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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Die Funktion des Immunsystems ist bei allen Saugetierarten hoch konserviert. Das
Immunsystem kann zwischen dem angeborenen und dem erworbenen Immunsystem
unterschieden werden und ubernimmt die Aufgabe der Erkennung zwischen Eigen-

und Fremdproteinen.

1.1.1 Angeborenes Immunsystem

Das angeborene Immunsystem richtet sich gegen eine Vielzahl verschiedener
Erreger. Vor allem zellulare Bestandteile der Erreger I6sen eine Immunantwort aus.
Zellen wie Monozyten, Makrophagen und Granulozyten erkennen diese als PAMPs
(pathogen-associated molecular pattern)-bezeichnete Strukturen mit Hilfe einer
groRen Anzahl als PRR (pattern recognition receptor)- bezeichneten Rezeptoren. Die
Mikroorganismen werden phagozytiert und intrazellular abgetotet. Fur die
Zytotoxizitat sind auch naturliche Killerzellen verantwortlich, die Veranderungen auf
der Zelloberflache erkennen und so zum Beispiel von einem Virus befallene Zellen
abtoten. Zytokine, Interferone und die Proteine des Komplementsystems sind weitere
wichtige Mediatoren dieses Prozesses.

1.1.2 Adaptives Immunsystem

Das adaptive oder erworbene Immunsystem ist fur die spezifische Abwehrreaktion
gegen Antigene verantwortlich. Durch die enorme Vielfalt ihrer Rezeptoren spielen
hierbei die B- und T-Zellen die wichtigste Rolle bei der Antigenerkennung und -
Abwehr. Antigenprasentierende Zellen, wie Makrophagen, dendritische Zellen und B-
Zellen konnen Proteinfragmente endogener und exogener Antigene auf
Haupthistokompatibilitatskomplexen (MHC) der Klasse | wund Il auf ihrer
Zelloberflache prasentieren. Das Antigen wird dafur Uber Endozytose oder
Phagozytose aufgenommen und intrazellular prozessiert. T-Zellen kénnen MHC-
prasentierte Fragmente erkennen und induzieren unter anderem durch die

Ausschuttung von Zytokinen und Chemokinen eine Immunantwort.
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1.2 Basophile Granulozyten

Die Bedeutung basophiler Granulozyten fur das Zustandekommen einer adaptiven
Immunantwort wurde erst kiirzlich erkannt "2 und war aufgrund der geringen Zahl

und kurzen Lebensdauer von basophilen Granulozyten lange unterschatzt.

1.2.1 Phanotyp basophiler Granulozyten

Granulozyten werden nach den Farbungseigenschaften in der Giemsa-Farbereaktion
in drei Gruppen unterteilt. Zusammen mit eosinophilen und neutrophilen
Granulozyten bilden die basophilen Granulozyten die Leukozytensubpopulation der
Granulozyten. Basophile Granulozyten stellen dabei die kleinste Gruppe der
Granulozyten im Blut mit ca. 0,1-1% der Leukozyten dar. Typische Merkmale
basophiler Granulozyten sind der Einschluss vieler ungleichmalliger Granula im
Zytoplasma und die gelappte Form des Zellkerns (Abbildung 1). Die Granula
beinhalten Mediatoren wie Histamin, Heparin oder Leukotriene C4 und kdnnen mit
positiv geladenen basischen Farbstoffen (z.B. Methylenblau oder Hemotoxylit)
angefarbt werden. Murine basophile Granulozyten besitzen weniger basophile

Granula als humane Zellen °.

Granula:
Zellform: - leicht variabel in Form und GrofRle
- Rund bis leicht oval - dicht gefarbt

- grobkérnig

- unregelmaRig verteilt

Kern:

- segmentiert
- S- oder U-férmig
- dichte Chromatinstruktur
- von Granula tberlagert

Zytoplasma:
- blass gefarbt

Abbildung 1: Schematischer Aufbau basophiler Granulozyten

(verdndert nach Annette Steiger und Dr. Roman Fried)

Die erste Beschreibung basophiler Granulozyten erfolgte vor 130 Jahren durch Paul
Ehrlich * als seltene, zirkulierende Granulozyten. Sie werden aus hamatopoietischen
Vorlauferzellen gebildet und verlassen nach vollstandiger Reifung das Knochenmark.
Basophile Granulozyten sind mit einer Halbwertszeit von ca. 60 h kurzlebige Zellen °

10
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die in allen Vertebraten auftreten. Bei basophilen Granulozyten ist im Vergleich zu
anderen Granulozytenpopulationen die Fahigkeit zur Phagozytose und zur Bildung
proteolytischer Enzyme sehr gering. Sie sind unter basalen Konditionen im
peripheren Blut, in der Milz, im Knochenmark und in geringem Maf in der Leber

nachweisbar.

1.2.2 Differenzierung von basophilen Granulozyten

Zwischen basophilen Granulozyten und Mastzellen bestehen gewisse Ahnlichkeiten.
Mastzellen haben ebenfalls Granula mit ahnlichen Inhaltsstoffen und sind wahrend
einer allergischen Reaktion in Geweben anzutreffen. Lange Zeit ist die Theorie
vertreten worden, dass basophile Granulozyten und Mastzellen aus der gleichen
Vorlauferzelle entstehen ©. Mittlerweile ist man der Ansicht, dass sich basophile
Granulozyten und Mastzellen aus unterschiedlichen Vorlauferzellen entwickeln, die
sich wiederum deutlich von FceRI" eosinophilen Granulozyten-Vorlauferzellen
unterscheiden ’. Wie alle Leukozyten entwickeln sich auch basophile Granulozyten
aus hamatopoietischen Stammzellen im Knochenmark. Diese besitzen eine
langzeitige pluripotente Erneuerungseigenschaft und sind negativ fur den Marker
CD34 (cluster of differentiation 34). Aus hamatopoietischen Stammzellen entwickeln
sich multipotente CD34" Vorlauferzellen, die fir die Differenzierung der lymphoiden
oder myeloiden Zell-Linien verantwortlich sind 8, Lymphoide Zellen kann man anhand
der Marker IL-7Ra* Lin™ Sca-1"*%¢ cKit"®9 von den Lin" Sca-1" cKit" myeloiden
Vorlauferzellen fiir Granulozyten, Monozyten und Megakaryozyten unterscheiden *'°.
Der Transkriptionsfaktors PU.1 induziert die Differenzierung zu Vorlauferzellen fur
Granulozyten oder Mastzellen, wohingegen der Transkriptionsfaktor GATA-1 die

Differenzierung der Vorlauferzellen fur Erythrozyten oder Megakaryozyten einleitet.

Einige Gruppen favorisierten die Theorie einer gemeinsamen Vorlauferzelle fur

basophile und eosinophile Granulozyten "2

Dagegen spricht jedoch das
Vorhandensein spezifischer Oberflachenmarker fur basophile Granulozyten und
Mastzellen, die bei eosinophilen Granulozyten nicht exprimiert werden. So sind zum
Beispiel die Oberflachenmarker FceRl, CD203c (Ektonukleotid
Pyrophosphatase/Phosphodiesterase 3, E-NPP 3), pB7-Integrin und T1/ST2
(Interleukin-33-Rezeptor) auf basophilen Granulozyten und Mastzellen detektierbar 8,
Der Marker B7-Integrin ist jedoch bei basophilen Granulozyten weniger stark
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exprimiert als bei Mastzellen und dient als Unterscheidungskriterium fur die
Identifizierung von Mastzellen 8. Ein weiterer Transkriptionsfaktor gab Hinweise auf
die Differenzierung von basophilen Granulozyten. Das CCAAT-enhancer binding
protein a (C/EBPa) ist fur die Differenzierung der Vorlauferzellen von basophilen
Granulozyten und Mastzellen essentiell. Dieser Transkriptionsfaktor reguliert die
Transaktivierung der Myeloperoxidase und des Rezeptors fur den Granulozyten-
Kolonie stimulierenden Faktor (G-CSF) ™. In basophilen Granulozyten kann ein
hohes Expressionsniveau dieses Transkriptionsfaktors nachgewiesen werden '°. Die
Wirkung von C/EBPa wird vom Transkriptionsfaktor GATA-2 moduliert, der fur die
Entwicklung von Megakaryozyten und Erythrozyten der Hauptregulator ist. Wird
GATA-2 vor C/EBPa exprimiert, so bleibt selbst eine hohe Konzentration von
C/EBPa ohne Wirkung15. Vorlauferzellen von Mastzellen exprimieren GATA-2, nicht
jedoch die Vorlauferzellen von Granulozyten. Die Reihenfolge und die Konzentration
der Expression von C/EBPa und GATA-2 sind fur die Entstehung von basophilen

oder eosinophilen Granulozyten verantwortlich ™°.

1.2.3 ldentifizierung basophiler Granulozyten mittels

Durchflusszytometrie

Die Identifizierung von basophilen Granulozyten wird aufgrund der Ahnlichkeit zu
Mastzellen erschwert. Aufgrund mittlerweile identifizierter spezifischer Marker konnen
sie mit Hilfe der Durchflusszytometrie von anderen Zelltypen unterschieden werden.
Basophile Granulozyten zeigen in der Durchflusszytometrie eine etwas starkere
Granularitat als Lymphozyten. Zudem sind sie positiv fur die Oberflachenmarker
CD49b und FceRl "®". Murine basophile Granulozyten zeichnen sich durch eine
niedrige Expression des Pan-Leukozytenmarkers CD45 aus. AulRerdem exprimieren
sie den CD40-Liganden, der eine B-Zell-Proliferation induziert 8 In 4get-Mausen, die
in Zellen mit Interleukin- (IL-) 4-Produktion eine gleichzeitige GFP-Expression
aufweisen, zeigen basophile Granulozyten eine deutliche Fluoreszenz fur GFP
(green fluorescent protein) ' Humane basophile Granulozyten konnen uber den IL3-
R (CD123) oder nach einer Aktivierung uber die Oberflachenmarker CD63 und
CD203c identifiziert werden. Fur den Mastzellmarker cKit und den Marker

neutrophiler Granulozyten GR1 sind basophile Granulozyten negativ.
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1.2.4 Stimulation und Aktivierungsmarker von basophilen Granulozyten

Mehrere  Stimulatoren,  wie  Interleukin-(IL-)3 ', IL-5 und  der

Granulozyten/Makrophagen-koloniestimulierenden  Faktor (GM-CSF)  konnen
basophile Granulozyten aktivieren. Eine erfolgreiche Stimulation basophiler
Granulozyten kann (ber die Sekretion von Histamin, IL-4 oder IL-6 ?° nachgewiesen
werden, wobei basophile Granulozyten mehr IL-4 als T-Helfer-Zellen

freisetzen 16172122,

IL-3 ist einer der wichtigsten Stimulatoren basophiler Granulozyten. Die Abwesenheit
von IL-3 in IL-3"-defizienten Mausen beeinflusst jedoch die Zahl basophiler

7,23,24

Granulozyten unter basalen Bedingungen nicht. Das Zytokin IL-3 kann sowohl

die Anzahl der hochaffinen IgE-Rezeptoren (FceRI) auf einem hoheren Niveau

regulieren %°

, als auch basophile Granulozyten vor einer Kaspase-regulierten
Apoptose schiitzen, indem es die Schnittstelle der Kaspase-3 auf bcl-2 blockiert .
AuRerdem ist IL-3 fir die optimale Mobilisierung und das Uberleben der basophilen
Granulozyten nach einer Parasiteninfektion im Gewebe verantwortlich. IL-3 spielt bei
Krankheitsmodellen wie kollagen-induzierter Arthritis eine entscheidende Rolle in der
Initialphase, da eine Blockierung des Zytokins zu einer Verringerung des
Antikorpertiters im Plasma, einer Verringerung der Zahl basophiler Granulozyten im
peripheren Blut und einer Verbesserung der Arthritis fuhrt. In der Spatphase der
Erkrankung spielt die Blockierung von IL-3 jedoch keine Rolle fur den

Krankheitsverlauf oder die Zytokinausschiittung %°.

Die Interleukine der IL-1-Zytokin-Familie sind weitere Stimulatoren. IL-18 stimuliert
basophile Granulozyten zur Sekretion von Zytokinen nach einer Infektion mit
Helminthen oder Exposition mit Papain %. AuRerdem konnte der IL-18a-Rezeptor auf
basophilen Granulozyten nachgewiesen werden. Nach einer Inkubation mit [L-33
sezernieren basophile Granulozyten die Tn2-spezifischen Interleukine IL-4 und IL-13
"7 1L-33 ist der natiirliche Ligand des T1/ST2-Rezeptors, der auf Mastzellen und Ty2-

Zellen exprimiert wird %’.

Eine Zytokin-Ausschuttung ist auch fur die Stimulation mittels IL-1, IL-5 und IL-8

beschrieben. Eine wirkungsvolle Stimulation basophiler Granulozyten ist auch die

24

Bindung eines Antigens. Sowohl parasitare Antigene “°, als auch proteolytische
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Enzyme wie Papain ?® oder einfache Fremdproteine wie Allophycocyanin "% kénnen
eine Zytokin-Ausschuttung bewirken. Dabei werden Uber spezifische oder
unspezifische Bindungen Immunglobuline und damit IgE- oder 1gG-Rezeptoren auf
der Oberflache vernetzt. Dies I8st eine Signaltransduktion aus 2'*°. Weitere Stimuli
sind zum Beispiel die Chemokine CCL-2, CCL-11 und CCL-5, oder CXCL-8, CXCL1-

30

3 oder die Komplementfaktoren C5a und C3a °°, wobei aktivierte basophile

Granulozyten entsprechende Rezeptoren exprimieren ’.

Fir basophile Granulozyten sind einige Aktivierungsmarker bekannt. Bei Aktivierung
von humanen basophilen Granulozyten werden die Oberflachenmarker CD63 und
CD203c starker exprimiert. CD63 ist der Marker fur das granulare Protein
Tetraspanin, das auf Monozyten, Makrophagen und basophilen Granulozyten
nachweisbar ist . Der Oberflichenmarker CD203c auf humanen basophilen
Granulozyten weist das transmembrane Ektoenzym E-NPP3 nach und wird wie
CD63 bei einer Degranulierung von basophilen Granulozyten nach Aktivierung
verstarkt exprimiert *2. Eine Aktivierung von basophilen Granulozyten kann auch (iber
Protein-Antigene, wie zum Beispiel Allophycocyanin, stattfinden. Diese Aktivierung
folgt dem Fc-abhangigen (vor allem dem hochaffinen IgE-Rezeptor FceRlI)
Signalweg, wobei die Anwesenheit antigenspezifischer Immunglobuline der IgE
Klasse absolut notwendig ist .

Ein Merkmal fur die Aktivierung basophiler Granulozyten ist auch die Freisetzung des
Plattchen-aktivierenden  Faktors (PAF), der die vaskulare Permeabilitat
zehntausendfach starker als Histamin erhoht. Basophile Granulozyten stellen eine
Hauptquelle fiir PAF dar **. Nach einer Stimulation erfolgt die rasche Freisetzung von
IL-4, so dass basophile  Granulozyten in der Fruhphase einer
Gedachtnisimmunreaktion im Wesentlichen fur die IL-4-Produktion verantwortlich
sind. In der Spatphase ibernehmen andere Zellen, insbesondere CD4" T-Zellen die
Produktion von IL-4 3.

1.2.5 Rekrutierung von basophilen Granulozyten

Uber die Migration von basophilen Granulozyten wéahrend einer Immunantwort ist
bislang wenig bekannt. Unter basalen Bedingungen treten basophile Granulozyten
im Knochenmark und der Milz auf und zirkulieren in der Blutbahn. Bei allergischen
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Reaktionen und bei der Abwehr parasitarer Erreger findet eine Migration der
basophilen Granulozyten zum Entzindungsort in den Geweben statt. Bei einer
allergischen Entzindung konnte in der Spat-Phase eine Rekrutierung von basophilen
Granulozyten ins Gewebe einer allergischen Entziindung beobachtet werden 272%23,
Aulerdem wurde berichtet, dass basophile Granulozyten vier Tage nach der
Injektion von Papain in geringer Konzentration (0,03%) in den Lymphknoten
nachweisbar waren, nach weiteren 24 h jedoch aus den Lymphknoten
verschwanden. In der T-Zell-Zone der Lymphknoten befinden sich basophile
Granulozyten, nachdem Mause mit der allergenen Protease Papain, die basophile
Granulozyten direkt aktivieren kann, immunisiert wurden 2%, Aber auch andere
Antigene induzieren eine Migration basophiler Granulozyten in die Lymphknoten und

Gewebe 42036

. Zudem wurde gezeigt, dass aus dem Knochenmark isolierte
basophile Granulozyten das lymphnode-homing-Molekil CD62L (CD34) exprimieren
3337 Basophile Granulozyten besitzen demnach die Fahigkeit zur Wanderung in die

Lymphknoten.

Im Knochenmark wurde ein weiterer Effekt beobachtet, bei dem die Zahl der
basophilen Granulozyten nach einer Infektion mit Nippostrongulus Wurmern anstieg.
Ob die vermehrte Zellzahl auf eine erhohte Produktion, eine Rekrutierung oder auf
eine langere Lebensdauer der Zellen zuriickzufiihren ist, blieb jedoch ungeklart *.

Die Stimulation der Migration basophiler Granulozyten ist in der Literatur erwahnt.
Basophile Granulozyten werden durch Prostaglandin D, (PGD,) oder dem PGDo-
Agonisten Indomethacin bei einer Chemotaxis-Untersuchung angezogen >°. Eine
Stimulation mit IL-3 induzierte in vitro eine Bindung basophiler Granulozyten an
humane Endothelien. Dabei wurde sowohl eine Zunahme des ,rolling“ als auch der

40

Adharenz beschrieben ™. Der genaue Ablauf der Rekrutierung und Migration

basophiler Granulozyten ist jedoch noch weitgehend unbekannt.

1.3 Struktur und Funktion von Fc-Rezeptoren

1.3.1 Fc-Rezeptoren

Es gibt funf verschiedene Fc-Rezeptoren, die nach ihrer Spezifitat fur die schweren
Ketten der Immunglobulin Isotypen eingeteilt werden. Zudem konnen mehrere
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Varianten eines Rezeptors auftreten, die in der Affinitat zu den Liganden variieren.
Die Fc-Rezeptoren FcaR, FceR und FcyR sind sehr gut untersucht und sind die
Rezeptoren fur IgA, IgE und IgG. Die Rezeptoren fur IgM (FcuR) und IgD (FcdR) sind
beim Menschen nachgewiesen, die Identifizierung der DNA-Sequenz ist indessen fur
den FcpR erst 2009 *' und fiir den IgD-Rezeptor noch nicht gelungen. Fc-Rezeptoren
sind auf allen Zellen des Immunsystems exprimiert und stellen die Verbindung von

humoraler Antigen-Antikorper-Interaktion und zellularer Effektorfunktion dar.

1.3.2 Aufbau und Regulation des FceRI

Der erwahnte hochaffine IgE-Rezeptor FceRI besteht aus drei Untereinheiten, jeweils
einer a- und B-Untereinheit und einem Paar aus Disulfid gebundenen vy-
Untereinheiten (Abbildung 2). Dieser Rezeptor wird beim Menschen auf allen
Granulozyten wie auch in geringem Mald auf Monozyten, dendritischen Zellen und
Langerhans Zellen exprimiert. Von der Expression auf glatten Muskelzellen 2 und
Nervenzellen ** wurde berichtet. Im Gegensatz zu murinen Zellen konnte FceRI auf
humanen Zellen ohne B-Untereinheit nachgewiesen werden *_ Die Erhaltung der
Funktionalitat wird bei humanen FceRI durch die extrazellulare Domane der
a-Untereinheit ermoglicht. Beim Menschen ist das Verhaltnis von FceR-B zu FceR-a
variabel *°. FceR-B besitzt eine bessere Chaperon-Funktion als FceR-y, die FceR-a
vor Degradation wahrend der Internalisierung schiitzt ?°. Wie bei B- und T-Zell-
Rezeptoren tragt der intrazellulare Anteil des Rezeptors ein Immunrezeptor-Tyrosin-
basierendes Aktivierungsmotiv (ITAM).
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Abbildung 2: FceRI mit gebundenem IgE

Der IgE-Rezeptor FceRI ist in der Zellmembran aus unterschiedlichen Lipidmolekiilen verankert und kann IgE
(gelb) binden. Die a-Doméne (hellblau) ragt extrazellulir aus der Membran. B- (dunkel violett) und y- (hell
violett) Doménen besitzen intrazellulire ITAMs (dunkel blau). Die Lyn-Kinase befindet sich in unmittelbarer

Nihe. (verdndert nach Erin Sheets, Pennsylvania State University)

Die Halbwertszeit eines ungebundenen Rezeptors auf der Zelloberflache ist mit 24 h
relativ kurz *°, gebundene Rezeptoren werden dagegen langer auf der Oberflache
stabilisiert. Die Anwesenheit von IL-3 verringert zudem die Degradation
internalisierter Rezeptoren und unterstutzt eine wiederholte Prasentierung an der
Zelloberflaiche ?°. In Mausen wurde von einer IL-10-abhdngigen Regulation des
FceRI berichtet 7.

Auf Transkriptionsebene erfolgt die Regulation durch die Transkriptionsfaktoren PU.1
und EIf-1. Der Faktor PU.1 unterstutzt die Transkription von FceR-a, wohingegen Elf-
1 die Promotor-Aktivitdt von FceR-a hemmt, indem EIf-1 mit PU.1 um die

Bindungsstellen im FceR-a Promotor konkurrieren “2

. Bei immunisierten Wildtyp
Mausen wurde eine zehnfach hohere Konzentration von IgE im Plasma gemessen.
In Mastzellen wurde eine verstarkte Expression des hochaffinen IgE-Rezeptors auf

der Zelloberflache durch diese IgE-Molekiile erméglicht *°.
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1.3.3 IgE-abhangige Signaltransduktion

Wie bereits erwahnt besitzen basophile Granulozyten den hochaffinen IgE-Rezeptor
FceRI. Bei einer Bindung zwischen IgE aus dem Serum und dem IgE-Rezeptor wird
die Endozytose des FceRI verhindert und die Lebensdauer auf der Zelloberflache
verlangert. Die Zahl der Rezeptoren auf der Zelloberflache wird daraufhin erhoht.
Diese Stabilisierung ist unabhangig von der weiteren Signaltransduktion, da das
Fehlen der syk-Kinase (spleen tyrosin kinase) und der Kinasen aus der src-Familie

diesen Effekt nicht beeinflussen 2.

Auf der intrazellularen Domane der B-Untereinheit des humanen FceRI befindet sich
ein ITAM-Motiv. Dieses Motiv besitzt eine Tyrosin-X-X-Leucin (YXXL) -Sequenz als
Phospho-Akzeptorstelle, wobei X fur eine beliebige Aminosaure steht und die
Unterbrechung sieben bis zwolf Aminosauren lang sein kann. Durch die simultane
Phosphorylierung mittels Tyrosin-Kinasen der src- (sarcoma-)Familie werden syk-
Kinasen aktiviert. Die Kinase Lyn ist dabei fur die Initierung des Signals
verantwortlich, indem sie eine Transphosphorylierung der benachbarten -
Untereinheit ermoglicht. Die Phosphorylierung fuhrt zu einer Verstarkung der Lyn-
Aktivitat, so dass anschlieBend auch die y-Untereinheit des FceRI phosphoryliert
wird. Daraufhin folgt eine Rekrutierung und Aktivierung der syk-Kinase. Die Aktivitat
von Lyn wird in murinen Zellen durch weitere Kinasen der src-Familie reguliert. Fyn

besitzt eine stirkere Aktivitat als Lyn 2>

, wird jedoch von Lyn negativ reguliert.
Dagegen hat Hck, ebenfalls eine Kinase der src-Familie, einen hemmenden Einfluss
auf die Aktivitat von Lyn, wobei die Inhibition von Fyn verringert wird *'. Die Anzahl
der Kinasen und zum Teil deren Bedeutung ist in den verschiedenen Spezies

unterschiedlich 2° und bedarf noch weiterer Aufklarung.

Fur die IgE-abhangige Signaltransduktion sind weitere Faktoren notwendig. Der
Gehalt des intrazellularen Kalziums muss fur eine erfolgreiche Signalweiterleitung
erhoht sein. Dabei reguliert das Stromal-interagierende Molekdl 1 (STIM1) als
Sensorprotein des endoplasmatischen Retikulums den Kalziumeinstrom durch den
Kalzium-Kanal CRACM1 (Ca®* release-activated Ca?* molecule 1) in Mastzellen *2.
Das Protein SHIP (SH2-beinhaltende Inositol Phosphatase) scheint ebenfalls die
Signaltransduktion zu beeinflussen, da SHIP-knockout-Mause eine leicht
induzierbare Degranulierung von Mastzellen aufweisen %.
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Eine Signalweiterleitung vermittelt die Degranulierung und Ausschittung der

Mediatoren, sowie die Sezernierung von Zytokinen.

1.4 Beteiligung basophiler Granulozyten an humanen
Erkrankungen

Bei diversen Krankheiten ist die Zahl aktivierter basophiler Granulozyten von
Bedeutung. Die Zahl basophiler Granulozyten ist bei Arzneimittel- oder
Nahrungsmittel- Uberempfindlichkeit °*, Urtikaria **, rheumatoider Arthritis oder nach
Splenektomie im Blut erhoht.

Im folgenden Abschnitt wird die Bedeutung basophiler Granulozyten bei einigen

humanen Erkrankungen bzw. murinen Krankheitsmodellen vorgestellt.

1.4.1 Allergie

Basophile Granulozyten wurde lange Zeit vor allem im Bezug auf allergische
Reaktionen untersucht °>*°. Zusammen mit Mastzellen sind basophile Granulozyten
die Hauptakteure einer Allergie. lhre Bedeutung im Verlauf einer allergischen

Reaktion ist relativ gut verstanden.

Als Allergie wird eine immunologische Reaktion auf normalerweise harmlose
Umweltstoffe bezeichnet. Stoffe in Nahrungsmitteln oder Kontaktallergene sind weit
verbreitete Ausloser, die schon im Nanogrammbereich eine Reaktion vermitteln. Die
Uberempfindlichkeitsreaktion ist HLA-assoziiert und durch einen erhéhten IgE-
Gehalt, der aber vor allem gebunden vorliegt, gekennzeichnet. Antikorper der IgE
Klasse sind hauptsachlich fur die Abwehr von Wurm- und Parasitenbefall
verantwortlich. Es wird vermutet, dass ein Rluckgang des Parasitenbefalls das
Immunsystem auf harmlose Strukturen wie Nahrungsmittel oder Pflanzenpollen lenkt
" In der Sensibilisierungsphase einer Allergie wird das Allergen lber dendritische
Zellen aufgenommen und uber MHC-II Molekule den T-Zellen prasentiert. B-Zellen
konnen nach dem Allergenkontakt auf aktivierte T-Helfer-Zellen treffen. Dies fuhrt zu
einer Produktion und Sezernierung von Zytokinen und IgE-Antikorpern. Das IgE

bindet auf Mastzellen und basophilen Granulozyten an den hochaffinen IgE-Rezeptor
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FceRl, so dass es nach Antigen-Kontakt zu einer Quervernetzung der IgE-

Rezeptoren kommt.

Die allergische Reaktion bedarf bei erneutem Kontakt mit dem Allergen in der
Effektorphase eine Kreuzvernetzung monomerischer IgE-Molekile auf der
Zelloberflache. Diese Kreuzvernetzung fuhrt zu einer Degranulierung und
Ausschuttung der Entzindungsmediatoren aus Mastzellen und basophilen
Granulozyten. Die Mediatoren sind unter anderem Histamin, Proteasen, Chemokine
wie RANTES (reguliert durch Aktivierung normaler T-Zellen, exprimiert und
sezerniert) und Eotaxin, aber auch Zytokine wie Tumornekrosefaktor (TNF)-a , GM-
CSF und die Ty2-typischen Zytokine IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 und IL-13. So
sind basophile Granulozyten z.B. bei einer allergischen Entzindung der Atemwege
die Hauptproduzenten fiir IL-4 *%. Die Freisetzung dieser Mediatoren fuhrt zu einer
erhohten vaskularen Permeabilitat, einer Erschlaffung der glatten Muskelzellen und
zum Teil einer Stimulation kutaner Nervenendigungen. Eine positive Ruckkopplung
der allergischen Reaktion erfolgt durch die Hochregulation des CD40-Liganden auf
basophilen Granulozyten *>°°, die IL-4-Sekretion und die vermehrte Expression des
IgE-Rezeptors auf der Zelloberflache. Allergen-spezifische T-Zellen, die eine
chemotaktische Rekrutierung von Monozyten, eosinophilen und basophilen
Granulozyten an den Entzuandungsort veranlassen, werden in der Spatphase der
allergischen Reaktion aktiviert. Basophile Granulozyten wurden fur die Entwicklung
einer IgE-vermittelten chronischen allergischen Entzindung im Mausmodel

beschrieben 8.

Die Anaphylaxis ist eine Steigerung der allergischen Reaktion, bei der Spuren des
Antigens eine spontane und fatale systemische Reaktion auslosen. Basophile
Granulozyten haben jedoch eher Uber den IgG-vermittelten Signalweg einen Einfluss
auf eine anaphylaktische Reaktion. In Mausen kdonnen basophile Granulozyten eine
systemische Anaphylaxis Uber die FcyR-vermittelte Aktivierung und die Freisetzung
des Plattchen aktivierenden Faktors (PAF) induzieren

1.4.2 Infektion mit Helminthen

Eine weitere Funktion basophiler Granulozyten ist die Abwehr parasitérer Erreger 2.

Die immunologische Reaktion bei einer Infektion mit Helminthen ist ein
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Zusammenspiel aus angeborenem und adaptivem Immunsystem. Helminthen
induzieren eine starke Tu2-Antwort, die durch einen hohen IgE-Gehalt und eine
vermehrte Anzahl an Tun2-Zellen, Mastzellen, eosinophilen und basophilen
Granulozyten charakterisiert ist. Basophile Granulozyten kdnnen nach einer Infektion
mit Helminthen schnell mobilisiert und zum Infektionsort rekrutiert werden. Die erste
Aktivierung von basophilen Granulozyten erfolgt Uber die Erkennung von pathogen-
assoziierten molekularen Mustern (PAMPs) oder durch Zytokin-Freisetzung von

2 Das Chitin, eine strukturelle

Komponenten des angeborenen Immunsystems
Komponente der Wuarmer, ist ein weiterer mdoglicher Aktivierungsmechanismus
wahrend der Helminthen-Infektion, weil es die Rekrutierung basophiler Granulozyten
ins Gewebe induziert *. Von Helminthen stammende Proteasen kdnnen basophile
Granulozyten direkt aktivieren und verursachen eine Histamin-Ausschuttung und IL-4
Produktion ?2. Die Wirkung der Proteasen ist jedoch von der Helminthenart abhangig.
Die Tn2-assoziierten Zytokine IL-4 und IL-13, die nicht nur von basophilen
Granulozyten sondern auch von T-Zellen oder Mastzellen produziert werden kdnnen,
sind sowohl bei der Initierung als auch bei der effektiven Abwehr der Helminthen
beteiligt %0 Basophile Granulozyten sind sogar die Hauptverantwortlichen der IL-4-
Sekretion nach einer parasitaren Infektion im Mausmodell °. Die Prozessierung und
Prasentierung des Antigens uber MHC-II Molekule wurde in basophilen Granulozyten
wahrend einer Infektion mit dem Peitschenwurm Trichuris muris untersucht. Die
Anwesenheit basophiler Granulozyten war dabei fur eine Abwehr gegen diese
Helminthen notwendig und die Anwesenheit von dendritischen Zellen alleine nicht
ausreichend °'. In anderen Studien wurde jedoch die Hilfe von dendritischen Zellen
fiir die protektive Abwehr gegen Helminthen benétigt ®2. Mehrere Faktoren regulieren
die AbstoBung der Helminthen. Die Produktion der Ty2-typischen Zytokine IL-4, IL-5
und IL-13 durch basophile Granulozyten spielt dabei eine besondere Rolle. IL-5
erhoht die Mobilitat von eosinophilen Granulozyten und stimuliert ihre Wanderung
aus dem Knochenmark. Fur den Schutz vor Parasiten sind hingegen die Zytokine
IL-4 und IL-13 verantwortlich. Dieser wird durch die Bindung der Zytokine IL-4 und IL-
13 an den Rezeptor gewahrleistet, indem der Transkriptionsfaktor Stat6 aktiviert wird
und nach einer Translokation in den Zellkern die Expression von Effektormolekulen
reguliert. So ist Stat6 fur die Differenzierung von alternativ aktivierten Makrophagen
und deren Enzymproduktion verantwortlich. Die IL-4/IL-13-abhangigen Mechanismen
fuhren zu einer Storung der Parasiten im Darmtrakt, so dass der Ausstol’ der
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Helminthen erleichtert wird 2. Basophile Granulozyten nehmen folglich eine wichtige
Rolle bei der Bekampfung parasitarer Erreger durch das Immunsystem ein.

1.4.3 Autoimmunkrankheiten

Autoimmunerkrankungen werden als immunologische Reaktion gegen korpereigene
Antigene definiert. Die Komponenten des Immunsystems sind dabei nicht in der
Lage, das Antigen aus dem Korper zu entfernen, so dass eine chronische
Entzindungsreaktion mit massiver Gewebeschadigung entstehen kann. Als Beispiel
fur eine systemische Autoimmunerkrankung wird hier die Rolle basophiler
Granulozyten fur den Krankheitsverlauf einer rheumatoiden Arthritis vorgestellt.

Insbesondere IL-1, IL-6 und der Tumornekrosefaktor (TNF)-a sind in den betroffenen
Geweben verstarkt vorhanden. Bei Mausen kann eine Arthritis durch die
Immunisierung mit Typ Il Kollagen induziert werden und ist durch synoviale
Hyperplasie und Infiltration von Zellen in das Gewebe gekennzeichnet. Der Prozess
ist dabei 1gG- und FcyR-abhangig. Eine Aktivierung von basophilen Granulozyten
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uber IgE fuhrte zu einer Verschlimmerung des Krankheitsverlaufes
Stimulierung basophiler Granulozyten uber IL-3 induziert die Sezernierung von IL-4
und IL-6 und fiihrt zur Verstarkung der Arthritis 2°. IL-3 wird von aktivierten kollagen-
spezifischen CD4" T-Zellen produziert und kann basophile Granulozyten sehr effektiv
aktivieren. Die Behandlung der Mause mit einem blockierenden IL-3-Antikorper in der
Frihphase der Erkrankung fuhrt zu einer Verbesserung des Entzindungsprozesses
im Synovialgewebe und einer Reduzierung basophiler Granulozyten im Blut.
Aulerdem wurde gezeigt, dass in der FrUhphase einer kollagen-induzierten Arthritis
hohe Konzentrationen an IL-3 sowie eine erhohte Anzahl basophiler Granulozyten im
Synovialgewebe vorliegt ?°. Der proarthritische Effekt von IL-3 kénnte somit (iber die

Aktivierung basophiler Granulozyten vermittelt werden.

1.5 Das immunologische Gedachtnis

Die Gedachtnisimmunantwort, die durch eine kontinuierliche Anwesenheit von
Antikorpern und langlebiger Gedachtnis-B- und -T-Zellen vermittelt wird, ist eine
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wichtige Reaktion auf Antigene . Bei einer primaren Immunantwort werden

Antigene Uber unspezifische Mechanismen des angeborenen Immunsystems erkannt
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und den T-Zellen prasentiert. Monozyten, Makrophagen und dendritische Zellen sind
dabei professionelle antigenprasentierende Zellen. Dendritische Zellen nehmen das
Antigen auf, prozessieren es und prasentieren Fragmente uber MHC-II Molekile an
naive CD4" T-Zellen. Beim Vorhandensein adaquater Kostimulation und
entsprechender Zytokine entwickeln sich Ty2-Zellen. Diese kdnnen unter anderem in
einem CD40/CD40Ligand-abhangigen Signalweg B-Zellen aktivieren und die Bildung
von Immunglobulinen anregen. Nach dem Erstkontakt mit einem Antigen ist die
Entwicklung eines immunologischen Gedachtnisses, das eine schnellere und
grolRere Antikorperproduktion als Reaktion auf jeden weiteren Kontakt mit dem
Antigen ermdoglicht, von besonderer Bedeutung. Fur die sekundare Immunreaktion
sind die Gedachtnis-B-Zellen, die Plasmazellen und Gedachtnis-T-Zellen

verantwortlich.

Langlebige Gedachtnis-B-Zellen teilen sich nur sehr langsam und verbleiben in den
lymphatischen Kompartimenten, vor allem der Milz und den Lymphknoten. Sie
zeichnen sich durch die Expression membrangebundener Immunglobuline der IgG-,
IgE- und IgA-Klasse aus, die ihnen eine schnelle Antigen Erkennung und Reaktion
ermdglicht °®. Gedéachtnis-B-Zellen setzten jedoch selbst nur eine geringe Menge
Antikorper frei, benotigen aber fur die sekundare Immunantwort die Anwesenheit
freier Antigene, die nicht von Antikorpern neutralisiert wurden. |gG-Antikorper-
Komplexe konnen aber naive B-Zellen durch eine Quervernetzung des B-Zell-
Rezeptors mit dem Fc-Rezeptor FeyRll inhibieren ©7.

Die Gedachtnis-T-Zellen besitzen eine verlangerte Lebensdauer und konnen bei
Stimulation schnell und verstarkt Zytokine ausschuatten, zum Beispiel Interferon-y
(IFN-y), IL-4 und IL-5. Zentrale Gedachtnis-T-Zellen reagieren auf die empfindliche
Bindung des T-Zell-Rezeptors (TCR) mit einem Anstieg des CD40-Liganden (CD40L)
und besitzen den Chemokin-Rezeptor CCR7. Die Anzahl antigenspezifischer
Gedachtnis-T-Zellen ist im Vergleich zum basalen Wert erhoht und besteht
lebenslang.

CD138" Plasmazellen sind ein weiterer wichtiger Bestandteil der sekundaren
Immunantwort. Sie entsprechen ausdifferenzierten B-Zellen, befinden sich im

23



Einleitung

Knochenmark und produzieren uber einen langen Zeitraum grof3e Mengen
hochaffiner Antikdrper .

Zusatzlich werden wahrend der Gedachtnisimmunantwort weitere B- und T-Zellen
aktiviert. B-Zellen nehmen bei einem Uberschuss das Antigen auf und prasentieren
das prozessierte Antigen auf MHC-II-Komplexen an T-Helferzellen. So konnen hoher
affine Gedachtnis-B-Zellen und T-Zellen stimuliert werden.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte ein Zusammenhang zwischen basophilen
Granulozyten und der humoralen Gedéchtnisimmunantwort gezeigt werden .
Basophile Granulozyten und antigenspezifische B-Zellen sind nach einer
Immunisierung die einzigen Leukozyten-Populationen, die erhebliche Mengen eines

intakten Antigens auf ihrer Oberflache binden kénnen *126%°,

1.6 Die Ty2 Immunantwort

Die Immunantwort von CD4" T-Zellen kann nach ihrer Wirkungsweise in
verschiedene Gruppen eingeteilt werden. Ty1-Zellen induzieren bei einer zellularen
Immunantwort Makrophagen zur Abwehr intrazellularer Bakterieninfektionen. Ty17-
Zellen sind bei der IL-17-vermittelten antimikrobiellen Immunitat und

Autoimmunkrankheiten beteiligt.

Die Tnu2-Zellen sind hingegen fur die Bekampfung extrazellularer Erreger und die
Aktivierung von B-Zellen bei einer humoralen Immunantwort verantwortlich. Die
spezifischen zellularen Mediatoren und Faktoren zur Initiierung einer Tu2-Antwort
sind noch weitgehend unbekannt ®°. Die Polarisierung von CD4* T-Zellen zu einem
Tu2-Phanotyp ist von Zytokinen abhangig und kann durch basophile Granulozyten

3570.1 als auch in vivo ? induziert werden.

sowohl in vitro
Die Immunantwort zum Beispiel gegen Helminthen veranlasst in den Lymphknoten
die Differenzierung von naiven CD4" T-Zellen zu Ty2-Zellen. Dieser Prozess wird vor
allem durch IL-4 ausgelost. Basophile Granulozyten sind dabei die Hauptquelle fur
das in der Fruhphase der Immunantwort gebildete IL-4. Zudem konnte gezeigt
werden, dass auch das von basophilen Granulozyten produzierte thymische Stromal

24



Einleitung

Lymphopoetin (TSLP) fur die Tu2-gerichtete Polarisierung der T-Zellen verantwortlich
ist 2%70 Bei einer Tu2-Immunisierung erhéhte sich die IL-4 Produktion nach der
Restimulation um das hundertfache . Vier Tage nach der Immunisierung mit Papain
konnte jedoch eine verringerte Zahl Ty2-Zellen gemessen werden 2. In einer Ty2-
Antwort wird die Fahigkeit professioneller antigenprasentierender Zellen (z.B.
dendritische Zellen), das Antigen B-Zellen zu prasentieren, von basophilen
Granulozyten Ubertroffen 69, Aufgrund der Produktion der Ty2-Zytokine IL-4 und IL-6
gerat die Bedeutung basophiler Granulozyten fur die Ty2-Polarisierung zunehmend

in den Focus weiterfuhrender Untersuchungen.

1.7 Basophile Granulozyten als antigenbindende Zellpopulation

3 eine neue B-

Im Jahr 2000 publizierten McHeyzer-Williams und Kollegen
Zellpopulation, die negativ fur die charakteristischen B-Zellmarker B220 und CD19
waren. Diese Zellen wurden im Knochenmark als dominierende antigenbindende
Population beschrieben, konnten aber auch in Milz und peripherem Blut
nachgewiesen werden. Diese Zellpopulation teilt charakteristische Eigenschaften mit
Gedachnis-B-Zellen, wie den positiven Nachweis von CD11b und IgG auf der
Zelloberflache, hypermutierende VL-Gene und die Mdglichkeit der Ubertragung eines
immunologischen Gedachtnisses auf naive Empfanger durch adoptiven Transfer der
Zellen, nicht aber durch Transfer von Serum. Aufgrund dieser Eigenschaften nannten
die Autoren diese unbekannte Zellpopulation ,neue B220° Gedachtnis-B-Zellen®

(»novel b220° memory B-cells®).

Bell und Gray konnten drei Jahre spater zeigen, dass es sich bei dieser unbekannten
Zellpopulation nicht um B-Zellen handelt ™. Sie zeigten, dass die B-Zell-typischen
Kriterien, wie eine eigenstandige Produktion von Immunglobulinen, nicht
gewahrleistet sind. Stattdessen konnten diese Zellen zufallig AntikGrper Uber den
hochaffinen Fc-Rezeptor CD64 binden. Der Nachweis fur Oberflachen-IgG fiel
demnach positiv aus. In dieser Publikation war die CD11b Expression der Zellen eher
auf einem geringen Niveau. Zudem waren die Zellen negativ fur die B-Zell typischen
Marker CD19, B220, IgM und CD138. Bell und Gray beschrieben ebenfalls die
durchflusszytometrischen Eigenschaften der Zellen fur die Grof3e und Granularitat
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und ordneten sie in die fur Lymphozyten typische Abgrenzung (Gate) ein. Die Zellen
waren jedoch etwas starker in der Granularitat als typische B- oder T-Zellen. Die
Autoren konnten ausschlie3en, dass es sich dabei um Gedachtnis-B-Zellen handelt.
Eine weitere Einteilung der Zellen konnten sie aber nicht erbringen. Sie nannten die
Zellpopulation ,Antigen-fangende Zellen® (,antigen-capturing cells®).

Unserer Arbeitsgruppe gelang es im Jahr 2005 diese Zellpopulation genauer zu
charakterisieren ?°. Die Identifizierung als basophile Granulozyten erfolgte iiber den
Nachweis der IgE-abhangigen Antigenbindung und das Vorhandensein der
Oberflachenmarker IgE, IL-3-Rezeptor, CD45, CD16/32 und den Chemokin-Rezeptor
CCRZ2. Eine Vernetzung der Oberflachen IgE-Molekule fuhrte zu einer IL-4- und IL-6-

Sezernierung.

Die Entdeckung basophiler Granulozyten als antigenbindende Zellen und wichtige
IL-4-Produzenten fuhrte zu einem gesteigerten Interesse an dieser Zellpopulation.
Seit 2007 haben neue Methoden der in vivo Depletion und Aufreinigung von
basophilen Granulozyten die Untersuchungen erleichtert und neue richtungweisende
Informationen geliefert. Hierbei sollen vor allem drei Publikationen erwahnt werden,
die die Erkenntnisse Uber basophile Granulozyten erweiterten. Zum Einen wurde die
fuhrende Rolle basophiler Granulozyten bei der Entstehung einer Dermatitis
aufgeklart ", zum Anderen wurde eine Tw2-dominierte Entziindung auf Grund einer
Beteiligung basophiler Granulozyten untersucht 2°2. Die dritte, von unserer
Arbeitsgruppe durchgefuhrte Studie beschreibt die Foérderung einer humoralen
Gedachtnisimmunantwort durch basophile Granulozyten .

1.8 Beschreibung der verwendeten Tiermodelle

Die Maus ist als Tiermodell fur immunologische Fragestellungen gut geeignet. Ein
knockout-Mausmodell, in dem ausschlief3lich basophile Granulozyten fehlen, ware fur
die Untersuchung der Bedeutung basophiler Granulozyten bei immunologischen
Reaktionen hilfreich. Dieses Mausmodell ist jedoch nicht vorhanden, so dass auf

alternative Tiermodelle ausgewichen werden musste.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden sowohl Mastzell-defiziente W/W"- als auch WS-
Mause als Hilfsmittel eingesetzt, eine Analyse eines Mastzell-Effekts erméglichen .
Die Bedeutung des Zytokins IL-4 konnte in IL-4-defizienten Mausen untersucht

werden.

Die pathologische Relevanz basophiler Granulozyten im Verlauf einer
Gedachtnisimmunantwort kann durch die Infektion mit Streptococcus pneumoniae
ermittelt werden. Die Mause werden bei einem Kontakt mit infektiosen Streptokokken
durch die vorherige Immunisierung gegen das Pneumokokken-Oberflachenprotein A
(PspA) uber eine antikorper-vermittelte Immunitat vor einer starken Auspragung der

Erkrankung und einer Sepsis geschiitzt "8,

Eine Immunisierung mit Aluminiumprazipitat und hitze-inaktiviertem Bordetella
pertussis Erreger unterstutzt die Entwicklung einer humoralen Immunantwort und
bereitet B-Zellen fur die Antigenaufnahme vor. Inaktivierte Bordetella pertussis
Erreger haben eine Adjuvans-Wirkung und aktivieren die Komplementkaskade. Die
gramnegativen Stabchen besitzen Adharenzfaktoren und Exotoxine, auf die das
humorale Immunsystem reagiert. Eine Prazipitierung des Antigens mit
Aluminiumhydroxid ermoglicht die Antigen-Persistenz durch einen Depot-Effekt und

79

erhoht die Antigenaufnahme von dendritischen Zellen Zudem werden

8 Mastzellen und Makrophagen aktiviert °'. Adjuvantien

Komplementsystem
basierend auf Aluminium-Salzen sind fur einige humane Impfstoffe zugelassen und

verstarken die humorale Immunantwort.

Die Modellantigene Allophycocyanin und Phycoerythrin eignen sich besonders fur die
Untersuchung  basophiler  Granulozyten, da beide Proteine in der
Durchflusszytometrie auf der Zelloberflache nachgewiesen werden konnen und keine
weiteren spezifischen Oberflachenmarker fur den Nachweis der Antigenbindung

bendtigt werden.
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1.9 Zielsetzung

Mit dieser Arbeit sollte die Beziehung zwischen basophilen Granulozyten und den
Zellen des immunologischen Gedachtnisses untersucht werden. Der Fokus der
Arbeit lag hierbei auf der Interaktion mit Gedachtnis-B-Zellen. Die Fahigkeit
basophiler Granulozyten intakte Antigene in vitro zu binden warf die Frage auf, ob
basophile Granulozyten durch die Bindung des Antigens aktiviert werden. Die
Hypothese, dass es sich dabei um einen Fc-abhangigen Aktivierungsmechanismus
handelt, sollte durch Untersuchung FceRI- und FcRy-defizienter Mause nach einer
Restimulation analysiert werden. Des Weiteren sollte der Einfluss basophiler
Granulozyten auf B- und T-Zellen experimentell untersucht werden. Hierfur sollten
Versuche zur Proliferationseigenschaften von B-Zellen und die Analyse der Zahl
antigenspezifischer Plasma- und B-Zellen in An- und Abwesenheit aktivierter
basophiler Granulozyten durchgefuhrt werden.

Die Daten sollten in vivo im Rahmen einer Gedachtnisimmunantwort bestatigt
werden, wobei eine Methode zur Depletion basophiler Granulozyten in vivo etabliert
werden sollte. Ein Ziel der Arbeit war die Untersuchung, ob die Abwesenheit
basophiler =~ Granulozyten  eine  verringerte  Bildung  antigenspezifischer
Immunglobuline des Ty2-Typs mit sich brachte. Basophile Granulozyten sollten auch
wahrend einer Primarantwort analysiert werden. Mastzell-defiziente Mause sollten als
Modell dienen, um die Rolle von Mastzellen bei einer humoralen
Gedachtnisimmunantwort auszuschlieRen. Die Ergebnisse sollten daraufhin auf ein
Infektionsmodell mit Streptococcus pneumoniae Ubertragen werden. Ferner war die
Untersuchung der Ubertragbarkeit von Eigenschaften antigenspezifischer basophiler
Granulozyten auf naive Mause mittels adoptiven Transfers ein Ziel der Arbeit.

Die Beteiligung basophiler Granulozyten an einer humoralen Gedachtnis-
immunantwort fuhrte zu der Frage, ob basophile Granulozyten wahrend einer
Reaktion rekrutiert werden. Das Verteilungsmuster basophiler Granulozyten sollte
kurze Zeit nach einer Restimulation in unterschiedlichen Organen untersucht werden.
Dabei sollten die Ergebnisse in Abhangigkeit einer vorherigen Immunisierung und im
Vergleich zu anderen Granulozyten- und Monozytenpopulationen ermittelt werden.
Die Anwesenheit basophiler Granulozyten in den Lymphknoten lasst die Hypothese
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zu, dass in diesem Organ mdogliche Interaktionspartner von basophilen Granulozyten
lokalisiert sind. Fir die Analyse sollte die Untersuchung des Zytokinprofils CD4" T-
Zellen nach einer Restimulation in An- oder Abwesenheit basophiler Granulozyten

folgen.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien und Gerate

2.1.1 Verbrauchsmaterialien

Einmalspitzen (100, 1000 pl); Serologische Pipetten (5, 10, 25 ml); Sarstedt,
Nurnbrecht

Filterspitzen (100, 1000 pl); Biozym, Hessisch Oldendorf

Glasware; Schott, Mainz

Handschuhe Peha soft; Hartmann, Heidenheim

Heparinisierte Glaskapillaren, Brandt, Wertheim

Maxisorp S96; Nunc/Thermo Fisher Scientific, Roskilde, Danemark

Nylonsiebe (Cell Strainer 40, 70 um); BD Falcon, Le Port de Claix, Frankreich

Polystyrolrohrchen fur FACS-Analyse; BD Falcon, Le Port de Claix, Frankreich

Reaktionsgefalle (0,5/ 1,5/ 2,0 ml); Eppendorf, Hamburg

Separation: PreSeparationfilter; Saulen (MS, LS, LD Columns); Miltenyi Biotech,
Bergisch Gladbach

Skalpell (No. 10); pfm, KoIln

Spritzen: Tuberkulinspritzen (1 ml); Einmalspritzen (2, 10 ml); Kanulen BD
Microlance 3 (27G, 26G, 23G); BD Biosciences, Heidelberg

Zellkulturplatten (96-Loch), Petrischalen; Greiner, Frickenhausen

Zentrifugenrohrchen (15, 50 ml); Sarstedt, Nurnbrecht

2.1.2 Gerate

ABI PRISM 7900 HAT Detection system (Tagman); Applied Biosystems, Darmstadt
Analysewaage; Satorius, Gottingen

Autoklav; Technorama, Fernwald

Brutschranke Hera Cell; Heraeus, Hanau

Chirurgische Instrumente; Fine Science Tools, Heidelberg

Durchflusszytometer FACSCalibur, BD Biosciences, Heidelberg

Durchlichtmikroskop Axiovert 25; Zeiss, Jena
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ELISA Reader EMax® precision microplate reader; MWG Biotech, Ebersberg
Kreisschuttler AS250 3; IKA Labortechnik, Staufen

Magnet OctoMACS, QuadroMACS, Separator; Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach
NanoDrop®; Peglab, Erlangen

Neubauer Zahlkammer; Brandt, Wertheim

pH-Meter CG840; Schott Instruments, Mainz

Pipetten (Gilson P10, P20, P100, P1000); Gilson, Bad Camberg

Pipettierhilfe Pipetboy acu; ISB Integra Biosciences; Chur, Schweiz
Stereomikroskop; Leitz, Wetzlar

Sterilbank; Heraeus, Nurnberg

Thermomixer; Eppendorf, Hamburg

Ultraschallbad Sonorex RK255; Bandelin Schalltec, Morfelden-Walldorf
Vortexer REAX 2000; Heidolph, Schwabach

Wasseraufbereitungsanlage; Millipore, Eschborn

Wasserbad; GFL, Burgwedel

Zentrifugen; Heraeus, Nurnberg

2.1.3 Chemikalien und Reagenzien

2-Mercaptoethanol; Sigma Aldrich, Taufkirchen
ABTS Peroxidase Substrat; Roche, Mannheim
Aluminiumkaliumsulfat-Dodecahydrat, Sigma Ultra; Sigma Aldrich, Taufkirchen
Bovines Serum Albumin (BSA); Sigma Aldrich, Taufkirchen
Carboxyfluorescin diacetat succinimidylester (CFSE); Invitrogen, Karlsruhe
Caltag Counting Beads; Invitrogen, Karlsruhe
CytoFix/CytoPerm, Perm/Wash, FACSLysing Solution; BD Biosciences, Heidelberg
dNTP-Mix, NatuTec, Frankfurt am Main
Ethylendiamintetraacetat (EDTA); Roche Diagnostics, Mannheim
Kaliumaluminiumsulfat-Dodecahydrat; Roth, Karlsruhe
Oligo (dT)12-18 Primer; Invitrogen, Karlsruhe
PeqGold Trifast; Peqlab, Erlangen
TMB Tabletten, Sigma Aldrich, Taufkirchen
Trypanblauldsung; Fluka/Sigma Aldrich, Taufkirchen
Tween 20; Merck, Darmstadt
Zitronensaure Monohydrat, Sigma Aldrich, Taufkirchen
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Narkosemittel: Flumazenil-Hameln; Inresa GmbH, Freiburg
Naloxon; Inresa GmbH, Freiburg
Midazolam; Ratiopharm, Ulm
Fentanyl; DeltaSelect, Pfulling
Dormitor; Pfizer, Berlin
Antisedan; Pfizer, Berlin

Natriumpyruvat; Gibco/Invitrogen, Karlsruhe

Nicht-essentielle Aminosauren; Invitrogen, Karlsrruhe

2.1.4 Puffer

ABTS-Puffer; Roche, Mannheim

FACSClean, FACSFlow, FACSRinse; BD Biosciences, Heidelberg
RPMI 1640 Medium; Gibco/Invitrogen, Karlsruhe
Penicillin/Streptomycin; Gibco/Invitrogen, Karlsruhe
Trypanblauldsung; Sigma Aldrich, Taufkirchen

Tark’sche Losung; Merck, Darmstadt

PBS ad injectabilia; Braun, Melsungen

NaCl 0,9% ad injectabilia; Braun, Melsungen

ELISA-Waschpuffer: 0,05% Tween 20
in PBS

ELISA-Blockpuffer: 2% BSA
in PBS

MACS-Puffer: 2 mM EDTA
0,5% BSA
in PBS

Phosphat buffered saline (10 x PBS), pH 7,4: 1,8 mM KH2PO4
10,3 mM NazHPO4
137 mM NaCl
2,7 mM KCl;
in Aqua dest
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Coating-Puffer (pH 9,5): 0,1 M Natriumcarbonat
in Aqua dest
TMB-Puffer: 25,7 ml NazHPO4

24,3 ml Zitronensaure
50 ml Aqua dest

2.1.5 Medienherstellung

Das fotale Kalberserum (FKS) wurde vor dem Gebrauch durch Hitzeeinwirkung bei
56 °C fur 30 min inaktiviert.

RPMI-Medium mit Zusatz: RPMI 1640 Medium
10% (vol/vol) FKS

Zellkultur-Medium: RPMI 1640 Medium
10% (vol/vol) FKS
1% (vol/vol) Penicillin/Streptomycin
1% (vol/vol) Nicht-essentielle Aminosauren
1% (vol/vol) HEPES
1 mM Natriumpyruvat
50 uM B-Mercaptoethanol

2.1.6 Peptide und Stimulanzien

Murines IL-3; PreproTech EC, London, GB

PhycoPro cross-linked Allophycocyanin, R-Phycoerythrin; ProZyme, San Leandro,
USA

PspA; Herstellung von S. Hollingshead und D.E. Briles, University of Alabama,
Birmingham (USA)

Bordetella pertussis Suspension, hitze-inaktiviert, BD Bioscience, San Jose, USA

Fotales Kalberserum (FKS), Bovines Serum Albumin (BSA); PAA Laboratories, Linz,
Osterreich
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2.1.7 Antikorper

Tabelle 1: Antikérperliste

Spezifitit Klon Herkunft Konjugat Hersteller

CD3 145-2C11 Armenian NA/LE BD Biosciences, San Jose, USA
Hamster

CD4 RM4-5 Ratte Cy5s BD Biosciences, San Jose, USA

CD4 RM4-5 Ratte APC BD Biosciences, San Jose, USA

CD8a 53-6.7 Ratte PE BD Biosciences, San Jose, USA

CD8a 53-6.7 Ratte Cy5s BD Biosciences, San Jose, USA

CD11b M1/70 Ratte FITC BD Biosciences, San Jose, USA

CD11b M1/70 Ratte PE BD Biosciences, San Jose, USA

CD11c HL3 Armenian PE BD Biosciences, San Jose, USA
Hamster

CD16/32 2.4G2 Ratte NA/LE BD Biosciences, San Jose, USA

CD19 1D3 Ratte Cy5.5 eBioscience, San Diego, USA

CD19 1D3 Ratte PE BD Biosciences, San Jose, USA

CD45 30-F11 Ratte FITC BD Biosciences, San Jose, USA

CD45 30-F11 Ratte PE BD Biosciences, San Jose, USA

CD49b HMa2 Armenian PE BD Biosciences, San Jose, USA
Hamster

CD49b DX5 Ratte APC Miltenyi Biotech, Bergisch

Gladbach

CD115 AFS98 Ratte PE eBioscience, San Diego, USA

CD117 2B8 Ratte PE Caltag Laboratories, Burlingame,

(ckit) USA

CD138 281-2 Ratte Biotin BD Biosciences, , San Jose, USA

CD138 281-2 Ratte PE BD Biosciences, San Jose, USA

CD154 MR11 Armenian PE BD Biosciences, San Jose, USA

(CD4OL) Hamster

FceRla MAR-1 Armenian Biotin eBioscience, San Diego, USA
Hamster

FceRla MAR-1 Armenian NA/LE eBioscience, San Diego, USA
Hamster

Ig P260 Hase HRP DakoCytomation;Glostrup,

Déanemark
IgE R35-72 Ratte FITC BD Biosciences, San Jose, USA
IgE R35-118 Ratte Biotin BD Biosciences, San Jose, USA
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IgE
IgE
IgG1
IgG1
IgG1
lgG2a
lgG2a
IgM
IgM
Gr-1
IL-2
IL-2
IL-3
IL-4
IL-4
IL-6
IL-6
IL-10
IFNy
INF-y
HLA-IA/IE

IgG Arm.

Hamster

R35-72
R35-72
A85-1
A85-1
A85-3
R19-15
R11-89
/41
R6-60.2
RB6-8C5
JES6-1A12
JES6-5H4
MP2-8F8
30340.11
30340.11
MP520F3
MP520F3
JEF052A5
XMG1.2
H22

M5/
114.15.2
polyklonal

Ratte
Ratte
Ratte
Ratte
Ratte
Ratte
Ratte
Ratte
Ratte
Ratte
Ratte
Ratte
Ratte
Ratte
Ratte
Ratte
Ratte
Ratte
Ratte
Ratte
Ratte

Isotyp
Kontrolle

Biotin
purified
Biotin
purified
purified
Biotin
purified
purified
Biotin
APC
purified
PE

PE

PE
purified
purified
PE

PE

PE
purified
PE

purified

BD Biosciences, San Jose, USA
BD Biosciences, San Jose, USA
BD Biosciences, San Jose, USA
BD Biosciences, San Jose, USA
BD Biosciences, San Jose, USA
BD Biosciences, San Jose, USA
BD Biosciences, San Jose, USA
BD Biosciences, San Jose, USA
BD Biosciences, San Jose, USA
BD Biosciences, San Jose, USA
R&D Systems, Minneapolis, USA
BD Biosciences, San Jose, USA
BD Biosciences, San Jose, USA
BD Biosciences, San Jose, USA
R&D Systems, Minneapolis, USA
R&D Systems, Minneapolis, USA
BD Biosciences, San Jose, USA
BD Biosciences, San Jose, USA
BD Biosciences, San Jose, USA
R&D Systems, Minneapolis, USA
BD Biosciences, San Jose, USA

eBioscience, San Diego, USA

2.1.8 Sekundare Antikorper

Streptavidin-HRP, Streptavidin-FITC, Streptavidin-RPE; DakoCytomation, Glostrup,

Danemark

Streptavidin-PE-Cy5.5; Caltag/Invitrogen, Karlsruhe
APC-Biotin, PE-Biotin; ProZyme, San Leandro, USA

35



Material und Methoden

2.1.9 Microbeads

Alle paramagnetischen Microbeads stammten von der Firma Miltenyi Biotech,
Bergisch Gladbach:

Anti-APC, Anti-Biotin, Anti-FITC, Anti-PE;

Anti-CD19 (Maus), Anti-CD4 (Maus), Anti-CD49b (DX5) (Maus), Anti-CD8 (Maus)

2.1.10 Enzyme

M-MLV (moloney-murine leukemia virus) Reverse Transkriptase; Invitrogen,
Karlsruhe
RNase-freie DNase; QIAGEN; Hilden

21.1 Kits

GeneExpression Assay; Applied Biosystems

OptEIA ELISA-Kits Maus, BD Bioscience, San Jose, CA, USA:
IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IFNy

DuoSet ELISA-Kits Maus, R&D Systems, Minneapolis, USA:
IL-10, IL-13, TNFa

RNeasy Micro/Mini Kit, QIAGEN, Hilden

2112 Primersonden

Die TagMan-Sonden fur die Verwendung mit GenExpression Assay wurden von der
Firma Applera GmbH bezogen.

IFNy MmO01168134_m1
TNFa MmO00443258_m1
IL-4 MmO00445259_m1
IL-5 Mm99999053_m1
IL-10 MmO00439615_g1
IL-13 Mm99999190_m1
GAPDH Mm99999915_g1
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2113 Software

Adobe Reader 8; Adobe

CellQuest Pro; BD Bioscience, Heidelberg

MS Office 2003; Microsoft

Reference Manager 11, Adept Scientific GmbH, Frankfurt a.M.
SDS 2.3. Software; Applied Biosystems, Darmstadt

SoftMax; MDS Analytical Technologies, Ismaning

2114 Tiere und Haltung

C57BL/6 N; Elevage Janvier, Le Genest, Frankreich

C57BL/6 N Charles River, Wilmington, MA, USA

Balb/c Charles River, Wilmington, MA, USA

IL-4-defiziente Mause (IL4”"), Jackson Laboratory, Sacramento, CA, USA

FceRla-defiziente Mause (FceRlo™"); Jackson Laboratory, Sacramento, CA, USA

Mastzell-defiziente Mause (WBB6F1-Kit"/Kit"™, W/W") 8; Jackson Laboratory,
Sacramento, CA, USA

Mastzell-defiziente Mause (B6.Cg-Kit"*"/HNihrJaeBsmJ, W°") # Jackson
Laboratory, Sacramento, CA, USA

FcRy-defiziente Mause (Fcerlg”) 8%; Taconic Farms, Ry, Danemark

Nach einer Akklimatisierungsphase von mindestens einer Woche nach Ankunft
wurden ausschlie3lich weibliche Tiere, die mindestens acht Wochen alt waren, fur
die Versuche verwendet.

Die Tiere wurden zum Teil unter konventionellen Bedingungen einer offenen Haltung
im Forschungsgebaude H1, oder unter SPF-Bedingungen (pathogenfrei) im
Zentralen Tierlabor (D3) des Klinikkums der Universitat Regensburg gehalten.
Hauptamtliche Tierpfleger ubernahmen die Versorgung der Tiere. Der Zugang zu
Wasser und Futter erfolgte ad libitum. Es herrschte eine konstante Raumtemperatur
von 21°Cx2°C, eine konstante relative Luftfeuchtigkeit von 60% und ein
kontrollierter Hell-Dunkel-Zyklus im 12 h Rhythmus. Die Haltung der Tiere und die
Durchfihrung aller Versuche erfolgten unter Einhaltung der deutschen
Tierschutzrichtlinien.

37



Material und Methoden

21.15 Anasthesie und Antagonist

Die Angaben beziehen sich auf das Korpergewicht [kg] einer Maus.
Anasthesie: 0,05 mg/kg Fentanyl

5,0 mg/kg Midazolam

0,5 mg/kg Medetomidin (Dormitor)
Die Injektion der Narkose erfolgte intraperitoneal (i.p.). Vor jedem Eingriff wurde die
Wirkung durch fehlende Beinretention oder ausbleibende Schmerzreaktion
kontrolliert.

Antagonisierung: 1,2 mg/kg Naloxon

0,5 mg/kg Flumazenil

2,5 mg/kg Antipamezol (Antisedan)
Der Antagonist wurde subcutan in die Nackenfalte injiziert und wirkte schon nach
kurzer Zeit.

Die Ausgabe von Narkosemitteln erfolgte Uber die Apotheke und den Tierarztlichen
Dienst des Klinikums der Universitat Regensburg nach den Bedingungen des

Betaubungsmittelgesetztes.

2.1.16 Herstellung des Adjuvans Aluminiumprazipitat

Fir die Herstellung Prazipitats aus Aluminium und einem Antigen (z.B.
Allophycocyanin oder Phycoerythrin) wurden Aluminiumkaliumsulfat und die
gewulnschte Menge Antigen gemischt und mit 1 M KaOH auf einen pH von 7,0 titriert.
Dabei fallt ein weilllicher Niederschlag (Prazipitat) aus, wobei das Antigen
mikrokristallin vorliegt.

20,1 ml Aluminium-Kaliumsulfat (10%)

467 ul Allophycocyanin

mit 1 M KaOH auf pH 7,0 titrieren

Das Prazipitat wurde anschlieRend dreimal mit 50 ml sterilem PBS gewaschen. Die
Endkonzentration betrug 0,5 mg/ml prazipitiertes Antigen in PBS. Die Losung wurde
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zur Sattigung mindestens eine Nacht im Kuhlschrank gelagert. Am Tag der
Immunisierung erfolgte die Verdinnung auf eine Endkonzentration von 0,1 ug/ml des

prazipitierten Antigens mit sterilem PBS.

2117 Isolation des Pneumokokken Oberflachenproteins A (PspA)

Die Isolation des Oberflachenproteins von Pneumokokken (PspA) wurde von Susan
Hollingshead und David E. Briles an der University of Alabama in Birmingham (USA)

durchgefuhrt. Das PspA konnte mit freundlicher Genehmigung verwendet werden.

Die Experimente zur Infektion mit Pneumokokken wurden in einer Kooperation mit
der Medizinischen Hochschule Hannover durchgefuhrt. Der Streptococcus
pneumoniae (Kapsel Gruppe 3) Bakterienstamm 466.1 wurde in Todd-Hewitt Brihe
(Difco) mit 0,1% (wt/vol) Hefeextrakt bis zur Mitte der logarithmischen Phase
vermehrt. Daraufhin wurden die Bakterien in flissigem Stickstoff schockgefrostet und
bis zur Weiterverarbeitung bei -80 °C gelagert "®. Die Anzahl der Streptococcus
pneumoniae Bakterien wurde nach 18 h Inkubation bei 37 °C anhand der
koloniebildenden Einheiten (colonie-forming units) auf Schafsblut-enthaltenden
Agarplatten (BD Biosciences) bestimmt .

2118 Statistik

Die dargestellten Diagramme zeigen, falls nicht anders beschieben, jeweils die
Mittelwerte der Ergebnisse einer Gruppe. Fehlerbalken geben die mittleren
Standardfehler (SEM) der Ergebnisse wieder.

SEM = Standardabweichung/Wurzel (n)

n = Anzahl der Einzelwerte pro Gruppe

Zur Berechnung der Signifikanz wurde der einseitige Student'sche T-Test
angewandt, wobei der Typ 2 gewahlt wurde. Eine Signifikanz wurde im Diagramm mit
einem * bei einem Wahrscheinlichkeitswert (p) p < 0,05, mit ** bei p < 0,01 und mit #

bei einem p < 0,001 gekennzeichnet.
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellbiologische Methoden

2.2.1.1 Prdparation von Zellsuspensionen

Zur Vorbereitung der Zellpraparation wurde kaltem RPMI 1640 Medium 10% (vol/vol)
fotales Kalberserum (FKS) hinzugegeben. Das Medium und andere verwendete
Puffer wurden vor und wahrend der Praparation von Zellsuspensionen auf Eis

gelagert, um ein vorzeitiges Absterben der Zellen zu vermeiden.

Die Mause wurden mit zervikaler Dislokation getotet und mit 70% Ethanol bespruht.
Vor jedem Eingriff wurde das Praparationsbesteck mit 70% Ethanol sterilisiert. Die
Entnahme der Organe erfolgte unter sterilen Bedingungen, wobei eine kurzzeitige
Lagerung und alle weiteren Praparationsschritte auf Eis stattfanden.

2.2.1.2 Prdparation von murinen Splenozyten

Die Bauchhohle wurde links lateral unterhalb der Rippen gedffnet und die Milz
chirurgisch entfernt (Splenektomie). Die Milz wurde von Peritonealepithel und
Fettresten befreit und in mehrere kleine Stucke geschnitten, um die Splenozyten vom
Bindegewebe der Organhulle loszulosen. Die Milzsticke wurden mit einem sterilen
Stempel einer 2 ml Spritze durch ein Sieb mit 70 um Maschenweite gedruckt. Die
Zellen wurden in 5 ml Medium resuspendiert und bei 350 xg (1400 rpm) bei 4 °C fur
7 min zentrifugiert. Aufgrund des hohen Fettgehalts in der Milz konnte dabei eine
Aggregation der Zellen festgestellt werden. Die sedimentierten Aggregate wurden in
1 ml Medium resuspendiert und auf ein weiteres Zellsieb mit 40 ym Maschenweite
gegeben. Das Sieb wurde wiederum mit 3 ml Medium gewaschen, um den Verlust zu
minimieren. Nach erneuter Zentrifugation bei 350 xg und 4 °C fur 7 min konnten die
pelletierten Zellen in Medium oder Puffer aufgenommen werden und waren als
Einzelzellsuspensionen sowohl fur die FACS-Analyse als auch fur weitere
Aufreinigungsschritte und Zellkultur geeignet.
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2.2.1.3 Prdparation von murinen Knochenmarkzellen

Die Hinterbeine wurden am Huftgelenk chirurgisch abgetrennt. Anschlielend wurden
die Pfoten und Fibula sowie Haut und Muskelgewebe von Femur und Tibia mit Hilfe
eines Skalpells entfernt. Die einzelnen Knochen wurden daraufhin in der Mitte mit
einer Schere durchtrennt und das Knochenmark mit kaltem RPMI Medium (mit 10%
FKS Zusatz) und dem Druck einer 10 ml Spritze mit 27G Kanule ausgespult. Das
Knochenmark wurde in einer sterilen Petrischale aufgefangen und in ein
Zentrifugenrohrchen Uberfuhrt. Nach der Zentrifugation bei 350 xg und 4 °C fur 7 min
wurden die fadigen Knochenmarkstrukturen aus Bindegewebe und Fett durch
Resuspendierung in 1 ml Medium aufgelost. Um restliche Knochenfragmente zu
entfernen, wurden die Zellen in ein Zellsieb mit 40 ym Maschenweite gegeben und
mit 3 ml Medium vom Sieb gewaschen. Nach einer erneuten Zentrifugation mit
gleichen Einstellungen konnten die Zellen in Medium fur die Zellkultur oder in Puffer
fur eine weitere Zellisolation aufgenommen werden und lagen nach kraftigem

Vortexen in einer FACS-geeigneten Einzelzellsuspension vor.

2.2.1.4 Durchfiithrung einer Peritoneallavage zur Priparation von murinen
Peritonealzellen fiir die FACS-Analyse

Fur die Untersuchung der Verteilung basophiler Granulozyten wurden die Zellen des
Peritonealraumes gewonnen. Die getotete Maus wurde auf einem Praparationsbrett
fixiert und ohne das Peritoneum zu verletzen die Hautschicht ventral getffnet. Mit
einer 10 ml Spritze und einer 23G Kanule wurde 10 ml PBS unter Druck in die
Bauchhohle gespritzt, wobei die Organe von der Flussigkeit umspult wurden. Zellen,
die im Peritonealraum zu finden sind, wurden anschlie®end mit der eingegebenen
Flussigkeit in die Spritze eingesaugt und konnten bei 350 xg und 4 °C fir 10 min in
einem Zentrifugenrohrchen sedimentiert werden. Die Uberstehende Flussigkeit wurde
z.T. fur den Zytokinnachweis mittels ELISA bei -20 °C gelagert. Die zellularen
Bestandteile wurden zur Vorbereitung der FACS-Analyse in Puffer resuspendiert.
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2.2.1.5 Gewinnung von Blutzellen und Blutplasma aus Mdiusen

Die Konzentration antigenspezifischer Antikorper im Plasma gab Hinweise auf eine
ablaufende Immunreaktion im Mausmodell und diente der Untersuchung einer

humoralen Gedachtnisimmunantwort.

Mause und Ratten haben die Besonderheit eines ausgepragten retrobulbéren
Venenplexus. Dieser wurde mit Hilfe einer Kapillare leicht verletzt, wobei beim
Entfernen der Kapillare ein sofortiger Stopp der Blutung erfolgte. Der sedierten Maus
wurde nach Kontrolle der Narkose-Wirkung und Schmerzfreiheit eine heparinisierte
Glaskapillare zwischen vorderen Lidrand und bulbus gedreht. Das Blut wurde in
Reaktionsgefallen mit einer 0,1%igen EDTA-L6sung aufgefangen. Das EDTA
verhinderte eine Gerinnung des Blutes durch die Komplexierung von Kalziumionen,
die fur viele Gerinnungsfaktoren notwenig sind. AnschlieBend wurde die Maus
subcutan (sc.) mit dem Antagonisten, der jeweils die Wirkung der drei Narkose-
Komponenten aufhebt, behandelt. Vorteile dieser Art der Blutabnahme ist der
geringe Stress durch die kurzzeitige Sedierung mit nachfolgender Antagonisierung,
die Moglichkeit einer relativ grolen Volumenentnahme und die geringe
Infektionsgefahr durch das Fehlen offener Wunden.

Das Blut wurde anschlie3end bei 450 xg (2400 rpm) flr 12 min zentrifugiert und das
Plasma vorsichtig abgenommen. Bis zur Bestimmung des Immunglobulingehaltes

wurde das Plasma bei -20 °C gelagert.

Fur die Weiterverarbeitung der zellularen Bestandteile wurde das entnommene
Volumen mit der gleichen Menge von 0,9% NaCl substituiert und eine definierte
Menge fur die FACS-Farbungen entnommen. Blutproben wurden vor einer Farbung
mindestens dreifach mit 0,9% NaCl gewaschen, um ein Abfangen der zugegebenen

Farbe-Antikorper durch Iosliche Faktoren zu verhindern.

2.2.1.6 Prdparation von murinen Lymphknoten-Zellen fiir die FACS-Analyse

Lymphknoten konnen basophile Granulozyten enthalten. Fur die Untersuchung der
Zellen in den Lymphknoten wurde der Bauchraum einer Maus ventral gedffnet und

der Darm zur Praparation der mesenterialen Lymphknoten freigelegt. Die
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mesenterialen Lymphknoten sind perlschnurartig im Mesenterium des Dunndarms
angeordnet und gehoren zu den ,Darm-assoziierten Lymphgeweben® (gut associated
lymphoid tissue, GALT). Bei der Praparation wurde darauf geachtet, dass die
Lymphknoten von Fett- und Geweberesten befreit wurden, um eine problemlose
Zellisolation und Weiterverarbeitung zu ermoglichen. Aullerdem wurden die
lymphonodii inguinales superficiales von beiden Seiten freigelegt. Diese liegen in der
Leistengegend im Fettgewebe der Unterhaut. Bei der Praparation der lymphonodii
axillares wurden sowohl die tiefer liegenden als auch die oberflachennahen
Lymphknoten von beiden Seiten verwendet und vereint.

2.2.1.7 Antikorperfirbung: Oberflichenfiirbung, intrazelluliire Firbung

Die Analyse der Zellen erfolgt mit Hilfe der Bindung markierter Antikorper.

Oberflachenfarbung:

Zellen wurden fur die Durchflusszytometrie (FACS) und magnetische Zellseparation
(MACS) in Einzelzellsuspension gefarbt. Die Proben konnten sowohl frisch
praparierte Primarzellen als auch Zellen aus einem Zellkulturansatz enthalten. Die
gewulnschten Antikorper wurden in der entsprechenden Konzentration in PBS,
Medium oder MACS-Puffer vorbereitet. Die Farbung erfolgte im kleinstmoglichen
Volumen grofRer 70 pl und dauerte bei 4 °C 20 min. Bei der Inkubation mit einem
Biotin-konjugierten Antikorper wurde die Probe nach 20 min gewaschen und flr
weitere 20 min bei 4 °C mit einem Fluorochrom-gekoppelten Streptavidin gefarbt. Die
Farbung mit Fluoreszenz-markierten AntikOrpern wurde unter Lichtausschluss
durchgefuhrt, um ein Bleichen der Fluoreszenz zu vermeiden. Nach der Farbung
wurden die Zellen zur Entfernung ungebundener Antikorper mit 4 ml PBS gewaschen
und bei 350 xg und 4 °C fiir 7 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig
abgesaugt. Vor der Messung wurden die Zellen mit FACSLysing Solution fixiert, um
storende Erythrozyten mit hoher Eigenfluoreszenz zu lysieren und die Zellen zu
fixieren. Nach 10 min Inkubation bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss wurden

die Proben fur 7 min bei 350 xg/4 °C zentrifugiert und in 200 pl PBS aufgenommen.
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Intrazellulare Farbung:

FUr die Untersuchung der Strukturen im Inneren einer Zelle war nach einer
Oberflachenfarbung der Zellen eine intrazellulare Farbung mit Antikbrpern maoglich.
Die Zugabe von 150 pyl CytoFix/CytoPerm Losung fur 20 min bei 4 °C unter
Lichtausschluss permeabilisierte die Zellmembran. Diese LdOsung enthalt
Paraformaldehyd, das zu einer Denaturierung und Prazipitation von Proteinen und
Seitenketten fuhrte. Die Oberflachenantikorper und deren Fluoreszenz wurden dabei
stabilisiert. AuRerdem enthalt die Losung auch Detergenzien, die eine Porenbildung
ermoglichten. Nach der Permeabilisierung wurden die Zellen dreimal mit einer
Perm/Wash Losung gewaschen und jeweils bei 350 xg/4 °C fur 7 min zentrifugiert.
Die Perm/Wash Losung hielt die Porenbildung in der Zellmembran aufrecht.
AnschlielRend wurde die Probe bei 350 xg/4 °C fur 7 min zentrifugiert und der zu
farbende Antikorper in Perm/Wash Losung hinzu gegeben, wobei der Antikorper an
intrazellular vorliegende Molekule binden konnte. Die Inkubation der Zellen mit dem
Antikorper erfolgte fur 30 min bei 4 °C unter Lichtausschluss. Nach zwei weiteren
Waschschritten mit Perm/Wash Losung wurden die Zellen in 200 yl PBS
resuspendiert und zur FACS-Analyse herangezogen.

2.2.2 Magentische Zellseparation (MACS)

2.2.2.1 Prinzip MACS

Mehrere Methoden sind zur Aufreinigung von Zellpopulationen bekannt. Dazu gehort
die Methode der magnetischen Zellseparation (MACS, magnetic associated cell sort).
Zellen einer Population haben charakteristische Oberflachenmarker, die man Uber
Antikorper markieren kann. Diese Antikdrper konnen entweder an einen
paramagnetischen Partikel (Beads) gekoppelt sein oder eine fluoreszente
Markierung besitzen bzw. biotinyliert sein. Die Farbung durch einen Antikorper ohne
magnetische Eigenschaft erfolgt bei 4 °C fur 20 min unter Lichtausschluss. In einer
sekundaren Farbung wurden magnetische Partikel gegen den fluoreszenten Marker
(z.B. anti-fluorescin isothiocyanat, FITC) oder gegen das Biotin auf die Probe
gegeben. Die Farbung der Zellen mit paramagnetischen Microbeads der Firma

Miltenyi wurde bei 4 °C fur 15 min unter Lichtausschluss durchgefuhrt. Nach dem
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Entfernen ungebundener magnetischer Partikel durch einen Waschvorgang mit
anschlieBender Zentrifugation bei 350 xg/4 °C fur 7 min konnten die Proben im
entsprechenden Volumen MACS-Puffer resuspendiert werden. Die Saule wurde in
einen Permanentmagneten der Firma Miltenyi eingespannt und durch Zugeben von
eiskaltem MACS-Puffer aquilibriert. Die Saulenmatrix besteht aus beschichteter
Stahlwolle, an dem die markierten Partikel innerhalb eines Magnetfelds binden
konnen. Je nach Packungsdichte und GroRe der Saule kann man MS-, LS- und LD-
Saulen unterscheiden. M-Saulen haben dabei eine kleinere PorengrofRe als L-
Saulen. Aufgrund der grollen Packungsdichte sind LD-Saulen nur zur
Negativaufreinigung bzw. in vitro Depletion einer Zellpopulation verwendbar, weil
gebundene Zellen durch den Prozess beschadigt werden. Das Saulenmaterial wird
bei der Aquilibrierung mit dem Puffer benetzt, wobei die Flussigkeit mittels
Gravitationskraft durch das Saulenmaterial wandert. Die geringe Temperatur des
MACS-Puffers unterstutzt einen hoheren Reinheitsgrad der Aufreinigung. Die Zellen

wurden daraufhin im entsprechenden Volumen auf die Saulenmatrix pipettiert.

Wie in Abbildung 3 gezeigt binden magnetisch markierte Zellen an der
ferromagnetischen Domane der Saule. Bei einer positiven Isolation einer
Zellpopulation wurde der Durchfluss verworfen, die Saule dreimal mit 1 ml MACS-
Puffer gespult und mit 1 ml MACS-Puffer eluiert. Fur die Elution der gebundenen
Zellen wurde die Saule aus dem magnetischen Feld entnommen und der
mitgelieferte Stempel auf das Saulenmaterial gedrickt. Das aufgefangene Eluat
enthielt die vorher markierte Zellpopulation.

War die Entfernung einer Zellpopulation, also eine negative Isolation oder Depletion,
gefordert, so wurde nach dem Auftragen der Probe auf die Saule und allen weiteren
Waschschritten der Durchfluss aufgefangen (Abbildung 3). Die Saule blieb bei dem
gesamten Vorgang im Magneten. Die zu entfernenden Zellen verblieben auf der
Saule und eine zusatzliche Elution wurde nicht benotigt.
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Entfernung der Saule aus dem

Séulenmatrix durch magnetischen Feld

das magnetische Feld

Zellen wandern in der l

Durchfluss mit Elu@qn mit
negativer Zellisolation postiver
Gewrinschte (Depletion) Zellisolation
Zellen werden ®
mit Microbeads
magnetisch
markiert

Abbildung 3: Prinzip der magnetischen Zellseparation (MACS)

Zellen werden mit magnetischen Partikeln markiert (rosa) und wandern durch eine S&ulenmatrix im
magnetischen Feld. Markierte (rosa) Zellen werden auf der Séule zuriick gehalten, unmarkierte Zellen (blaugriin)
konnen die Sdule passieren. Bei einer negativen Isolation wird der Durchfluss aufgefangen, fiir eine positive
Zellisolation der markierten Zellen wird die Séule aus dem Magnetfeld entfernt und die Zellen eluiert. Verdndert

nach Br J Dermatol (2005) (www.medscape.com)

Die erfolgreiche Aufreinigung wurde mit einer erneuten Anfarbung der Zellen und
anschlielfender FACS-Analyse kontrolliert. Spezifische Marker fur die gewlnschte
Zellpopulation wurden verwendet. Der so genannte ,MACS-Check® beinhaltete ein
kleines Aliquot der Probe jeder Reinigungsstufe und des Durchflusses. Der
Reinheitsgrad der Isolierung bzw. Depletion war in der Regel bei tuber 95%.

2.2.2.2 Aufreinigung von murinen CD4" und CD8" T-Zellen und CD19" B-
Zellen aus der Milz

Die Aufreinigung muriner T- und B-Zellen war fur die Untersuchung der

Interaktionspartner basophiler Granulozyten von Bedeutung. Fur die Isolierung von

CD4" und CD8" T-Zellen und CD19" B-Zellen aus der Milz wurden die

entsprechenden anti-CD4, anti-CD8 bzw. anti-CD19-Microbeads nach den Angaben
des Herstellers verwendet. Die Isolation von CD4" T-Zellen erfolgte lber eine
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zweifache Aufreinigung mittels MS-Saulen. Die Reinheit der Aufreinigung betrug tber
95% und wurde bei jeder MACS Isolierung durchflusszytometrisch kontrolliert.

2.2.2.3 Depletion muriner basophiler Granulozyten aus Knochenmark und
Milz

Die Entfernung basophiler Granulozyten in vitro ermdglichte die Untersuchung in Ab-
und Anwesenheit dieser Granulozytenpopulation. Das Depletionsverfahren wurde
auch zur Vorbereitung der Zellen des adoptiven Transfers eingesetzt. Zellen wurden
aus dem Knochenmark und der Milz isoliert und in vitro 20 min bei 4 °C unter
Lichtausschluss mit FITC-konjugiertem anti-IgE Antikorper gefarbt. Nach einem
Waschschritt mit MACS-Puffer und Zentrifugation bei 350 xg/4 °C fur 7 min folgte die
Inkubation mit anti-FITC gerichteten Microbeads fur 15 min im Kuhlschrank. Bei
FcRy- und FceRla-defizienten Mausen erfolgte die Depletion basophiler
Granulozyten uber die Markierung mit anti-CD49b Microbeads. Zur negativen
Isolierung basophiler Granulozyten wurden LD-Saulen verwendet, wobei die
Aquilibrierung mit 2 ml und die Probenladung in 500 yl MACS-Puffer erfolgte. Die
Saule wurde dreimal mit 1 ml MACS-Puffer gewaschen und der Durchfluss zur
Weiterverarbeitung aufgefangen. Mit Hilfe der Oberflachenmarker IgE und CD49b
konnte der Reinheitsgrad der Zellen durchflusszytometrisch kontrolliert werden,
wobei IgE" CD49b" basophile Granulozyten zu mehr als 90% aus der Probe entfernt

wurden.

2.2.2.4 Aufreinigung muriner basophiler Granulozyten aus dem
Knochenmark

Eine Isolation von basophilen Granulozyten wurde hauptsachlich aus dem
Knochenmark durchgefuhrt, weil hier basophile Granulozyten gebildet werden und in
der hochsten Konzentration vorliegen. Das Knochenmark wurde wie in 2.2.1.3
beschrieben prapariert und die Zellen bei 350 xg/4 °C fur 7 min zentrifugiert.
Anschlieliend wurden die Knochenmarkzellen in MACS-Puffer aufgenommen und mit
anti-lge-FITC gefarbt. Nach der Farbung im Kuhlschrank wurden die Zellen mit
anti-FITC-gerichteten Microbeads markiert und mittels LS-Saulen isoliert. Die
Farbung Uber IgE hat den Nachteil, dass isolierte basophile Granulozyten aktiviert
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werden und nicht mehr als unstimuliert angesehen werden kdnnen. Bendtigte man
fur einen Zellkulturansatz unaktivierte basophile Granulozyten, so wurden basophile
Granulozyten mit anti-CD49b-Microbeads isoliert. Anhand der Expression von IgE
und CD49b auf der Oberflache basophiler Granulozyten wurde die Reinheit
durchflusszytometrisch kontrolliert.

2.2.3 Durchflusszytometrie (FACS)

2.2.3.1 Prinzip der Durchflusszytometrie

Die Methode der Durchflusszytometrie wird bei Einzelzellsuspensionen zur Analyse
von Fluoreszenz- und Streulichteigenschaften eingesetzt. Dabei werden einzelne
Zellen mit der Tragerflussigkeit FACSFlow angesaugt und mit einem LASER
angestrahlt, um die Emission der Fluoreszenz zu messen. Verschiedene Linsen,
Filter und Spiegel trennen die unterschiedlichen Emissionsbereiche und teilen sie
den entsprechenden Detektoren (FL) mit Photoelektronen-Vervielfachern
(photomuiltiplier) zu (Abbildung 4). Die folgenden Messungen wurden mit einem
FACSCalibur der Firma Becton Dickinson (BD) durchgefuhrt. Dieses FACS-Gerat
verfugt Uber zwei LASER und die Auflosung von vier fluoreszenten Farben. Der
Detektor FL1 kann eine optimale Emission bei 530 nm erfassen. Dies entspricht der
grunen Fluoreszenz der Farbstoffe FITC, GFP und Alexa488. FL2 kann hingegen die
Emission bei 585 nm von PE detektieren. Die violett fluoreszierenden Farbstoffe Cy5,
Cy5.5, PerCP oder TexasRed werden durch den Langwellen-Filter ab 670 nm auf
den FL3 Detektor geleitet. Die Emissionen, die in FL1 bis FL3 detektierbar sind,
werden durch einen Argon-LASER mit der Absorptionswellenlange 488 nm angeregt.
Ein weiterer Dioden-LASER, der separat hinzugeschaltet werden kann, ermdoglicht
eine Anregung bei 635 nm fur die fluoreszenten Farbstoffe APC und Alexa647 und

eine Detektion der Emission bei optimal 660 nm im FL4 Kanal.

Die zellularen Eigenschaften der Granularitdt und GroRe kann ebenfalls im
Durchflusszytometer gemessen werden und ist eines der wichtigsten Bestandteile fur
die Zellidentifizierung. Wie in Abbildung 4 werden hierfur die Informationen der
Streuungen des Vorwarts- und Seitwartslichtes erfasst. Die Streuung des
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Vorwartslichtes wird in der Durchflusszelle des FACS-Gerates im 180 ° Winkel
abgelenkt und im forward side scatter (FSC) bei der Wellenlange des
Anregungslichtes (488 nm) detektiert. Diese Streuung lasst einen Ruckschluss auf
die Zellgrolle zu, wobei ein groRerer Zellumfang eine grolRere Ablenkung des
Anregungslichtes ergibt. Die Streuung des Seitwartslichtes erfolgt aufgrund von
weniger lichtdurchlassigen Zelleinschlissen und gibt Hinweise auf die Granularitat
der Zelle. Hierbei wird das Anregungslicht im 90 ° Winkel abgelenkt und im sideward
side scatter (SSC) bei 488 nm detektiert. Eine grofere Granularitat mit mehr
Zelleinschlussen ergibt somit eine starkere Streuung des Lichtes.

Die Absorptions- und Emissionseigenschaften sind abhangig vom strukturellen
Aufbau des Fluorophors und demnach materialspezifisch. Verschiedene Marker
kobnnen somit problemlos anhand ihres Emissionsspektrums voneinander
unterschieden werden. Ein Detektor kann diese Emission in ein elektrisches Signal
umwandeln. Je mehr fluoreszente Marker einer Sorte an der Zelloberflache
gebunden sind, desto starker ist die Emission und ein groReres Signal wird
errechnet. Die vier Detektoren sind fur vier verschiedene Spektralbereiche spezifisch,
so dass man vier unterschiedliche Eigenschaften (z.B. Menge der

Oberflachenrezeptoren) gleichzeitig anhand der Fluoreszenz ermitteln kann.
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Abbildung 4: Aufbau eines FACSCalibur

Die Anregung zweier LASER wird in der Durchflusszelle auf eine Einzelzellsuspension geleitet. Die emittierte
Fluoreszenz unterschiedlicher Eigenschaften wird iiber Linsen und Spiegel zu den entsprechenden Detektoren
(FL1 bis FL4) geleitet. Die Streuung des Anregungslichtes wird in 180 ° und 90 ° Ablenkung in der FSC- und
SSC-Diode detektiert. (verdndert nach BD)

Die Messdaten werden in einer Einparameterdarstellung als Histogramm oder in
einer Zweiparameterdarstellung als Punktwolken-Diagramm (FACS Plot, oder dot
plot) dargestellt. Bei einem FACS Plot werden zwei Informationen Uber die Zelle
logarithmischen Achsen zugeordnet und in Relation gestellt. Zellpopulationen kdnnen
dabei z.B. anhand der GroRe und Granularitat, aber auch anhand der Expression

bestimmter Oberflachenmarker identifiziert werden.
Der Einsatz einer Auswertungssoftware ermoglichte die Eingrenzung einer

Zellpopulation (Gate) und einen Vergleich zwischen spezifischer und unspezifischer

Bindung.
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2.2.3.2 FACS-Messung

Die Durchflusszytometrie ist eine wichtige Methode zur Untersuchung bestimmter
Zellpopulation, die uber Oberflachenmarker angefarbt und identifiziert werden
konnen. Je nach Fragestellung kann sowohl eine quantitative als auch qualitative
Aussage getroffen werden. Bei der Durchflusszytometrie werden hauptsachlich
Fluoreszenz-markierte Antikorper eingesetzt. Die fur diese Arbeit verwendeten
Marker beschrankten sich auf FITC, PE, Cy5, bzw. Cy5.5 und APC fur die Kanale
FL1 bis FL4. Die Messung erfolgte am gleichen Tag nach der Farbung der Zellen.
Falls mehrere Messungen durchgefuhrt wurden, wurden die vorbereiteten Proben bis
zur Messung bei 4 °C im Dunkeln aufbewahrt. Die Kompensation und Einstellungen
der Detektoren erfolgten anhand einer Negativprobe oder einer Isotyp Kontrolle. Um
einen Vergleich der Proben gewahrleisten zu kdnnen, wurden entweder die gleiche
Gesamtzellzahl oder die gleiche Messzeit aufgenommen. Die
Durchflussgeschwindigkeit wurde mittels Probenverdunnung auf maximal 5000

Ereignisse pro Sekunde eingestellt.

2.2.3.3 Quantitative FACS-Messung mit Caltag Counting Beads

Die Zugabe von Caltag Counting Beads (Invitrogen) zur Messprobe erlaubte eine
quantitative Messung mit der Durchflusszytometrie. Counting Beads bestehen aus
Partikeln drei verschiedener GroRen und besitzen fluoreszente Eigenschaften. Lagen
diese in einem festgelegten Verhaltnis vor, so konnte man von einem statistisch
aussagekraftigen Ergebnis ausgehen. Kurz vor der Messung wurde eine definierte
und konstante Menge (50 ul) der Partikel zur Probe hinzugegeben und gut gemischt.
Das Probenvolumen war nicht relevant, da nur das Verhaltnis zwischen Zellzahl und
Partikelzahl von Bedeutung war. Die Dauer der Messung, bzw. die Gesamtzahl
gemessener Zellen konnte variieren. Counting Beads haben eine breite Fluoreszenz
mit einer Emission zwischen 385 nm und 800 nm, die laut Herstellerangaben vom
UV-Bereich bis 635 nm angeregt werden kann. Die Partikelfluoreszenz ist
typischerweise funf- bis zehnfach starker als die Fluoreszenz einer markierten Zelle
und war gut abgrenzbar. Bei der Auswertung wurde eine Zellpopulation ins
Verhaltnis zur Anzahl gemessener Counting Beads gesetzt. Rechnerisch konnte
anhand der Herstellerangaben der Partikel-Charge die Anzahl der Zellen in der

Probe ermittelt werden.
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Konzentration der Probe [Zellen/ul] = A/B x C/D

A = Anzahl der Zellen (events)
B = Anzahl der Beads (events)
C = festgelegter Wert der Bead Anzahl, chargen-spezifisch (Beads/50 pl)

D = Probenvolumen (pl)

Dieses Verfahren wurde vor allem bei der Messung der Migration von basophilen
Granulozyten eingesetzt. Dabei konnte eine Relation zwischen verschiedenen
Organen aber auch zwischen unterschiedlichen Tagen erstellt werden. Aullerdem
konnte die Anzahl der Beads als standardisierte Grol3e eingesetzt werden, die die
Abhangigkeit einer konstanten Gesamtzellzahl relativiert. Bei der Vorbereitung der
Proben wurde darauf geachtet, dass alle Proben gleich behandelt wurden und sich
die Anzahl der Gesamtzellen z.B. beim Absaugen der Probe nicht veranderte.

2.2.4 Enzymgekoppelter Inmunadsorptionstest (ELISA)

2.2.4.1 Prinzip ELISA

Die ELISA (Enzym-linked Immunosorbet Assay)-Methode wird mittels Antikorper-
bindung zum Nachweis und zur Mengenbestimmung von Proteinen oder
niedermolekularen Verbindungen in einer flussigen Probe eingesetzt. Die ELISA-
Technik beruht auf mehreren moglichen Methoden, wobei zwei im Verlauf dieser
Arbeit angewandt wurden.

Eine der Methoden ist das Prinzip des so genannten Sandwich-ELISA. Dabei bindet
der erste spezifische mono- oder polyklonale Beschichtungs-AntikGrper an einer
besonders haftenden Oberflache der ELISA-Platte. Ungebundene Antikorper werden
nach der Zugabe des Waschpuffers entfernt und mittels Block-Substrat alle
unspezifischen Bindungsstellen besetzt. Als Block-Substrat werden vor allem grol3e
Serumproteine wie Albumin verwendet. AnschlieRend werden die Proben, der
Standard und eine negative Kontrolle inkubiert. Dabei geht, wie in Abbildung 5
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gezeigt, der erste Antikorper eine spezifische Bindung mit dem nachzuweisenden
Antigen (bzw. Protein) ein. Nach einem Waschvorgang erfolgt die Zugabe eines
zweiten spezifischen Detektionsantikorpers, der ein anderes Epitop des Antigens
erkennt. Dieser Detektionsantikorper ist Biotin-konjugiert und kann mit Hilfe eines
Streptavidin-gekoppelten Enzyms nachgewiesen werden. Nach einem erneuten
Waschvorgang, bei dem alle niedrigaffin gebundenen Antikorper entfernt werden,
wird zum Nachweis eine Chromogenlosung hinzugegeben. Diese reagiert mit dem
gekoppelten Enzym zu einem Farbumschlag, dessen Extinktion bei einer definierten
Wellenlange messbar ist. Ein haufig verwendetes Enzym ist die Meerrettich-
Peroxidase (hoseradish peroxidase, HRP), die als Substrat Wasserstoffperoxid
bendtigt. Mit der Zugabe des Chromogens wird das farblose Tetramethylbenzidin
(TMB) oxidiert und zu einem blauen Farbprodukt umgesetzt. Nach dem Abstoppen
der Reaktion durch die Zugabe einer Saure wird aus dem Oxidationsprodukt ein
stabiler gelber Farbkomplex gebildet. Die Absorption des gebildeten Farbkomplexes
ist photometrisch ermittelbar und nach Abzug der Negativ-Kontrolle proportional zur

Probenkonzentration.

Um die Konzentration antigenspezifischer Antikdrper im Tiermodell zu ermitteln, kann
eine zweite ELISA Methode eingesetzt werden. Hierbei wurde jedoch die
Mikrotiterplatte nicht mit einem Antikorper, sondern mit dem Antigen des
Immunisierungsmodells bestickt. Daraufhin kdnnen alle Antikorper binden, die ein
spezifisches Erkennungsmotiv flr das verwendete Antigen besitzen. Der biotinylierte
Detektionsantikorper ist nun auf den Fc-Teil (kristallisierbares Fragment) des
Immunglobulin Isotyps (z.B. IgG1 oder IgG2a) gerichtet und kann Uber eine Bindung
des enzymgekoppelten Streptavidins nachgewiesen werden. Hierbei wird 2,2'-
Azinobis-(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsaure)  (ABTS) als = Chromogenlosung
eingesetzt, da bei einer Oxidation die homolytische Freisetzung der stabilen Radikale
photometrisch durch eine Grunfarbung nachweisbar ist. Diese Reaktion kann nicht
abgestoppt werden.
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Abbildung 5: Prinzip des Sandwich ELISA

(1) ELISA Mikrotiterplatte wird mit einem Erstantikorper bestiickt; (2) durch Zugabe der Probe bindet das
Antigen durch eine spezifische Bindung am Antikdrper; (3) Biotin konjugierter Detektionsantikorper wird hinzu
gegeben und bindet an einem weiteren Epitop des Antigens, das durch den Erstantikdrper gefangen wurde; (4)
Zugabe von Streptavidin-HRP erfolgt und bindet am biotinylierten Detektionsantikorper; (5) Die Zugabe der
Chromogen Losung ist fiir eine Farbreaktion proportional zur Antigen-Konzentration der Probe verantwortlich.

Die Reaktion wird durch die Zugabe einer Séure gestoppt und die Absorption gemessen. (bendermedsystems)

2.2.4.2 Zytokinnachweis mittels ELISA

Die ELISA-Methode wird zum Nachweis und Quantifizierung der Zytokinproduktion
eingesetzt. Im Verlauf dieser Arbeit wurden mehrere Zytokine wie z.B. |IL-4, IL-6 oder
IL-10 untersucht. Die ELISA-Methode ermoglichte die Untersuchung der
Zytokinausschuttung basophiler Granulozyten nach einer Aktivierung. Dafur wurden
handelsubliche Kits der Firmen R&D (z.B. IL-13) oder BD Biosciences (z.B. IL-6)
verwendet. Die Durchfuhrung erfolgte nach Angaben des Herstellers. Zellkultur-
Uberstdnde wurden nach unterschiedlich langer Kultivierungsdauer vorsichtig
abgenommen und die Proben mit dem jeweiligen Blockpuffer verdunnt. Die
Verdunnungsstufe wurde so gewahlt, dass die Sensitivitdt des Standardbereichs,
indem eine optimale und proportionale Detektion gewahrleistet werden kann,
eingehalten wurde. Zwischen allen Schritten erfolgten nach dem Protokoll der
Hersteller drei bis funf Waschschritte mit 0,05% Tween in PBS.

Fur einen ELISA der Firma R&D wurden Mikrotiterplatten mit dem Erstantikorper
gegen das entsprechende Zytokin in PBS bestickt und Uber Nacht bei
Raumtemperatur inkubiert. Alle weiteren Schritte erfolgten ebenfalls bei
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Lichtausschluss und Raumtemperatur. Die Proben wurden in 1%iger BSA Losung
verdunnt und fur 2 h inkubiert. Die Inkubation des Detektionsantikorpers erfolgte in
einer Konzentration von 200 ng/ml fur 90 min. Daraufhin wurde HRP-gekoppteltes
Streptavidin  fur 30 min hinzugegeben. Nach funffachem Waschen folgte die

Farbreaktion.

Bei einem ELISA der Firma BD Biosciences wurde die ELISA-Platte mit dem
spezifischen Erstantikorper in 100 ul Coating-Puffer bei 4 °C Uber Nacht beschichtet.
Die Proben und aller weiteren Antikorper wurde in 10% FKS in PBS verdunnt. 50 pl
der Proben wurden 2 h auf der gewaschenen ELISA-Platte bei Raumtemperatur
inkubiert. Die weiteren Inkubationen erfolgten ebenfalls bei Raumtemperatur und
unter Lichtausschluss. Bei den Kits der Firma BD Biosciences wurde der
Detektionsantikorper je nach Charge in einer 1:250 Verdunnung eingesetzt, wobei
gleichzeitig das HRP-konjugierte Streptavidin-Reagenz fur 90 min hinzugegeben
wurde. Durch die Zugabe des Chromogens und dessen enzymatischer Umsetzung
wurde daraufhin die Farbreaktion eingeleitet.

Fur die Farbreaktion wurde pro Platte eine Tablette TMB in 10 ml TMB-Puffer
aufgelost und 3 pl Wasserstoffperoxid als Substrat hinzugegeben. 100 pl der
Substrat-Chromogen-Losung wurden pro Ansatz auf der ELISA-Platte verteilt. Das
Abstoppen der Reaktion erfolgte nach 30 min durch die Zugabe von 50 pl einer
12,5%igen Salzsaure. Das Ablesen der optischen Dichte (OD) erfolgte mit einem
Photometer fur Mikrotiterplatten bei der fur TMB typischen Wellenlange von 450 nm.
Die Berechnung der Konzentrationen basiert auf der Korrektur durch einen Leerwert
und einer platteneigenen Standardkurve.

2.2.4.3 Kombination aus Zellkultur und ELISA

Interleukine wie IL-4 sind bei der Kommunikation zwischen den Zellen beteiligt und
werden nach der Synthese aus der Zelle in den extrazellularen Raum entlassen.
Dieses von basophilen Granulozyten produzierte Interleukin-4 konnte an einer mit
dem Erstantikorper behandelten Zellkulturplatte haften und in einem anschlieRenden
ELISA-Verfahren mit interleukin-spezifischen Antikorpern nachgewiesen werden. Das
Verfahren hat sich vor allem bei einer geringen Probenkonzentration bewahrt. Fur die
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Analyse der IL-4-Sezernierung in vivo wurde eine Kombination aus Zellkultur und
ELISA etabliert.

Hierbei wurden Zellen aus dem Knochenmark und der Milz isoliert und direkt auf
einer mit dem Erstantikorper beschichteten ELISA-Platte kultiviert. Dieses Verfahren
verhinderte, dass gebildetes IL-4 von den Zellen unmittelbar wahrend der
Kultivierung verbraucht wurde Die Kultivierung der Zellen erfolgte 4 h in Zellkultur-
Medium. Anschlielend wurden die Zellen von der Platte entfernt und der Zytokin-
ELISA fortgefuhrt. Als Leerwert diente dabei der Messwert des Mediums.

2.2.4.4 Antigenspezifischer ELISA

Der Nachweis antigenspezifischer Immunglobuline war fur die Untersuchung der
Antikorperproduktion wahrend einer Gedachtnisimmunantwort von Bedeutung. Diese
Methode wurde im Vorlauf der Arbeit etabliert. Nach der Immunisierung der Mause
mit den Proteinen Allophycocyanin (APC), Phycoerythrin (PE) oder Pneumokokken
Oberflachenprotein A (PspA) wurden im Blutplasma die Anzahl der antigen-
spezifischen Immunglobuline der Klasse IgG1 und IgG2a nachgewiesen. Hierfur
entwickelten wir zwei ELISA-Methoden, die den Nachweis der APC- bzw. PE-
spezifischen Immunglobuline erlaubten. Im Folgenden werden drei Waschschritte mit
0,05% Tween in PBS zwischen den einzelnen Inkubationen bei Raumtemperatur und

Lichtausschluss nicht wiederholt erwahnt.

Bei der ersten Methode wurden die ELISA-Mikrotiterplatte uber Nacht bei 4 °C mit
100 pl der Antigen-Losung in der Konzentration 10 pg/ml APC oder PE bzw. 1 pg/ml
PspA in PBS beschichtet. Die Plasmaproben und alle Antikdrper wurden in einer
2%igen BSA Losung verdunnt. Die Proben inkubierten fir 2 h bei Raumtemperatur
unter Lichtausschluss in  zwei unterschiedlichen Verdinnungen. Alle
antigenspezifischen Immunglobuline hafteten dabei unabhangig von ihrem Isotyp an
der Platte. Die Zugabe des Detektionsantikorpers schrankte den Nachweis des
Isotypes ein. Ein Biotin-konjugierter Antikorper gegen murines IgG1- oder IgG2a-
Immunglobulin  wurde in einer Konzentration von 2 pug/ml in 100 pl pro
Reaktionsansatz fur eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Daraufhin wurden far

eine Stunde 100 pl einer HRP-gebundenen Streptavidin Losung und anschlie3end
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100 pl der ABTS-haltigen Chromogenlosung hinzugegeben. Zum Nachweis der
Gesamtmenge aller antigenspezifischen Immunglobuline wurde ein HRP-gekoppelter

polyklonaler Antikorper gegen murines Immunglobulin eingesetzt.

Die zweite Variante zum Nachweis antigenspezifischer Immunglobuline war nur fur
die Antigene APC und PE maoglich, da fur PspA kein biotinyliertes Konjugat erhaltlich
war. Die ELISA-Platten wurden mit dem monoklonaren isotypspezifischen
Erstantikorpers (10 pg/ml) gegen murine IgG1- oder IgG2a-Antikorper uber Nacht bei
4 °C beschichtet. Die Probeninkubation erfolgte in verschiedenen Verdunnungen in
2% BSA. Alle Antikorper des entsprechenden Isotypes verblieben unabhangig von
der Spezifitat auf der ELISA-Platte. Der nachste Schritt schrankte die Antigen-
Spezifitat ein, indem 10 pg/ml des Biotin-konjugierten Antigens, z.B. APC-Biotin,
hinzugegeben wurde. Die weiteren Schritte und Inkubationen erfolgten wie oben

beschrieben.

Als Negativ-Kontrolle wurde im gleichen Volumen der Verdunnungspuffer eingesetzt.
Da fur diese ELISA-Methode kein direkter Standard zu Verfligung stand, wurde als
interner Standard die Verdunnungsreihe eines bekannten antigenspezifischen
Plasmas verwendet. Dies diente jedoch nur zur qualitativen Kontrolle. Die
Auswertung der Farbreaktion erfolgte mittels ELISA-Reader durch die
photometrische Messung der optischen Dichte bei einer Wellenlange von 405 nm
und einer Referenzwellenlange von 490 nm. Die Ergebnisse wurden in der relativen
optischen Dichte (OD) nach Korrelation mit dem Leerwert der Negativ-Kontrolle

angegeben.

2.2.5 Zellkultur

2.2.5.1 Quantifizierung und Vitalititskontrolle

Vor jedem Zellkulturansatz wurde die Konzentration und Vitalitat der Zellen bestimmt.
Die Zellen wurden in einer Verdinnung mit Trypanblau-Losung gefarbt und sofort
mikroskopisch analysiert. Vitale Zellen nehmen den blauen Farbstoff nicht auf und

erscheinen unter Durchlicht im Mikroskop hell, abgestorbene Zellen nehmen
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hingegen den Farbstoff auf und werden dunkelblau. Die Vitalitdtsfarboung mit
Trypanblau gibt Hinweise auf den Zustand einer Zellmembran, aber nicht auf die

Funktionstuchtigkeit einer Zelle.

Bei der Zahlung von Leukozyten wurde auf die Farbung der Zellen mit Turk’scher
Losung zuruckgegriffen. Diese besteht aus 3% Essigsaure und hamolysiert
Erythrozyten, die eine genaue Quantifizierung in gut durchbluteten Geweben
beeinflussen kdnnten. Die Turk’sche Losung beinhaltet eine Kristallviolett-Substanz,
die die Leukozytenkerne fur die mikroskopische Analyse dunkel anfarbt.

Berechnung der Zellzahl:

z [Zellen/ml] =Z x V x 10*

Z = Zahl der gezahlten Zellen in einem GroRquadrat

V = Verdinnungsfaktor

Die Quantifizierung erfolgte mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer, die ein Zahlfeld von
1 mm Kantenlange besitzt. Ein Zahlfeld besteht aus Gruppenquadraten mit einer
Flache von 0,04 mm?, die jeweils in 16 Kleinstquadrate mit je einer Flache von
0,0025 mm? aufgeteilt sind. Das Aufbringen des Deckglaschens garantiert einen
Abstand von 0,1 mm Uber der Zahlkammer, so dass sich fur ein Gruppenquadrat das
Volumen von 0,004 mm?® ergibt. Immer 2 GroRquadrate wurden ausgezéhlt und ein
Mittelwert errechnet.

2.2.5.2 B-Zell-Proliferation

Die Proliferationseigenschaften der B-Zellen gaben Hinweise auf die Interaktion mit
basophilen Granulozyten wahrend einer in vitro simulierten Gedachtnis-
immunantwort. Die Untersuchung der Zellproliferation wird mit Hilfe eines
eingelagerten Farbstoffs durchgefuhrt. Der fluoreszente Farbstoff CFSE
(Carboxyfluorescein succinimidylester) wird zum Zeitpunkt der Farbung durch

passive Diffusion intrazellular aufgenommen und kovalent Uber die Succimidyl-
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Gruppe an Amino-Gruppen gebunden. Bei jedem Teilungsvorgang verteilt sich der
stabile Farbstoff zu gleichen Teilen in den Tochterzellen. Dadurch halbiert sich die
Fluoreszenzintensitat einer Zelle. Jede weitere Halbierung der Fluoreszenz bedeutet
den nachsten abgeschlossenen Zellteilungszyklus. Die Fluoreszenz hat nach
Herstellerangaben ein Anregungsmaximum bei 492 nm und ein Emissionsmaximum
bei 517 nm und ist mittels FACS bei 488 nm Anregung im FL1 Kanal
durchflusszytometrisch detektierbar. Diese Methode bietet ein Verfahren zur
Untersuchung der Proliferationseigenschaft einer Zellpopulation.

Fur die Analyse der B-Zell-Proliferation wurden CD19" B-Zellen aus der Milz direkt
uber anti-CD19-Microbeads in MACS-Puffer mittels MS-Saulen isoliert. Nach der
Bestimmung der Zellzahl wurden die CD19" B-Zellen in einer 0,1%igen BSA Lésung
resuspendiert. Auf 10 ml dieses CFSE-Puffers wurden 3 pl CFSE gegeben und die
Zellen in entsprechendem Volumen fur 5 min bei Raumtemperatur unter
Lichtausschluss inkubiert. Anschlie®Bend wurden die Zellen gewaschen, um
ungebundenen Farbstoff zu entfernen, und die Zellzahl erneut bestimmt. 50.000
CD19" B-Zellen wurden mit 50.000 CD4" T-Zellen und anti-CD3 (0,5 ug/ml) kultiviert.
Die anti-CD3-Gabe simulierte dabei eine unspezifische polyklonale Aktivierung der T-
Zellen und war ein notwendiger Stimulator fur T-Zellen zur B-Zell-Hilfe. Um
Unterschiede im Proliferationsverhalten der B-Zellen zu analysieren, wurden
basophile Granulozyten, die durch IL-3 (10 ng/ml), anti-FceRla (0,5 pg/ml) oder
anti-lgg (0,5 pug/ml) aktivierte wurden, in unterschiedlicher Anzahl mit aktivierten T-
Zellen und CD19" B-Zellen kultiviert.

Die Fluoreszenzintensitat der intrazellularen CFSE-Einlagerungen wurde nach 72 h
mittels FACS-Analyse ermittelt. Die Zellen aus der Kultur wurden mit anti-CD19-PE
angefarbt und deren Fluoreszenz durchflusszytometrisch ermittelt. Fur die
Auswertung der B-Zell-Proliferation wurde zum Einen eine halblogarithmische
Histogramm-Darstellung der CFSE-Fluoreszenz zu der Anzahl CD19" B-Zellen
gewahlt, zum Anderen wurde die Fluoreszenzintensitat der CFSE-Einlagerungen der
Zellen unterschiedlicher Stimulationen statistisch verglichen.
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2.2.5.3 Kultivierung von CD4" T-Zellen nach in vivo Restimulation

CD4" T-Zellen wurden nach in vivo Depletion basophiler Granulozyten aus der Milz
APC-immunisierter Mause isoliert. Dies ermoglichte die Untersuchung der in vivo
Aktivierung basophiler Granulozyten nach Restimulation mit 10 ug Antigen. Bei der
CD4-Isolation wurde eine direkte Farbung mit CD4-Microbeads vorgenommen, wobei
die Milzzellen fur einen grofleren Reinheitsgrad zweifach Uber MS-Saulen
aufgereinigt wurden. Als Kontrolle dienten CD4" T-Zellen aus naiven Mausen. Nach
der Bestimmung der Zellzahl wurden 200.000 CD4" T-Zellen der behandelten Tiere
mit 800.000 CD4" CD8" antigenprasentierenden Zellen aus naiven Mausen kultiviert.
Die Isolation erfolgte Uber Anfarbung der Zellen mit CD4- und CD8-Microbeads,
wobei fur den Zellkulturansatz die negative Fraktion einer LD-Saule eingesetzt
wurde. Nach drei Tagen Kultivierung mit und ohne Stimulation durch APC (1 pg/ml)
wurde der Uberstand abgenommen und flr eine Untersuchung der Zytokin-Sekretion
mittels ELISA vorbereitet.

2.2.6 Molekularbiologische Methoden

2.2.6.1 RNA-Isolation

Die Produktion von Zytokinen kann sowohl auf Proteinebene als auch auf mRNA-
Ebene untersucht werden. Im Verlauf dieser Arbeit wurden zwei unterschiedliche
Methoden zur Isolation von Gesamt-RNA aus murinen Geweben und Zellen
angewandt.

Ganze Gewebe- oder Organstucke wurden in flissigem Stickstoff und -80 °C
gelagert, oder direkt nach der Praparation mit 1 ml PeqGOLD TriFast (Peqlab)
uberschichtet und homogenisiert. Kleinere Zellmengen und Zellen aus der Kultur
wurden nach dem RNeasy System von QIAGEN zur lIsolierung von RNA nach
Angaben des Herstellers behandelt. Entsprechend der Zellzahl wurden die Zellen in
einer bestimmten Menge RLT-Puffer resuspendiert und direkt weiterverarbeitet.
Wahrend der gesamten Praparation wurden die Proben stets auf Eis gelagert, um
RNase Aktivitaten zu verhindern. Bei samtlichen RNA-Arbeiten wurde auf RNase-
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freie Materialien und Gerate und den Gebrauch von Laborhandschuhen geachtet, um
einen enzymatischen Abbau der RNA zu vermeiden.

Zum Einen wurde eine modifizierte Methode von Chomczynski und Sacchi ® (iber
eine Phenol-Chlorofom-Extraktion unter Verwendung von PeqGOLD TriFast
durchgefuhrt. Organsticke bis zu 100mg wurden in 1ml TriFast mittels
Stabhomogenisator dreimal fur 1 min auf Eis homogenisiert. AnschlieRend wurden
die Proben bei Raumtemperatur 10 min inkubiert. Dabei dissoziierten die
Nukleoproteinkomplexe von der RNA. TriFast beinhaltet in einphasiger LOsung
Phenol und das chaotrope Denaturierungsmittel Guanidinisothiocyanat, das fur die
Lyse der Zellen und Denaturierung der Proteine verantwortlich ist. Mit der Zugabe
von 200 pl Chloroform bildeten sich zwei Phasen, die eine Trennung von Proteinen,
DNA und RNA ermadglichte.

Nach der zehnminutigen Zentrifugation bei maximaler Geschwindigkeit ergab sich
eine deutliche Phasentrennung, wobei die untere organische Chloroformphase den
Proteinanteil, die Interphase die denaturierte DNA und die obere wassrige Phase den
RNA-Anteil des Materials enthalt. Die RNA wurde durch vorsichtige Abnahme der
wassrigen Phase von DNA und Proteinen getrennt und in ein neues steriles
Reaktionsgefaly uberfuhrt. Die nachfolgende Nukleinsaurefallung durch Zugabe und
Inkubation von 300 ul Isopropanol mit anschlieBender Zentrifugation bei 4 °C und
maximaler Geschwindigkeit fur 10 min pelletierte die RNA am GefalRboden. Fur die
RNA-Isolation aus Milzgewebe wurde eine Mischung aus 250 pl Isopropanol und
250 pl Hochsalzlésung verwendet. Das RNA Pellet wurde mehrfach mit 75% Ethanol
gewaschen, um kontaminierende Salze zu entfernen und Ethanolreste durch
anschlieBende Trocknung des Pellet entfernt. Die RNA wurde in 30 pl nuklease-

freiem Wasser resuspendiert und die Konzentration photometrisch bestimmt.

Bei niedrigen Zellzahlen und RNA-Extraktion aus CD4" T-Zellen fand eine weitere
Methode zur Isolation von RNA Anwendung. Je nach Ausgangsmenge des Materials
kann zwischen Mini- oder Microkit des RNeasy System von QIAGEN gewanhlt
werden. Diese RNA-Isolationsmethode basiert auf dem Prinzip der Adsorption von
RNA an einer Saulenmatrix unter Verwendung geeigneter Puffersysteme und
erfolgte nach Angaben des Herstellerprotokolls. Das Ausgangsmaterial wurde in dem
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Guanidinisothiocyanat enthaltenen RLT-Puffer mit einer 256G Kanule oder einer
Pipette mehrfach auf und ab gezogen und die Zellen lysiert. Das chaotrope Salz
Guanidinisothiocyanat ist fur die Denaturierung von Proteinen, inklusive RNasen, und
Stabilisierung der intakten RNA verantwortlich. AnschlieBend wurde dem
zahflussigen Zell-Lysat das gleiche Volumen 70% Ethanol hinzugegeben und durch
eine hydrophile Silizium-Gelsaule zentrifugiert. Der Durchfluss wurde nach 15 sek
Zentrifugation bei 8000 xg/ RT verworfen. RNA bindet an der grolen Oberflache
aufgrund der hohen Adsorptionsfahigkeit der Kieselge-Saulenmatrix. Der
Proteinanteil wurde durch Waschschritte reduziert. DNA-Verunreinigung wurden Uber
einen enzymatischen Verdau mit Hilfe von DNasel in entsprechender
Pufferzusammensetzung und einem zusatzlichen Waschschritt entfernt. Daraufhin

konnte die intakte RNA in nuklease-freiem Wasser eluiert werden.

Die Bestimmung der RNA-Konzentration, -Qualtitdt und -Reinheit erfolgte
photometrisch mittels NanoDrop® (ND-1000 UV/VIS Spektralphotometer). Hierbei
wurde von einem Mikroliter der Proben eine Flussigkeitssaule hergestellt und eine
kuvettenlose photometrische Messung durchgefuhrt. Der Quotient aus der
Absorption bei 260 nm (Nukleinsauren) und 280 nm (Proteine) diente als Mal} zur
Bestimmung des Reinheitsgehaltes der gewonnenen RNA. Bei einer idealen
Praparation liegt der Quotient (260:280) bei 2. Die Reinheit der RNA-Isolationen
schwankte zwischen 1,8 und 2,1. Bis zur Weiterverarbeitung fur die Reverse
Transkription wurden die RNA-Proben bei -20 °C gelagert.

2.2.6.2 Reverse Transkription

Um die Zytokin-Expression auf mRNA-Ebene bestimmten zu konnen, musste die
Ribonukleinsaure (RNA) in Desoxiribonukleinsaure (DNA) transkribiert werden. Dies
ermoglichte das Enzym der Reversen Transkriptase, das mehrere funktionelle
Untereinheiten besitzt. Die RNA-abhangige DNA-Polymerase erkennt dabei
einzelstrangige RNA-Molekulle und erstellt einen komplementaren cDNA Strang. Die
RNaseH-Untereinheit baut daraufhin den RNA-Anteil ab.

FUr die reverse Transkription wurden 2 uyg Gesamt-RNA in 9 ul nuklease-freiem
Wasser angesetzt und mit 0,5 ug Oligo (dT)12-1¢ Primer (1 pl) far 3 min auf 70 °C
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erhitzt. Dabei l6sten sich RNA-Sekundarstrukturen wie hairpins auf und ermdglichte
eine Anlagerung der Oligo-Primer wahrend der anschlieBenden Abkuhlung auf Eis.
Dem  Reaktionsgemisch  wurden 4 uyl des  Erststrang(first  strand)-
Transkriptionspuffers, 4 pl dNTP-Mix (2,5 mM je dNTP) und 1 pl nuklease-freies
Wasser zugesetzt. Das Enzym M-MLV Reverse Transkriptase wurde mit 1 pl far
200 U/l eingesetzt und ist in dem murinen Leukamie-Virus fur eine sehr effektive
RNA-abhangige cDNA Polymerisation verantwortlich. Die enzymatische cDNA-
Synthese erfolgte fur 60 min bei 37 °C. Die Inaktivierung des Enzyms wurde durch
ein zweiminutiges Erhitzen des Reaktionsansatzes auf 95°C erzielt. Das
Endvolumen wurde anschlie3end mit nuklease-freiem Wasser auf 100 ul erhdht und
die cDNA bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. Die so erhaltene cDNA
diente als Ausgangsmaterial fur die quantitative Realt-time PCR, um einen Vergleich
der Expression auf RNA-Ebene zu untersuchen.

2.2.6.3 Prinzip der quantitativen Real-Time PCR

Die zeitgleiche (real time) Kontrolle der Amplifikation durch eine
Polymerasekettenreaktion (PCR) ermdglichte viele neue Anwendungsgebiete in der
Molekularbiologie. Die DNA-Menge wird dabei am Ende der Elongation in jedem
Zyklus Uber die Anzahl eingelagerter Fluoreszenzfarbstoffe bzw. die
Fluoreszenzintensitat indirekt gemessen. Die Fluoreszenzintensitat verhalt sich dabei
proportional zur DNA-Menge und ermdglicht den exponentiellen Verlauf der DNA-
Amplifizierung in Echtzeit zu verfolgen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das
Verfahren der TagMan Real-Time PCR angewandt, um die Zytokin-Produktion zu

untersuchen.

In einer Mischung sind 5°-Primer (sense) und 3’-Primer (antisense), sowie ein drittes
Oligonukleotid (Sonde) mit besonderer Eigenschaft enthalten. Die Sonde wird aus
drei Bestandteilen aufgebaut. Das Oligonukleotid der Sonde bindet spezifisch an
eine komplementare Sequenz zwischen dem 5°- und dem 3’-Primer an der cDNA
(Abbildung 6). Am 3°-Ende des Sonden-Oligonukleotides befindet sich ein nicht-
fluoreszenter Quencher, der eine akkurate Messung der Amplifikation ermdglicht. Der
fluoreszente Reporterfarbstoff (z.B. FAM), der am 5°-Ende des Oligonukleotids
gekoppelt ist, wird durch die raumliche Nahe zum Quencher in der Emission seiner
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Fluoreszenz gestort. Dieses Phanomen ist als Fluoreszenz-Resonanz-Energie-
Transfer (FRET) bekannt und beruht auf dem Effekt einer strahlungsfreien
Energietbertragung zwischen zwei Fluoreszenzfarbstoffen. Die Vorraussetzungen
fur einen FRET-Effekt sind passende Fluoreszenzpartner mit Uberlagernden
Spektren zwischen Donor und Akzeptor und eine raumliche Nahe im
Nanometerbereich. Der fluoreszente Reporterfarbstoff wird durch die 5°-3'-
Exonuklease-Aktivitat der Taqg-Polymerase wahrend der Synthese des
Gegenstranges am 5-Ende der Sonde abgebaut. Dadurch entfernen sich Quencher
und Fluorophor voneinander. Dies hat eine steigende Fluoreszenz zur Folge, die am

Ende jeder Elongationsphase photometrisch gemessen wird.
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Abbildung 6: Quantifizierung von cDNA mit Hilfe der Real-time PCR und TagMan-Sonden

(1) Die Fluoreszenz des Reporterfarbstoffs wird bei intakter TagMan-Sonde aufgrund direkter Ndhe zu einem

Quencher durch strahlungsfreie Energieiibertragung (FRET) unterdriickt. (2) Wéahrend eines PCR-Zykluses

hybridisiert die Sonde mit dem komplementiren DNA-Strang, die Reporter-Fluoreszenz bleibt zundchst

unterdriickt. (3) Die Tag-Polymerase baut auf Grund ihrer 5'-3'-Exonucleaseaktivitit das 5'-Ende der Sonde

wihrend der PCR-Zyklen ab. Die Fluoreszenz des Reporters wird nun nicht mehr durch den Quencher geloscht

und kann gemessen werden. (4) Reste der Sonde werden abgebaut und die DNA vollstidndig polymerisiert.
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Die Berechnung der relativen Menge einer spezifischen cDNA im Ausgangsmaterial
beruht auf dem Vergleich mit einem konstant exprimierten Referenzgen. Die Daten
der Zielgene wurden auf die Expression von GAPDH normalisiert. Die Auswertung
der TagMan-Ansatze erfolgte uber die AACT-Methode, bei der die Zykluszahlen der
Zielgene mit dem des Referenzgens in Zusammenhang gebracht werden. Die
Effizienz wird hierbei auf den optimalen Wert 2 gesetzt.

Gleichungen:

ACT =CT( ) = CT(Referenzgen)
AACT = ACT(Behandlung) — ACT( )
Ratio R = 244¢T

Der CT-Wert wurde mithilfe die Amplifikationskurve einer PCR-Reaktion ermittelt. Der
CT-Wert wurde als Schnittpunkt der ansteigenden Amplifikationskurve mit dem
Schwellenwert (threshold) in einer biparametrischen Darstellung von Zyklenzahl zu
DNA-Konzentration (bzw. Fluoreszenzintensitat) definiert. Die relative Quantitat
(Ratio) gibt das Expressionsverhaltnis eines Genes zwischen zwei Gruppen an,

wobei eine Normierung auf das Referenzgen stattgefunden hat.

2.2.6.4 TagMan-Assay

Fir den PCR-Ansatz wurde die einzelstrangige cDNA in geeignetem Mal} verdunnt
und 5 yl auf ein Loch einer 384 Loch-Platte gegeben. Die cDNA wurde uber Nacht an
die Oberflache gebunden. Am folgenden Tag wurden je Ansatz 0,5yl der
Sondenmischung (Assay), 5 yl TagMan® Gene Expression Mastermix und 4,5 pl
nuklease-freies Wasser hinzugegeben. Als Reporterfluoreszenzfarbstoff der Sonde
wurde FAM (6-FAM-phosphoramidit) gewahlt. Der Mastermix enthielt eine DNA-

abhangige DNA-Polymerase und konnte die einzelstrangige cDNA vervollstandigen.
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PCR-Programm:

50 °C 2 min

95 °C 10 min
40 Zyklen: 95 °C 15 sek

60 °C 1 min

2.2.7 In vivo Methoden

2.2.7.1 Immunisierung

Die Untersuchung der Gedachtnisimmunantwort benoétigte eine Immunisierung mit
einem leicht detektierbaren Antigen in einem einfachen Modellorganismus. Im
Verlauf dieser Arbeit wurden Mause mit den Modellantigenen Allophycocyanin
(APC), Phycoerythrin (PE) und Pneumokokken Oberflachenprotein A (PspA) mit

unterschiedlichen Adjuvantien als Verstarker der Immunreaktion immunisiert.

APC ist ein Protein der Phycobiliprotein-Familie aus je drei a- und B-Untereinheiten
mit 104 kDa GroRe. Allophycocyanin stammt aus Cyanobakterien der Art Spirullina
platensis und wird in 60% Amoniumsulfat und 0,1 M Natriumphosphat (pH 7,0)
geliefert. Allophycocyanin hat ein Absorptionsmaximum bei 650 nm, ein
Emissionsmaximum bei 657 nm und einen Extinktionskoeffizienten (E'*®ss0) von 73.
Das Protein PE liegt in Losung mit 60% Amoniumsulfat, 50 mM Kaliumphosphat und
5 mM Natriumazid (pH 7,0) vor. Phycoerythrin gehort ebenfalls zu der Gruppe der
Phycobiliproteine, wird aus der Rotalge gewonnen und ist 240 kDa grol3. PE besitzt
fluoreszente Eigenschaften und hat bei einem primaren Anregungsmaximum von
565 nm und einem Haupt-Emissionsmaximum (Amax) von 575 nm einem
Extinktionskoeffizienten (E'®ss) von 82. Die maximale Absorption findet laut
Herstellerangaben bei 566 nm statt. Das Pneumokokken Oberflachenprotein A
(PspA) wurde an der University of Alabama, Birmingham (USA) von S. Hollingshead
und D.E. Briles hergestellt.
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Die Herstellung des Aluminiumprazipitats ist unter 2.1.16 beschrieben. Bei einer
Immunisierung mit Aluminiumprazipitat als Verstarker wurde darauf geachtet, dass
der Antigen-Adjuvans-Komplex in neutralem pH vorlag und dber Nacht eine
Sattigung erreichen konnte. Erst am folgenden Tag wurde eine Verdinnung auf
10 pg Antigen mit Adjuvans in 200 pl sterilem PBS pro Maus hergestellt und fur die

intraperitoneale Immunisierung verwendet.

Ein weiteres Adjuvans ist der hitze-inaktivierte Keuchhustenerreger Bordetella
pertussis (B. pertussis) der Firma BD Biosciences. Bei einer Immunisierung mit
diesem Verstarker wurden 1 x 10° B. pertussis Zellen mit 100 Mg Antigen pro Maus

angesetzt.

Die Immunisierung gegen PspA erfolgte mit 10 ug Antigen pro Maus ohne Zugabe
eines Immunverstarkers. Jede Immunisierung wurde in 200yl PBS durch
intraperitoneale (i.p.) Injektion vorgenommen. Der Gesundheitszustand der Mause

wurde nach der Immunisierung beobachtet.

In einigen Versuchen wurden Mause auch mehrfach mit dem gleichen Adjuvans
immunisiert um eine starkere Immunisierung Uber einen langen Zeitraum zu
erreichen. Dies war vor allem bei den Spendermausen fur den Transfer
antigenspezifischer Knochenmark- und Milzzellen auf naive Mause gefordert. Eine
Restimulation erfolgte grundsatzlich ohne erneute Zugabe des Adjuvans mit der
gleichen oder einer geringeren Antigenmenge. Der Erfolg der Immunisierung wurde
frihestens nach drei Wochen durch eine Blutentnahme und FACS-Analyse
kontrolliert. Daflr wurden Antigen-positive Zellen bestimmt, indem die Zellen in 2
Farbungen mit und ohne das Antigen angefarbt wurden. Die Spezifitat der Messung
konnte Uber eine deutliche Positivitat gegenuber dem Antigen im Vergleich zur
Kontrollmessung ohne Antigen verdeutlicht werden. Die erfolgreiche PspA-
Immunisierung wurde anhand der Bildung antigenspezifischer Antikorper mittels

ELISA nachgewiesen.
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2.2.7.2 Invivo Depletion der basophilen Granulozyten / Behandlung der
Mduse mit MAR-1

Der Mechanismus der in vivo Depletion einer Zellpopulation durch die Gabe eines
Antikorpers ist im Detail noch nicht bekannt. Die Depletion hat eine systemische
Entfernung basophiler Granulozyten zur Folge und diente deshalb der Untersuchung
basophiler Granulozyten bei einer Gedachtnisimmunantwort "2. Fiir die Depletion
von basophilen Granulozyten wurde immunisierten Mausen zweimal taglich 5 yg des
Antikorpers gegen den hochaffinen IgE Rezeptor FceRIl (MAR-1) i.p. injiziert. Diese
MAR-1 Behandlung wurde drei Tage in Folge durchgefuhrt. Das Volumen betrug fur
jede Injektion 200 pl in PBS. Als Kontrolle wurde ein gleicher Isotyp ohne Spezifitat
(Isotyp Kontrolle) aus dem Armenischen Hamster oder PBS als Vehikelkontrolle
verabreicht.

Die erfolgreiche Depletion basophiler Granulozyten wurde durch Blutentnahme und
anschlieender FACS-Analyse 2zu mehreren Zeitpunkten kontrolliert. Die
Identifizierung basophiler Granulozyten erfolgte mit Hilfe von anti-lgE und anti-
CD49b, die Identifizierung antigenbindender B-Zellen mit Hilfe von anti-CD19. Die
Antigene APC und PE wurden je nach Immunisierung in einer Konzentration von
0,1 ug/ml gefarbt, um die antigenspezifische Zellpopulation durchflusszytometrisch

ermitteln zu kbnnen.

Fur die Bestimmung der antigenspezifischen Immunglobuline wahrend einer
Gedachtnisimmunantwort bei depletierten im Vergleich zu undepletierten Mausen
wurde das Plasma zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der Restimulation mittels
ELISA untersucht. Zu einigen Zeitpunkten wurden ebenfalls Zellen aus Knochenmark
und Milz isoliert und fiir die Zellkultur prapariert. 2 x 10° Zellen wurden fiir 4 h in
200 pl Medium kultiviert, um die Zytokin-Ausschuttung zu ermitteln (siehe 2.2.4.3).

Die Depletion basophiler Granulozyten wurde fur jedes der erwahnten
Immunisierungsmodelle und die Mausmodelle C57BL/6 N, FceRla-defiziente Mause
(FceRlo™"), Mastzell-defiziente Mause (W/W' und WS") und FcRy-defiziente Mause
(Fcerlg”) wiederholt.
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2.2.7.3 Adoptiver Transfer von basophilen Granulozyten

Der adoptive Transfer bezeichnet die passive Ubertragung einer immunologischen
Reaktionsbereitschaft. Dabei werden immunkompetente Zellen eines immunisierten
Spenders auf einen naiven Empfanger Ubertragen. Die immunologische Reaktion der
ubertragenen Zellen kann nach Restimulation untersucht werden. Dies diente der
Analyse der Ubertragbarkeit von Eigenschaften antigenspezifischer basophiler

Granulozyten.

Basophile Granulozyten aus Milz und Knochenmark APC-immunisierter
Spendermause wurden isoliert und anhand einer CFSE-Farbung (Carboxyfluorescein
succinimidylester) die Ubertragbarkeit auf naive Empfangermause untersucht. CFSE
ist ein fluoreszenter Farbstoff, der eine stabile, kovalente Bindung mit intrazellularen
Molekuilen eingeht. Die Farbung der Zellen halt Gber Wochen an und eignet sich
auch zur Untersuchung der Zellmigration. 24 h nach dem Transfer wurden Milz und
Knochenmark der Empfangermause auf CFSE-positive basophile Granulozyten
untersucht. Die basophilen Granulozyten wurden dabei als IgE™ Zellen anhand ihrer
Positivitat fur APC und CFSE als endogen oder exogen identifiziert.

Um die Wirkung antigenbindender basophiler Granulozyten besser charakterisieren
zu kénnen, wurden Spender-Mause zweimal im Abstand von vier Wochen mit 100 ug
APC oder PE in B. pertussis immunisiert. Vier Wochen nach der letzten
Immunisierung wurden aus diesen Mausen die Milzen und das Knochenmark aus
Femur und Tibia isoliert und von mehreren Mausen vereint. Anschliellend erfolgte
eine in vitro Negativ-Selektion Uber MACS-Aufreinigung. Dabei wurden die
Antikorper-produzierenden Plasmazellen Uber biotinylierte anti-CD138 und anti-Biotin
Microbeads auf der LD-Saule magnetisch zurtckgehalten. Der Durchlauf der MACS-
Aufreinigung enthielt keine Plasmazellen. Fur den Transfer war eine Entfernung der
Plasmazellen notwendig, um eine Neuproduktion von Antikbrpern und deren
Auswirkungen zu vermeiden. Der Halfte der Zellen wurden zusatzlich alle basophilen
Granulozyten entzogen. Dies erfolgte uber die Farbung mit anti-IgE-FITC und gegen
FITC gerichteten magnetischen Microbeads mittels MACS-Zellseparation. Der
Durchlauf wurde aufgefangen und war zu 95% von basophilen Granulozyten
bereinigt. Die Zellen beider Gruppen wurden gezahlt und in gleicher Menge (ca.
98 x 10°) intravends (iber das retrobulbdre Venengeflecht in sedierte Mause injiziert.
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Eine naive Empfanger-Maus erhielt ca. 50% der Splenozyten und 50% der
Knochenmarkzellen einer immunisierten Spendermaus. Eine weitere Gruppe, die nur
PBS erhielt, diente als Kontrolle. Alle Mause wurden 16 h und 24 h nach Transfer
antigenspezifischer Zellen mit jeweils 10 yg APC oder PE (ohne Adjuvans)
behandelt. Bei dieser geringen Antigenmenge ohne Immunverstarkung sollten nur
die transferierten Zellen reagieren. In regelmaligen Zeitabstanden wurde den
Mausen Blut entnommen und das Plasma mittels ELISA auf die Konzentration

antigenspezifischer Immunglobuline der Klasse 1gG1 und IgG2a untersucht.
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3 Ergebnisse

3.1 Antigenbindung auf basophilen Granulozyten

Die Fahigkeit basophiler Granulozyten freies Antigen zu erkennen und zu binden,
lasst auf eine wichtigen Beitrag bei der Entstehung einer Gedachtnisimmunantwort
schlieRen. Zu Beginn der Arbeit bekannt 2°, dass basophile Granulozyten in vitro
Antigene binden und mit der Sezernierung von Zytokinen reagieren konnen. Diese

Erkenntnisse dienten als Einstieg in die folgend dargestellten Untersuchungen.

Allophycocyanin (APC) wurde als Modellantigen fur die Immunisierung verwendet.
Dieses fluoreszente Protein aus Cyanobakterien wird vom korpereigenen
Immunsystem als Fremdprotein erkannt, so dass eine Immunreaktion stattfindet.
Aufgrund der fluoreszenten Eigenschaften von APC kdnnen Zellen, die das intakte
Antigen auf ihrer Oberflache gebunden haben, mittels Durchflusszytometrie

nachgewiesen werden.

3.1.1 Basophile Granulozyten konnen Antigene in vitro binden

Die folgenden Versuche dienten zur weiteren Charakterisierung der Antigenbindung
in vitro. Sechs Wochen nach der Immunisierung mit APC und B. pertussis als
Adjuvans wurden von naiven und APC immunisierten Mausen Zellen aus
Knochenmark und Blut isoliert und fur eine Anfarbung in vitro mit 10 ug/ml APC
inkubiert. APC wurde dabei von Zellpopulationen in Knochenmark und peripherem
Blut an der Oberflache gebunden. Bei naiven, nicht-immunisierten Mausen konnte
keine Bindung von APC detektiert werden. Die APC-bindenden Zellpopulationen
unterschieden sich in ihrer Positivitat fur den IgE-Marker. Sie differenzierten sich in
IgE™ Zellen und eine kleinere IgE™ Population. Die IgE" Zellen, die bei immunisierten
Mausen in Blut und Knochenmark durch eine Bindung von APC markiert werden
konnten und in der Abbildung 7 im oberen rechten Quadranten zu sehen sind,
wurden als basophile Granulozyten identifiziert. Basophile Granulozyten aus naiven
Mausen (obere linke Quadranten) konnten jedoch kein APC auf ihrer Oberflache
binden kénnen und sind deswegen negativ fiir APC. Die kleinere APC" IgE
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Zellpopulation bestand aus Gedachtnis-B-Zellen, die das Antigen auf ihrer
Oberflache binden konnten.

Blut Knochenmark

’ APC-immunisierte Maus

Naive Maus

Oberflachen IgE

10° 10

Abbildung 7: Durchflusszytometrie nach in vitro Firbung

FACS Plot von Blut- (links) Knochenmarkzellen (rechts) einer naiven (unten) oder APC immunisierten (oben)

Maus nach in vitro Farbung mit 10 pg/ml APC und anti-IgE-FITC.

Schon bei sehr geringen Konzentrationen ab 1 ng/ml APC erfolgte bei vorher
immunisierten Tieren eine Bindung des Antigens an basophile Granulozyten. Bei
Mausen, die einen Defekt in der IgE-Produktion oder dem IgE-Rezeptor besitzen,
war keine APC-Bindung auf basophilen Granulozyten detektierbar. Auch bei APC-
immunisierten IL-4-defizienten Mausen, die kein IgE herstellen kdnnen, konnte im
Vergleich zu immunisierten Kontrollmausen keine APC-Bindung auf der Oberflache
basophiler Granulozyten gemessen werden (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Basophile Granulozyten aus IL4-defizienten Miusen binden kein Antigen

Darstellung einer durchflusszytometrischen Messung von Splenozyten aus C57BL/6 Wildtyp (WT) und IL-4-
defiziente Miuse (IL47) nach vierwdchigem Immunisierungsintervall mit 100 ug APC in hitze-inaktiviertem B.
pertussis (APC-imm.) oder ohne Immunisierung (Naiv). Fiinf Wochen nach der zweiten Immunisierung wurden
die Milzzellen in vitro mit anti-CD49b und APC (10 ng/ml) geférbt. Die Abbildung ist reprisentativ fiir fiinf

unabhingige Experimente. '

In Abbildung 9 konnte gezeigt werden, dass auf basophilen Granulozyten aus
Mausen, die entweder einen Defekt im hochaffinen IgE-Rezeptor (FceRl) oder der
Fc-Rezeptor gemeinsamen y-Kette (FcRy) besitzen, ebenfalls kein Antigen
nachgewiesen werden konnte. Fur APC-immunisierte Wildtyp-Mause (WT) stellte
sich eine APC" und IgE"™ Zellpopulation im oberen rechten Quadranten dar. Diese
Zellpopulation fehlte bei einer durchflusszytometrischen Untersuchung APC-
immunisierter, FCRy- und FceRI-defizienter Mause in der Milz.
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Abbildung 9: Basophile Granulozyten von FcRy”" und FceRI"” Miusen binden kein Antigen

Darstellung einer durchflusszytometrischen Messung von Splenozyten C57BL/6 Wildtyp (WT), FcRy'/' und
FceRI”™ Miuse nach 4-wochigem Immunisierungsintervall mit 100 pg APC in hitze-inaktiviertem B. pertussis
(APC-imm.). Fiinf Wochen nach der zweiten Immunisierung wurden die Milzzellen in vitro mit anti-IgE und
APC (10 pg/ml) (APC) oder anti-IgE und PBS (Kontrolle) gefirbt. Die Abbildung ist repriasentativ fiir fiinf

unabhingige Experimente. '

Bei IL-4-, FcRy- und FceRI-defizienten Mausen konnte das Antigen APC nicht auf der
Oberflache basophiler Granulozyten nachgewiesen werden. Die Abbildung 8 und
Abbildung 9 zeigen deutlich, dass die Fahigkeit zur Bindung des Antigens in vitro von
einer IgE-Bindung abhangig war.

3.1.2 In vivo Antigenbindung auf basophilen Granulozyten

Aufgrund der Antigenbindung durch basophile Granulozyten in vitro war zu klaren, ob
basophile Granulozyten auch in vivo das Antigen APC binden konnen. Dafur wurden
Mause mit 100 ug APC in B. pertussis immunisiert und sechs Wochen spater mit
100 pug APC oder PBS als Kontrolle restimuliert. Eine Bindung des Antigens konnte 4
bis 16 h nach der Restimulation auf basophilen Granulozyten aus der Milz detektiert
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werden, wobei die Kontrolltiere ohne Restimulation keine Antigenbindung aufwiesen
(Abbildung 10). Die Zellen wurden hierbei aus der Milz isoliert und anschliefend nur
mit markiertem anti-IgE gefarbt. IgE" basophile Granulozyten zeigten nach der
intraperitonealen Injektion von PBS keine Positivitat fur APC, wo hingegen sich die
IgE™ Zellpopulation 16 h nach der Gabe von 100 ug APC zur Antigen-Positivitat
verschob (rechtes Diagramm).

PBS i.p.

(APC)

Abbildung 10: Antigenbindung in vivo
Durchflusszytometrische Messung (FACS Plot) von Milzzellen 16 h nach einer Restimulation mit 100 ug APC
(rechts) bzw. PBS (links) durch intraperitoneale Injektion in APC-immunisierte Mause. Die Zellen wurden

anschlieBend nur mit anti-IgE-FITC gefarbt, eine nachtridgliche APC-Farbung fand nicht statt.

Die APC-Bindung auf basophilen Granulozyten konnte auch in Milzzellen
durchflusszytometrisch nachgewiesen werden (Abbildung 10). 16 h nach der APC-
Injektion wurde das Antigen fast ausschliel3lich auf basophilen Granulozyten
detektiert, wobei zu diesem Zeitpunkt die APC-Menge auf basophilen Granulozyten

der Milz drei- bis vierfach starker war als im Knochenmark.

3.2 Aktivierung basophiler Granulozyten

Basophile Granulozyten koénnen durch unterschiedliche Stimulatoren aktiviert
werden. Die Fahigkeit basophiler Granulozyten intaktes Antigen in vitro und in vivo zu
binden, fuhrte zu der Frage, ob diese Zellpopulation durch die Bindung des Antigens
aktiviert wird. Eine Aktivierung ist vor allem durch die Ausschuttung der Zytokine
Interleukin-4 (IL-4) und IL-6 charakterisiert.
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3.21 Aktivierung von basophilen Granulozyten in vitro

Zuerst wurde in vitro die Aktivierung basophiler Granulozyten durch eine Antigen-
Bindung analysiert und an Milz- und Knochenmarkzellen aus APC-immunisierten
Mausen untersucht. Aus Milz und Knochenmark wurden Gesamt-
Leukozytenpopulationen und Zellpopulationen isoliert, von denen durch magnetische
Beads spezifisch basophile Granulozyten (IgE-) oder CD4" T-Zellen (CD4-) entfernt
wurden. Die Zellen wurden fur 4 h durch die Zugabe von 1 pg/ml Allophycocyanin
(APC) stimuliert (Abbildung 11). In der Gesamtpopulation der Milz- und
Knochenmarkzellen konnte mittels ELISA eine starke Produktion von IL-4 (links) und
IL-6 (rechts) gemessen werden, wobei im Knochenmark die Produktion von IL-4
mehr als funffach und die Produktion von IL-6 dreifach starker als in der Milz war.
Weder in Milz noch im Knochenmark war nach in vitro Depletion basophiler
Granulozyten (IgE-) eine Freisetzung von IL-4 und IL-6 messbar. Die Entfernung von
CD4" T-Zellen bewirkte keine Reduktion der Zytokin-Freisetzung.

1000 1 2000 B Milz
O KM

‘E 800 1 E
£ =, 1500
£ g

600 |
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b ® ]
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Gesamt IgE- CD4- Gesamt IgE- CD4-

Abbildung 11: Aktivierung von Milz- und Knochenmarkzellen in vitro

Aktivierung von basophilen Granulozyten zur IL-4 und IL-6 Ausschiittung durch in vitro Stimulation mit APC
(1 pg/ml) (2 x 10° Zellen pro Ansatz, dreifache Werte). Fiinf APC-immunisierten Mausen wurde Milz und
Knochenmark (KM) entnommen und jeweils vereint. Basophile Granulozyten (IgE-), bzw. T-Zellen (CD4-)
wurden in vitro iiber MACS depletiert und 2 x 10° Zellen pro Loch ausgesit. Die in vitro Stimulation erfolgte
tiber die Zugabe von APC iiber 4 h. Fiir die Messung der IL-4 Abgabe wurden die Zellen direkt auf eine
anti-IL-4-beschichteten ELISA-Platte kultiviert, fiir IL-6 wurde der Uberstand nach 4 h abgenommen und in
einem ELISA eingesetzt. Dargestellt sind die Mittelwerte und die mittleren Standardfehler (SEM) von drei

unabhéngigen Experimenten.
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Bei fehlenden basophilen Granulozyten nach einer in vitro Stimulation lasst die
Reduktion der IL-4- und IL-6-Sekretion in Milz und Knochenmark auf eine wichtige
Rolle dieser Granulozyten-Subpopulation schliefen. Daher wurden uber CD49b
gereinigte basophile Granulozyten aus dem Knochenmark durch unterschiedliche
APC-Konzentrationen und IL-3, sowie Antikdrper gegen IgE und den IgE-Rezeptor
stimuliert (Abbildung 12). IL-3 ist ein starker Stimulator von basophilen Granulozyten
"3 ynd diente als Positivkontrolle fiir die Zytokin-Abgabe. Die Stimulation durch
IgER- bzw. IgE-Antikorper simuliert eine Aktivierung basophiler Granulozyten Uber
die Vernetzung der IgE-Rezeptoren an der Oberflache. Dies entspricht einem IgE-
abhangigen Weg der Aktivierung. Bei der Antigen-induzierten Aktivierung von
basophilen Granulozyten zeigte sich bei einer Antigenkonzentration zwischen
10 pg/ml und 0,1 pg/ml eine maximale Stimulation, so dass man von einer Sattigung
in diesem Konzentrationsbereich ausgehen konnte. Eine Stimulation von basophilen
Granulozyten zur Produktion von IL-4 und IL-6 war bis zu einer APC-Konzentration
von 1 ng/ml detektierbar. Der Wert O (linker Balken) gibt den Leerwert ohne

Stimulation wieder.
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Abbildung 12: Aktivierung von basophilen Granulozyten durch unterschiedliche APC-Konzentrationen
CD49b" basophile Granulozyten aus APC-immunisierten Miusen wurden iiber LS-Siule magnetisch
aufgereinigt und 5 x 10" Zellen in 200 pl Medium iiber 20 h kultiviert. Die basophilen Granulozyten wurden mit
unterschiedlichen APC-Konzentrationen, IL-3, anti-IgE (aIgE) und anti-IgER (aIgER) stimuliert. Im Uberstand
(SN) wurde mittels ELISA die Konzentration von IL-4 und IL-6 gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte und
die mittleren Standardfehler (SEM).
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Bereits bei sehr niedriger Konzentration von 1 ng/ml erfolgte eine deutliche
Oberflachenfarbung basophiler Granulozyten mit dem Antigen APC (Daten nicht
gezeigt).

3.2.2 In vivo Aktivierung von basophilen Granulozyten

Aufgrund der Ergebnisse der in vitro Aktivierung basophiler Granulozyten wurde in
vivo die Aktivierung durch Bindung des Antigens APC untersucht. Mause wurden mit
APC und hitze-inaktiviertem B. pertussis immunisiert. Diese Mause bildeten
Antikorper gegen APC und reagierten bei einer zweiten APC Gabe ohne Adjuvans
nach sechs Wochen mit einer Aktivierung der basophilen Granulozyten. 2 h nach der
intraperitonealen Injektion von APC konnte dies in Milz und Knochenmark
nachgewiesen werden. Wie bei der in vitro Aktivierung von basophilen Granulozyten
(Abbildung 11) wurde fur die in vivo Untersuchung den Splenozyten und
Knochenmarkzellen (Abbildung 13) basophile Granulozyten (IgE-) oder CD4" T-
Zellen entzogen und mittels ELISA die Freisetzung von IL-4 und IL-6 ermittelt. Die IL-
4 Freisetzungen des Knochenmarks (Gesamt) beliefen sich auf den siebenfachen
Wert im Vergleich zu Splenozyten.

B Milz
500 1 300 O KM
400 1
200"
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2007
100

100 1

Gesamt IgE- CD4- Gesamt IgE- CD4-

IL-4 Abgabe [pg/ml]

IL-6 Abgabe [pg/ml]

Abbildung 13: 2 h nach ir vivo Aktivierung von Milz- und Knochenmarkzellen

ELISA von Milz und Knochenmarkzellen (KM) nach in vitro Depletion von basophilen Granulozyten (IgE")
oder T-Zellen (CD4), bzw. ohne Depletion (Gesamt). APC immunisierte Méause wurden mit 100 pg APC i.p.
restimuliert. Nach 2h wurden Milz und Knochenmark entnommen und iiber 4h kultiviert. Die Messung der IL-4
Abgaben erfolgte iiber eine Kultivierung der Zellen direkt auf einer beschichteten ELISA-Platte. Der SEM
zwischen Gesamt bzw. CD4" im Bezug auf IgE" ist sowohl fiir Milz, als auch fiir Knochenmark hoch signifikant
(p <0,005). Milz- und Knochenmarkzellen von fiinf Mausen wurden vereint und die Mittelwerte und mittleren

Standardfehlern dargestellt.
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Weder fur Knochenmark- noch fur Milz-Zellen ohne basophile Granulozyten (IgE-)
konnte eine IL-4 und IL-6 Abgabe gemessen werden. Die Depletion von CD4" T-
Zellen (CD4-) rief keine wesentliche Anderung der IL-4 Produktion hervor. Bis zu
72 h nach der in vivo Restimulation und anschlielender in vitro Depletion basophiler
Granulozyten konnte in der Milz eine verminderte Zytokin-Sekretion festgestellt

werden, im Knochenmark jedoch nur innerhalb der ersten 4 h.

Diese Ergebnisse wurden durch folgenden Versuch bestatigt (Abbildung 14). APC-
immunisierte Mause wurde Uber drei Tage zweimal taglich der anti-IggR-Antikorper
(MAR-1) oder PBS injiziert, wobei der Antikbrper MAR-1 eine vollstandige Depletion
basophiler Granulozyten bewirkte. Nach einem Intervalltag, an dem durch die
Depletion freigesetzte Zytokine abgebaut wurden, restimulierte man die Mause mit
100 pg APC. Milz- und Knochenmarkzellen wurden 2 h nach APC-Injektion auf den
IL-4- und IL-6-Gehalt untersucht. Fir die Analyse des IL-4-Gehaltes wurden die
Zellen fur 4 h direkt auf einer beschichteten ELISA-Platte kultiviert und anschlieRend
die IL-4-Konzentration mittels ELISA ermittelt. Eine zusatzliche Stimulierung fand
nicht statt. Nach in vivo Depletion von basophilen Granulozyten war bei
anschliefender Restimulation der Mause mit APC nur eine sehr geringe IL-4- und

IL-6-Produktion in Milz und Knochenmark detektierbar.

80



Ergebnisse

B Milz
* O KM
400" . 800 _—
£ E
= 300 =, 600]
g g
/] [}
'a 200 g 400/
K]
< <
< ©
i/ 100 4 2001
PBS Ohne PBS Ohne
Basophile Basophile

Abbildung 14: in vivo Aktivierung nach in vivo Depletion von basophilen Granulozyten

C57BL/6 Mause erhielten zur Depletion basophiler Granulozyten den Antikdrper MAR-1 (ohne Basophile), oder
(PBS). Am zweiten Tag nach der letzten Antikérper-Gabe wurden die Méuse mit 100 pg APC i.p. restimuliert
und nach weiteren 2 h Milz und Knochenmark (KM) entnommen. 2 x 10° Zellen wurden fiir 4 h in 200 pl
Medium kultiviert. Die Uberstinde wurden mittels ELISA auf die IL-6-Konzentration analysiert. Fiir die
Messung der IL-4 Abgaben wurden die Zellen direkt auf eine beschichtete ELISA-Platte gegeben. Dargestellt
wurden die Mittelwerte und SEM von 5 Midusen pro Gruppe. (* p <0,05; ** p <0,01)

Die Aktivierung von basophilen Granulozyten fand nicht nur in vitro statt, sondern
erfolgte auch durch Antigen-Restimulation in vivo. Aus diesen Ergebnissen kann man
schliellen, dass basophile Granulozyten in Milz und Knochenmark die Hauptquelle
fur IL-4 und IL-6 sind. Dies konnte sowohl bei der in vitro Untersuchung als auch im
in vivo Modell gezeigt und bestatigt werden.

3.23 Antigen-Stimulation bei FceRI- oder FcRy-defizienten Mausen

FcRy-defiziente Mause wurden nach der Immunisierung mit APC auf die Fahigkeit
der Zytokin-Produktion bei Restimulation mit dem Antigen untersucht. Dieser
Versuch sollte die Maoglichkeit einer Fc-unabhangigen Aktivierung basophiler

Granulozyten bei einer Gedachtnisimmunantwort aufklaren.

In FcRy-defizienten Mausen konnte keine IL-4- und IL-6-Produktion nach Antigen-
Gabe in Milz und Knochenmark nachgewiesen werden (Abbildung 15). Diesen
Mausen fehlen die IgG-Rezeptoren FcyRIl und FcyRIIl und der IgE-Rezeptor FceRl,

81



Ergebnisse

wobei FcyRI nicht auf murinen basophilen Granulozyten exprimiert wird 2 FceRI-
defizienten Mausen fehlt der hochaffine IgE-Rezeptor.

Der Gehalt an IL-4 und IL-6 in Milz und Knochenmark wurde 4 h bzw. 72 h nach
einer Restimulation mit APC in APC-immunisierten FcRy” und FceRI”™ Mausen im
Vergleich zu Wildtyp Mausen analysiert. Gesamtzellen aus Milz und Knochenmark
FceRI-defizienter Mause konnten auf eine Restimulation mit der Freisetzung der
Zytokine IL-4 und IL-6 reagieren. Eine Stimulation der Zellen ohne basophile
Granulozyten fuhrte zu keiner bzw. einer stark verringerten Zytokin-Produktion. Bei
FcRy-defizienten Mausen fand unabhangig von der Stimulation oder Anwesenheit
basophiler Granulozyten keine Zytokin-Freisetzung statt.
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Abbildung 15: Aktivierung in FcRy- und FceRI-defizienten Miiusen
Milz (Milz)- und Knochenmark (KM)-Zellen aus APC-immunisierten Wildtyp (WT) Miusen, FcRy”™ Méusen

WiL4
CTIL-6

und FceRI”” Miusen wurden mittels ELISA auf die IL-4- und IL-6-Produktion untersucht. Vier Wochen nach der

Immunisierung mit 100 pg APC und hitze-inaktiviertem B. pertussis wurden 2 x 10° Zellen in 200 pl

Zellkulturmedium iber 4 h kultiviert. Basophiler Granulozyten wurden mittels magnetischer Beads in vitro

depletiert (IgE") oder alle Zellen (Gesamt) eingesetzt. Die Zellen erhielten PBS (-) oder 1 pg/ml APC (+) als

Stimulation. Die dargestellten IL-4- und IL-6-Konzentrationen entsprechen den Mittelwerten von drei Méausen.

Fehlerbalken geben den SEM wieder. (* p <0,05; ** p <0,01)

IgE oder der hochaffine IgE-Rezeptor FceRl war fur eine Antigen-vermittelte
Aktivierung basophiler Granulozyten nicht unbedingt erforderlich. Das Fehlen der

FcRy-Kette bewirkte jedoch eine ausbleibende Aktivierung basophiler Granulozyten.

83



Ergebnisse

3.3 Einfluss basophiler Granulozyten auf B- und T-Zellen in

vitro

Die folgenden Versuche dienten zur Aufklarung der Interaktionspartner basophiler

Granulozyten bei einer Gedachtnisimmunantwort.

3.31 Aktivierte basophile Granulozyten verstarken die B-Zell-
Proliferation

Die Beziehung basophiler Granulozyten zu B-Zellen wurde Uber das
Proliferationsverhalten der B-Zellen in Anwesenheit aktivierter basophiler
Granulozyten untersucht. Die Proliferationseigenschaften von B-Zellen konnte Uber
die Einlagerung des Farbstoffs CFSE gemessen werden. Der fluoreszente Farbstoff
CFSE wird bei einer Zellteilung zu gleichen Teilen auf die beiden Tochterzellen
verteilt. Die Fluoreszenzintensitat pro Zelle halbiert sich daraufhin und fuhrt zu einer
Links- Verschiebung (siehe Abbildung 16).

Ohne basophile Granulozyten Mit aktiv. basophilen Granulozyten
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Abbildung 16: Proliferation von B-Zellen

Proliferation von B-Zellen in An- (rechts) und Abwesenheit (links) aktivierter basophiler Granulozyten. 5 x 10*
B-Zellen wurden fiir drei Tage mit 5 x 10* T-Zellen und anti-CD3 in Anwesenheit oder Abwesenheit aktivierter
basophile Granulozyten (25.000) kultiviert. Basophile Granulozyten wurden iiber IgE und magnetische Beads
isoliert. Die Zellen wurden nach drei Tagen mit CD19-PE gefarbt und durchflusszytometrisch vermessen. Eine
Verstdrkung der Proliferation wird durch eine geringere CFSE-Einlagerung pro Zelle gezeigt, was anhand einer

Linksverschiebung der Fluoreszenzintensitit auf der CFSE-Achse verdeutlicht wird. '

Die B-Zell-Funktion wird durch aktivierte basophile Granulozyten verstarkt. Die
Zugabe von basophilen Granulozyten zu einer Zellkultur aus B-Zellen, T-Zellen und
anti-CD3 ermoglichte den B-Zellen eine verstarkte Proliferation (Abbildung 16).
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Basophile Granulozyten wurden dabei mittels magnetischer Zellseparation Uber IgE
isoliert und waren durch die Bindung von anti-IgE voraktiviert. Ohne weitere Zugabe
von Stimulatoren regten die aktivierten basophilen Granulozyten die Teilung von B-
Zellen an. Dies konnte anhand der CFSE-Verteilung in B-Zellen nach drei Tagen
durchflusszytometrisch ermittelt werden. In halblogarithmischer Darstellung steht
jedes Maximum der CFSE-Fluoreszenz fur einen Teilungsschritt, wobei die

Kultivierung der Zellen ohne basophile Granulozyten als Referenz diente.

80 bis 400 basophiler Granulozyten, die durch IL-3 oder anti-FceRI aktiviert wurden,
waren fur eine Verstarkung der B-Zell-Proliferation ausreichend. Nicht-aktivierte
basophile Granulozyten hatten in Kultur keinen Effekt auf das Proliferationsverhalten
von B-Zellen. Die durch basophile Granulozyten induzierte Proliferation der B-Zellen
konnte teilweise durch Zugabe von monoklonalen Antikorpern gegen IL-6 und IL-4
blockiert werden. Eine Kombination aus beiden Antikdrpern ergab eine vollstandige
Blockade, so dass keine Proliferation der B-Zellen stattfand. In einer Zellkultur aus B-
Zellen, mit anti-CD3 aktivierten T-Zellen und basophilen Granulozyten war die
Anwesenheit von IL-4 und IL-6 notwendig, jedoch nicht ausreichend fur die Induktion
der B-Zellen zur Proliferation. Die Zugabe von IL-4 und IL-6 wirkte weniger
induzierend als die Anwesenheit von aktivierten basophilen Granulozyten. Transwell-
Experimente gaben Hinweise auf die Notwenigkeit von zellkontakt-abhangigen
Faktoren, die zur Induktion der B-Zell Proliferation bendtigt wurden. Die B-Zell-
Proliferation war ebenso abhangig von der Anwesenheit aktivierter T-Zellen, da bei
einem Ansatz ohne T-Zellen, oder mit nicht-aktivierten T-Zellen keine Proliferation
messbar war. Die Zugabe von aktivierten CD8" T-Zellen ergab auch keine Induktion

der B-Zellteilung.

Diese Daten stammen aus der Arbeitsgruppe und werden aus Grinden der
Vollstandigkeit an dieser Stelle genannt.

3.3.2 Einfluss von basophilen Granulozyten auf T-Zellen in vitro

Die in diesem Abschnitt beschriebenen Daten waren zum Zeitpunkt des
Arbeitsbeginns schon bekannt und sollen zum besseren Verstandnis an dieser Stelle
erwahnt werden. Aktivierte basophile Granulozyten veranderten den Phanotyp von
CD4" T-Zellen in Richtung einer Typ2-Reaktion (Ty2). Verschiedene Methoden
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wurden zur Charakterisierung des CD4-Phanotyps eingesetzt z.B. ELISA, Real-time
PCR und FACS Analyse mit intrazellularer Zytokin-Farbung. CD4" T-Zellen wurden
nach einer Aktivierung mit anti-CD3 mit und ohne aktivierte basophile Granulozyten
kultiviert. Die Anwesenheit von basophilen Granulozyten resultierte in einer
Hochregulation der Interleukine IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13 wund des
Transkriptionsfaktors GATA-3, einer geringen Hochregulation von IL-6 und einer
beachtlichen Verringerung von Interferon(IFN)-y und IL-2. Diese Ergebnisse konnten
sowohl auf mRNA-Ebene, als auch auf Protein-Ebene durch die intrazellulare
Anfarbung der Zytokine in CD4" T-Zellen nach zwei Tagen Kultur erzielt werden.
Zusatzlich konnte in einem zweistufigen Kulturmodell gezeigt werden, dass basophile
Granulozyten die Fahigkeit von CD4" T-Zellen zur B-Zell-Hilfe deutlich steigern.
Diese in vitro Daten deuten darauf hin, dass basophile Granulozyten sowohl Uber
CD4" T-Zellen als auch direkt die B-Zell-Proliferation und —Aktivierung unterstutzen.

3.4 Basophile Granulozyten beeinflussen die B-Zell Antwort

wahrend einer Gedachtnisimmunreaktion

Die in vitro Daten legen nahe, dass basophile Granulozyten einen Einfluss auf die B-
Zell-Antwort wahrend einer sekundaren humoralen Immunantwort haben. Im

Folgenden Abschnitt wurde dieser Einfluss genauer untersucht.

3.41 Eine Behandlung mit anti-FceRI (MAR-1) flihrt zur Depletion von
basophilen Granulozyten

Eine Depletion basophiler Granulozyten war bis dato nur in vitro Uber magnetische
Zellseparation oder FACS-Sortierung moglich. Um die Rolle von basophilen
Granulozyten bei einer Immunreaktion in einem Mausmodell untersuchen zu kénnen,
war die Etablierung einer Methode zur selektiven Entfernung von basophilen

Granulozyten in vivo notwendig.

Der Antikorper MAR-1 gegen den FceRla (anti-IgER) wurde eingesetzt, um Mause
von basophilen Granulozyten zu depletieren. Dieser AntikOrper aus dem
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Armenischen Hamster erkennt die a-Kette des hochaffinen IgE-Rezeptors und
bewirkte Uber einen ADCC- (antikbrperabhangige zellvermittelte Zytotoxizitat-)
abhangigen Mechanismus die selektive Depletion von basophilen Granulozyten. Die
Isotyp Kontrolle des MAR-1 Antikorpers war ein unspezifischer IgG-Antikorper aus

dem gleichen Herkunftsorganismus.

Basophile Granulozyten waren in den Mausen 4 h nach einer intraperitonealen
Injektion von 5 yg MAR-1 nicht mehr nachweisbar. Nach einmaliger Antikorper-Gabe
war die Depletion jedoch schnell reversibel, so dass nach 24 h die Ausgangsmenge
an basophilen Granulozyten wieder erreicht war. Bei einer zweimal taglichen
Verabreichung von 5 uyg MAR-1 pro Maus fur drei Tage konnte jedoch eine lang
anhaltende und vollstandige Depletion der basophilen Granulozyten in Blut, Milz,
Knochenmark und Leber erreicht werden. Zwolf Tage nach der letzten Antikorper-
Gabe waren in neun von zehn Mausen keine basophile Granulozyten in Milz und
Knochenmark messbar (Daten nicht gezeigt). Um die selektive Entfernung von
basophilen Granulozyten nachzuweisen, wurden basophile Granulozyten mit
unterschiedlichen Kombinationen an Zellmarkern identifiziert. So wurden CD45"¢"®
CD49b"°" basophile Granulozyten in Milz, Knochenmark (KM) und peripherem Blut
bei Mausen mit oder ohne Depletion bestimmt (Abbildung 17). Die unten gezeigten
FACS-Diagramme zeigen anschaulich das Fehlen der CD45"¢%9 CD49p""
Zellpopulation nach anti-lgER-Gabe (MAR-1) (Kreis, Abbildung 17).
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Abbildung 17: FACS Plot nach der Behandlung von Méusen mit anti-IgER (MAR-1) oder PBS

Basophile Granulozyten wurden mit Hilfe der Oberflaichenmarker CD45 und CD49b identifiziert (Kreis). Bei
Injektion des MAR-1 Antikdrpers (rechts) sind im Vergleich zu PBS (links) zwei Tage nach der Depletion keine
basophilen Granulozyten in Milz, Knochenmark (KM) und Blut aufzufinden. Daten sind reprisentativ filir drei

unabhdngige Experimente.

Eine zusétzliche Identifizierung basophiler Granulozyten erfolgte anhand IgE™" und
CD49b"™°". Auch hier konnte die Abwesenheit basophiler Granulozyten nach Gabe
des depletierenden Antikdrpers MAR-1 in Milz, Knochenmark und peripherem Blut
bestatigt werden. Dies wird in Abbildung 18 durch das Fehlen der Zellpopulation mit
den Eigenschaften IgE™™ und CD49b™" im Vergleich zur Kontrolle (PBS)
verdeutlicht (Kreis, Abbildung 18).
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Abbildung 18: FACS Plot zur Depletion basophiler Granulozyten
FACS Plot von Milz-, Knochenmark (KM)- und Blut-Zellen zwei Tage nach der Behandlung mit (MAR-1) oder
ohne (PBS) den depletierenden Antikorper. Basophile Granulozyten wurden mit anti-IgE-FITC und anti-CD49b-

PE identifiziert (Kreis). Daten sind représentativ fiir fiinf unabhéngige Experimente.

Die Depletion basophiler Granulozyten in Knochenmark (KM), Milz und Leber war in
der statistischen Auswertung der FACS-Messung hoch signifikant. Basophile
Granulozyten wurden dabei anhand der Oberflachenmarker CD49b und IgE
identifiziert. APC-immunisierte Mause wurden mit dem anti-IgER (MAR-1) oder PBS
zweimal taglich fur drei Tage behandelt und restimuliert. 2 h nach der Restimulation
wurden die Organe entnommen und fur die FACS-Analyse gefarbt. Die Anzahl

basophiler Granulozyten ist als Prozent der Gesamt-Leukozytenzahl dargestellt
(Abbildung 19).
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Abbildung 19: statistische FACS-Auswertung der Depletion basophiler Granulozyten in Knochenmark
(KM), Milz und Leber

APC-immunisierte Méuse wurden zweimal tdglich fiir drei Tage mit dem depletierenden Antikérper MAR-1
(n=135) oder PBS (n=15) behandelt und am zweiten Tag nach der letzten Antikdrpergabe mit 100 ug APC
restimuliert. Die Organe wurden 2 h nach der Restimulation entnommen und mittels FACS analysiert. Basophile
Granulozyten wurden iiber die Oberflichen IgE und CD49b identifiziert und auf die Anzahl CD45" Leukozyten
bezogen. Dargestellt wurde die Mittelwerte und der mittlere Standardfehler (SEM) mit einer Signifikanzwert von

p <0.005 (#).

Um eine Interferenz des MAR-1-Antikdrpers bei der Detektion basophiler
Granulozyten aufgrund der Anfarbung von Oberflachen IgE durch anti-IgE
auszuschlieflen, wurden Knochenmarkzellen Uber 4 h bei 37 °C mit oder ohne
5 pg/ml MAR-1 inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen ohne Entfernen des
Antikorpers mit CD49b und IgE angefarbt. Die Auswertung der Durchflusszytometrie
(Abbildung 20) zeigte, dass der Antikorper MAR-1 keine Relevanz auf die Detektion
basophiler Granulozyten hat. Dies wird durch den Wert der mittleren
Fluoreszenzintensitat, der den Mittelwert der Anzahl gebundener IgE-Antikorper
angibt, verdeutlicht. Die mittlere Fluoreszenzintensitat der IgE-Bindung basophiler
Granulozyten mit oder ohne Vorbehandlung mit MAR-1 zeigte keinen signifikanten
Unterschied. Somit konnte ausgeschlossen werden, dass die Gabe des
depletierenden Antikdrpers MAR-1 die Detektion von basophilen Granulozyten Uber
anti-IgE verhindert.
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Abbildung 20: Durchflusszytometrie von Knochenmarkzellen

FACS von Knochenmarkzellen, die {iber 4 h bei 37 °C mit PBS (links) oder MAR-1 (5§ pg/ml, rechts) inkubiert
wurden, bevor sie ohne Waschvorgang mit anti-CD49b und anti-IgE gefdrbt wurden. Angegeben sind die
mittlere Fluoreszenzintensitit (MFI) des rechten oberen Quadranten in Bezug auf Menge der gebundenen

Oberflachen IgE-Antikdrper (x-Achse).

Die Selektivitat der Depletion konnte anhand von weiteren FACS Untersuchungen
analysiert werden. Obwohl fur den Menschen eine hohe Expression des hochaffinen
|gE-Rezeptors bei Monozyten und dendritischen Zellen beschrieben wurde %688
konnte im murinen System der hochaffine IgE-Rezeptor sowohl bei naiven, als auch
bei APC-immunisierten Mausen nur auf der Oberflache basophiler Granulozyten und
Mastzellen detektiert werden. Monozyten und dendritische Zellen wurden weder Uber
anti-lgE noch Uber anti-FceRla in Milz, Knochenmark oder peripherem Blut angefarbt.
Nach der in vivo Depletion durch die Gabe des depletierenden Antikdrpers MAR-1
war aullerdem keine Verringerung der Zellzahlen von Monozyten, dendritischen
Zellen, B-Zellen und T-Zellen messbar. Die Anzahl cKit® Mastzellen, die ebenfalls in
geringem Mal IgE auf ihrer Oberflache binden kdnnen, ist in den untersuchten
Organen unterhalb der Nachweisgrenze. Nach einer Depletion basophiler

Granulozyten verringerte sich in der Bauchhohle die Anzahl der Mastzellen um 50%.

Zwei Tage nach einer Depletion basophiler Granulozyten war im Vergleich zu
Kontrollmausen keine erhohte |IL-4- oder IL-6-Produktion in Milz oder Knochenmark
detektierbar. Dies zeigte, dass die Injektion des MAR-1 Antikorpers keine langfristige
Zytokin-Sekretion induzierte (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Depletion mit anti-IgER resultiert nicht im Anstieg der basalen Zytokin-Ausschiittung

ELISA Nachweis des Zytokingehaltes im Uberstand nach einer 4-tigigen in vitro Kultivierung von 2 x 10°
Zellen aus Milz und Knochenmark (KM) aus C57BL/6 Méausen mit (a-IgER) oder ohne (PBS) Depletion von
basophilen Granulozyten in vivo (zweimal tiglich 5 pg, drei Tage). Die Zellen wurden 4 h ohne weitere
Stimulation kultiviert, oder erhielten im Fall von Knochenmarkzellen anti-IgER (MAR-1; 0,5 pg/ml) als
Stimulation (Stimulation). Dargestellt sind die Mittelwerte und mittleren Standardfehler (SEM) von vier Mausen

pro Gruppe.

Die in vivo Depletion basophiler Granulozyten mittels Antikdrpergabe ermoglichte die
Untersuchung der Bedeutung basophiler Granulozyten wahrend einer
Gedachtnisimmunantwort. Mit Ausnahme der Mastzellen wurde hierbei die Zahl
anderer Zellpopulationen nicht verandert, so dass man von einer spezifischen
Depletion fur einen Zeitraum von zwolf Tagen ausgehen konnte. Eine Aktivierung
basophiler Granulozyten zur Zytokin-Produktion fand dabei nicht statt.
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3.4.2 Depletion von basophilen Granulozyten resultiert in einer

geringeren Anzahl antigenspezifischer Plasma- und B-Zellen

Der Einfluss von basophilen Granulozyten auf die Proliferation der B-Zellen sollte nun
auch in vivo untersucht werden. Die Anzahl antigenspezifischer Plasma- und B-
Zellen wurde in Anwesenheit basophiler Granulozyten analysiert. Dafur wurden
Mause mit APC immunisiert. Vier Wochen nach der primaren Immunreaktion
erhielten die Mause den depletierenden Antikorper MAR-1 (bzw. PBS) und wurden
mit APC restimuliert. Milz- und Knochenmarkzellen wurden zehn Tage nach der
Restimulation in einer Einzelzellsuspension fur die FACS-Analyse prapariert. Die
Identifizierung APC-spezifischer B-Zellen erfolgte anhand des Oberflachenmarkers
CD19 und die extrazellulare Bindung von APC. APC-spezifische basophile
Granulozyten konnten bei dieser Kombination ebenfalls gut als CD19~ APC*
Population abgegrenzt werden. APC-spezifische CD19* CD138" Plasmazellen,
jedoch nicht Plasmazellen anderer Spezifitat, lielen sich nach Permeabilisierung
intrazellular mit APC (0,1 pg/ml) anfarben. Die Ergebnisse der Zellzahlen wurden auf

die konstante Anzahl der Leukozyten normiert.

Die Zahl APC-spezifischer Plasma- und B-Zellen in Milz und Knochenmark war im
Vergleich zur nicht depletierten Kontrollgruppe nach einer Depletion von basophilen
Granulozyten signifikant um 50% geringer (Abbildung 22). Das Verhaltnis von APC-
spezifischen zu unspezifischen Plasmazellen hatte sich ebenfalls verschoben, wobei
die Anzahl unspezifischer Plasmazellen in Milz und Knochenmark fur beide Gruppen
unverandert blieb.
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Abbildung 22: verringerte Anzahl antigenspezifischer Plasmazellen und B-Zellen in Abwesenheit
basophiler Granulozyten

Miuse wurden mit APC immunisiert und in Anwesenheit (PBS, n = 10) oder Abwesenheit (MAR-1, n = 10) von
basophilen Granulozyten restimuliert. Zehn Tage nach Restimulation wurden Zellen aus Milz und Knochenmark
(KM) durchflusszytometrisch analysiert und die Anzahl APC" Plasmazellen (APC" Plasma) und B-Zellen (APC"
B-Zellen) in Verhiltnis zur Anzahl der B-Zellen bestimmt. Zudem wurde die Anzahl unspezifischer
Plasmazellen (APC™ Plasma) in Knochenmark (KM) und Milz bestimmt. Gezeigt sind die Mittelwerte und SEM.

Die Daten sind reprisentativ fiir zwei unabhingige Experimente. (* p < 0,05; ** p < 0,01) '

Identische Daten konnten erhoben werden, nachdem Mause mit dem Antigen PE
(Phycoerythrin) immunisiert wurden.

3.4.3 Einfluss von basophilen Granulozyten auf die humorale

Gedachtnisimmunantwort

Die Depletion basophiler Granulozyten in vivo war eine nutzliche Methode, um den
Einfluss basophiler Granulozyten auf die humorale Gedachtnisimmunantwort im
Mausmodell zu untersuchen. Allophycocyanin (APC) und Phycoerythrin (PE) waren
die Modellantigene der Immunisierung. AuRerdem wurden zwei unterschiedliche
Sandwich-ELISA-Methoden eingesetzt, um eine Abhangigkeit des Effekts von der
Messmethode auszuschlielen. Im Folgenden wird eine Beschichtung der ELISA-
Platte mit APC bzw. PE und anschlieBender isotypspezifischer Detektion der
gebundenen Antikorper mit ,APC-spez.“ (bzw. ,PE-spez.”) im Diagramm vermerkt.
Die Anmerkung ,IgG1-spez.“ oder ,lgG2a-spez.” deutet auf eine Nachweismethode

94



Ergebnisse

hin, bei der die ELISA-Platte mit Antikorpern gegen murines 1gG1- oder IgG2a-
Immunglobulin beschichtet wurden und die Detektion der gebundenen Antikorper mit

biotinyliertem Antigen erfolgte.

Eine Gedachtnis- oder Memory-Immunantwort ist im Vergleich zu einer
Primarimmunantwort an einer schnellen und starkeren Immunantwort und
Entstehung von antigenspezifischen Immunglobulinen der Klasse IgG1 und 1gG2a zu

erkennen. Diese Antikorper konnten im Plasma nachgewiesen werden.

3.4.3.1 Geddachtnisimmunantwort APC-immunisierter Mdiuse

Der Einfluss basophiler Granulozyten auf die humorale Gedachtnisimmunantwort
konnte durch die Veranderung der antigenspezifischen Antikdrperproduktion in
Abwesenheit basophiler Granulozyten ermittelt werden. Dazu wurden APC-
immunisierte Mause vier Wochen nach der Immunisierung durch die mehrfache
intraperitoneale Injektion von MAR-1 von basophilen Granulozyten depletiert oder mit
einer Kontrolle (PBS oder Isotyp Kontrolle) behandelt. Am zweiten Tag nach der
letzten Antikdper-Gabe wurden die Mause mit 100 uyg APC restimuliert und der
Verlauf der antigenspezifischen IgG1- und IlgG2a-Antikorper Uber mehrere Zeitpunkte

im Plasma untersucht.

Zehn Tage nach Restimulation mit APC verringerte sich die Konzentration
antigenspezifischer IgG1-Antikorper im Plasma von MAR-1-behandelten Tieren
signifikant (Abbildung 23). Im Vergleich zur Kontrollgruppe war der Antikorpergehalt
ca. um 50% verringert. Die Messung der APC-spezifischen |gG2a-Antikorper ergab
an Tag 7 und 10 eine um 60% bis 80% signifikant geringere Konzentration.
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Zeit nach Restimulation

Abbildung 23: Einfluss basophiler Granulozyten auf die humorale Gedichtnisantwort bei APC-
immunisierten Miusen

C57BL/6 Méuse wurden mit 100 pg APC und hitze-inaktiviertem B. pertussis als Adjuvans immunisiert und
nach vier Wochen zweimal téglich fiir drei Tage mit anti-IgER (MAR-1, n = 10) oder PBS (n = 10) behandelt.
Nach zwei Tagen wurden die Méduse mit 100 pg APC restimuliert und mehrere Tage darauf der Serumgehalt von
antigenspezifischen Immunglobulinen untersucht. Die Analyse APC-spezifischer IgGl- oder IgG2a-
Immunglobuline erfolgte mit Hilfe von zwei ELISA-Methoden, wobei die ELISA-Platte entweder mit 2 pg/ml
APC (APC-spez, rechts) oder 5 pg/ml anti-IgG2a, bzw. anti-IgG1 (IgG2a-spez., bzw. IgGl- spez., links)
beschichtet wurde. Die Fehlerbalken geben einen mittleren Standardfehler (SEM) wieder. (* p <0,05;
**p<0,01)

3.4.3.2 Geddachtnisimmunantwort PE-immunisierter Mduse

Mause wurden mit einem weiteren fluoreszenten Protein, namlich Phycoerythrin
(PE), ohne Adjuvans primar immunisiert, um auszuschlieen, dass basophile

Granulozyten nur gegen Allophycocyanin mit B. pertussis als Adjuvans eine

96



Ergebnisse

Immunantwort beeinflussen. Nach einer einfachen Injektion von 100 uyg PE waren
PE-bindende basophile Granulozyten messbar, was auf die Anwesenheit von PE-

spezifischem IgE deutete.

Nach funf Wochen wurden die Mause mit MAR-1 oder der Isotyp Kontrolle behandelt,
mit 100 ug PE restimuliert und der Plasmagehalt an PE-spezifischen 1gG1- und
lgG2a-Antikorpern mittels ELISA gemessen. Der Plasmagehalt PE-spezifischer
Antikorper verringerte sich bei fehlenden basophilen Granulozyten an Tag sieben bis
zwolf um 85-95% fur IgG1- und an Tag funf und sieben um 78% bzw. 74% fur IgG2a-
Immunglobulin (Abbildung 24). Als Nachweismethode wurde PE (PE-spez.), oder
anti-IgG1  (,lgG1-spez.”) bzw. anti-lgG2a (,lgG2a-spez.“) an die ELISA-Platte

gebunden.

In Abbildung 24 wird der Nachweis gezeigt, dass sich die Konzentration
antigenspezifischer 1gG1- und 1gG2a-Antikorper nach einer Depletion basophiler
Granulozyten verringerte. Die Analyse der gesamten Menge PE-spezifischer
Immunglobuline (lg) mittels ELISA zeigte nach Depletion eine Verringerung um 80%
im Vergleich zu Kontrolltieren. Ohne Isotypen-Spezifitdt wurden dabei alle

Immunglobuline mit der Fahigkeit zur PE-Bindung ermittelt (Daten nicht gezeigt).
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Zeit nach Restimulation

Abbildung 24: Effekt der humoralen Gedichtnisantwort ist unabhiingig vom Antigen und der
Nachweismethode

Méuse wurden mit zweimal 100 pg PE ohne Adjuvans immunisiert und die basophilen Granulozyten mit der
Injektion von anti-IgER depletiert (MAR-1, n = 12) oder blieben erhalten (Isotyp Kontrolle, n = 13). Nach der
Restimulation mit 100 ug PE wurden den Maiusen Blut abgenommen und der Plasmagehalt an
antigenspezifischen 1gG1- und IgG2a-Antikorper mithilfe von zwei ELISA-Methoden ermittelt. Zum Einen
wurde die ELISA-Platte mit isotypspezifischen Antikorper (IgG1-, oder IgG2a-spez., linke Seite) beschichtet
und mit PE-Biotin detektiert oder mit PE (rechte Seite) bestiickt und einem isotypspezifischen biotinylierten
Antikorper zur Detektion eingesetzt. Dargestellt sind die Mittelwerte und mittleren Standardfehler (SEM).
(* p<0,05)

344 Basophile Granulozyten haben wahrend einer Primarantwort
keinen Einfluss auf die Bildung antigenspezifischer IgG1- und IgG2a-
Antikorper

Basophile Granulozyten konnten nicht nur bei einer sekundaren Immunantwort eine

Rolle spielen, sondern auch die Primarantwort beeinflussen. Um diesen Effekt
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auszuschliefen, wurde der Einfluss basophiler Granulozyten auf eine primare
Immunantwort ermittelt. Bei einem ersten Antigenkontakt wurden mit zeitlicher
Verzogerung antigenspezifische Immunglobuline gebildet, so dass es allenfalls zu
einer sehr verzogerten antigenabhangigen Aktivierung von basophilen Granulozyten
kommen konnte. Naive Mause wurden fur drei Tage zweimal taglich mit 5 yg MAR-1
(anti-IgER) oder der Isotyp Kontrolle behandelt, um die Rolle der basophilen
Granulozyten bei der Primarantwort zu untersuchen. Am nachsten Tag wurden die
Tiere mit 100 uyg APC in Aluminiumprazipitat als Adjuvans immunisiert. Den Mausen
wurde mehreren Tage nach der Immunisierung Blut abgenommen und der APC-

spezifische Gehalt an IgG1- und IgG2a-Immunglobulinen ermittelt.
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Zeit nach Immunisierung

Abbildung 25: Depletion basophiler Granulozyten bei einer Primédrantwort

Die Depletion von basophilen Granulozyten hat keinen Einfluss auf den Serumgehalt antigenspezifischer [gG2a-
oder IgG1-Antikorper im Verlauf einer Primdrantwort. Naive C57BL/6 Méuse wurden fiir drei Tage zweimal
taglich mit 5 pg MAR-1 (n = 10) oder Isotyp Kontrolle (n = 10) behandelt und am folgenden Tagen 100 ug APC
in Aluminiumprézipitat intraperitoneal injiziert. Der Gehalt APC-spezifischer 1gG2a- und IgG1-Antikorper
wurde mit APC-beschichteten ELISA-Platten und isotypspezifischen Detektionsantikdrpern im Plasma

nachgewiesen. Dargestellt sind die Mittelwerte und SEM.

Wie in Abbildung 25 zu sehen ist, hat das Fehlen von basophilen Granulozyten im
Vergleich zur Isotyp Kontrolle keine Auswirkungen auf die Entstehung
antigenspezifischer Immunglobuline wahrend einer Primarantwort. Basophile
Granulozyten haben demnach keinen Einfluss auf die humorale Immunantwort bei

einem Erstkontakt mit dem Antigen APC.
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3.4.5 Gedachtnisimmunantwort in Mastzell-defizienten W/W"-Mausen

Mastzellen konnten ebenfalls den Effekt der Antigenproduktion bei einer sekundaren
Immunantwort beeinflussen. Die IgE Antikorper konnen uber den hochaffinen IgE-
Rezeptor (FceRl) auch an Mastzellen binden. Der Antikorper gegen den IgE-
Rezeptor (MAR-1) konnte folglich auch Mastzellen erkennen und depletierte diese zu

50% im peritonealen Gewebe '

(Daten nicht gezeigt). Mastzellen sind jedoch
hauptsachlich in Geweben, Schleimhauten und im Peritonealraum lokalisiert. Um
einen Mastzellen-Effekt auf die Immunglobulin-Ausschittung von B-Zellen
auszuschlielen, wurde die humorale Gedachtnisimmunantwort an Mastzell-
defizienten W/W'-Mausen untersucht. Diese Mause besitzen eine Mutation im
Genlocus fiir cKit, so dass keine Mastzellenentwicklung stattfindet. bei W/W"-Mausen
sind auch andere Parameter wie die Entwicklung der Keimzellen und die Fellfarbe

verandert.

Die W/W'-Mause wurden fiir die Untersuchung der humoralen Gedachtnis-
immunantwort mit 100 ug APC und B. pertussis immunisiert und funf Wochen spater
deren basophile Granulozyten depletiert. Als Kontrolle erhielten zehn W/W"'-Mause
den Isotyp Antikorper. Bei diesen Mausen war die Depletion basophiler Granulozyten
schwierig, da nur etwa die Halfte der Mause ein langeres und vollstandiges Fehlen
basophiler Granulozyten zeigte. Zwei Tage nach der Depletion mit einer erhohten
Dosis von zweimal taglich 10 uyg MAR-1 fand die Restimulation mit 100 ug APC statt.
Danach wurde Uber mehrere Tage der Plasmagehalt APC-spezifischer 1gG1- und
lgG2a-Immunglobuline quantifiziert.

Die anschlieBende Messung mittels ELISA ergab eine signifikante Verringerung
APC-spezifischer 1gG1- an Tag zehn und dreizehn und IgG2a-Antikorper an Tag
dreizehn (Abbildung 26), wobei nur erfolgreich depletierte Mause mit kleiner 0,1%
basophilen Granulozyten im Bezug auf die Gesamt-Leukozyten-Zahl des peripheren

Bluts in die statistische Auswertung einbezogen wurden.
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Abbildung 26: Humorale Gedichtnisimmunantwort bei W/W'-Miusen

Gedichtnisimmunantwort APC-immunisierter Mastzell-defizienter Mause (W/W"). Die Immunisierung erfolgte
mit 100 pg APC und B. pertussis als Adjuvans. Fiir die Depletion fiinf Wochen nach der Immunisierung wurde
fiir drei Tage zweimal téglich 10 png MAR-1 oder Isotyp Kontrolle eingesetzt. Die Méuse wurden mit 100 ug
APC am zweiten Tag nach der Depletion restimuliert und der Plasmagehalt APC-spezifischer IgG1- und IgG2a-
Antikorper mittels ELISA quantifiziert. Die Depletion war bei 9 von 20 Méusen erfolgreich (<0,1% basophile
Granulozyten von Leukozyten im Blut), die Gruppengrofe der Isotyp Kontrolle belief sich auf 10 Mause. Die

Fehlerbalken geben den SEM der entsprechenden Gruppe wieder. (* p < 0,05)

3.4.6 Gedichtnisimmunantwort in Mastzell-defizienten W3"-Mausen

Der Versuch wurde auch an W°"-Mausen durchgefiihrt, um in einem weiteren Modell
eine mogliche Mastzellen-Abhangigkeit der Gedachtnisimmunantwort aufgrund des
Depletionsvorgangs mit MAR-1 auszuschlieRen. Die W*"-Mutation ist eine Inversion
in proximaler Nahe zum cKit Locus. Homozygote Tiere besitzen keine Mastzellen,
zeigen aber im Vergleich zu W/W"-Tieren keine Veranderungen in der Entwicklung

der Keimzellen und Erythrozyten.

Die oben beschriebene Versuchsdurchfuhrung wurde zur Untersuchung der
humoralen Gedachtnisimmunantwort in Ab- und Anwesenheit von basophilen
Granulozyten wiederholt. Mastzell-defiziente W"-Mause wurden mit 200 pg APC
ohne Adjuvans immunisiert. Vier Wochen nach der Immunisierung wurden basophile
Granulozyten mit 5 ug (zweimal taglich, drei Tage) MAR-1 depletiert und die
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Kontrollgruppe mit dem Isotyp Antikorper behandelt. Den Mausen wurde zu
mehreren Zeitpunkten nach Restimulation Blut abgenommen und der Plasmagehalt
APC-spezifischer IgG1- und IgG2a-Antikorper mittels ELISA untersucht. In WSH.
Mausen konnte eine signifikante Verringerung der Konzentration APC-spezifischer
lgG2a-Antikorper im peripheren Blut zwischen dem funften und zwdlften Tag bei
depletierten basophilen Granulozyten nachgewiesen werden. Fur den Gehalt
antigenspezifischer IgG1-Antikorper war die Verringerung am Tag 7 im Vergleich zur
Kontrolle signifikant (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Verstirkte IgG2a-Produktion in Anwesenheit von basophilen Granulozyten bei W*"-
Miusen

W5 -Miuse wurden mit 200 ug APC ohne Immunverstirker immunisiert und zwei Tage nach der letzten
MAR-1 (n=15), bzw. Isotyp-Gabe (Isotyp Kontrolle, n = 15) mit 100 pg APC restimuliert. Der ELISA erfolgte
mit Beschichtung gegen den IgG-Isotyp (5 ug/ml) und einer Detektion mit APC-Biotin (2 pg/ml). Abgebildet
sind die Mittelwerte und mittleren Standardfehlern (SEM). (* p < 0,05)

Der Effekt des signifikant verringerten 1gG1- und IlgG2a-Gehalts nach einer Depletion
basophiler Granulozyten ist folglich nicht durch eine mogliche Beteiligung von
Mastzellen an einer Gedachtnisimmunantwort zu erklaren. Dies konnte an Mastzell-
defizienten W/W'-Mausen und W5"-Mausen gezeigt werden.
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3.4.7 Gedachtnisimmunantwort PspA-immunisierter Mause

C57BL/6 Mause wurden mit 10 ug des hoch aufgereinigten Pneumokokken
Oberflachenproteins A (im Folgenden nur PspA genannt) immunisiert, um den
Einfluss basophiler Granulozyten auf die humorale Immunantwort gegen ein
pathologisch relevantes Antigen zu untersuchen. Vier Wochen nach der
Immunisierung erhielten die Mause den depletierenden MAR-1-Antikorper zur
Entfernung basophiler Granulozyten oder den Isotyp Antikorper. Die Restimulation
fand mit 20 pg PspA statt. Die Untersuchung des Plasmagehalts antigenspezifischer
IlgG1- und IgG2a-Antikdrper ergab eine ausgepragte Verringerung beider
Immunglobulin-Subklassen fur die depletierte Gruppe (Abbildung 28). Im Vergleich
zur Kontrolle verringerte sich sieben Tage nach der Depletion basophiler

Granulozyten die Konzentration PspA-spezifischer 1gG1- und IgG2a-Antikorper

signifikant.
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Abbildung 28: humorale Gedichtnisimmunantwort nach Immunisierung mit PspA

C57BL/6 Miduse wurden mit 10 pg PspA ohne Immunverstirkung immunisier