, F) gemessen. (A) Histamin-Freisetzung nach 
sechsstündiger Inkubation mit den gekennzeichneten TLR-Liganden (Mittelwert ± SEM, 
n = 5). (B) sLT-Freisetzung nach dreistündiger Stimulation (Mittelwert ± SEM, n = 3). Real-
time RT-PCR für TNF-α (C) und IL-8 (D) nach dreistündiger Stimulation menschlicher Darm-
MC (Mittelwert ± SEM, n = 5). Freisetzung von TNF-α (E) und IL-8 (F) nach sechsstündiger 
Inkubation (Mittelwert ± SEM, n = 5 bzw. 3). ). * p<0,05 im Vergleich zur Kontrolle 
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In Studien an CBMC konnte bereits gezeigt werden, dass IL-4 und IL-6 zu einer 

vermehrten Expression von TLR 2 und 4 sowie einer verstärkten Aktivierbarkeit führt (197). 

Aus diesem Grund wurden menschliche Darm-MC in Anwesenheit von IL-6 bzw. IL-4 

kultiviert und danach mit TLR-Liganden stimuliert. Abbildung 7 zeigt die TNF-α und IL-8 

Freisetzung nach sechsstündiger Stimulation mit LPS, LTA, Zymosan, poly I:C, R848 bzw. 

mAk 22E7. Trotz Zugabe von IL-6 (Abbildung 7 A+B) bzw. IL-4 (Abbildung 7 C+D) führte 

die Stimulation der Darm-MC mit TLR-Liganden weder zu einer signifikanten Freisetzung von 

TNF-α noch zu einer signifikanten Freisetzung von IL-8.  

 

Abbildung 7: Vorkultur menschlicher Darm-MC mit IL-6 bzw. IL-4 bewirkt keine 
Freisetzung von TNF-α und IL-8 nach Stimulation durch TLR-Liganden. Darm-MC 
wurden 2 Wochen in Anwesenheit von SCF (50 ng/ml) und IL-6 (50 ng/ml) (A+B) bzw. IL-4 
(2 ng/ml) (C+D) kultiviert und anschließend mit LPS [3], LTA [4], Zymosan [5], poly I:C [6], 
R848 [7] bzw. mAk 22E7 [2] stimuliert. TNF-α (A+C) und IL-8 (B+D) wurden nach 
sechsstündiger Stimulation mit den gekennzeichneten TLR-Liganden im Überstand 
gemessen (Mittelwert ± SEM, n = 3).  * p<0,05 im Vergleich zur Kontrolle 
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3.1.3 Aktivierung in vitro generierter Mastzellen durch Toll-like Rezeptor-Liganden 

Da wir in menschlichen Darm-MC im Gegensatz zu murinen und humanen in vitro 

generierten MC keine Aktivierung durch TLR-Liganden feststellen konnten, haben wir um 

unser System zu überprüfen, MC aus Nabelschnurblut generiert und die 

Stimulationsversuche an diesen Zellen erneut durchgeführt. 

Die in vitro aus Progenitorzellen herangereiften MC (CBMC) wurden unter 

Anwesenheit von SCF (100 ng/ml) und IL-6 (50 ng/ml) bis zu einer Reinheit von 89-100% 

kultiviert. 5 Tage vor Versuchsbeginn wurden die Zellen nach einem Protokoll von 

Varadaradjalou et al. mit IL-4 kultiviert (2 ng/ml) (197). Abbildung 8 zeigt die mRNA-

Expression für TNF-α und IL-8 nach dreistündiger Stimulation mit den gekennzeichneten 

TLR-Liganden. Die Messung von Histamin, TNF-α und IL-8 Protein erfolgte im Überstand 

nach sechsstündiger Inkubation. Die Freisetzung von sLT wurde nach 3 Std gemessen. 

Die Inkubation der CBMC mit LPS, LTA, Zymosan, poly I:C, R848, CpG bzw. Non-

CpG führte nicht zu einer signifikanten Freisetzung von Histamin und sLT (Abbildung 8 
A+B). Im Gegensatz zu den Darm-MC führte die Stimulation der CBMC mit LPS und R848 

allerdings zu einer signifikanten mRNA-Expression von TNF-α (Abbildung 8 C). Des 

Weiteren induzierten LPS, LTA, Zymosan und R848 eine signifikante mRNA-Expression von 

IL-8 (Abbildung 8 D). Entsprechend der Daten für die TNF-α mRNA-Expression, führte die 

Stimulation der CBMC mit LPS und R848 zu einer signifikanten Freisetzung von TNF-α 

Protein (Abbildung 8 E). Die Menge des freigesetzten TNF-α entspricht der in der Literatur 

beschriebenen Menge zwischen 50 und 100 pg/106 CBMC nach Stimulation mit 1 µg/ml LPS 

(197). Neben LPS und R848 führte die Stimulation der CBMC mit LTA und Zymosan 

ebenfalls zu einer signifikanten Freisetzung von TNF-α-Protein. Abbildung 8 F zeigt die 

Freisetzung von IL-8 nach Stimulation mit den gekennzeichneten TLR-Liganden. Eine 

signifikante Freisetzung von IL-8 konnte nach Stimulation der CBMC mit LPS, LTA, Zymosan 

und R848 aufgezeigt werden. 
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Abbildung 8: TLR-Liganden führen zur Aktivierung in vitro herangereifter MC. CBMC 
wurden mit LPS [3], LTA [4], Zymosan [5], poly I:C [6], R848 [7], CpG [8 ], Non-CpG  [9] 
bzw. der Positiv-Kontrolle mAk 22E7 [2] stimuliert und die mRNA-Expression (C, D) sowie 
die Mediator-Freisetzung im Überstand (A, B, E, F) gemessen. (A) Histamin-Freisetzung 
nach sechsstündiger Inkubation mit den gekennzeichneten TLR-Liganden (Mittelwert ± SEM, 
n = 5). (B) sLT-Freisetzung nach dreistündiger Stimulation (Mittelwert ± SEM, n = 3). Real-
time RT-PCR für TNF-α (C) und IL-8 (D) nach dreistündiger Stimulation menschlicher Darm-
MC (Mittelwert ± SEM, n = 5). Freisetzung von TNF-α (E) und IL-8 (F) nach sechsstündiger 
Inkubation (Mittelwert ± SEM, n = 5 bzw. 3). * p<0,05 im Vergleich zur Kontrolle 
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3.2 Regulation menschlicher Darmmastzellen durch Bakterien 

3.2.1 Mediator-Freisetzung menschlicher Darmmastzellen durch Bakterien 

Nachdem isolierte TLR-Liganden nicht zu einer Aktivierung menschlicher Darm-MC 

führten, sollten nun MC mit lebenden Bakterien infiziert werden. Möglicherweise bedarf es 

einer kombinierten Aktivierung der TLR mittels unterschiedlicher Liganden oder anderer 

Trigger, die über weitere Rezeptoren wirken. Andere Arbeitsgruppen zeigten bereits in in 

vivo als auch in vitro Versuchen, dass verschiedene E. coli Stämme, insbesondere auch 

E. coli Stämme, die Typ 1 Fimbrienproteine exprimieren, welche an CD 48 binden, zu einer 

starken Freisetzung von Mediatoren wie TNF-α führen. Welchen Einfluss verschiedene 

E. coli- und Shigellen-Stämme auf menschliche Darm-MC haben, wurde im Folgenden 

untersucht.    

Nach einer Kulturdauer von 14-21 Tagen und einer Reinheit der MC von 98±2% 

wurden die Zellen gewaschen und in antibiotikafreiem Medium aufgenommen. Bakterien, die 

sich in dem Stadium des exponentiellen Wachstums (OD 0,5) befanden, wurden bei einer 

MOI (mode of infection) von 1:100 zu den Zellen gegeben. Folgende Bakterien wurden 

eingesetzt: humanes Stuhlisolat E. coli (O101:H-), der probiotische Stamm E. coli Nissle 

1917, E. coli ATCC 25922, E. coli ATCC 35218, der FimH-exprimierende Stamm E. coli 

ORN103(pSH2) (Plasmid kodiert alle Gene, die für die Expression der Typ-1 Fimbrien, 

inklusive des FimH-Proteins, notwendig sind), E. coli ORN103(pUT2002) (isogene FimH-

Mutante des E. coli ORN103(pSH2)), der invasive Stamm S. flexneri M90T (virulenter 

Wildtyp, Serotyp 5a), der nicht-invasive Stamm S. flexneri BS176 (nicht-virulent, nicht-

invasive Derivat des M90T). Im Abbildungstext wird im Folgenden die Stammbezeichnung 

(E. coli bzw. S. flexneri) nicht mit aufgeführt. 

Die Analyse der mRNA-Expression erfolgte bei einigen Genen mittels konventioneller 

PCR, bei einigen Genen mittels quantitativer real-time RT-PCR. TNF-α und IL-8 Protein 

wurden im Überstand gemessen. 

Nach sechsstündiger Inkubation mit den gekennzeichneten Bakterien-Stämmen 

führten lediglich die E. coli-Stämme ATCC 25922 und 35218 zu einem signifikanten Anstieg 

der m-RNA-Expression von TNF-α, IL-5 und IL-8 (Abbildung 9 A-C). Selbst die pathogenen 

Bakterien-Stämme S. flexneri M90T und der FimH-exprimierende E. coli ORN 103(pSH2) 

führten nicht zu einer signifikanten Aktivierung der Zellen. Bestätigt wurden diese Ergebnisse 

ebenfalls mit konventioneller PCR für IL-3, IL-5, IL-6, IL-8, und TNF-α. Abbildung 9 D zeigt 

die mRNA-Expression nach sechsstündiger Infektion der Zellen mit E. coli ATCC 25922 und 

35218 bzw. IgER-Kreuzvernetzung. Die mRNA-Induktion erfolgte bereits nach 90 min, wobei 
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die mRNA-Expression für die Interleukine IL-5 und IL-8 den stärksten Anstieg nach 3 bis 6 

Std  Stimulation aufwiesen (Abbildung 9 E-G).  

 

Abbildung 9: Expression von mRNA nach Infektion menschlicher Darm-MC mit 
verschiedenen E. coli und S. flexneri Stämmen. MC wurden mit den gekennzeichneten 
Bakterien (MOI 1:100) inkubiert bzw. durch IgER-Kreuzvernetzung mit dem mAk 22E7 
stimuliert. Die mRNA-Expression für (A) TNF-α, (B) IL-8 und (C) IL-5 nach sechsstündiger 
Inkubation wurde mittels quantitativer real-time PCR analysiert (Mittelwert ± SEM, n = 5). (D) 
Konventionelle RT-PCR zur Analyse der mRNA-Expression für TNF-α, IL-3, IL-5, IL-6 und 
IL-8 nach sechsstündiger Infektion mit E. coli ATCC 25922 und E. coli ATCC 35218. 
Zeitkinetik der mRNA-Expression für (E) TNF-α, (F) IL-8 und (G) IL-5 (Mittelwert ± SEM, n = 
3). * p < 0,05 im Vergleich zur Kontrolle. 
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Entsprechend der Daten für die mRNA-Induktion zeigten die MC ebenfalls eine 

vermehrte Freisetzung von TNF-α und IL-8 Protein nach Infektion mit E. coli ATCC 25922 

und ATCC 35218 (Abbildung 10 A+B). Abbildung 10 C zeigt die Histamin-Freisetzung 

nach sechsstündiger Infektion mit den gekennzeichneten Bakterienstämmen. Alle getesteten 

Bakterienstämme führten zu einer signifikanten Histamin-Freisetzung, wobei durch die E. coli 

Stämme ATCC 25922 und ATCC 35218 signifikant mehr Histamin freigesetzt wurde. Die 

Histamin-Freisetzung konnte bereits nach 1,5 Std verzeichnet werden und stieg nach sechs- 

bis siebenstündiger Inkubation mit den E. coli-Stämmen ATCC 25922 und ATCC 35218 auf 

eine maximale Histamin-Freisetzung von 50-100% an, was auf eine Lyse der MC hinweist 

(Abbildung 10 E). Die E. coli Stämme ATCC 25922 und ATCC 35218 führten weiterhin zu 

einer Freisetzung von sLT (Abbildung 10 D). Die Freisetzung von sLT war nach 

dreistündiger Inkubation mit den E. coli Stämmen ATCC 25922 und ATCC 35218 maximal 

(Abbildung 10 F).  

 

Abbildung 10: Mediator-Freisetzung nach Infektion menschlicher Darm-MC mit 
verschiedenen E. coli und S. flexneri Stämmen. TNF-α (A) und IL-8 (B) Protein nach 
sechsstündiger Infektion mit den gekennzeichneten Bakterien (Mittelwert ± SEM, n = 4). (C) 
Histamin-Freisetzung nach sechsstündiger Infektion mit den gekennzeichneten Bakterien-
Stämmen (Mittelwert ± SEM, n = 5). (D) Freisetzung von sLT nach dreistündiger Infektion 
(Mittelwert ± SEM, n = 2). Zeitkinetik der Histamin- (E) und sLT- (F) Freisetzung nach 
Inkubation mit mAk 22E7, E. coli Nissle 1917, E. coli ATCC 25922 und E. coli ATCC 35218 
(Mittelwert von zwei Experimenten). * p < 0.05 im Vergleich zur Kontrolle. 
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3.2.2 Intrazelluläre Bakterien bei menschlichen Darmmastzellen 

Bakterien können entweder aktiv in eine Zelle eindringen oder passiv von Zellen 

phagozytiert werden. Der FimH-exprimierende E. coli ORN 103 (pSH2) wird als naives 

Bakterium über einen Opsonin-unabhängigen Prozess von murinen MC erkannt und 

phagozytiert. Diese Opsonin-unabhängige Phagozytose erfolgt durch Bindung des 

Fimbrienproteins an CD48, den FimH-Rezeptor (110). Ein Vertreter invasiver Bakterien stellt 

S. flexneri dar. S. flexneri dringt aktiv in Zellen ein, um diese zu aktivieren bzw. Apoptose 

oder Zelltod zu induzieren. Die Bakterien werden durch Pinozytose in die Zelle 

aufgenommen. Im Zytoplasma lysiert das Bakterium die umgebende, von der Wirtszelle 

gebildete Vakuolenschicht und besiedelt das Wirtszell-Zytoplasma (190). 

Die Analyse intrazellulärer Bakterien erfolgte mittels „gentamycin protection assays“. 

Dieser Assay beruht auf der Tötung extrazellulärer Bakterien durch die Zugabe von 

Gentamycin. Im Folgenden werden die intrazellulären Bakterien durch Lyse der Zellen mit 

einer 1%igen TritonX-100 in PBS-Lösung freigesetzt. Diese Bakterien wurden mit PBS 

logarithmisch verdünnt, auf Agarplatten ausplattiert und am nächsten Tag ausgezählt. 

Eine Stunde nach Infektion menschlicher Darm-MC konnte jedoch lediglich der 

invasive Shigella flexneri M90T intrazellulär nachgewiesen werden, wobei im Durchschnitt 

1,7 Bakterien pro MC beobachtet wurden (Abbildung 11). E. coli Bakterien, inklusive des 

Fimbrien exprimierenden E. coli ORN 103 (pSH2), konnten intrazellulär nicht nachgewiesen 

werden.  

 

Abbildung 11: Anzahl intrazellulärer Bakterien pro MC. Analyse mittels gentamycin 
protection assays (n=3). Mittelwert ± SEM ist gezeigt. 
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3.2.3 Zelllyse menschlicher Darmmastzellen durch Bakterien 

Bakterien sind in der Lage Zelltod durch Lyse oder Apoptose zu induzieren. In 

Monozyten, Makrophagen und Dendritischen Zellen führt S. flexneri zum Beispiel zur 

Apoptose (37,59,161). Verschiedene bakterielle Toxine dagegen induzieren eine Lyse der 

Zellen. Ob die in dieser Studie eingesetzten Bakterien Zelltod hervorrufen, sollte im 

Folgenden geklärt werden. 

Die Differenzierung zwischen toten und lebenden Zellen in der Neubauer-

Zählkammer erfolgte mit dem Farbstoff Trypanblau. Dieser Farbstoff färbt tote Zellen blau 

und belässt lebende Zellen ungefärbt, da er eine intakte Zellmembran nicht durchdringen 

kann. Einen Hinweis auf Apoptoseinduktion lieferte die Analyse der Caspase 3/7 Aktivierung.   

Abbildung 12 A zeigt die MC-Wiederfindung nach sechsstündiger Inkubation. Der 

invasive S. flexneri M90T führte zu einer signifikant verminderten Wiederfindung der Zellen, 

die bei etwa 65% gegenüber dem Ausgangswert lag. Interessanterweise war bei den beiden 

E. coli Stämmen ATCC 25922 und ATCC 35218 lediglich eine MC-Wiederfindung von 20-

30% zu verzeichnen. Der Zelltod nach Infektion mit E. coli ATCC 35218 trat bereits 1,5 Std 

nach Infektion ein, wobei eine MC-Wiederfindung von immer noch etwa 90% bestand 

(Abbildung 12 B). Der Zelltod nach Infektion mit E. coli ATCC 25922 trat erst nach 3 Std 

ein. Nach diesem Zeitraum waren immer noch 90% der Zellen vital. Die anderen getesteten 

Bakterien führten bis zu 6 Std nach Infektion nicht zum Zelltod. Abbildung 12 C zeigt MC 

nach Infektion mit E. coli Nissle 1917 bzw. eine zerstörte MC nach Infektion mit E. coli ATCC 

35218. Die Untersuchungen der Caspase 3/7 Aktivität deuten darauf hin, dass es sich bei 

dem Zelltod nicht um Apoptose handelt (Abbildung 12 D). Weder nach Infektion mit den 

E. coli Stämmen ATCC 25922 und ATCC 35218 noch nach Infektion mit S. flexneri M90T 

konnte eine Aktivierung der Caspase 3/7 gemessen werden. E. coli Nissle 1917 induzierte 

einen leichten Anstieg der Caspase 3/7 Aktivität nach 3 Std, obwohl nach sechsstündiger 

Inkubation kein Zelltod mittels Trypanblau Färbung aufgezeigt werden konnte  (Abbildung 
12 A). Diese schnelle Induktion des Zelltods nach Infektion mit E. coli ATCC 25922 und 

ATCC 35218 könnte eine Erklärung der niedrigen Freisetzung von IL-8-Protein, trotz starker 

mRNA Induktion und der teilweise vollständigen Histamin-Freisetzung nach Infektion 

menschlicher Darm-MC sein. 
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Abbildung 12. Caspase 3/7 unabhängige Zelltodinduktion nach Infektion mit E. coli 
ATCC 25922 und E. coli ATCC 35218. (A) Anzahl vitaler MC nach sechsstündiger 
Inkubation mit den gekennzeichneten Bakterien-Stämmen (Mittelwert ± SEM, n = 5). (B) 
Zeitkinetik des Zelltods induziert durch E. coli ATCC 25922 und E. coli ATCC 35218 
(Mittelwert ± SEM, n = 3). (C) Lichtmikroskopische Aufnahme der MC nach Inkubation mit E. 
coli Nissle 1917 und E. coli ATCC 35218 nach 6 Std (D) Caspase 3/7 Aktivität in MC nach 
Inkubation mit den gekennzeichneten Bakterien-Stämmen nach 90 min bzw. 3 und 6 Std 
Ergebnisse eines Experiments sind dargestellt. Ergebnisse für die E. coli Stämme ATCC 
25922 und E. coli ATCC 35218 wurden in einem zweiten Experiment bestätigt (nicht 
gezeigt). * p < 0.05 im Vergleich zur Kontrolle. 
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3.2.4 Geno- und Phänotypische Darstellung isogener Hämolysin Mutanten 

Die Ergebnisse zeigen, dass menschliche Darm-MC durch E. coli ATCC 25922 und 

ATCC 35218 zur Freisetzung von Entzündungsmediatoren angeregt werden. Weiterhin 

kommt es zur Induktion einer Zelllyse. Aufgrund dieser Ergebnisse stellten wir die Hypothese 

auf, dass E. coli alpha Hämolysin, welches von den E. coli Stämmen ATCC 25922 und 

ATCC 35218, aber nicht von den anderen untersuchten Stämmen gebildet wird, für die 

Zellaktivierung mit anschließender Zelllyse verantwortlich ist. Im Rahmen dieser Dissertation 

wurden daraufhin isogene Hämolysin-Mutanten der E. coli Stämme ATCC 25922 (25Δhly) 

und ATCC 35218 (35Δhly) und eine Transformante des nicht hämolytischen Stammes E. coli 

Nissle 1917 mit dem Plasmid pSF4000 (Hly+), welches Hämolysin kodiert bzw. dem 

Kontrollplasmid pACYC 184 (Hly-), generiert. Die Klonierungsstrategie und das Prinizip der 

Herstellung isogener Mutanten ist im Kapitel 2.2 detailliert beschrieben. Die phäno- und 

genotypische Darstellung der isogenen Hämolysin-Mutanten wird im Folgenden aufgezeigt. 

Die phänotypische Darstellung des E. coli ATCC 25922 Wildtyps (25 WT) auf 

Blutagarplatten zeigt den hämolytischen Hof, der durch die hämolysinbedingte Lyse der 

Erythrozyten entsteht (Abbildung 13 A). Bei der isogenen Hämolysin-Mutante (Abbildung 
13 B) ist diese Lyse nicht mehr zu beobachten. Die genotypische Darstellung erfolgte mittels 

konventioneller PCR (Abbildung 13 C) und Southern blot (Abbildung 13 D). Abbildung 13 
C zeigt die Wildtypstämme E. coli ATCC 25922 und 35218 (von links Linie 3 und 5) und 

deren isogenen Mutanten (von links Linie 2 und 4). Die Amplifikate wurden mit den Primern 

pSK1 und pSK2, welche im Gen des Hämolysin A angreifen, erstellt. Im Rahmen der 

Mutagenese wurde dieses Fragment verkürzt und liegt bei den isogenen Mutanten im 

Vergleich zu den Wildtypstämmen um 1043 Basenpaare verkleinert vor. Abbildung 13 D 
zeigt die Ergebnisse der Southern blot Analyse. Der untere Balken zeigt die spezifische 

Bindung der Sonde an das nach der Spaltung mit dem Restriktionsenzym Bpu10I 

entstandene 9620 bp große Fragment (Linie 3 und 5) sowie das nach Mutation um 1043 bp 

verkürzte Fragment (Linie 2 und 4). 
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Abbildung 13: Phäno- und Genotypische Darstellung der isogenen Hämolysin 
Mutanten. Phänotypische Darstellung (A) des Wildtyp E. coli ATCC 25922 (25 WT) und (B) 
der isogenen Mutante (25Δhly) auf Blutagarplatten. (C) Konventionelle PCR mit den Primern 
pSK1 und pSK2. DNA der isogenen Mutante E. coli ATCC 25922 (25Δhly) [2], des Wildtyps 
E. coli ATCC 25922 (25 WT) [3], der isogenen Mutante E. coli ATCC 35218 (35Δhly) [4] und 
des Wildtyps E. coli ATCC 35218 (35WT) [5]. (D) Southern blot nach restriktionsspezifischer 
Spaltung mit dem Enzym Bpu 10I. 

3.2.5 E. coli alpha Hämolysin stimuliert die Mediator-Freisetzung menschlicher 
Darmmastzellen 

Die erstellten isogenen Hämolysin-Mutanten E. coli ATCC 25922 Δ Hämolysin 

(25Δhly) und E. coli ATCC 35218 Δ Hämolysin (35Δhly) wurden nun in der Zellkultur getestet. 

Die Analyse der mRNA-Expression erfolgte 3 Std nach Infektion mittels real-time RT-PCR. 

Die Mediatoren sLT und LTB4 wurden 3 Std nach Infektion im Überstand gemessen. Die 

Menge an Histamin im Überstand wurde 6 Std nach Infektion gemessen. 25Δhly und 35Δhly 

verhielten sich wie die anderen getesteten Hämolysin-negativen Stämme (vergl. Abbildung 9 

und 10). Sie haben eine stark verminderte Kapazität MC zu aktivieren, welches anhand der 

mRNA-Expression für IL-8 (Abbildung 14 A) und IL-5 (Abbildung 14 B), der sLT- 

(Abbildung 14 C) und LTB4- (Abbildung 14 D) sowie der Histamin-Freisetzung (Abbildung 
14 E) gezeigt wird.  
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Abbildung 14: E. coli Hämolysin bewirkt MC-Aktivierung. (A-F) MC blieben unbehandelt 
[C] bzw. wurden mit E. coli ATCC 25922 [25 WT], ATCC 25922 Δ Hämolysin [25 ΔHly], 
ATCC 35218 [35 WT], ATCC 35218 Δ Hämolysin [35 ΔHly] infiziert. (A) IL-8, (B) IL-5 mRNA-
Expression (n = 5) und die Mediatoren (C) sLT und (D) LTB4 (n = 3) wurden nach 3 Std 
gemessen. (E) Histamin-Freisetzung nach 6 Std (n = 3). * p < 0.05 im Vergleich zur Kontrolle 
bzw. wie gekennzeichnet. Mittelwert ± SEM ist gezeigt. 

3.2.6 Hämolytischer E. coli Nissle (pSF4000) führt zu Mediator-Freisetzung und 
Zelltod 

Um die Hypothese, dass E. coli Hämolysin für die Zellaktivierung verantwortlich ist, zu 

untermauern, haben wir des Weiteren den transformierten E. coli Nissle 1917 mit dem 

Plasmid, welches das Hämolysin-Gen kodiert (pSF4000, Hly+), bzw. mit dem Kontrollplasmid 

(pACYC184, Hly-) in Infektionsversuchen an menschlichen Darm-MC getestet. 

Im Gegensatz zu E. coli Nissle WT induziert E. coli Nissle Hly+ in MC die Expression 

von TNF-α, IL-8 und IL-5 mRNA, die Freisetzung von sLT, LTB4 und Histamin. Vergleichbar 

mit E. coli Nissle WT hat E. coli Nissle (pACYC184, Hly-) keine bzw. geringfügige Effekte auf 

MC (Abbildung 15 A-F). Die MC Wiederfindung nach drei- bzw. sechsstündiger Inkubation 

mit E. coli Nissle Hly+ war signifikant erniedrigt. Nach sechsstündiger Inkubation belief sich 

die MC Wiederfindung auf 0 bis 12% (Abbildung 15 G). 

Mit Hilfe dieser Experimente konnte gezeigt werden, dass  menschliche Darm-MC 

sensitiv für E. coli alpha Hämolysin sind und mit einer Freisetzung von TNF-α, IL-8, Histamin, 

sLT und LTB4 reagieren. 
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Abbildung 15: Hämolytischer E. coli Nissle bewirkt MC-Aktivierung. (A-G) MC blieben 
unbehandelt [C] bzw. wurden mit E. coli Nissle 1917 (pACYC184) [Hly-] und E. coli Nissle 
1917 (pSF4000) [Hly+] infiziert. Expression der mRNA für (A) TNF-α (n = 8), (B) IL-8 (n = 8) 
und (C) IL-5 (n = 8) wurde nach 3 Std gemessen. Freisetzung von (D) sLT (n = 3), (E) LTB4 
(n = 3) und (F) Histamin (n = 5) wurden ebenfalls nach 3 Std gemessen. (G) MC- 
Wiederfindung nach 3 und 6 Std (n = 3). Mittelwert ± SEM ist gezeigt. * p < 0.05, ** p<0,01 
im Vergleich zur Kontrolle bzw. wie gekennzeichnet. 
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3.2.7 Kulturüberstand hämolytischer E. coli Bakterien bewirkt MC-Aktivierung  

Im Folgenden wurde untersucht, ob die MC-Aktivierung durch hämolytische Bakterien 

einen Zell-Bakterien-Kontakt erfordert oder ob diese durch freigesetzte Faktoren im 

Überstand hervorgerufen werden kann. Aus diesem Grund wurden MC mit Kulturüberstand 

der Übernachtkulturen von E. coli Nissle 1917 (pSF4000) und E. coli ATCC 25922 bzw. 

deren Kontrollen 3 Std inkubiert. Abbildung 16 (A-C) zeigt die mRNA-Expression für IL-5 

und IL-8 und die Histamin-Freisetzung. Überstand der Stämme E. coli Nissle 1917 

(pSF4000) und E. coli ATCC 25922 führten zu einer starken Aktivierung der Zellen im 

Vergleich zu den Hämolysin-negativen Stämmen E. coli Nissle 1917 (pACYC184) and E. coli 

ATCC 25922 ΔHly. Diese Ergebnisse deuten daraufhin, dass kein direkter Zell-Bakterien 

Kontakt notwendig ist und dass das im Überstand befindliche Hämolysin zu der Aktivierung 

der MC führt. 

 

Abbildung 16. Inkubation menschlicher Darm-MC mit Kulturüberstand hämolytischer 
E. coli Stämme. MC wurden für 3 Std mit Kulturüberstand der Stämme E. coli Nissle 1917 
(pACYC184) [Nis Hly-], E. coli Nissle 1917 (pSF4000) [Nis Hly+], E. coli ATCC 25922 
[25 WT], E. coli ATCC 25922 Hly- [25 ΔHly ] oder Zellkulturmedium als Kontrolle [C] inkubiert. 
Expression der mRNA für (A) IL-5, (B) IL-8 und (C) Histamin-Freisetzung wurden gemessen. 
(Mittelwert ± SEM, n = 3). 
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3.2.8 E. coli alpha Hämolysin induziert Kalzium-Fluss 

In den vergangen Versuchen konnten wir zeigen, dass Hämolysin ein potenter 

Induktor proinflammatorischer Mediatoren in menschlichen Darm-MC darstellt. Die 

Mechanismen dieser Aktivierung sollten im Folgenden untersucht werden. Hierfür wurden 

verschiedene Inhibitoren der Signalkaskade eingesetzt und der Kalzium-Fluss nach Infektion 

der MC untersucht. Die Ergebnisse dieser Analysen sind in Abbildung 17 und 18 

dargestellt. 

Die Messung des im Zytosol befindlichen Kalziums wurde mit den Farbstoffen Fluo-3 

und Fura Red durchgeführt. Die Extinktion erfolgte bei 488 nm in einem 

Durchflusszytometer. Das relative Verhältnis der emittierten Fluoreszenz bei 530 nm und 670 

nm wurde als Maß für intrazelluläres Kalzium gemessen. MC wurden mit 500 µl Überstand 

einer Übernachtkultur der Bakterienstämme E. coli ATCC 25922 oder deren isogener 

Mutante (E. coli Δ Hly) und mAk 22E7 stimuliert und der Kalzium-Fluss 6 bzw. 10 min 

gemessen. 

Im Gegensatz zu der isogenen E. coli Hämolysin Mutante (ΔHly) führte E. coli ATCC 

25922 WT zu einem Anstieg des intrazellulären Kalziums (Abbildung 17 A). Dieser Kalzium-

Anstieg erfolgte allerdings langsamer als nach Stimulation mit mAk 22E7 (Abbildung 17 B). 

Durch den Anstieg des intrazellulären Kalziums kann es beispielsweise zu einer Aktivierung 

von Calcineurin oder der Protein Kinase C (PKC) kommen. Diese Signalmoleküle können 

durch Cyclosporin A, ein Inhibitor des Calcineurin oder Gö 6976, ein Inhibitor der PKC 

inhibiert werden (152,167). Der Einsatz von Cyclosporin A führte bei menschlichen Darm-

MC, die mit E. coli ATCC 25922 infiziert oder mAK 22E7 stimuliert wurden, zu einer starken 

Herabregulation der mRNA-Expression für TNF-α, IL-8, IL-5 und sLT-Freisetzung 

(Abbildung 17 C). Interessanterweise inhibierte Gö 6976 zwar fast vollständig die Effekte 

nach Stimulation mit mAk 22E7 aber nur zu einem geringen Teil (50%) die Antwort der MC 

auf Hämolysin (Abbildung 17 D). In Studien an Epithelzellen konnte bereits gezeigt werden, 

dass durch eine Inhibition der spannungsgesteuerten L-Typ Kalziumkanäle die Aktivierung 

durch hämolytische Bakterien verhindert werden kann (192). Einen Inhibitor der L-Typ 

Kalziumkanäle stellt das Nifedipin dar, welches eine Stunde vor Stimulation der Zellen mit 

Überstand einer E. coli Übernachtkultur hinzugegeben wurde. In Abbildung 17 E ist der 

Anstieg intrazellulären Kalziums mit und ohne Vorbehandlung mit Nifedipin aufgezeigt. Die 

mRNA-Expression für TNF-α, IL-8, IL-5 und die sLT-Freisetzung nach Stimulation mit 

Hämolysin bzw. mAk 22E7 konnte durch Nifedipin um 50-60% inhibiert werden (Abbildung 
17 F). 
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Abbildung 17: Kalzium-Fluss nach Stimulation mit E. coli alpha Hämolysin. (A) Kalzium 
Fluss nach Stimulation mit Überstand einer Übernachtkultur der Stämme E. coli ATCC 25922 
(schwarze Linie) und E. coli ATCC 25922 Hly- (graue Linie) (n=4). Der Pfeil gibt den 
Zeitpunkt der Zugabe des Überstandes an. (B) Kalzium Fluss nach Stimulation mit mAk 
22E7 (n=4). MC wurden 60 min mit (C) Cyclosporin A (1 μM) oder (D) Gö 6976 (2 μM) 
vorinkubiert und mit E. coli ATCC 25922 und mAk 22E7 für 3 Std stimuliert. Expression der 
mRNA für TNF-α, IL-8 und IL-5 wurde mittels real-time RT-PCR, sLT im Überstand 
gemessen (n=4). (E) Kalzium Fluss (n=3) mit und ohne 15 minütiger Vorinkubation mit 
Nifedipin (100 mM) und folgender Stimulation mit E. coli ATCC 25922. (F) mRNA-Expression 
für TNF-α, IL-8, IL-5 und sLT-Freisetzung nach Vorinkubation mit Nifedipin und folgender 
Stimulation mit E. coli ATCC 25922 und mAk 22E7 für 3 Std (n=4, Mittelwert ± SEM). 
* p < 0.05 im Vergleich zur Kontrolle bzw. wie gekennzeichnet. 

TNFIL8 IL5 sLT
0

25
50
75

100

+ Cyclosporin A

mAk 22E7
EC25

* **

***

%
 v

on
 K

on
tro

lle

-2 0 2 4 6 8 10
0

1

2

3

min

M
ea

n 
ra

tio

-2 0 2 4 6
0

1

2

3

min

M
ea

n 
ra

tio

TNFIL8 IL5 sLT
0

25
50
75

100 + Gö 6976

*

**

**

*

* *

%
 v

on
 K

on
tro

lle

-2 0 2 4 6
0

1

2

3

min

M
ea

n 
ra

tio

A B

C D

E F

WT

ΔHly

+Nifedipin

-Nifedipin

TNFIL8 IL5 sLT
0

25
50
75

100 + Nifedipin

*

**
*

*

%
 v

on
 K

on
tro

lle

TNFIL8 IL5 sLT
0

25
50
75

100

+ Cyclosporin A

mAk 22E7
EC25

* **

***

%
 v

on
 K

on
tro

lle

-2 0 2 4 6 8 10
0

1

2

3

min

M
ea

n 
ra

tio

-2 0 2 4 6
0

1

2

3

min

M
ea

n 
ra

tio

TNFIL8 IL5 sLT
0

25
50
75

100 + Gö 6976

*

**

**

*

* *

%
 v

on
 K

on
tro

lle

-2 0 2 4 6
0

1

2

3

min

M
ea

n 
ra

tio

A B

C D

E F

WT

ΔHly

+Nifedipin

-Nifedipin

TNFIL8 IL5 sLT
0

25
50
75

100 + Nifedipin

*

**
*

*

%
 v

on
 K

on
tro

lle



Ergebnisse 

58 

3.2.9 E. coli – Stämme aktivieren den extracellular signal-regulated kinase (ERK) 1/2 
Signalweg  

Die MAP-Kinase ERK spielt bei der Aktivierung menschlicher Darm-MC durch 

Kreuzvernetzung der IgE-Rezeptoren mittels mAk 22E7 eine entscheidende Rolle (102). Bei 

anderen Zelltypen konnte gezeigt werden, dass ERK bei der Immunantwort gegenüber 

Pathogenen oder entzündlichen Reaktionen beteiligt ist. 

 Abbildung 18 A zeigt eine Zeitkinetik von pERK im Durchflusszytometer nach 

Stimulation menschlicher Darm-MC mit mAk 22E7 (erste Reihe),  Überstand von E. coli 

ATCC 25922 WT (zweite Reihe) und Überstand von E. coli ATCC 25922 ΔHly (dritte Reihe). 

Es konnte gezeigt werden, dass sowohl der hämolytische E. coli ATCC 25922 WT als auch 

die isogene Hämolysin-negative Mutante E. coli ATCC 25922 ΔHly zur Phosphorylierung von 

ERK führt. Allerdings ist das Signal nach Stimulation mit Überstand von E. coli ATCC 25922 

WT stärker als nach Stimulation mit E. coli ATCC 25922 ΔHly (gezeigt ist eines von drei 

unabhängigen Experimenten). Das Signalmolekül c-Fos, welches der ERK nachgelagert ist, 

wird ebenfalls durch den hämolytischen E. coli ATCC 25922 WT und die isogene Hämolysin-

negativen Mutante E. coli ATCC 25922 (ΔHly) aktiviert (Abbildung 18 B). Ein signifikanter 

Unterschied zwischen E. coli ATCC 25922 WT und der Hämolysin-negativen Mutante E. coli 

ATCC 25922 (ΔHly) konnte nicht gezeigt werden. Die c-Fos Aktivierung wurde mittels real-

time RT-PCR analysiert. Diese Ergebnisse werden untermauert durch die Analyse mit 

Apigenin, einem Inhibitor des MAP-Kinase Signalweges (34). Abbildung 18 C zeigt, dass 

Apigenin zu einer 70 - 80%igen Reduktion der mRNA von TNF-α, IL-8, IL-5 und sLT-

Freisetzung führt. 

Interessanterweise führte Wortmannin, ein spezifischer Inhibitor der 

Phosphatidylinositol 3-Kinase (214), nicht zu einer Inhibition der durch E. coli ATCC 25922 

bedingten Aktivierung der mRNA-Expression für TNF-α, IL-5 und IL-8. Im Gegensatz dazu 

konnte die Aktivierung durch IgER-Kreuzvernetzung durch Wortmannin inhibiert werden 

(Abbildung 18 D). Des Weiteren bedingte eine Vorbehandlung der MC mit Curcumin, einem 

Inhibitor der NF-κB und AP-1-abhängigen Signalwege (172) eine komplette Blockade der 

durch E. coli ATCC 25922 oder mAk 22E7 induzierten mRNA-Expression (Abbildung 18 E). 

Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass die Aktivierung menschlicher Darm-MC durch 

E. coli alpha Hämolysin anderen Signalkaskaden unterliegt als die Aktivierung durch 

Kreuzvernetzung der IgE-Rezeptoren. 
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Abbildung 18: Aktivierung des ERK 1/2 Signalweges durch E. coli alpha Hämolysin.  
(A) pERK1/2 wurde im Durchflusszytometer nach Stimulation menschlicher Darm-MC mit 
mAk22E7, PMA, E. coli 25922 WT und E. coli 25922 ΔHly gemessen. Graue Fläche 
entspricht der Isotyp-Kontroll-Färbung. Eines von drei unabhängigen Experimenten ist 
gezeigt. (B) c-Fos mRNA-Expression nach 30- minütiger Inkubation mit mAk22E7, E. coli 
25922 WT [25 WT] und E. coli 25922 ΔHly [25 ΔHly]. (C-E) MC wurden 60 min mit (C) 
Apigenin (20 μM) (D) Wortmannin (100 nM) und (E) Curcumin (50 μM) vorinkubiert und dann 
mit E. coli 25922 WT und mAk 22E7 stimuliert. Expression der mRNA für TNF-α, IL-8, IL-5 
und sLT-Freisetzung nach 3 Std. Dargestellt ist der relative Anteil (%) der spezifischen 
Induktion zur nicht vorbehandelten Kontrolle (Mittelwert ± SEM, n = 6, n = 3 für sLT). * p < 
0.05 im Vergleich zur Kontrolle bzw. wie gekennzeichnet. 
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4 Diskussion 

4.1 Regulation menschlicher Darmmastzellen durch Toll-like 
Rezeptor-Liganden 

TLR spielen eine Schlüsselrolle bei der Bekämpfung von Pathogenen. Sie werden 

von einer Vielzahl an Zellen exprimiert, darunter Monozyten, Makrophagen, Dendritische 

Zellen, B-Zellen, MC und Epithelzellen (184). In humanen Zellen wurden bisher 10 TLR 

beschrieben, die sich nicht nur aufgrund der Spezifität, sondern ebenfalls aufgrund des 

Expressionsmusters und der intrazelluläreren Signalwege unterscheiden. Mit Hilfe von TLR 

sind Zellen in der Lage, konservierte Motive wie Lipoproteine, Lipoteichonsäure, Flagellin, 

CpG-DNA und doppelsträngige RNA zu erkennen. Durch die spezifische Bindung der 

Liganden an die TLR wird sowohl das angeborene als auch das adaptive Immunsystem 

beeinflusst (184). Eine Schlüsselkomponente bei der Beeinflussung des angeborenen 

Immunsystems durch TLR ist die Initiation einer Entzündung durch die Freisetzung von 

Mediatoren wie zum Beispiel TNF-α. Aber auch antiinflammatorische Mediatoren wie IL-10 

oder TGF-β werden durch die Bindung der Liganden an die TLR freigesetzt. Eine direkte 

antibakterielle Wirkung wird durch Freisetzung von O2- Radikalen, NO bzw. Phagozytose 

bewirkt. Das antigenspezifische adaptive Immunsystem wird durch TLR beispielsweise über 

die Rekrutierung von Dendritischen Zellen in die Lymphknoten oder durch Differenzierung 

naiver T-Zellen in TH-1- bzw. TH-2-Zellen reguliert (74). 

In den letzten Jahren sind einige Arbeiten publiziert worden, in denen die Expression 

von TLR in murinen und humanen MC-Subtypen untersucht wurde. McCurdy et al. 

untersuchten murine, aus Knochenmark isolierte MC (BMMC) und die murine MC-Linie 

MC/9. Sie konnten zeigen, dass sowohl BMMC als auch die Zelllinie MC/9 TLR 2, 4 und 6, 

jedoch nicht TLR 5 exprimieren (123,180). Supajatura et al. bestätigten diese Ergebnisse 

und erweiterten das Spektrum um TLR 8 (181). In einer weiteren Studie wurde die 

Expression der mRNA für TLR 2, 3, 4, 7 und 9 in murinen BMMC und murinen Haut-MC 

verglichen. TLR 2 und 4 konnte in beiden Zell-Subtypen nachgewiesen werden. Die 

Expression von TLR 3, 7 und 9 in murinen Haut-MC war im Vergleich zu der in BMMC erhöht 

(121). Untersuchungen an menschlichen in vitro generierten MC aus Nabelschnurblut 

(CBMC) bzw. peripherem Blut (PBMC) oder an menschlichen MC-Linien wiesen andere 

Ergebnisse auf. CBMC und die MC/Basophile Zelllinie KU812 exprimieren mRNA für TLR 1, 

2 und 6, jedoch nicht TLR 4 (124). Durch Kultur der Zellen mit IL-4 konnte allerdings die 

Expression von TLR 4 induziert werden (197). In PBMC konnte die mRNA-Expression für 

TLR 4 durch Kultur mit INF-γ signifikant gesteigert wird (146). PBMC exprimieren neben 
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TLR 4 auch TLR 1, 2, 3, 5, 6, 7, 8 und 9 nach 4-wöchiger in vitro Kultur (91). Nach 8-

wöchiger Kultur konnte TLR 8 allerdings weder auf mRNA, noch auf Protein-Ebene 

nachgewiesen werden. Die menschliche MC-Linie HMC-1 wies im Gegensatz zu 

menschlichen PBMC keine Expression von TLR 2 und 4 auf (91). 

In der vorliegenden Arbeit wurde die TLR-Expression in menschlichen Darm-MC 

untersucht. Lediglich MC-Kulturen einer Reinheit von 98-100% wurden für die hochsensitive 

Methode der RT-PCR zur Analyse dieser Rezeptoren verwendet. Es konnte gezeigt werden, 

dass menschliche Darm-MC mRNA für TLR 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8 und 9 exprimieren. Die 

Proteine für TLR 2, 3 und 4 wurden ebenfalls analysiert und nachgewiesen, wobei TLR 4 

allerdings sehr schwach nachzuweisen war. Im Gegensatz zu Studien, in denen die TLR 4 

Expression menschlicher MC durch IL-4 Kultur erhöht wurde, konnte dieser Effekt bei 

menschlichen Darm-MC jedoch nicht bestätigt werden (Ergebnisse nicht gezeigt) (146,197). 

Weitere wichtige Cofaktoren des TLR-Signalweges, wie MD-2 und MyD88, konnten mittels 

RT-PCR ebenfalls gezeigt werden. 

Stimulation menschlicher Darm-MC mit den TLR Liganden LPS (TLR 4), LTA 

(TLR 2), Zymosan (TLR 2), poly I:C (TLR 3), R848 (TLR 7/8), CpG (TLR 9) bzw. Non CpG 

führten weder zur Freisetzung von Histamin, Leukotrien, TNF-α oder IL-8 noch zur mRNA-

Expression für TNF-α oder IL-8. Die Aktivierbarkeit durch TLR-Liganden konnte weder durch 

veränderte Stimulationszeiten, noch durch Vorkultur mit IL-4 oder IL-6 beeinflusst werden. 

So stehen unsere Ergebnisse im Gegensatz zu den Ergebnissen von Studien an MC 

anderen Ursprungs. In den letzten Jahren wurde gezeigt, dass die Aktivierung menschlicher  

in vitro generierter und muriner MC durch TLR-Liganden zur Expression unterschiedlicher 

Mediatoren, wie NFκB regulierter Zytokine und Leukotriene führte. In murinen MC konnte 

nach Stimulation mit Peptidoglukan, dem TLR 2 Agonisten, die Freisetzung von TNF-α, IL-4, 

IL-5, IL-6 und IL-13, aber nicht IL-1β beobachtet werden (71,121,180). Peptidoglukan wird 

zur Zeit als Ligand von NOD (nucleotide-binding oligomerization domain) untersucht (179). 

Stimulation muriner MC mit LPS von E. coli führte zur Freisetzung von TNF-α, IL-1β, IL-6 

und IL-13, aber weder zur Freisetzung von IL-4 noch zu der von IL-5 (121,123,180). 

Gegensätzliche Daten wurden von einer anderen Arbeitsgruppe erhoben, welche nach 

Stimulation muriner MC mit LPS eine Induktion der TH2-Zytokine IL-5, IL-13 und IL-10 zeigen 

konnte (120). Murine Haut-MC antworteten des Weiteren auf Stimulation mit poly I:C, R848, 

CpG-DNA, den Agonisten von TLR 3, TLR 7 und TLR 9, mit der Freisetzung von 

proinflammatorischen Mediatoren wie TNF-α und IL-6 und Chemokinen wie RANTES, 

MIP-1α und MIP-2 (121). Eine Induktion dieser Mediatoren durch Poly I:C, R848 und CpG-

DNA konnte bei BMMC nicht beobachtet werden (91,121). In BMMC induzierte poly I:C die 
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Freisetzung von INF-α und INF-β (91). Interferone spielen in viralen Infektionen eine zentrale 

Rolle. Sie werden nach Interaktion der MC mit doppelsträngiger RNA, die während der 

replikativen Phase verschiedener Viren synthetisiert wird, gebildet. Die Expression von INF-α 

bzw. -γ in menschlichen Darm-MC nach Stimulation mit poly I:C wurde in der vorliegenden 

Dissertation nicht untersucht.   

Menschliche CBMC zeigten nach Stimulation mit LPS keine Freisetzung von TNF-α, 

GM-CSF, IL-1β oder Leukotrienen (124,197). Erst nach Kultur der Zellen mit IL-4 führte die 

Stimulation mit LPS zu einer signifikanten Freisetzung von TNF-α (197). In einer weiteren 

Studie führte die Kultivierung menschlicher PBMC mit INF-γ ebenfalls zu einer 

Hochregulation der TLR 4 Expression und Freisetzung von TNF-α nach LPS Stimulation 

(146). Ikeda et al. zeigten, dass sowohl LPS als auch Peptidoglukan in der Lage sind, 

Metalloproteinase 9 in murinen MC zu induzieren (71). Eine Histamin-Freisetzung wurde 

lediglich nach Stimulation von CBMC mit Peptidoglukan beobachtet (197). Peptidoglukan 

führte des Weiteren zur Feisetzung geringer Mengen an β-Hexosaminidase in CBMC. Diese 

Ergebnisse waren jedoch nicht signifikant (124). Zymosan, ein TLR 2 Agonist aus Hefen, 

bewirkte in menschlichen CBMC die Freisetzung von GM-CSF, IL-1β und Leukotrienen 

(124). 

Um unser System zu überprüfen, haben wir die Stimulationsversuche an CBMC 

wiederholt und konnten die Ergebnisse der anderen Arbeitsgruppen bestätigen. Stimulation 

mit LPS, LTA, Zymosan oder R848 führten nach IL-4 Kultivierung zu einer signifikanten 

Freisetzung von TNF-α und Leukotrienen sowie zu einer Induktion der IL-8 mRNA-

Expression. 

Die vorgestellten Ergebnisse lassen auf eine herunterregulierte Aktivierbarkeit der 

MC des menschlichen Gastrointestinaltraktes im Vergleich zu anderen MC-Subtypen 

schließen, welche möglicherweise durch das antiinflammatorische Milieu im 

Gastrointestinaltrakt bedingt ist. Diese Hypothese wird untermauert durch Ergebnisse, die 

andere Autoren für Monozyten bzw. intestinale Makrophagen erhoben haben. Blutmonozyten 

exprimieren TLR1-5 auf ihrer Oberfläche und sprechen auf verschiedene TLR-Liganden an. 

Nach Einwanderung der Zellen in die Darmschleimhaut und Ausdifferenzierung zu 

intestinalen Makrophagen liegt allerdings eine Toleranz gegenüber TLR-Liganden vor (60). 

Diese Toleranz könnte möglicherweise durch das im Darm vorliegende antiinflammatorische 

Zytokin TGF-β induziert worden sein. Smynthies et al. konnten in in vitro Untersuchungen 

zeigen, dass das im Darm von Epithelzellen und MC der Lamina propria exprimierte TGF-β 

die durch LPS bedingte Freisetzung proinflammatorischer Zytokine aus intestinalen 
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Makrophagen inhibiert. In in vivo Untersuchungen an TGF-β oder SMAD3 defizienten 

Mäusen wurde des Weiteren eine erhöhte mRNA-Expression von TLR 4 in Leber, Lunge und 

Herz sowie eine Hyperaktivierbarkeit durch LPS gezeigt (122). SMAD3 ist ein Molekül des 

TGF-β-Signalweges. Der Mechanismus ist allerdings bis jetzt nur teilweise geklärt. Eine 

mögliche Ursache konnte in Studien an SHIP-knock-out- (SH2 containig inositol 5´-

phosphatase) Mäusen gezeigt werden. SHIP ist ein Inhibitor des phosphatidylinositol-3 

kinase Signalweges, dessen Expression durch TGF-β heraufreguliert wird (173,174). 

Makrophagen und MC, isoliert aus SHIP-knock-out-Mäusen, wiesen nach Stimulation mit 

LPS eine erhöhte Induktion für TNF-α, IL-6, IL-1β und NO auf (173,174). Die 

phagozytotische bzw. bakteriogene Aktivität wurde allerdings nicht beeinflusst (175). Auch 

bei der Hypoaktivierbarkeit menschlicher Darm-MC durch TLR-Liganden könnte TGF-β eine 

Rolle spielen. In Studien unserer Arbeitsgruppe (48) konnte gezeigt werden, dass TGF-β 

sowohl das Wachstum menschlicher Darm-MC als auch die Freisetzung 

proinflammatorischer Mediatoren, wie zum Beispiel Histamin, sLT und TNF-α nach IgER-

Kreuzvernetzung herunterreguliert. Die Produktion von Prostaglandin D2 sowie die 

Expression der Protease Chymase wurde allerdings gesteigert.  

Ein weiteres antiinflammatorische Zytokin ist IL-10. Es konnte gezeigt werden, dass 

IL-10 ebenfalls die Induktion proinflammatorischer Zytokine in Dendritischen Zellen nach 

Stimulation mit LPS hemmt (136). Gerade im Darm trägt die Freisetzung von IL-10 

maßgeblich zu dem antiinflammatorischen Milieu bei. Ein Mangel an IL-10 kann 

beispielsweise Entzündungen im Darm zur Folge haben, wie es in Studien an IL-10 

defizienten Mäusen gezeigt werden konnte. IL-10 defiziente Mäuse entwickeln bei 

konventioneller Haltung eine spontan colitis-ähnliche Symptomatik. Wachsen diese Mäuse 

jedoch keimfrei auf, so entwickeln sie keine Entzündung (182). Interessanterweise führen 

aber nicht alle Bakterien zu einer Entzündung, wie in Studien an keimfreien Mäusen, die mit 

Monokulturen kolonisiert wurden, gezeigt werden konnte (107). Das im Darm vorliegende 

IL-10 könnte möglicherweise ein Grund für die Hypoaktivierbarkeit menschlicher Darm-MC 

gegenüber TLR-Liganden sein.   

Eine Toleranz gegenüber TLR-Liganden konnte nach wiederholter Gabe von TLR 

Liganden beobachtet werden. Diese Erkenntnis wurde erstmalig bei Tieren gemacht, die 

eine letale Dosis bakterieller Endotoxine überlebten, wenn sie mit subletalen 

Konzentrationen vorbehandelt wurden (23). Dieser Mechanismus wird als Endotoxintoleranz 

bezeichnet. Sly et al. zeigten an murinen Makrophagen und MC, dass die Toleranzinduktion 

einer initialen LPS-Gabe von der Freisetzung von TGF-β abhängig ist (174). LPS induziert 

die Freisetzung von TGF- β, welches die Expression von SHIP erhöht und die Hyporeaktivität 
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verursacht (174). Eine ständige Präsenz spezifischer Bakterienkomponenten in der Zellkultur 

führt zu einer verminderten Ansprechbarkeit von intestinalen Epithelzellen (148). Dies drückt 

sich sowohl in einer verminderten Oberflächenexpression der TLR und Aktivierung 

intrazellulärer Signalmoleküle als auch in einer signifikanten Hochregulation des „Toll-

interacting protein“ (Tollip) aus, welches inhibierend auf IL1 receptor-associated kinase 

(IRAK), ein Molekül der TLR-Signalkaskade, wirkt (98). Die Folge war eine reduzierte 

Freisetzung proinflammatorischer Mediatoren (148). Interessanterweise konnte in dieser 

Studie eine Kreuztoleranzinduktion beobachtet werden. So führte zum Beispiel eine initiale 

Gabe von LPS ebenfalls zu einer Toleranz gegenüber LTA, dem Liganden des TLR 2 (148). 

Neben der beschriebenen Toleranzinduktion durch LPS und LTA können Peptidoglukan, 

Lipoproteine und Muramyldipeptid ebenfalls zur Endotoxintoleranz führen (40,128). In zwei 

Studien konnte nach Toleranzinduktion durch LPS eine erhöhte Freisetzung von IL-1 und 

IL-6 beobachtet werden (68,156). 

Neben TLR aktivierenden Liganden wurden in den letzten Jahren eine Reihe von 

Inhibitoren der TLR Signalwege analysiert. Ein Regulator stellt das IRAK-M dar, welches in 

Monocyten/Makrophagen identifiziert wurde. IRAK-M verhindert die Dissoziation von IRAK 

und IRAK-4 von MyD88 und die Formation des IRAK-TRAF6 Komplexes (90). Im 

Mausmodell konnte „single immunoglobulin IL-1-R-related protein“ (SIGIRR) eine 

inhibierende Wirkung der „TIR-IL-1R superfamiliy“ zugeschrieben werden. SIGIRR-defiziente 

Mäuse zeigten eine starke Aktivierbarkeit durch Stimulation mit LPS oder IL-1 (143). Weitere 

Inhibitoren der TLR-Kaskade sind MyD88s, SOCS-1 und TOLLIP (Toll-interacting protein) 

(98,143). Einige dieser Inhibitoren werden durch Rückkopplungsmechanismen der TLR-

Liganden reguliert, d.h. Endotoxintoleranz könnte möglicherweise eine Folge der 

Hochregulation dieser Moleküle sein (148,173,174). Einige Inhibitoren der TLR-

Signalkaskade sind in Abbildung 19 dargestellt. 
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Abbildung 19: Inhibitoren der TLR-Kaskade. Dargestellt ist die MyD88-abhängige 
Signalkaskade des TLR4. Rot unterlegte Kreise stellen die Inhibitoren dar. 

Für das Modell der humanen Darm-MC ergeben sich demnach zwei Möglichkeiten für 

die Entstehung einer Endotoxintoleranz. Zum Einen könnten die MC während der 

Aufarbeitung der Darmresektate und der Kulturdauer mit Bakterien bzw. 

Bakterienkomponenten in Kontakt gekommen sein, was möglicherweise die Toleranz 

induzierte. Dagegen spricht allerdings, dass mononukleare Zellen, die aus der Lamina 

propria des Darms nach dem selben Protokoll wie menschliche Darm-MC isoliert wurden, auf 

eine LPS-Stimulation mit der Freisetzung von TNF-α antworten (unveröffentlichte Ergebnisse 

unserer Arbeitsgruppe). Zum Anderen könnte die Toleranz bereits im Intestinaltrakt induziert 

worden sein (175). Im menschlichen Darm befinden sich etwa 1014 Bakterien, was eine 

Gesamtmenge von etwa 1-2 kg des Körpergewichtes ausmacht. Schätzungen gehen davon 

aus, dass 400 verschiedene Arten vorkommen, von denen nur etwa 20-40% charakterisiert 

sind (166). Diese Bakterien stellen einen ständigen Stimulus für den Darm dar, was 

mittlerweile als notwendiges „Priming“ des Immunsystems angesehen wird. Die fehlende 

inflammatorische Reaktion unter physiologischen Bedingungen wird u.a. auf besondere 

immunologische Hemmmechanismen zurückgeführt. Unter pathophysiologischen 

Bedingungen führt dieser Stimulus zu einer inflammatorischen Reaktion, was 

möglicherweise auf eine gestörte Expression der Inhibitoren oder der TLR selbst 

zurückzuführen ist (101). In Studien an menschlichen Darmbiopsien wurde eine 

Hochregulation der Expression von TLR 2 und 4 in Makrophagen des entzündeten Gewebes 
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beobachtet (60). Diese Studie wurde an Patienten mit chronisch-entzündlichen 

Darmerkrankungen durchgeführt. Einige Autoren erklären diese Befunde allerdings mit der 

Infiltration von Monozyten aus dem Blut in das entzündete Gewebe, da Monozyten im 

Vergleich zu ausdifferenzierten Makrophagen eine höhere TLR-Expression aufweisen 

(157,159). Möglich wäre ebenfalls, dass im Rahmen der Entzündung und des Verlustes der 

epithelialen Barriere die Zellen mit einer Vielzahl an Bakterien in Kontakt kommen, wodurch 

die TLR Expression induziert wird. Interessanterweise wurden die TLR 2 und TLR 4 positiven 

Makrophagen vor allem in unmittelbarer Nähe der Epithelschicht gefunden. Epithelzellen aus 

entzündetem Gewebe von Patienten mit chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen wiesen 

unterschiedliche Ergebnisse auf. TLR 3 war in Epithelzellen von Patienten mit Morbus Crohn 

stark exprimiert, bei Patienten mit Colitis ulcerosa allerdings nur sehr schwach 

nachzuweisen. Im Gegensatz dazu war die TLR 4 Expression bei beiden Krankheitsbildern 

stark hochreguliert. Unverändert war die TLR 2 und 5 Expression bei Patienten mit 

chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen im Vergleich zu gesunden Probanden (25). Es 

ist nicht bekannt, ob die Entzündung zu einer veränderten Expression der TLR führt und 

dadurch chronisch-entzündliche Darmerkrankungen verstärkt werden oder ob die veränderte 

TLR-Expression möglicherweise die Entzündung auslöst. Interessanterweise konnte gezeigt 

werden, dass Aktivierung von TLR 2 zu einer erhöhten Integrität der Darmbarriere führt (24). 

Möglicherweise liegen Gendefekte, ähnlich wie bei NOD2, auch bei TLR von Patienten mit 

chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen vor. NOD2 ist ein intrazellulärer Rezeptor, der 

bakterielle Produkte wie Peptodglukane erkennt. Bei bestimmten Mutationen eines Gens für 

NOD2 (CARD15) liegt ein 20-40faches Risiko vor an CED zu erkranken (20). 

Das Darmimmunsystem steht allerdings nicht nur im Kontakt mit bakteriellen 

Antigenen, sondern auch mit einer Vielzahl von Antigenen aus der Nahrung. Unter 

physiologischen Bedingungen führen diese Antigene nicht zu einer Entzündung im Darm. Bei 

Nahrungsmittelallergien kann es allerdings nach Aufnahme bestimmter Antigene zu starker 

Flatulenz, Diarrhöen, Regurgitation oder Obstipation kommen. Die Mechanismen dieser  

allergischen Erkrankung, die in den letzten Jahren immer mehr zugenommen hat, sind bisher 

noch nicht geklärt, aber ein Zusammenhang mit viralen und bakteriellen Infektionen, bzw. 

Veränderungen wird immer häufiger diskutiert. Beispielsweise ist aufgefallen, dass Patienten 

mit atopischer Dermatitis häufig eine Infektion mit S. aureus aufwiesen (1,118). Ein weiteres 

Beispiel ist, dass durch die Gabe probiotischer Bakterien die Prävalenz an einer Allergie zu 

erkranken, gesenkt werden kann (81,82). Wie Bakterien die Entzündung im Rahmen einer 

allergischen Reaktion triggern ist jedoch nicht bekannt. Es konnte gezeigt werden, dass die 

kombinierte Aktivierung von TLR 4 bzw. TLR 2 und IgER von MC zu einer gesteigerten 

Produktion von IL-5, IL-10 und IL-13 führt. Die IgER-vermittelte Degranulation wird durch 
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TLR-Liganden allerdings nicht verstärkt (120,153). Die kombinierte Stimulation menschlicher 

Darm-MC durch IgER-Kreuzvernetzung mittels mAk 22E7 und TLR-Liganden wird zur Zeit 

von unserer Arbeitsgruppe untersucht. 

MC sind langlebige Zellen, die das Mikromilieu im Darm beeinflussen. Es ist daher 

von großem Interesse die Mechanismen, die zur Freisetzung von Mediatoren aus MC führen, 

zu untersuchen, um gegebenenfalls pathophysiologische Prozesse besser verstehen zu 

können. 
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4.2 Regulation menschlicher Darmmastzellen durch Bakterien 

Mit Hilfe MC-defizienter Mäuse konnte gezeigt werden, dass MC eine wesentliche 

Rolle bei der Bekämpfung akuter bakterieller Infektionen spielen. In einem infektiösen 

Peritonitis Modell in MC-defizienten Mäusen wiesen diese nach Infektion mit E. coli eine 

deutlich höhere Letalität im Vergleich zu Wildtyptieren auf. Es wurde beobachtet, dass die 

antibakterielle Funktion von MC ganz wesentlich auf deren Produktion von TNF-α und 

Leukotrienen zurückzuführen ist, welche vor allem die Einwanderung neutrophiler 

Granulozyten in das infizierte Gewebe bewirken (108,111). In einer aktuellen Studie konnte 

gezeigt werden, dass das durch MC freigesetzte TNF-α zur Infiltration von T-Lymphozyten in 

Lymphknoten führt (126). BMMC sind in der Lage Bakterien sowohl über einen Opsonin 

abhängigen als auch über einen Opsonin unabhängigen Weg zu phagozytieren. 

Internalisierte Bakterien werden getötet und T-Zellen über einen MHC I oder MHC II Weg 

präsentiert (114). Diese und weitere Ergebnisse weisen darauf hin, dass MC eine 

Verknüpfung zwischen angeborenem und adaptivem Immunsystem darstellen. MC sind in 

der Lage Bakterien über verschiedene Wege zu erkennen. Eine Rezeptor-Gruppe, über die 

Bakterien erkannt werden, stellen die TLR dar. Aber auch Oberflächen-Moleküle wie CD 48, 

ein Rezeptor, der Typ 1 Fimbrienproteine erkennt, spielen bei der Abwehr bakterieller 

Infektionen ein große Rolle. Einige Bakterien dringen aktiv in Zellen ein und aktivieren diese 

beispielsweise über die intrazellulären Rezeptoren NOD1 und NOD2. Girardin et al. zeigten, 

dass invasive Shigellen in das Zytoplasma von Epithelzellen eindringen und über NOD1, 

welches LPS erkennt, zur Aktivierung führen (51). 

Inwieweit diese Befunde auf menschliche Darm-MC übertragbar sind bzw. durch 

welche Mechanismen MC durch Bakterien aktiviert werden, wurde im weiteren Teil der 

vorliegenden Studie untersucht. Infektionen menschlicher Darm-MC mit dem humanen 

Stuhlisolat E. coli (O101:H-) oder dem probiotischen Stamm E. coli Nissle 1917 führten 

weder zur Freisetzung von Histamin, Leukotrienen, TNF-α, IL-5 oder IL-8 noch zur mRNA-

Expression von TNF-α, IL-5 und IL-8. Selbst die pathogenen Bakterien-Stämme, wie der 

invasive S. flexneri M90T und der FimH-exprimierende E. coli ORN 103(pSH2) führten nicht 

zu einer signifikanten Aktivierung menschlicher Darm-MC. 

FimH, eine Manose bindende Untereinheit der Typ 1 Fimbrien, induziert die Adhäsion 

der Bakterien an die Zellwand (110). Durch die Bindung an den FimH-Rezeptor CD 48 

können Bakterien phagozytiert werden. Diese Phagozytose verläuft Opsonin unabhängig 

und endet nicht durch eine Fusionierung der Vakuole mit einem Lysosom, weshalb ein 

längeres Überleben der Bakterien in der Zelle beobachtet werden konnte (108,109,113). 

Nach der Phagozytose kommt es möglicherweise zur Aktivierung intraphagosomaler Reize, 
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was eine mögliche Erklärung für die Freisetzung von Entzündungsmediatoren nach Infektion 

mit FimH-exprimierenden Bakterien ist. Es konnte gezeigt werden, dass murine MC, die MC-

Linie HMC1 und CBMC auf FimH exprimierende E. coli ansprechen, diese phagozytieren 

und als Antwort Leukotriene bzw. TNF-α freisetzen (108,110,113). Diese Ergebnisse 

konnten an menschlichen Darm-MC allerdings nicht bestätigt werden. Obwohl menschliche 

Darm-MC mRNA für CD 48, dem FimH Rezeptor, exprimieren, sind Darm-MC nicht in der 

Lage, FimH exprimierende E. coli zu phagozytieren. Die Analyse intrazellulärer Bakterien 

erfolgte mittels „gentamycin protection assay“. Dieser „Assay“ beruht auf der Abtötung 

extrazellulärer Bakterien durch Gentamycin und Auszählung der intrazellulären Bakterien 

nach Lyse der infizierten Zellen. Eine Stunde nach Infektion konnte lediglich der invasive 

S. Flexneri M90T intrazellulär nachgewiesen werden. Intrazelluläre FimH exprimierende 

Bakterien wurden nicht beobachtet. 

Shigella Stämme sind in der Lage in die Darm-Mucosa einzudringen und dort eine 

akute und destruktive Entzündung hervorzurufen. Die invasiven Shigella-Stämme 

sezernieren bei Zellkontakt so genannte Invasine in das Zytoplasma, wodurch die Bakterien 

durch Pinozytose in die Zelle aufgenommen werden. Im Zytoplasma lysiert das Bakterium 

die umgebende, von der Wirtszelle gebildete Vakuolenschicht und besiedelt das Wirtszell-

Zytoplasma (190). Der Einfluss der MC auf die Pathogenese von Shigellen Infektionen wurde 

anhand einer Reihe histologischer Studien aufgezeigt. Des Weiteren konnten während einer 

akuten Infektion mit Shigella dysenteriae Leukotriene im Stuhl gemessen werden, welche 

möglicherweise im Rahmen der Infektion von MC gebildet wurden (31,154). In vitro Studien 

haben gezeigt, dass S. flexneri Degranulation von menschlichen Neutrophilen und Zytokin-

Freisetzung von Epithelzellen, Monozyten und Dendritischen Zellen induziert 

(37,59,150,155). Makrophagen und Dendritische Zellen zeigten bereits nach einer kurzen 

Infektionsdauer und geringen Infektionsdosis des invasiven S. flexneri M90T eine starke 

Freisetzung inflammatorischer Mediatoren und verminderte Überlebensdauer (37,59). Die 

Infektion menschlicher Darm-MC mit dem invasiven S. flexneri M90T führte zwar nicht zur 

Freisetzung inflammatorischer Mediatoren, aber Zelltod konnte ebenfalls beobachtet werden. 

Nach 6 Stunden zeigte sich eine MC-Wiederfindung von lediglich 65%, was mit Hilfe der 

Trypan Blau Färbung analysiert wurde. Die nicht-invasive isogene Mutante S. flexneri BS176 

induzierte dagegen keinen Zelltod. Neben Zelltod und Zytokininduktion konnte in Monozyten, 

Makrophagen und Dendritischen Zellen Apoptose beobachtet werden, welche Caspase 1- 

abhängig war (37,59,161). Epithelzellen und Neutrophile Granulozyten zeigten keine 

Aktivierbarkeit apoptotischer Signalwege durch S. flexneri (115,161), ähnlich wie die in 

dieser Studie verwendeten menschlichen Darm-MC. Apoptose wurde bei menschlichen 

Darm-MC durch die Messung der Caspase 3/7 Aktivität analysiert.  
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Interessanterweise induzierten die beiden hämolytischen E. coli Stämme ATCC 

25922 und 35218 mRNA-Expression für TNF-α, IL-3, IL-5, IL-6 und IL-8 und bewirkten die 

Freisetzung von TNF-α− und IL-8-Protein, Leukotrienen und Histamin. Induktion der 

Transkription sowie die Freisetzung von Histamin und Leukotrienen konnte bereits 90 min 

nach Infektion beobachtet werden. Anhaltende Infektionen der MC mit E. coli ATCC 25922 

und 35218 induzierten Zellnekrose, welche 3 Std nach Infektion auftrat. Diese zeitversetzte 

Aktivierung menschlicher Darm-MC deutet auf eine 2-Phasen Aktivierung durch diese 

Bakterien hin. In der ersten Phase kommt es zur Expression von Mediatoren, in der zweiten 

Phase zum Zelltod. Eine Aktivierung von Caspase 3/7 konnte nicht gemessen werden. 

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde die Hypothese aufgestellt, dass die Aktivierung 

menschlicher Darm-MC durch E. coli ATCC 25922 und 35218 abhängig von der Hämolysin-

Freisetzung dieser Bakterien ist. Das 96 kDa große Protein „E. coli alpha Hämolysin“ gehört 

zur Familie der RTX-Toxine (repeats in toxin), welche sich durch eine ständige Wiederholung 

von Nonapeptiden auszeichnen. Das Hämolysin Operon besteht aus den vier Genen HlyC, 

HlyA, HlyB und HlyD, welche in dieser Reihenfolge im Operon vorliegen. Das Gen HlyA 

kodiert das inaktive Prohämolysin, welches einer posttranslationalen Modifikation bedarf. Die 

Information für die posttranslationale Modifikation ist auf dem Gen HlyB kodiert. Die 

Genprodukte der Gene HlyC und HlyD sind für die Ausschleusung des Proteins notwendig. 

Aufgrund der porenformenden Eigenschaft wirkt es auf eine Reihe von Zellen toxisch und 

war lange Zeit als Virulenzfaktor mit zytolytischen Eigenschaften bekannt. Mittlerweile konnte 

gezeigt werden, dass sublytische Hämolysinkonzentrationen proinflammatorische 

Mediatoren induzieren können. Hämolysin induziert beispielsweise die Ausschüttung von 

Zytokinen, Chemokinen, Lipidmediatoren oder NO aus humanen Neutrophilen, Basophilen, 

Alveolarmakrophagen und Endothelzellen (54,55,158,162). Monozyten setzen nach Infektion 

mit hämolytischen E. coli Stämmen IL-1β frei (12). Ratten-MC antworteten auf eine Infektion 

mit hämolytischen E. coli Stämmen mit einer Freisetzung von Histamin (162).  

Um unsere Hypothese zu belegen, wurde der nicht hämolytische Stamm E. coli 

Nissle 1917 mit dem Plasmid pSF4000 transformiert, welches das Hämolysin Operon 

kodiert. Des Weiteren wurden isogene Hämolysin-Mutanten der beiden hämolytischen E. coli 

Stämme erstellt, indem ein Stück aus dem Gen HlyA herausgeschnitten und das Protein 

dadurch inaktiviert wurde. 

Infektion mit dem nach Transformation hämolytischen E. coli Nissle 1917 zeigte eine 

vergleichbare Aktivierung der MC, wie nach Infektion mit den Wildtyp-Stämmen E. coli ATCC 

25922 und 35218. E. coli Nissle (pSF400) führte zur mRNA-Expression für TNF-α, IL-5 und 

IL-8 und bewirkte die Freisetzung von TNF-α− und IL-8-Protein, Leukotrienen und Histamin. 
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Auch die Analysen mit den isogenen Hämolysin-Mutanten bestätigten unsere Hypothese. 

Die isogenen Mutanten verhielten sich wie der nicht hämolytische E. coli Nissle 1917 oder 

das Stuhlisolat E. coli 101:H-. 

In Epithelzellen der Harnwege zeigte die Messung des intrazellulären Kalziums 

sowohl bei Menschen als auch bei Ratten, dass sublytische Konzentrationen des E. coli 

Hämolysins zu einer geringen Kalzium-Oszillation führen (192). Der zytosolische 

Kalziumanstieg beruhte zum Einen auf einer Kalzium-Freisetzung aus intrazellulären 

Speichern unter Kontrolle des Inositoltriphosphats (IP3), zum Anderen erfolgte der 

Kalziumeinstrom durch spannungsgesteuerte L-Typ-Kalzium-Kanäle (192). Hinweise darauf 

lieferten der Einsatz von 2-Aminoethoxydiphenylborat (2-APB), einem Antagonisten des 

Inositoltriphosphatrezeptors (IP3R), und Nifedipin, einem Inhibitor spannungsgesteuerter L-

Typ-Kalziumkanäle. Die Ergebnisse lassen vermuten, dass Hämolysin nicht die 

Plasmamembran permeabilisiert, sondern mit dieser interagiert und sowohl die Öffnung der 

L-Typ-Kalziumkanäle, welche den Einstrom extrazellulären Kalziums in das Zytosol 

ermöglichen, als auch die Aktivierung von IP3R, welche am endoplasmatischen Retikulum 

(ER) sitzen und den Kalziumeinstrom aus dem ER in das Zytoplasma iniziieren, bewirkt. 

Bestätigt wurde diese Hypothese durch Versuche mit einer nicht azylierten Form des 

Hämolysins. Dieses veränderte Molekül ist nicht in der Lage, mit der Zellmembran zu 

interagieren. Der Überstand von Bakterien, die dieses veränderte Hämolysin-Molekül 

exprimieren, führte interessanterweise nicht zu einer Kalzium-Oszillation in Epithelzellen 

(192). Um auszuschließen, dass E. coli LPS ein Cofaktor ist, wurden die Versuche mit 

Polymyxin B, welches LPS neutralisiert, wiederholt. Der Einsatz von Polymyxin B hatte 

allerdings keinen Einfluss auf die Kalziumoszillation, wodurch ein möglicher Einfluss des LPS 

widerlegt wurde. Die in dieser zitierten Studie gezeigte Kalzium-Oszillation führte zur 

Freisetzung von IL-6 und IL-8 in menschlichen Epithelzellen der Harnwege (192). In einer 

anderen Studie konnten Antikörper gegen CD11b und CD18 die Zelllyse durch Hämolysin 

verhindern. CD11b und CD18 sind Untereinheiten des LFA-1 (lymphocyte-function-

associated-antigen 1), einem β2-Integrin, welches auch auf MC exprimert wird (94,103,132).  

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Kulturüberstand des 

hämolytischen E. coli ATCC 25922, aber nicht der isogenen Hämolysin-negativen Mutante, 

einen langsamen intrazellulären Kalziumanstieg in menschlichen Darm-MC hervorruft. IgER-

Kreuzvernetzung führte im Gegensatz dazu zu einem sehr schnellen Anstieg des 

intrazellulären Kalziums. Kalzium-Oszillation konnte mit dieser Methode nicht gezeigt 

werden. Allerdings konnten wir durch Inhibitionsstudien mit Nifedipin zeigen, dass L-Typ-

Kalzium-Kanäle involviert sind. Inhibition der L-Typ-Kalzium-Kanäle durch Nifedipin führte zu 
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einem verminderten zytosolischen Kalziumeinstrom und einer starken Herabregulation der 

mRNA-Expression für TNF-α, IL-5 und IL-8 und Freisetzung von Leukotrienen. Die Rolle von 

L-Typ-Kalzium-Kanälen in nicht erregbaren Zellen bleibt kontrovers, obwohl Studien deren 

Anwesenheit in MC belegen (22,127). Des Weiteren konnten wir Ergebnisse von Chand et 

al. bestätigen, dass Nifedipin die durch IgER-Kreuzvernetzung bedingte Histamin-

Freisetzung inhibiert (Ergebnisse nicht gezeigt) (28). Weitere Studien sind notwendig, um die 

Rolle dieser Kalzium-Kanäle in MC zu verstehen.  

Im weiteren Teil der vorliegenden Dissertation wurden mögliche Signalwege 

untersucht, um den Mechanismus der Hämolysin bedingten Aktivierung in menschlichen 

Darm-MC besser verstehen zu können. Durch den Anstieg des intrazellulären Kalziums kann 

es beispielsweise zu einer Aktivierung von Calcineurin oder der Protein Kinase C (PKC) 

kommen. Der Einsatz von Cyclosporin A, einem Inhibitor der Kalzium abhängigen 

Phosphatase Calcineurin, führte zu einer starken Reduktion der mRNA-Expression von 

TNF-α, IL-5 und IL-8 nach Infektion mit dem hämolytischen E. coli Stamm ATCC 25922. 

Diese Ergebnisse zeigen, dass Calcineurin bei der Aktivierung menschlicher Darm-MC durch 

E. coli Hämolysin involviert ist. Calcineurin befindet sich im Cytosol und dephosphoryliert bei 

einem intrazellulären Kalzium-Anstieg den Transkriptionsfaktor NF-AT, welcher in den 

Zellkern wandert und die Transkription aktiviert. Gö 6976, ein Inhibitor der PKC, inhibierte 

zwar fast vollständig die Effekte nach Stimulation mit mAk 22E7, aber nur zu einem 

geringeren Teil (50%) die Antwort der MC auf Hämolysin. Die Kalzium abhängige PKC 

scheint bei der MC-Aktivierung durch E. coli Hämolysin keine große Rolle zu spielen. 

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die Aktivierung durch mAk 22E7 bzw. E. coli 

Hämolysin auf unterschiedlichen Signalwegen beruht. Die unterschiedlichen Signalwege 

werden auch beim Einsatz eines weiteren Inhibitors deutlich. Wortmannin, ein Inhibitor der 

Phosphatidylinositol 3-Kinase, führte bei der Aktivierung durch E. coli ATCC 25922 im 

Gegensatz zu der Aktivierung durch IgER-Kreuzvernetzung nicht zu einer verminderten 

Expression von TNF-α, IL-8, IL-5 und sLT-Freisetzung. 

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass MC-Aktivierung durch Hämolysin von der 

Aktivierung der MAP (Mitogen-activated protein) -Kinase abhängt. Inhibition der MAP-

Kinasen durch Apigenin führte zu einer 80%igen Reduktion der mRNA von TNF-α, IL-8, IL-5 

und sLT-Freisetzung. Bemerkenswerterweise induzierte nicht nur der hämolytische E. coli 

ATCC 25922, sondern ebenfalls die nicht-hämolytische isogene Mutante (E. coli ATCC 

25922 Δ Hly) die MAP-Kinasen ERK1/2. Nach der Erkenntnis, dass es zu einer Aktivierung 

von ERK1/2 kommt, wurde die Expression von c-Fos, dem downstream target von ERK1/2, 

analysiert. Die Komponente c-Fos des Transkriptionsfaktors Activator Protein-1 (AP-1) wird 
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durch eine gesteigerte Transkription reguliert. Sowohl der hämolytische E. coli ATCC 25922 

als auch die nicht-hämolytische isogene Mutante (E. coli ATCC 25922 Δ Hly) führte zur 

Expression von c-Fos. Die Höhe der Aktivierung war durch die Aktivierung der nicht-

hämolytischen isogenen Mutante allerdings geringer. Die Ergebnisse wurden untermauert 

durch Versuche mit Curcumin, einem Inhibitor der NF-κB und AP-1 (Activator protein) 

abhängigen Signalwege. Curcumin führte zu einer kompletten Blockade der durch den 

hämolytischen E. coli ATCC 25922 oder mAk 22E7 induzierten mRNA-Expression und sLT-

Freisetzung. Es hat den Anschein, dass menschliche Darm-MC E. coli Stämme erkennen 

und die MAP-Kinase abhängige Signaltransduktion aktiviert wird, dies jedoch nicht für eine 

vollständige Antwort ausreicht. An dieser Stelle ist anzumerken, dass die eingesetzten 

Inhibitoren lediglich Hinweise auf einen möglichen Mechanismus liefern. Gerade Apigenin 

und Curcumin sind keine spezifischen Inhibitoren. Sie weisen vielmehr vielseitige 

pharmakologische Effekte auf.  

In Abbildung 20 sind mögliche Signalwege, die bei der Aktivierung menschlicher 

Darm-MC durch E. coli alpha Hämolysin eine Rolle spielen, zusammengefasst.  
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Abbildung 20: Mögliche Signalwege bei der durch E. coli Hämolysin bedingten 
Aktivierung menschlicher Darm-MC. E. coli alpha Hämolysin interagiert mit der 
Plasmamembran und aktiviert den L-Typ-Kalzium-Kanal und den IP3-Rezeptor. Kalzium führt 
zur Aktivierung des Calcineurin, welches NFAT phosphoryliert und zur Expression von 
TNF-α, IL-5 und IL-8 führt. Die MAP-Kinasen ERK 1/2 und der Transkriptionsfaktor c-Fos 
wird durch hämolytische und nicht hämolytische Bakterien aktiviert. Diese Aktivierung führt 
allerdings nicht zur Genexpression. Die rot markierten Signalmoleküle sind bei der 
Aktivierung menschlicher Darm-MC durch E. coli alpha Hämolysin involviert. 
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