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Molekularer Mechanismus der

Signaltransduktion im Rahmen
der CD95- und CD69-Rezeptor-
induzierten Apoptose humaner
eosinophiler Granulozyten-2

Einfluss auf die GM-CSF-vermittelte Viabilitat und
Beziehung zur intrazelluldren bcl-2-Expression

Zusammenfassung: Die Infiltration der Atemwege durch eosi-
nophile Granulozyten ist ein Charakteristikum des Asthma
bronchiale. Eosinophile exprimieren apoptoseauslésende Re-
zeptoren (z.B. CD95R und CD69R), die die Viabilitdt bzw. die
Uberlebenszeit und damit das AusmaR der Gewebeinfiltration
regulieren. Die durch die Aktivierung dieser Rezeptoren indu-
zierten molekularen Prozesse sind jedoch nur unzureichend be-
kannt. Gereinigte humane Bluteosinophile (MACS, Reinheit
>99%) wurden mit GM-CSF vorinkubiert und nach 18 h mit a-
CD69mMAb (Klon TP1/55), a-CD95mAb (Klon CH-11) bzw. als
Kontrolle a-CD11bmADb (Klon Bear-1) stimuliert. Die Spezifitdt
der Rezeptorligation wurde mittels blockierender mAb (Klon
ZB4) bestimmt. Phdnotyp, Viabilitdt, Apoptose und bcl-2-Ex-
pression wurden durchflusszytometrisch  analysiert. o-
CD95mADb (1 ug/ml) induzierte eine Apoptose sowohl ruhender
als auch mit GM-CSF (10 ng/ml) vorbehandelter Eosinophiler. In
gleicher Weise fithrte nach 114h a-CD69mAb (10 ug/ml) zur
Apoptose GM-CSF-stimulierter CD69*-Zellen, die sich nicht
durch einen CD95-Apoptose blockierenden mAb inhibieren
lieB. Naive Eosinophile zeigten eine basale bcl-2-Expression, die
nach 66 h auf 30% des Ausgangswertes abnahm. In Gegenwart
von GM-CSF blieb die intrazelluldre bcl-2-Konzentration auf
dem gleichen Niveau. Nach Stimulation mit o-CD69mADb oder
0-CD95mADb verringerte sich die bcl-2-Expression dosisabhan-
gig, wahrend a-CD11bmAb (10 ug/ml) keinen Effekt zeigte. So-
wohl die CD95R- als auch die CD69R-vermittelte Apoptose hu-
maner eosinophiler Granulozyten erfolgt iiber einen bcl-2-ab-
hangigen Signaltransduktionsmechanismus.

Molecular Signal Transduction Mechanism of CD95- und
CD69-Receptor-Induced Apoptosis in Human Eosinophils.
Effect on GM-CSF-mediated Viability and the Relationship
to Intracellular bcl-2 Expression: Infiltration of eosinophils
into the airways plays a central role in the pathophysiology of
asthma. Human blood eosinophils express apoptosis-inducing
receptors (e.g. CD95R and CD69R) regulating both viability and
survival and, thus, the extent of eosinophil infiltration into the
airways. Signal transduction processes induced by occupation
of the CD69 receptor expressed by eosinophils are insufficiently
known. Purified human peripheral blood eosinophils (MACS,
purity >99%) were pre-incubated with a GM-CSF for 18h and
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stimulated with a-CD69mAb (clon TP1/55), a-CD95mADb (clon
CH-11), and as a control a-CD11bmAb (clon Bear-1). The specifi-
city of receptor ligation was assessed using a blocking mAb
(Klon ZB4). Phenotype, viability, apoptosis and bcl-2-expression
were measured employing flow cytometry. a-CD95mADb (1 pug/
ml) induced apoptosis both in control and GM-CSF (10 ng/ml)
treated eosinophils. Similarly, a-CD69mAb (10 ug/ml) induced
apoptosis of GM-CSF-stimulated CD69* cells after an incubation
period of 114h which was not affected by a CD95 blocking
mAb. Naive eosinophils showed a basale, bcl-2-expression,
which decreased to 30% after 66 h. In the presence of GM-CSF,
intracellular bcl-2-concentration remained unchanged. Follow-
ing stimulation with a-CD69mADb or a-CD95mAb, a dose-de-
pendent decline of the bcl-2-expression was detected, whereas
a-CD11bmAb (10 ug/ml) had no effect. The data suggest that
both CD95R- and CD69R-induced apoptosis of human eosino-
phils involves a bcl-2-dependent signal transduction mecha-
nism.

Einleitung

Die Apoptose (programmierter oder physiologischer Zelltod)
dient der Elimination atypischer, ungewollter oder alternder
Zellen ohne Stérung der Homoostase und besitzt eine physio-
logische Bedeutung fiir die normale Embryogenese, die
Erneuerung von Geweben oder Immunzellen sowie die Ter-
minierung immunologischer Reaktionen. Stérungen des phy-
siologischen Zelltodes werden mit der Pathogenese bestimm-
ter Krankheiten in Zusammenhang gebracht, zu denen neben
einigen Karzinom- und Autoimmunerkrankungen auch aller-
gische Erkrankungen, wie z.B. das Asthma bronchiale, zdhlen.

Der eosinophile Granulozyt spielt als Effektorzelle am dista-
len Ende der allergischen Immunreaktion eine wichtige Rolle
im Rahmen der Pathogenese des Asthma bronchiale [1,2,3].
Die Akkumulation eosinophiler Granulozyten in den Atem-
wegen asthmatischer Patienten beruht einerseits auf einer

1 Die Arbeit wurde unterstiitzt vom Bundesministerium fiir Bildung
und Forschung (012Z9602; VKEF, Project 2.9) sowie von Forschungs-

2 Herrn Prof. Dr. med. Heinrich Matthys zum 65. Geburtstag
gewidmet
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verstdrkten Migration unter Einfluss verschiedener Mediato-
ren und andererseits auf der Erhéhung der Viabilitdit durch
die Hemmung apoptotischer Mechanismen [4]. An der Regu-
lation der Apoptose sind neben bestimmten Zytokinen (IL-10,
TNF-0, u.a.) auch Agonisten beteiligt, die an definierte
Rezeptoren auf der Oberfldche der Zelle binden. Das bekann-
teste Beispiel fiir einen solchen Agonisten bildet der CD95-
Ligand (CD95L), der an den CD95-Rezeptor (CD95R) bindet.
Die Ligation von CD95R auf eosinophilen Granulozyten durch
monoklonale o-CD95-Antikérper (a-CD95mAb) induziert
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Abb.1 Effekt von GM-CSF auf die CD95- bzw. CD69-Expression
eosinophiler Granulozyten. Die Zellen wurden nur mit Medium oder
mit GM-CSF (10 ng/ml) inkubiert. Die CD69- bzw. CD95-Expression
wurde nach 66 h durchflusszytometrisch gemessen. Die Daten sind als
Histogramm-Plot-Overlays mit der Fluoreszenzverteilung der Zellen
eines von 5 Experimenten dargestellt (Isotyp-Kontrolle: mittelgraue
Linie, Medium: hellgraue Linie, GM-CSF: schwarze Linie).
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eine Apoptose eosinophiler Granulozyten in vitro (Simon)
und hemmt die Gewebeinfiltration der Zellen nach Antigen-
stimulation in OVA-sensibilisierten Mausen [5].

Ein anderer apoptosevermittelnder Rezeptor auf Eosinophilen
ist der CD69-Rezeptor (CD69R). CD69R wird in vivo nur auf
eosinophilen Granulozyten aus der bronchoalveoldren Lavage
von Asthmatikern exprimiert [6]. In vitro ldsst sich die CD69-
Expression auf naiven Bluteosinophilen durch Stimulation
mit lonomycin, Phorbolester, IL-3, IL-5 oder GM-CSF induzie-
ren [7]. Das Engagement von CD69R induziert eine Abnahme
der Viabilitit eosinophiler Granulozyten [7], wadhrend die
Uberlebenszeit von neutrophilen Granulozyten nicht beein-
flusst wird [8]. Die zelltypspezifische Funktion des CD69R
und seine auf aktivierte Zellen begrenzte Expression bietet
perspektivisch die Madglichkeit einer selektiven Apoptose-
Induktion zur Behandlung eosinophilenassoziierter Krankhei-
ten. Die Signaltransduktionsprozesse des CD69R und die
Beziehung zur Funktion des CD95R sind allerdings nicht
bekannt.

Methoden

Isolation, Stimulation und Inkubation der eosinophilen
Granulozyten

Eosinophile aus dem Vollblut wurden mittels Percoll-Dichte-
gradienten, hypotoner Lyse und negativer Selektion iiber die
magnetische Separation mittels a-CD16mAb-Beads (Miltenyi,
Bergisch-Gladbach) isoliert (Reinheit >99%). Zur Induktion
der CD69- bzw. CD95-Expression wurden die Zellen mit GM-
CSF (CellConcept, Umkirch) bei 37°C und 5% CO, stimuliert.
Als Kulturmedium diente RPMI 1640/10% FCS. Die Ligation
der Oberflichenantigene erfolgte 18 h nach Inkubationsbe-
ginn entweder durch Addition eines a-CD69mAb (Klon Tp1/
55) oder eines a-CD95mADb (Klon CH-11). Als Kontrolle diente
ein a-CD11b-Antikérper (Klon Bear-1) (alle Maus-a-Human
von Coulter-Immunotech, Hamburg).

Bestimmung des Phdnotyps und der Zellviabilitdt

Die Analyse des Phanotyps sowie die Viabilitdts- bzw. Apop-
tosebestimmung erfolgen durchflusszytometrisch. Die Zellen
wurden in PBS/2% FCS gewaschen und mit gesdttigten
Konzentrationen PE-konjugierter a-CD69mAb (Klon FN50),
0a-CD95mAD (Klon DX2) (beide Pharmingen, Hamburg) oder
mit dem FITC-konjugierten a-CD11bmAb (Klon Bear-1, Coul-
ter-Immunotech, Hamburg,) fiir 30 min bei 4°C inkubiert, in
eiskaltem PBS/2% FCS gewaschen und mit Propidium-lodid-
Losung (PI, 0,5 ug/ml in PBS) gefarbt. Die Analyse der Zellen
erfolgte mit Hilfe eines ,Fluorescence-activated Cell Sorter*
(FACSCalibur, Becton-Dickinson, Heidelberg), wie beschrieben
[6]. Die gezdhlten Ereignisse wurden auf Pl-negative viable
Zellen bezogen und als Einparameter-Histogramme darge-
stellt. Die maximale Fluoreszenz jedes einzelnen Histo-
gramms wurde zusdtzlich als linearer Wert registriert.

Intrazelluldre Proteinbestimmung

Fiir die Durchflusszytometrie wurden die Eosinophilen nach
Stimulation gewaschen und in 0,4% p-Benzochinon fiir 10
min fixiert. Nach dem Waschen wurden die Zellen in 6 mg/ml
n-octyl-B-D-Glukopyranosid fiir 6 min permeabilisiert und
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nach erneutem Waschen mit einem a-bcl-2-mAb (Klon 124,
FITC-markiert, DAKO, Hamburg) bei Raumtemperatur {iber 15
min inkubiert und durchflusszytometrisch analysiert.

Ergebnisse

CD69R- und CD95R-Expression auf humanen eosinophilen
Granulozyten

Naive eosinophile Granulozyten exprimierten keinen CD69R,
auch nach Kultur in Medium tiber 66 h (Daten nicht gezeigt).
Dagegen kam es in Gegenwart von GM-CSF zur Induktion des
CDG69R, dessen Expressionsdichte iiber einen Zeitraum von
66 h anstieg. Im Gegensatz dazu zeigten bereits naive, neu
isolierte Eosinophile eine basale CD95R-Expression mit einer
SMF von 11,6 £ 3,2, deren Niveau sich wdhrend der Kultur mit
oder ohne GM-CSF nicht signifikant dnderte (Abb.1).

Modulation der Viabilitdt eosinophiler Granulozyten

Die Gegenwart von GM-CSF erhoht die Viabilitdt eosinophiler
Granulozyten am Tag 2 von 7,2+1,2% auf 55,3+8,8% (7fach)
und am Tag 4 von 1,03 £0,3% auf 40,7 £1,1% (39fach) vergli-
chen mit der Medium-Kontrolle. Die Ligation sowohl des
CD69R als auch des CD95R mittels rezeptorspezifischer mAb
reduzierte die Viabilitdt der Zellen am Tag 4 um 6,9% bzw.
28,7%.

bcl-2-Protein-Expression in humanen peripheren
Blut-Eosinophilen

Unstimulierte eosinophile Granulozyten zeigten eine basale
bcl-2-Expression von 28,91 + 12,73 SMF, die nach 18 h spontan
auf 57,67 + 14,63 anstieg, um nach 66 h unter den Ausgangs-
wert auf 21,57 +4,92 abzufallen (Abb.2). In Gegenwart von
GM-CSF zeigte sich iiber einen Zeitraum von 18 h kein Effekt.
AnschlieBend stieg die intrazelluldre bcl-2-Expression jedoch
an und betrug nach 66 h fiir GM-CSF 54,02 + 23,76 (Abb. 2A).
In Gegenwart von a-CD11bmAb zeigte sich keine von der
Medium-Kontrolle abweichende Anderung der bcl-2-Expres-
sion. Die Addition von a-CD69- und a-CD95mADb reduzierte
den Gehalt des intrazelluldren bcl-2-Proteins stimulierter
Zellen signifikant (GM-CSF + a-CD69-mAb: 38,53 +20,73;
GM-CSF + a-CD95-mAb: 35,33 + 17,40) (Abb. 2).

Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Etablierung des
molekularen Mechanismus der agonistvermittelten Apoptose
bei eosinophilen Granulozyten am Beispiel des CD69 und des
CD95. Die oben vorgestellten Ergebnisse unterstreichen vor-
ausgehende Untersuchungen [7,8,9,10] und zeigen, dass der
CD69R ebenso wie der CD95R eine Apoptose humaner
eosinophiler Granulozyten induziert und somit funktionell an
der Regulation der Viabilitit dieses Zelltyps beteiligt ist. Die
dargestellten Ergebnisse demonstrieren dariiber hinaus erst-
mals, dass diese Funktion des CD69R an eine Reduktion der
intrazelluldren bcl-2-Expression gekoppelt ist. Diese Modula-
tion des bcl-2-Proteins lief sich ebenfalls nach Ligation des
CD95R erkennen, nicht dagegen bei dem Kontrollantikérper
a-CD11b.
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Abb. 2 Effekt von a-CD95 bzw. a-CD69 auf die bcl-2-Expression
eosinophiler Granulozyten. Mit Medium bzw. GM-CSF (B) (10 ng/ml)
stimulierte Zellen wurden nach 18 h zusdtzlich mit Antikérpern gegen
CD69 (10 ug/ml), CD95 (1 ng/ml) bzw. CD11b (10 ug/ml) inkubiert.
Die bcl-2-Expression wurde nach Oh, 18 h, 42h und 66 h durchfluss-
zytometrisch gemessen. Die Werte reprasentieren die ,Spezifische
Mittlere Fluoreszenz“ (SMF) des spezifischen Antikérpers nach Sub-
traktion der SMF des unspezifischen Kontrollantikdrpers + SEM von 5
unabhdngigen Experimenten. * p<0,05 im Vergleich zur Kontrolle
ohne Antikdrper.

CD69 ist ein Typ-Il-integrales Membranglykoprotein aus der
C-Typ-Lektinfamilie [11], das von einer Vielzahl himatopoie-
tischer Zellen exprimiert wird [12]. Es besteht aus zwei 27 kD
bzw. 33 kD grofRen Untereinheiten, die iiber Disulfidbriicken
miteinander verbunden sind [13]. Die Regulation der Expres-
sion und die Funktion des CD69-Oberflichenantigens ist
abhdngig vom jeweiligen Zelltyp. So fiihrt die Kreuzvernet-
zung des CD69R auf B-Zellen zu einer Proliferationsverstar-
kung [14]. Im Gegensatz hierzu stehen die Beobachtungen an
LPS-vorstimulierten Monozyten, bei denen der a-CD69-Anti-
korper eine Apoptose induziert [15]. Die hier dargestellten
Untersuchungen zeigen, dass der auf Eosinophilen expri-
mierte CD69R funktionell bei der Regulation der Viabilitdt
beteiligt ist. Diese Vielfalt der Funktionen des CD69 ist
moglicherweise auf die intrazelluldre Domdne zuriickzufiih-
ren, die allein zu kurz ist, um eine Fortleitung des Signals zu
bewirken. Daher kann eine Assoziation mit je nach Zelltyp
unterschiedlichen Proteinen zu einer zelltypspezifischen Re-
aktion fiihren.

Die Viabilitdt bzw. Apoptose einer Zelle wird u.a. durch die
bcl-2-Proteinfamilie reguliert, die sich funktionell in zwei
Gruppen einteilen ldsst [16]. Zur ersten Gruppe gehoren die
sog. pro-apoptotischen Proteine, wie bad, bax, bik und bcl-x,.
Die gesteigerte Expression dieser Faktoren begiinstigt eine
Apoptose. Diesen Proteinen stehen sog. anti-apoptotische
Molekiile gegeniiber. Hierzu gehért neben dem bcl-x; auch das
bcl-2-Protein. Eine hohe intrazelluldre Expression dieser Fak-
toren verhindert einen vorzeitigen Zelltod und verldngert
somit die zellulire Uberlebenszeit. Die Ligation sowohl des
CD95R als auch des CD69R geht mit einer Abnahme der
intrazelluldren bcl-2-Expression einher und verschiebt auf
diese Weise das Gleichgewicht der die Apoptose regulierenden
Signalmolekiile zugunsten der pro-apoptotischen Faktoren.
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Uber diese Molekiile hinaus sind an der Regulation der
Apoptose Cystein-Proteasen (Caspasen) [17] und bestimmte
Transkriptionsfaktoren (c-fos, c-myc und p53) [18] beteiligt.
Die Interaktion zwischen den genannten Faktoren bei Induk-
tion und Ablauf der Apoptose in jeder Zelle ist unterschiedlich
umgesetzt und deshalb fiir bestimmte Zelltypen, Zellzyklen
sowie Apoptose-Induktoren spezifisch. Fiir den Eosinophilen
zeigen die vorgestellten Ergebnisse, dass trotz unterschiedli-
cher Rezeptoren, CD95 und CD69 den bcl-2-Pool in vergleich-
barem Ausmal¥ beeinflussen. Warum das CD95-induzierte
Signal, verglichen mit dem des CD69, trotzdem zu einer
deutlicheren Apoptose fiihrt, konnte an der Aktivierung
anderer Signalmolekiile liegen.

Die Beeinflussung der Apoptose durch Verabreichung spezifi-
scher Apoptose-Induktoren bietet perspektivisch die Méglich-
keit einer Behandlung eosinophilenassoziierter Krankheiten.
Apoptoseauslosende Membranrezeptoren sind im Gegensatz
zu den intrazelluldren Faktoren durch extern zu verabreichen-
de Medikamente leichter zugdnglich. Die Gabe von a-CD95-
mAb reduziert zwar die Anzahl der Eosinophilen in OVA-
sensibilisierten Mdusen [5], fiihrt aber konzentrationsabhdn-
gig zu einer Lungenfibrose [19]. Dieser Effekt geht auf den
Umstand zuriick, dass CD95 von nahezu allen Zelltypen
exprimiert wird und die Apoptose verschiedener Zellen die
immunologische Homd&ostase stort. Fiir den therapeutischen
Einsatz ist es deshalb erforderlich, spezifische Apoptose-
auslésende Rezeptoren zu identifizieren, die exklusiv einzelne
oder nur wenige Zelltypen adressieren.

Die Unterbrechung der Atemwegsinfiltration durch eosino-
phile Granulozyten stellt ein zentrales therapeutisches Prin-
zip beim Asthma bronchiale und anderen Eosinophilen-
assoziierten Erkrankungen dar. Neben der Gabe von Kortiko-
steroiden oder Zytokin-Rezeptorantagonisten verspricht auch
eine gezielte Induktion der Apoptose, die pathogenetische
Rolle der Eosinophilen zu hemmen. Da CD69 nur auf aktivier-
ten Eosinophilen exprimiert wird, bietet dieses Oberflichen-
antigen die besten Voraussetzungen fiir die Umsetzung eines
solchen Therapieansatzes. Die therapeutische Umsetzung
dieses Ansatzes bedarf jedoch eines {iber den gegenwartigen
Wissensstand hinausgehenden detaillierten Verstdndnisses
der CD69-abhdngigen zelluliren und funktionellen Konse-
quenzen sowie einer Priifung der klinischen Relevanz.
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