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1 Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Basophile Granulozyten wurden zunächst als reine Effektorzellpopulation charakterisiert; in die-
ser Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, dass Basophile Granulozyten in vitro in der Lage
sind, sowohl die syngene, als auch die Allogen-induzierte Proliferation von CD4+ T-Zellen zu
unterdrücken. Basophile Granulozyten inhibieren die T-Zellproliferation unabhängig von Anti-
genpräsentation über MHC Klasse II Moleküle und unabhängig von Fas-Rezeptor vermittelter
Apoptose. Apoptose-Assays bestätigten, dass es sich um echte Proliferationsinhibition, nicht um
Apoptoseinduktion durch Basophile Granulozyten handelt.

Überraschenderweise war der Unterdrückungsmechanismus abhängig von den durch Basophi-
le Granulozyten produzierten löslichen Faktoren Interleukin (IL) 4 und IL-6. Weder für IL-6
noch für IL-4 ist eine anti-proliferative Wirkung beschrieben. Vermutlich wird die Inhibition der
CD4+ T-Zellteilung nicht direkt durch diese Zytokine vermittelt, sondern über einen noch zu
identifizierenden Zelltyp, der von diesen Zytokinen stimuliert wird und die CD4+ T-Zellen an
ihrer Teilung hindert.

Unabhängig davon, ob Basophile Granulozyten aus C57Bl/6 oder Balb/c Mäusen isoliert wur-
den, unterdrückten sie die Proliferation von CD4+ T-Zellen. Ebenso zeigte es sich, dass Ba-
sophile Granulozyten die Konzentration von IL-2, in mixed lymphocyte reactions (gemisch-
te Lymphozyten-Reaktion) senkten; dies stellt einen weiteren möglichen Mechanismus für die
T-Zellunterdrückung dar, da IL-2 ein wichtiges T-Zellaktivierungs- und Proliferationszytokin
ist. Neben der Proliferationsunterdrückung der T-Zellen verursachten Basophile Granulozyten
eine Verschiebung des T-Zellphänotyps in vitro von TH1 hin zu TH2.

Bei in vivo GvHD Versuchen führte die Depletion Basophiler Granulozyten, vor der GvHD-
Induktion, zu einem erhöhten GvHD-Score, einem verstärkten Gewichtsverlust sowie einem re-
duziertem Überleben der Versuchstiere. Darüber hinaus führte die Depletion Basophiler Granu-
lozyten zu einer signifikant erhöhten Zahl von CD45+-Zellen sowie CD4+ T-Zellen in mesente-
rialen Lymphknoten der Versuchstiere, im Vergleich zur Kontrollgruppe. Nicht depletierte Tiere
zeigten eine erhöhte Menge IFN-γ positiver T-Zellen in ihren Lymphknoten. Eine Verschiebung
des T-Zellphänotyps von TH1-Zellen hin zu TH2-Zellen konnte man in vivo nicht beobachten.
Die Depletion Basophiler Granulozyten nach Einleitung der GvHD hatte keinen Einfluss auf den
Verlauf der Erkrankung.

Diese Daten zeigen, dass Basophile Granulozyten sowohl die syngene, als auch die allogene
T-Zellproliferation inhibieren können. Diese Eigenschaft könnte sie zu einem interessanten The-
rapeutikum in der Präventionstherapie einer GvHD machen. Basophile Granulozyten wurden
in der Literatur noch nicht als T-Zell-inhibitorisch beschrieben, ebenso ist ein IL-4 und IL-6
abhängiger T-Zellinhibitionsmechanismus bislang unbekannt.
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2 Einleitung

2 Einleitung

2.1 Das Immunsystem

Der Mensch ist täglich Keimen in Form von Bakterien, Viren und Pilzen ausgesetzt. Ein Teil
von ihnen lebt kommensal mit dem Menschen, ein anderer ist pathogen. Die Aufgaben des
Immunsystems bestehen darin, die kommensalen Bakterien auf die Bereiche des Körpers zu
beschränken, in denen sie dem Menschen nützlich sind, wie auf der Hautoberfläche und im Darm.
Gleichzeitig bekämpft es pathogene Keime. Die Mechanismen des Immunsystems unterteilt man
in die angeborene oder unspezifische Abwehr sowie die adaptive oder auch spezifische Abwehr.
Das adaptive Immunsystem reagiert langsamer, ist im Gegenzug jedoch hochspezifisch und fähig,
auch neue oder veränderte Pathogene abzuwehren. Abbildung 2.1 zeigt schematisch alle Zellen
des Immunsystems und deren Ursprung.

Abbildung 2.1: Zellen des Immunsystems und ihre Entstehung. Sog. myeloide und lymphoide Vorläufer-
zellen des Knochenmarks sind der Ursprung aller Zellen des Immunsystems. Aus lymphoiden
Vorläuferzellen reifen Zellen des adaptiven Immunsystems, aus myeloiden die des angebore-
nen Immunsystems. Gezeigt ist, in welchen Geweben man welche Zelltypen findet. Abbildung
verändert nach Murphy et al. [1].
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2 Einleitung

2.1.1 Angeborene Immunität

Das angeborene Immunsystem bildet die erste Barriere, die ein Pathogen überwinden muss, um
den Körper zu befallen. Es lässt sich in die aktive und passive Abwehr unterteilen. Zur passiven
Abwehr gehören der Säureschutzmantel der Haut, welcher die Besiedlung durch Bakterien und
Pilze erschwert, oder die Produktion von Partikel bindendem Mukus in der Lunge und dessen
Abtransport über Flimmerhärchen [1].

Die aktive Abwehr beruht auf Zellen wie Makrophagen/Monozyten, dendritischen Zellen (DZ),
Granulozyten (Eosinophile, Basophile und Neutrophile) und Mastzellen. Gelingt es einem Keim
die passiven Abwehrmaßnahmen zu überwinden, trifft er auf die Zellen der angeborenen Im-
munabwehr. Diese Zellen, vor allem Makrophagen, Monozyten und dendritische Zellen, sind in
der Lage Mikroorganismen zu erkennen. Granulozyten und Mastzellen sind in der ersten Phase
der Keimbekämpfung primär Effektorzellen, die nach Aktivierung eine Vielzahl antimikrobieller
Peptide und Moleküle ausschütten, die weitere Zellen des Immunsystems anlocken.

Die Erkennung der Keime beruht auf im Erbgut codierten „Pathogen Recognition Receptors“
(PRR, Pathogenerkennungsrezeptoren). Diese Rezeptoren erkennen Bestandteile von Bakterien
und Viren, die von Eukaryoten nicht produziert werden, sog. PAMPs, Pathogen associated
molecular patterns (Pathogen assoziierte Molekulare Muster). Zu diesen PAMPs gehören z.B.
Lipopolysaccharid (LPS) ein integraler Bestandteil der Zellwand gramnegativer Bakterien oder
CpG-DNA [2; 3; 4; 5; 6]. Die wichtigsten Vertreter dieser Rezeptoren sind Toll-like- (TLRs),
Scavenger-, Mannose- und C-Typ-Lektin-Rezeptoren [7]. Diese PRRs sind über alle Taxa hinweg
hoch konserviert. Dies unterstreicht ihre Wichtigkeit in der Immunabwehr.

Wird ein Pathogen über ein PAMP von einer Zelle des angeborenen Immunsystems erkannt, wird
sie aktiviert und beginnt eine Vielzahl von Zyto- und Chemokinen auszuschütten. Chemokine
locken andere Zellen des Immunsystems an, Zytokine wirken aktivierend oder hemmend auf
Zellen. Zu den sezernierten Molekülen gehören die entzündungsfördernden Zytokine Interleukin-1
(IL-1), Tumor Nekrose Faktor (TNF), sowie Interferon gamma (IFN-γ). Diese Substanzen locken
weitere Zellen (Neutrophile-, Basophile-, Eosinophile- Granulozyten, Makrophagen und DZ) des
angeborenen Immunsystems an. Dieser Vorgang führt zu einer lokalen Entzündungsreaktion, der
die Ausbreitung des Keimes verhindern soll [8; 7]. DZ verlassen nach ihrer Aktivierung durch
Pathogene den Ort der Entzündung und wandern in den Lymphknoten, um dort mit Zellen der
adaptiven Immunabwehr zu interagieren und so für die Aktivierung dieses „Abwehrarms“ zu
sorgen [7; 9; 10; 11].

Neben den zellulären Bestandteilen gehört das Komplementsystem, als löslicher Teil, zur angebo-
renen Immunabwehr. Dabei handelt es sich um eine Ansammlung von über 30 Plasmaproteinen,
die in der Lage sind bakterielle Zellen zu opsonisieren, d.h. für Immunzellen zu markieren oder
nach Ablauf einer proteolytischen Kaskade, Pathogene direkt zu lysieren [12; 13; 1].
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2 Einleitung

Neben den bereits genannten Zellen gehören auch natürliche Killerzellen (NK-Zellen) zur an-
geborenen Immunität. Sie sind in der Lage, durch Sekretion von zytotoxischen Molekülen (u.a.
Perforin, Granzym B) [14] abnormale Zellen (Virusbefall, Krebszellen) in Apoptose (program-
mierter Zelltod) zu versetzten [15; 16].

Zur Abwehr von extrazellulären Parasiten greift das angeborene Immunsystem vor allem auf
Mastzellen und Basophile Granulozyten zurück. Darüber hinaus spielen sie eine Rolle bei der
Entstehung von Asthma Bronchiale und Allergien [17; 1; 18].

2.1.1.1 Basophile Granulozyten

Basophile Granulozyten stellen mit 0,1 % bis 0,5 % die kleinste zirkulierende Population der
Leukozyten im Blut. Sie wurden erstmals 1878 von Paul Ehrlich beschrieben [19; 20; 21]. Basophi-
lenartige Zellen lassen sich in der Hämolymphe von Manteltieren nachweisen, einem Tierstamm,
der bereits vor 500 Millionen Jahren auf der Erde lebte [22]. Somit sind sie ein hoch konser-
vierter und daher wichtiger Zelltyp [23]. Charakterisiert sind Basophile Granulozyten durch ein
hohe Anzahl von Granulae, die mit Histamin, Proteoglykanen, Leukotrien C4 und proteolyti-
schen Enzymen gefüllt sind [24]. Ebenso kennzeichnet sie die Expression des hoch affinen IgE
Rezeptors FcεRI und ihre kurze Lebensdauer von ca. 60 Stunden [25; 26].

Die im Blut zirkulierenden Basophilen Granulozyten weisen einige Parallelen zu im Gewebe
lokalisierten Mastzellen auf. Beide tragen FcεRI auf ihrer Oberfläche, sind reich an mit Lipid-
Mediatoren gefüllten Granulae [18] und sind verantwortlich für die Abwehr von Parasiten. Diese
Gemeinsamkeiten führten dazu, dass bis vor einigen Jahren Basophile Granulozyten als ver-
nachlässigbare zirkulierende Mastzellen angesehen wurden, die in ihren Funktionen nicht von
Mastzellen differieren. Tatsächlich unterscheiden sich Basophile Granulozyten in einigen Belan-
gen jedoch deutlich von Mastzellen. Basophile Granulozyten verlassen das Knochenmark als reife
voll funktionsfähige Zellen, verbleiben zunächst im Blut und wandern dann an Entzündungsor-
te und in den Lymphknoten ein. Mastzellen hingegen verlassen das Knochenmark unreif. Erst
wenn sie ihr Zielgewebe (z.B. Schleimhäute) erreicht haben, werden sie funktionsfähige Mastzel-
len [18].

Darüber hinaus weisen neue Erkenntnisse darauf hin, dass Basophile Granulozyten durch die Se-
kretion von Interleukin-4 (IL) und IL-6 potente Modulatoren der Immunantwort sind [27; 28; 29;
30; 31]. Andere Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass Basophile Granulozyten die TH2-Antwort
verstärken, essenzielle Initiatoren einer chronischen allergischen Inflammation sein können, für
die IgG abhängige Anaphylaxie verantwortlich sind, das Überleben von Plasmazellen verbessern
und die Bildung des immunologischen Gedächtnisses fördern [17; 30; 31; 32; 33; 34].
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2.1.2 Adaptive Immunität

Das adaptive Immunsystem ist evolutionär jünger als das Angeborene Immunsystem. Vertebra-
ten und unter ihnen die Gnathostomata haben dieses System der Keimabwehr entwickelt [35].
Gekennzeichnet ist es durch das Vorhandensein sog. T- und B-Zellen [36; 37; 38].

T-Zellen erkennen über ihren hochspezifischen T-Zellrezeptor (TZR) kurze Peptidketten, die ih-
nen von sog. professionellen antigenpräsentierenden Zellen (APZ, z.B. dendritische Zellen) über
ein spezielles „Adapter-Molekül“ gezeigt werden. Erhält ein bestimmter T-Zelltyp ein Aktivie-
rungssignal über seinen TZR, so ist dieser in der Lage B-Zellen zu aktiveren, die daraufhin
Antikörper ausschütten [36; 39; 40]. Antikörper bilden den humoralen Teil der adaptiven Immu-
nabwehr. Sie sind in der Lage, Pathogene zu opsonisieren [41; 42], Toxine und Viren zu binden
und diese so unschädlich zu machen. Darüber hinaus können sie durch Aktivierung der Komple-
mentkasade [43; 44] oder von NK-Zellen direkt die Lyse von Pathogenen einleiten [45; 46]. Ebenso
sind sie in der Lage T-Zellen Antigene zu präsentieren und sie so zu aktivieren. Da B-Zellen in
dieser Arbeit nicht näher untersucht werden, wird hier auf sie im Detail nicht eingegangen.

Die Besonderheit des adaptiven Immunsystems besteht in seiner nahezu unbegrenzten Anzahl
von Rezeptoren (theoretisch bis zu 1011), die im Gegensatz zu den Rezeptoren (PRRs) der ange-
borenen Immunität nicht fest in der Keimbahn codiert sind [1]. Stattdessen ergibt sich ein Teil
ihrer enormen Varianz aus der zufälligen Rekombination von Rezeptorsegmenten (V-, (D-), J-
Segmente) auf DNA-Ebene. Dieser Vorgang wird Somatische- oder auch V,(D),J-Rekombination
genannt [47; 48; 49]. Während dieser Neuanordnung werden in der Antigenbindungsfalte des Re-
zeptors durch Enzyme zufällige Veränderungen eingefügt, was ihre Diversität noch weiter erhöht
[1]. Daher lastet ein wesentlich geringerer evolutionärer Selektionsdruck auf den so generierten
Rezeptoren der T- und B-Lymphozyten.

Die Aktivierung dieser Zellen erfolgt hoch selektiv, da nur eine Rezeptorvariante auf T-Zellen
in vielen Kopien exprimiert wird. Jede Zelle erkennt folglich nur ein spezifisches Antigen. Wird
eine T-Zelle über ihren Rezeptor (TZR) aktiviert, kommt es zur sog. Klonale-Expansion, d.h.
sie teilt sich mehrfach, um das Pathogen besser bekämpfen zu können.

Der größte Vorteil des adaptiven Immunsystems gegenüber der unspezifischen Immunabwehr
besteht jedoch in der Bildung eines immunologischen Gedächtnisses. Ein Teil der spezifischen
T- und B-Zellen bleibt auch nach überstandenem Infekt am Leben und entwickelt sich in sog.
„Gedächtnis-T- oder -B-Zellen“, die bei einem erneuten Kontakt mit demselben Pathogen extrem
schnell mit der Ausschüttung von Zytokinen und hocheffizienten Antikörpern reagieren und so
den erneuten Ausbruch der Krankheit verhindern. Impfungen machen sich das immunologische
Gedächtnis zu Nutze [50; 51; 52].

Damit T-Zellen der adaptiven Immunabwehr auf Pathogene reagieren können, müssen ihnen
Eiweiße dieser Mikroben von anderen Zellen präsentiert werden. Diese Darbietung der Peptide
erfolgt über die sog. MHC-Moleküle.
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2.1.2.1 Der MHC-Komplex

Der zelluläre Teil der adaptiven Immunabwehr beruht auf der Präsentation von linearen Pepti-
den und der Erkennung dieser durch den T-Zellrezeptor (TZR). Durch diese Erkennung von
Peptiden sind die T-Zellen fähig, zwischen „eigen“ und „fremd“ zu unterscheiden. T-Zellen
durchlaufen in ihrem Reifungsprozess eine Selektion, der zur Folge hat, dass ihr TZR nur auf
Eiweiße reagiert, die nicht im Körper vorkommen (vergleiche Abschnitt 2.1.2.4). Die Darbietung
dieser Eiweiße erfolgt über die Moleküle des Haupthistokompatibilitätskomplex (MHC, Major-
Histocompatibility-Complex). Der MHC-Lokus befindet sich bei Menschen auf Chromosom 6
und bildet eine der genreichsten Regionen im gesamten menschlichen Genom. Darüber hinaus
zeigt der MHC-Lokus den am Stärksten ausgeprägten Polymorphismus. Es sind mehr als 1200
Allele für das MHC Klasse I- und mehr als 300 für das Klasse II-Molekül bekannt [53; 54].

MHC Klasse I Moleküle präsentieren Peptide zytosolischer Herkunft, sie spiegeln also das Zell-
innere an der Zelloberfläche wieder. Dies ermöglicht es dem Immunsystem auch intrazelluläre
Pathogene, wie Viren, intrazelluläre Bakterien oder Parasiten, zu erkennen [55]. MHC-Moleküle
der Klasse II hingegen zeigen aus der Umgebung aufgenommene und prozessierte Peptide.

Das gezeigte Eiweiß ist immer integraler Bestandteil des MHC-Moleküls. Es wird durch sog.
Anker-Aminosäuren in einer Falte im MHC-Molekül kovalent gebunden [56; 57; 58; 59]. MHC-
Moleküle ohne Peptid sind instabil und werden nicht an der Zelloberfläche gezeigt [60; 61].

Das MHC-Molekül der Klasse I wird auf beinahe allen kernhaltigen Zellen exprimiert. Es besteht
aus einer 44 kDa schweren Proteinkette, die in drei Domänen unterteilt ist (α1-3). Darüber hin-
aus setzt es sich zusammen aus dem 12 kDa schweren β-2-Mikroglobulin sowie einem aus dem
Zellinneren stammenden, acht bis zehn Aminosäuren (AS) langen Peptid [62; 63; 64; 65]. Die
α-1 und -2 Domäne bilden eine Peptidbindetasche. Die α-3 Domäne ist in der Zellmembran
verankert [66; 58] (Abbildung: 2.2 linke Spalte). Das MHC I Molekül wird während seiner Syn-
these im Endoplasmatischen Retikulum (ER) mit einem passenden Peptid beladen. Zytotoxische
Lymphozyten (ZTL, CD8+ T-Zellen) interagieren mit dem MHC Klasse I Molekül über ihren
T-Zellrezeptor [67; 58].

Das MHC-Molekül der Klasse II wird von APZ exprimiert und unterscheidet sich in Aufbau
und Funktion vom MHC-Klasse-I-Molekül. Es besteht aus einer α- (34 kDa) und β -Kette (29
kDa), die beide zwei Domänen besitzen (α-1,-2;β-1,-2) [1]. Die α-1 und β -1 Domänen bilden
die Peptidbindetasche, während die α-2 und β-2 Domänen mit der Zellmembran verbunden sind
[60; 59] (siehe Abbildung 2.2 rechte Spalte). MHC II Moleküle präsentieren Peptide, die von
APZ aus der Umgebung phagozytiert wurden.

Um sicher zustellen, dass während der Herstellung des MHC II Moleküls im ER keine intrazellulä-
ren Peptide gebunden werden, ist die Peptidbindetasche durch das sog. „invariant chain protein“
belegt [68; 69; 70; 71]. Neben der Blockade der Bindungsstelle sorgt das „invariant chain protein“
auch für den Transport des MHC Klasse II Moleküls in „MHC class II containing compartments“
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(MIIC, MHC Klasse II enthaltendes Kompartiment) [72; 73; 74]. Dort wird das „invariant chain
protein“ von Proteasen verdaut. In Folge dessen kann das MHC II Molekül mit Peptid beladen
werden. Nun fusioniert das MIIC mit einem Endosom (durch Phagozytose gebildetes Vesikel).
Das MHC II Molekül wird mit Hilfe des HLA-DM Chaperons [75] mit einem Peptid beladen,
welches aus dem Endosom stammt und wird anschließend an die Zelloberfläche transportiert
[76; 77; 78; 79]. Sog. T-Helferzellen (CD4+ T-Zellen) treten mit MHC-Molekülen der Klasse II
in Kontakt [80] und werden aktiviert.

Peptidbinde-
tasche

Peptidbinde-
tasche

Peptidbinde-
tasche

Peptidbinde-
tasche

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung eines MHC Klasse I und Klasse II Moleküls Tertiärstruk-
tur und schematische Darstellung des MHC Klasse I Moleküls (links), MHC der Klasse II
Moleküls (rechts). Abbildung verändert nach Murphy et al. [1].

2.1.2.2 T-Zellaktivierung und Differenzierung

Treffen naive CD4+ T-Zellen in der Peripherie auf aktivierte APZ, die das für diese T-Zelle
spezifische Antigen über das MHC Klasse II Molekül präsentieren, kommt es zur Aktivierung
der T-Zelle.

Die APZ präsentiert das Antigen zusammen mit einer Reihe von sog. ko-stimulatorischen Mo-
lekülen, wie CD80 und CD86. Beide binden das CD28 Molekül auf der T-Zelle und vermitteln
zusammen mit dem MHC-TZR-Kontakt die Aktivierung der T-Zelle.
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Nach der Aktivierung der T-Zelle kann sich diese in unterschiedliche Effektor-T-Zell-Klassen
differenzieren. Erstmals wurden zwei dieser Klassen 1986 von Mosmann et al. beschrieben [81].
Später zeigte sich, dass die entstehenden T-Zellphänotypen durch das Zytokinmilieu, in dem sie
ausreifen, bestimmt werden [82; 83].

Für diese Arbeit sind vier CD4+ T-Zellphänotypen von Interesse: T-Helfer (TH) Zellen Typ 1,
-2, -17 und sog. regulatorische T-Zellen (Tregs). Abbildung 2.3 gibt einen Überblick über diese
T-Zellphänotypen, ihre initiierenden Zytokine, Transkriptionsfaktoren (TF) und sezernierten
Moleküle.

Abbildung 2.3: T-Zellsubtypen Dargestellt ist eine naive T-Zelle, stimuliert durch eine APZ. Die Pfeile geben
die Differenzierungsmöglichkeiten wieder und die dafür benötigten Transkriptionsfaktoren. In
den Zellen ist der Signatur-Transkriptionsfaktor für den jeweiligen T-Zellsubtyp angeben, links
der Zelle, die von der Zelle Produzierten Schlüsselzytokine. Abbildung verändert nach O’Shea
et al. [84].

TH1-Zellen:

Die Ausreifung einer naiven T-Zelle unter Einfluss von IL-12 [85] oder IFN-γ [86] führt zu einer
sog. TH1-Zelle. Diese ist charakterisiert durch die Sekretion von IFN-γ, Tumornekrosefaktor
(TNF), Lymphotoxin-α [87] und der Expression der TH1 spezifischen Transkriptionsfaktoren
T-bet und Eomes. Aktivierung von T-bet unterdrückt den TH2 TF GATA-3 [88]. Eomes sorgt
für die Produktion von IFN-γ, wird in seiner Funktion jedoch auch durch T-bet unterstützt
[89].

TH1 Zellen koordinieren vor allem die Bekämpfung intrazellulärer Krankheitserreger. Sie sorgen
für die zelluläre Immunantwort, die durch die Aktivierung und Rekrutierung von Makrophagen
und zytotoxischen T-Zellen geprägt ist [90]. TH1 Zellen spielen ebenfalls eine bedeutende Rolle
bei Autoimmunerkrankungen [91; 92; 93] und der GvHD (vergleiche Kapitel 2.3).
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TH2-Zellen:

TH2-Zellen waren die ersten beschrieben T-Zellsubtypen [81]. Zur Ausreifung benötigen sie IL-4.
Nach ihrer Entstehung produzieren sie IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 und IL-13 und sind zudem gekenn-
zeichnet durch die Expression von GATA-3, dem TH2 „Hauptgenschalter“ [82; 94; 95; 96]. Der
Ursprung des IL-4, welches die TH2 Reifung anstößt, ist unbekannt. Eine Reihe von Zellen
produzieren IL-4, unter anderem auch Basophile Granulozyten (siehe 2.1.1.1).

TH2-Zellen sind vor allem für die lösliche, adaptive Immunabwehr verantwortlich. Sie interagie-
ren mit und aktivieren B-Zellen [97], wenn diese ein passendes Antigen präsentieren [98; 99; 100].
Somit spielen TH2-Zellen ebenfalls eine Rolle bei antikörperabhängigen Krankheiten, wie Parasi-
teninfektionen [101], Allergien [102], Asthma [103] sowie Autoimmunerkrankungen [104; 105].

TH17-Zellen:

Die 2003 [106] entdeckten TH17-Zellen zeichnen sich durch die Sekretion großer Mengen IL-17A,
-17F, -21 und -22 aus [107; 108; 109]. Die Differenzierung erfolgt unter Einfluss von IL-6 und
transforming growth factor β (TGF-β) [110]. Die beiden genannten Zytokine aktivieren den
Master-Genschalter für TH-17 Zellen, RAR-related orphan receptor γ (RORγ C) [111].

TH17-Zellen bekämpfen extrazelluläre Keime wie Pilze, jedoch kommt ihnen ebenfalls eine im-
mer größere Rolle bei Autoimmunerkrankungen zu [112; 113]. Ebenso sind sie für die Haut-
erscheinungen im Verlauf einer GvHD verantwortlich (siehe Abschnitt 2.3).

Regulatorische T-Zellen:

Regulatorische T-Zellen (Treg) werden in natürliche regulatorische T-Zellen (nTregs), die im
Thymus entstehen [114; 115; 116; 117] und induzierte regulatorische T-Zellen (iTregs) unterteilt.
Diese CD4+Foxp3+CD25+ Zellen [118; 119; 120] können Effektor T-Zellen suppremieren. nTregs
unterdrücken zellkontaktabhängig durch die Übertragung von zyklischem AMP [121; 122; 123;
124], iTregs über die Abgabe großer Mengen IL-10 und TGF-β.

Die Treg Regulation auf DNA-Ebene erfolgt über den TF Foxp3 [125; 126]. In vivo halten Tregs
die orale Toleranz aufrecht [127; 128] und wirken generell Autoimmunität entgegen. Ein Foxp3
Knockout führt bei Mäusen und Menschen zum sog. Scurfy bzw. IPEX-Syndrom (immunode-
ficiency, polyendocrinopathy and enteropathy X-linked syndrome), das eine Vielzahl von Au-
toimmunerscheinungen nach sich zieht [129; 130]. Regulatorische T-Zellen konnten auch schon
erfolgreich therapeutisch eingesetzt werden [127].

Wie bereits beschrieben, produzieren T-Zellen nach ihrer Differenzierung Zytokine. Diese Zy-
tokine stimulieren T-Zellen autokrin, was stabilisierend auf ihren T-Zellphänotyp wirkt und so
einen enormen Einfluss auf die entstehende Immunreaktion hat. Die abgegebenen „Signaturzy-
tokine“ des jeweiligen T-Zelltyps unterdrücken die Differenzierung anderer T-Zelltypen [91; 87].
Somit bietet die Verschiebung der TH-Zellantwort einen möglichen therapeutischen Ansatzpunkt
bei Krankheiten, die auf T-Zellphänotypen beruhen.
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Wie bereits erwähnt, legt das Zytokinmilieu, in dem die T-Zelle differenziert, den T-Zellphänotyp
fest. Da Basophile Granulozyten IL-4 und IL-6 ausschütten, beides Zytokine, die zur TH2 Reifung
führen können, können auch sie eine Rolle in der TH2 Entwicklung spielen.

2.1.2.3 Basophile Granulozyten in der TH2 Differenzierung

Der Ursprung des für die TH2 Differenzierung notwendigen IL-4 war lange Zeit unbekannt. 2005
zeigten Oh et al. jedoch, dass T-Zellen in vitro in Anwesenheit von Basophilen Granulozyten
und DZ in TH2-Zellen differenzieren. Da DZ kein IL-4 produzieren, musste das Zytokin von
Basophilen Granulozyten stammen [131]. Diese Erkenntnisse gaben die ersten Hinweise, dass
Basophile Granulozyten die Quelle für das initiale IL-4 der TH2-Entwicklung sein könnten. Für
diese Theorie sprach auch, dass Basophile Granulozyten durch Entzündungsreize, wie Allergene
oder Helminthen, an den Ort der Entzündung wandern und auch im Lymphknoten zu finden
sind. Caroline Sokol konnte 2008 Basophile Granulozyten in drainierenden Lymphknoten von
Mäusen nachweisen, die einer Infektion durch den Helmithen N. brasiliensis, einem TH2-Initiator,
ausgesetzt waren. Die in den Lymphknoten gefundenen Basophilen Granulozyten exprimierten
MHC-Moleküle der Klasse II [132; 133], was eine direkte Stimulation von T-Zellen ermöglicht.
Tang, Ohnmacht und Hammad et al. konnten die Expression von MHC-Molekülen der Klasse II
jedoch nicht bestätigen [134; 135; 33]. Darüber hinaus konnte sie zeigen, dass die Depletion von
Basophilen Granulozyten mit einem, gegen den hochaffinen IgE-Rezeptor (FcεRI) gerichteten
Antikörper (MAR-1), vor einer TH2-Induktion mit Papain, die Entwicklung von TH2-Zellen
verhinderte.

Da naive T-Zellen vorwiegend in Lymphknoten zu finden sind, ist es auch von Interesse, die Mi-
gration von Basophilen Granulozyten in diese zu untersuchen. Die Rekrutierung der Basophilen
Granulozyten in die Lymphknoten scheint in Abhängigkeit von IL-3 stattzufinden. So konnte
gezeigt werden, dass in Lymphknoten von IL-3-/- Mäusen, nach der Infektion mit N. brasiliensis,
keine Basophilen Granulozyten zu finden waren. Bemerkenswert ist jedoch, dass die TH2 Diffe-
renzierung von diesem Umstand unbeeinflusst blieb [136; 135]. Dazu passend fanden Hammad et
al. 2010 in Mäusen, die mit Allergenen der Hausstaubmilbe stimuliert wurden, keinen Einfluss
von Basophilen Granulozyten auf die TH2 Entwicklung.

Ebenfalls 2010 beschrieben Tang et al. die Zusammenarbeit von Basophilen Granulozyten und
DZ zur Etablierung einer TH2 Antwort, im gleichen Modell der TH2 Induktion, wie es auch von
Sokol et al. verwendet wurde. Dabei führte die subkutane Immunisierung mit Papain zu Bildung
von reaktiven Sauerstoffverbindungen (ROS) in dermalen DZ und in lymphknotenansässigen DZ.
Daraus resultierte die Sekretion von TSLP (thymic stromal lymphopoietin) durch Epithelzellen,
was eine TH2 Differenzierung zur Folge hatte und IL-4 produzierende Basophile Granulozyten
in den Lymphknoten lockte. Darüber hinaus zog ROS Unterdrückung eine verstärkte Abgabe
des TH1 Initiators IL-12 nach sich [134].
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Generell scheint der Einfluss Basophiler Granulozyten auf die TH2 Entwicklung modell- oder ge-
webeabhängig zu sein. Vermutlich kommt ihnen in vivo, durch die Ausschüttung großer Mengen
IL-4, eine unterstützende Rolle in der TH2 Entwicklung zu.

2.1.2.4 T-Zellreifung und Selektion im Thymus

T-Zellen sind der Dreh- und Angelpunkt des adaptiven Immunsystems. Mit ihrer Sekretion von
Zytokinen koordinieren sie die gesamte Körperabwehr. Daher ist es unabdingbar, dass sie nicht
durch Gewebe des eigenen Körpers aktiviert werden. Um diese Autoimmunität zu verhindern
werden T-Zellen, die auf Eigen-Antigene stark reagieren, während ihrer Entwicklung zerstört.
Dieser Selektionsprozess findet im Thymus statt. Lymphoide-Vorläuferzellen wandern aus dem
Knochenmark in den Thymus [137; 138] und wandeln sich dort, in Abhängigkeit von Notch-1,
in T-Zellvorläufer [139; 140]. Jedoch verlassen nur ca. 3-5 % der eingewanderten Zellen den
Thymus als naive T-Zellen. Analysen dieses Phänomens zeigten, dass T-Zellen im Thymus einen
Selektionsprozess erfahren [141].

Abbildung 2.4: T-Zellreifung im Thymus. Die lymphoide Vorläuferzelle gelangt in den Thymus und durch-
wandert zunächst den äußeren Kortex. Dort findet man doppelt negative (DN) T-Zellen von
Typ 1 bis 4. Es folgt die Positivselektion an kortikalen Stroma-Zellen im inneren Kortex des
Thymus über MHC-Moleküle der Klasse I oder II. Wird kein MHC-Molekül erkannt, begibt
sich der T-Zellvorläufer in Apoptose. MHC Klasse I Erkennung führt zu CD8+ T-Zellen, MHC
II Erkennung zu CD4+ T-Zellen. In der Medulla findet die Negativselektion statt. Eigenanti-
gen wird von Dentritischen und Stroma-Zellen präsentiert. Ist die Affinität der T-Zelle zu hoch,
erfolgt der programmierte Zelltod, ist die Affinität ausreichend, verlässt die naive T-Zelle den
Thymus in die Peripherie. Abbildung verändert nach Germain et al.[142].

Während dieses Auswahlprozesses durchlaufen sie vier erkennbare Phasen (DN 1-4), unterschied-
liche Bereiche des Thymus (vergleiche Abbildung 2.4) und exprimieren keinen der beiden T-Zell-

11



2 Einleitung

Ko-Rezeptoren (CD4 und CD8). Sie werden deshalb als doppelt negativ (DN) bezeichnet. Die
vier Stadien lassen sich anhand der Expression unterschiedlicher Oberflächenmarker unterschei-
den [143]. In der doppelt negativen Phase erfolgt über Zwischenschritte die Herstellung und
Expression des T-Zell-Rezeptors [144; 145; 146]. Die so gebildeten Zellen exprimieren zunächst
sowohl CD4 als auch CD8 [147]. Erkennt eine Zelle ein MHC-Molküle der Klasse I, wird sie
zu einer CD8+ T-Zelle, erkennt sie MHC-Moleküle der Klasse II, wird sie eine CD4+ T-Zelle
[148; 149; 150; 151; 152]. Die so entstehenden T-Zellen unterliegen der sog. MHC-Restriktion,
d.h. sie können nur Antigene in Kombination mit einem MHC-Molekül erkennen [153; 154].

Ist eine T-Zelle nicht in der Lage, einen TZR herzustellen, der MHC und Eigenpeptid erkennt,
erhält sie kein Überlebenssignal über ihren TZR und versetzt sich selbst in Apoptose. Ist das
Aktivierungssignal nach MHC-Kontakt zu stark, erfolgt ebenfalls die Deletion der betroffenen
Zelle. Die Erkennung von Eigenpeptid und MHC wird als Positivselektion bezeichnet [155; 156;
157]. Durch die Positivselektion ist jedoch auch jede T-Zelle potentiell autoreaktiv, da sie auf
die Bindung mit einem MHC-Molekül reagiert.

Nach erfolgreicher Positivselektion muss die T-Zelle die Negativselektion durchwandern. Hierbei
wird der T-Zelle eine Großzahl von Eigenpeptiden präsentiert, auf die sie nicht reagieren darf
[158; 159]. Zwei Zelltypen präsentieren Antigene an die zu selektionierenden T-Zellen, zum einen
Stromal-Zellen des Thymus, zum anderen aus dem Knochenmark stammende APZs [160; 161].
Beide Zelltypen exprimieren den TF „AIRE“ (Autoimmun Regulator) und sind daher in der Lage
eine Vielzahl von im Körper vorkommenden gewebespezifischen Proteinen zu synthetisieren und
zu präsentieren [162; 163; 164]. Auch bei dieser Selektion entscheidet die Reaktionsstärke der
T-Zelle, ob sie deletiert wird oder den Thymus als naive T-Zelle verlassen kann. Ein zu starker
Aktivierungsreiz führt zur Apoptose der Zelle [165; 166; 167].

Während dieses Reifungsprozesses durchwandern die entstehenden T-Zellen verschiedene Berei-
che des Thymus und verlassen ihn zum Schluss als naive T-Zellen in die Peripherie und entwickeln
sich dort zu Effektor-T-Zellen, falls sie auf ihr Antigen treffen.

2.2 T-Zellhomeostase

Die T-Zellhomeostase stellt sicher, dass das adaptive Immunsystem immer über einen genügend
großen Pool an T-Zellen verfügt. Im Falle einer Infektion kann die Zahl der T-Zellen um den
Faktor 1000 ansteigen. Nach erfolgreicher Abwehr sterben etwa 90 % dieser Zellen, ca. 10 %
überleben als Gedächtnis-T-Zellen [168; 169]. Wie man aus in vivo Experimenten weiß, leben
T-Zellen in der Peripherie relativ lange (Monate bis hin zu Jahren). Jedoch teilen sich nur
20 % der naiven T-Zellen [170; 171]. Das Überleben und die Proliferation sind abhängig vom
Kontakt zwischen Eigen-MHC und dem TZR [172; 173; 174]. Es muss jedoch erwähnt werden,
dass die homeostatische Proliferation von naiven T-Zellen bei gesunden Individuen keine größere
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Rolle spielt, da sie nicht ausreicht, um den T-Zell Pool wieder aufzufüllen. Die über das Leben
anhaltende Restaktivität des Thymus ist hierfür ausreichend [175; 176].

Allerdings ist von Mäusen mit Lymphopenie (Mangel an Lymphozyten) bekannt, dass es bei
Injektion naiver syngener T-Zellen zu einer spontanen homeostatischen Proliferation dieser Spen-
derzellen kommt [177; 178]. Die zu beobachtende Zellteilung ist nicht so rasant, wie es bei einer
Stimulation mit Fremdantigen zu beobachten ist [179]. Es handelt sich dabei also um einen
Prozess, der eine „freie Nische“ wieder mit T-Zellen füllt, um eine Lücke zu schließen [180].

Neben MHC-TZR-Kontakt spielen eine Reihe von Zytokinen eine Rolle in der T-Zellhomeostase
und der homeostatischen Proliferation, insbesondere die sog. gemeinen gamma (γ)-Ketten Zyto-
kine. Zu diesen gehören IL-2, -4, -7, -9 und -15. Alle Rezeptoren der genannten Zytokine besitzen
eine gemeinsame γ-Kette.

Insbesondere IL-7 und IL-15 zeigen Effekte in der Homeostase von T-Zellen [181; 182; 183; 184].
Von HIV Patienten ist bekannt, dass mit sinkender CD4+ T-Zellzahl ein steigender IL-7 Spiegel
einher geht [185]. Jedoch konnte auch IL-4 und IL-6 ein Einfluss auf die T-Zellhomeostase
nachgewiesen werden, zwei Zytokine, die auch von Basophilen Granulozyten produziert werden
[186; 187; 183; 182].

Obwohl die Homeostatische Proliferation in einem gesunden Organismus ein geringe Rolle spielt,
ist sie im Rahmen einer Erkrankung, bei der es zu einem T-Zellverlust kommt, durchaus von
Bedeutung. Bei Erkrankungen kann eine „T-Zell entleerte Nische“ entstehen, die wieder gefüllt
werden muss [188; 180].

2.3 Graft-versus-Host-Disease

Die Transplantation hämatopoetischer Stammzellen ist häufig die einzige Möglichkeit zur Hei-
lung einer Leukämie und anderer hämatologischer Erkrankungen. Die Ausbildung einer Graft-
versus-Host-Disease (GvHD, deutsch: Transplantat-Wirt-Reaktion) limitiert die Erfolgsaussich-
ten einer solchen Therapie jedoch, da 15-20 % der Patienten an dieser versterben [189].

Grundsätzlich handelt es sich bei einer GvHD um eine normale Reaktion von T-Zellen auf
körperfremde Epitope. Wie zuvor beschrieben, werden T-Zellen im Thymus anhand ihrer Fä-
higkeit MHC-Moleküle zu erkennen und zu binden, selektiert (siehe Kapitel 2.1.2.4). Jedoch
befinden sich die Spenderzellen nicht mehr in der Umgebung, in der sie selektiert wurden. Daher
wird eine Großzahl von harmlosen Empfänger-Epitopen, oder bei einer direkten Alloreaktion
die MHC-Moleküle des Empfängers, als fremd erkannt und eine Entzündungsreaktion ausgelöst.
Die Zerstörung der Gewebe des Empfängers ist die Folge. Jedoch ist die GvHD oder besser der
mit ihr einhergehende sog. Graft-versus-Leukemia Effekt gewollt, da durch diesen maligne Zellen
zerstört werden, die die Chemo- und/oder Strahlentherapie nicht erreicht hat.
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Erstmals beschrieben wurde die GvHD 1956 von Barnes et al.. Sie stellten fest, dass letal
bestrahlte CBA/H Mäuse nach der Gabe von C3H/A Knochenmark innerhalb von ein bis
zwei Monaten verstarben. Heute ist bekannt, dass es sich bei diesem Versuch um eine voll-
ständige MHC-Fehlpaarung handelte. Symptomatisch fielen die erkrankten Tiere durch star-
ke Gewichtsabnahme und Durchfall auf [190]. Später wurde dieser Zustand nach allogener
Knochenmarkstransplantation zunächst als „secondary disease“ (sekundär Erkrankung) bezeich-
net [191; 192]. 1966 definierten Billingham et al. diese als Erkrankung, die auftritt, wenn immun-
kompetente allogene Donorzellen die Gewebe eines immunsupremierten Empfängers angreifen
und prägte den Begriff GvHD [193]. Klinisch werden die akute und chronische GvHD unterschie-
den. Die akute GvHD zeichnet sich durch sehr starke inflammatorische, die chronische durch
autoimmunartige und fibrotisierende Prozesse aus [194].

Der starke Polymorphismus der MHC-Gene [54] und die daraus resultierende phänotypische
Varianz der MHC-Moleküle sind bei der Spender-Empfänger-Wahl zu beachten, da die Schwe-
re der GvHD von der passenden MHC-Paarung abhängig ist. Bei inkorrekter MHC-Paarung
hat der Spender nicht die gleichen MHC-Subtypen wie der Empfänger. In der Folge werden
Spender-T-Zellen alleine durch den Kontakt mit einem Empfänger MHC-Molekül, unabhängig
vom präsentierten Antigen, aktiviert (direkte Alloreaktivität) [195; 196; 197]. Bei einer korrek-
ten MHC-Paarung tritt dieses Problem nicht auf. Allerdings kann sich auch in diesem Fall eine
GvHD entwickeln, die auf sog. minoren Histokompatibilitätsantigenen (minor histocompatibility
antigens - miHA) beruht [198; 196].

2.3.1 GvHD und MHC-Subtypen

Bei der korrekten Paarung stimmen die MHC-Subtypen von Spender und Empfänger über-
ein. Jedoch kann sich auch in diesem Fall auf Grund von miHA eine GvHD entwickeln [199].
Durch die passende MHC-Paarung sind die Donor-T-Zellen nun in der Lage, Epitope auf dem
MHC-Moleküle zu erkennen; sie werden nicht durch MHC-Kontakt alleine aktiviert. Die miHA
entstehen durch den Polymorphismus von Genen bzw. deren Proteinen. Diese können in allen
Menschen die gleiche Funktion erfüllen, sich jedoch in ihrer Aminosäuresequenzen unterscheiden.
So vermag ein Protein, das sowohl im Spender als auch Empfänger exprimiert wird, als miHA
dienen, da es unterschiedliche Aminosäuresequenzen aufweisen kann. Somit können aus diesem
Protein im Empfänger nicht die gleichen Epitope generiert werden wie im Spender, so dass die
Donor-T-Zellen von diesen aktiviert werden. Auch geschlechtsspezifische Proteine können so als
miHA wirken [200; 201].

Die Varianz innerhalb dieser miHA ist groß. So unterscheidet sich das Gen SMCY (männliche
Form einer Zinkfinger-Domäne in Proteinen) in 200 Aminosäuren von der weiblichen Form des
Gens SMCX [201]. Im anderen Extrem variieren die miHA nur in einer einzigen Aminosäure, wie
im Fall der humanen Hemaglutenin-1 und Hemaglutenin-2 Moleküle [202]. Da die Expression der
miHA gewebsspezifisch ist, kann ein Organ von der GvHD überproportional stark betroffen sein.
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Allerdings werden die meisten GvHD-verursachenden miHA von sehr vielen Geweben exprimiert,
im Besonderen auf allen hämatopoetischen Zellen [203].

Andererseits lösen nicht alle miHA eine GvHD aus, auch die Stärke der GvHD variiert. Wie
aus Mausversuchen bekannt ist, reicht ein Unterschied in einem einzigen miHA nicht aus, um
eine GvHD auszulösen, selbst wenn dieses immundominant ist, also bei einer Vaccinierung mit
diesem Protein eine starke Immunreaktion mit T-Zellgedächtnis auslöst [204].

Die vollkommene MHC-Fehlpaarung kommt heute nicht mehr vor, jedoch ist es auf Grund der
extrem hohen Variabilität des MHC-Gen-Lokus unmöglich, für jeden Empfänger den vollkom-
men passenden Spender zu finden [205]. Es ist bekannt, dass Fehlpaarungen im MHC I das
Anwachsen der Donorzellen beeinflussen, jedoch keinen Einfluss auf die Stärke der GvHD ha-
ben. Bei Abweichungen im MHC II-Molekül hingegen verhält es sich umgekehrt [206; 207]. Da die
GvHD, aber vor allem die mit ihr verbundene Graft-versus-Leukaemia Reaktion (GvL, Spende-
Leukämie-Reaktion), bei der die Zellen des Spenders residuale Leukämiezellen zerstören und so
die Wahrscheinlichkeit eines Rückfall verringern, erwünscht ist, wird bei der Spendersuche eher
ein Unterschied in MHC Klasse II-Molekülen in Kauf genommen. Die Rückfallwahrscheinlichkeit
ist für Patienten am Geringsten, die sowohl eine akute als auch eine chronische GvHD durchlebt
haben (siehe Abbildung 2.5) [208].

Abbildung 2.5: Leukämie-Rückfallsrate über die Zeit nach allogenem oder syngenem Stammzell-
transfer. Patienten mit akuter und chronischer GvHD (aGvHD + cGvHD) haben die gerings-
te Rückfallrate. Sie ist höher bei Patienten die keine GvHD entwickeln. Patienten, die eine
T-Zelldepletierte Spende oder eine Spende, von ihrem eineiigen Zwilling erhalten haben, ist die
Rückfallsrate am höchsten. Abbildung verändert nach Horowitz et al. [208].

2.3.2 Akute GvHD

Die Haupteffektor-Zellen einer GvHD sind Donor T-Zellen. Dieses konnte von Kernan et al. und
Korngold et al. gezeigt werden. So entwickelt sich keine GvHD, wenn T-Zellen aus der Spende
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entfernt werden. Wird jedoch die T-Zellzahl erhöht, verstärkt sich auch die Intensität der GvHD
[209; 210].

Die akute GvHD lässt sich in drei Phasen einteilen [211; 212; 198; 213]. Die erste Phase besteht
aus der Behandlung des Patienten mit Chemo- und / oder Strahlentherapie, um die Anzahl
maligner Zellen zu reduzieren und den Empfänger auf die Spende vorzubereiten. Bei Ausbleiben
dieser Konditionierung würde das Immunsystems des Empfängers die Spende abwehren.

Die Konditionierung verursacht Gewebsschäden, vor allem im Gastrointestinaltrakt (GI-Trakt)
und führt so zur Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen, Chemokinen und PAMPs.
Chemokine regen die Migration von Makrophagen, Monozyten, Dendritischen Zellen, Neutro-
philen sowie NK Zellen zu dem Ort der Schäden an. Zytokine und PAMPs aktivieren Zellen über
Zytokinrezeptoren und TLRs. APZ reagieren auf diese Gefahrensignale mit der verstärkten Ex-
pression von Adhäsions-, ko-stimmulatorischen-, MHC-Molekülen und der Sekretion von großen
Mengen proinflammatorischer Zytokinen wie Tumornekrose Faktor-α (TNF-α) und Interleukin-
1 (IL-1) [214]. Sowohl aus Tierversuchen als auch vom Menschen ist bekannt, dass die Stärke
der Vorbereitungsprozedur direkt proportional zur Stärke der entstehenden Schäden und somit
der zu erwartenden GvHD ist [215; 216; 217].

Nach Erhalt der Zellspende beginnt die zweite Phase der GvHD. Die in der Spende enthaltenen,
zum Teil alloreaktiven T-Zellen wandern in die lymphatischen Organe und werden dort von
den „voraktivierten“ APZs des Empfängers aktiviert. Die Spender T-Zellen proliferieren und
sezernieren selbst proinflamatorische Zytokine (IL-2, IFN-γ, TNF, IL-12 etc.). Dieser Zustand
wird als „Zytokinsturm“ bezeichnet [194].

Anderson et al. konnten zeigen, dass eine GvHD nur durch naive T-Zellen ausgelöst wird. Ge-
dächtnis T-Zellen waren hierzu nicht in der Lage [218; 219; 220].

Auf Grund der zeitlichen Abläufe und dem Beginn einer GvHD ist man davon ausgegangen,
dass vor allem DZ des Empfänger die Spender T-Zellen stimulieren, da zum Zeitpunkt, zu
dem das erste Mal GvHD-Symptome auftreten, sich noch nicht genügend Spender DZ/APZ
gebildet haben können [221; 222]. Darüber hinaus konnten Koyama et al. mit Hilfe einer Maus,
die einen transgenen T-Zellrezeptor exprimiert, der nur in der Lage ist, ein aus dem MHC
II I-Ab generiertes Peptid zu erkennen, zeigen, dass DZ des Empfängers, CD4+ T-Zellen des
Spenders ca. 1000 mal potenter über MHC II stimulieren, als Donor-DZ. Jedoch zeigten sie in
der gleichen Veröffentlichung auch, dass DZ nicht nötig sind, um eine letale GvHD auszulösen.
Myofibroblasten im GI-Trakt des Empfängers, die als APZ wirken, reichten aus, um eine tödliche
GvHD zu induzieren [223]. Zuvor war bekannt, dass ohne Peyer-Plaques sich nur eine stark
abgeschwächte GvHD entwickelt [224]. Im Jahr 2012 bestätigte eine andere Arbeitsgruppe diese
Ergebnisse. Obwohl sie Empfänger DZ, pDZ sowie B-Zellen depletiert hatten, entwickelte sich
noch immer eine letale GvHD [225].
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Abbildung 2.6: Kaskade einer akuten GvHD. Durch die Konditionierung des Patienten durch Chemo-
und/oder Strahlentherapie entstehen Gewebsschäden. Diese führen zur Freisetzung von PAMPs
(Pathogen assoziated molecular Patterns), Chemokinen und kommensalen Bakterien aus dem
Darm. Diese Reize führen zur Aktivierung diverser APZ (Antigenpräsentierende Zellen) und
zur Migration von NK-Zellen, Neurtophilen und DZ zum Ort der Gewebsschäden aus. Die APZ
sezernieren Zytokine und aktivieren CD4+ T-Zellen. Auch die T-Zellen schütten Zytokine aus;
der sog. Zytokinsturm entsteht, der die systemische Aktivierung zytotoxischer Zellen zur Folge
hat, die Gewebsschäden verursachen. Abbildung verändert nach Blazar et al. [194].

Der Zytokinsturm löst die dritte Phase der GvHD aus. Durch diesen wird eine Großzahl von
zytotoxischen Zellen aktiviert, die Empfängergewebe angreifen und so zu den Symptomen der
GvHD führen. Abbildung 2.6 zeigt den schematischen Ablauf einer akuten GvHD.

Im Zusammenhang mit den Schäden der GvHD wurde vor allem TH1 benannt, da TH1-Zellen
INF-γ, IL-2 und TNF-α, -β ausschütten, was zu einer verstärkten zellulären Immunantwort
führt (siehe Kapitel 2.1.2.2). So konnten Allen et al. und andere Arbeitsgruppen zeigen, dass in
Mausmodellen für die akute GvHD TH1 Zytokine, in Modellen für die chronische GvHD TH2
Zytokine, dominieren [226; 227; 228].

Jedoch ist dieses Modell wohl zu einfach, da eine Reihe von verschiedenen TH1 und TH2
Knockout-Studien (KO) gezeigt haben, dass beide T-Zellsubtypen sowohl positive als auch nega-
tive Eigenschaften haben. So führt der Transfer von IL-4-/- T-Zellen in einem GvHD Versuch zu
einem schwächeren Verlauf der GvHD, der vollständige KO aller TH2 Zytokine zu einer extrem
ausgeprägten GvHD [229; 230; 231].

Das Ausschalten des TH1 „Induktionszytokins“ IFN-γ hatte ebenfalls eine besonders schwere
GvHD zur Folge, mit einer starker Beteiligung der Lunge [229; 232; 233]. Der KO des IFN-γ
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Rezeptors hingegen hatte einen positiven Effekt auf die GvHD. So konnten Choi et al. zeigen,
dass über IFN-γ Bindung auf T-Zellen die Expression des Chemokinrezeptors CXCR3 gesteuert
wird. Ohne diesen ist es den T-Zellen nicht möglich, in den GI-Trakt einzuwandern. Daher blieb
die GvHD beinahe vollständig aus [232]. Eine Reihe von Versuchen konnte den positiven Effekt
von IFN-γ belegen. 1998 zeigten Yang et al, dass Injektionen mit IL-12 zu einer Ausschüttung
von IFN-γ durch Donorzellen führte, welche die Effekte der GvHD beinahe aufhoben [234]. 2012
bewies Koenecke et al., dass dieses IFN-γ von allogenen Foxp3+ regulatorischen T-Zellen stammt
[235].

Beinahe alle beschriebene Effekte bezüglich der Verschlechterung einer GvHD nach TH1/2
Zytokin- oder Mastergenschalter KO lassen sich nach heutigem Erkenntnisstand auf TH17 Zel-
len und IL-17 zurückführen [232; 233; 235; 230]. Sowohl IL-4 als auch IFN-γ unterdrücken die
Ausreifung von TH17-Zellen [109; 108]. TH17-Zellen spielen eine immer größere Rolle in der
GvHD. Histologische Symptome der Haut und Lunge bei Mäusen lassen sich auf TH17 Zellen
zurückführen [236]. Kappel et al. zeigte, dass IL-17-/- T-Zellen zu einer verzögerten Ausbildung
der GvHD führten und weniger IFN-γ im Plasma dieser Mäuse zu finden ist. Im Vergleich zu
Wildtyp (Wt) T-Zellen bleibt die Letalität der GvHD aber unbeeinflusst [237]. Yi et al. bestäti-
gen und erweiterten diese Ergebnisse. Der Mangel an IL-17 er vermehrten Generierung von TH1
Zellen, was zu einer stärkeren Ausprägung der GvHD beiträgt[238].

Der vollständige KO des Masterregulatorgens für TH17-Zellen (RORC) führte zu einer Verbes-
serung der GvHD [239]. Generell scheinen der Zeitpunkt, zu dem bestimmte Zytokine vorhanden
sind und [240; 241] und das Zusammenspiel aller TH-Subtypen wichtig zu sein. Die auf IL-17 be-
ruhenden Untersuchungsergebnisse scheinen die TH1/TH2 Theorie wieder zu unterstützten, was
einen interessanten Angriffspunkt für Basophile Granulozyten und der durch sie verursachten
TH2 Entwicklung bietet.

2.3.3 GvHD Prophylaxe und Therapie

Den größten Einfluss auf das Auftreten einer GvHD nach Transplantation der hämatopoetischen
Stammzellen, haben Unterschiede im HLA (human lymphcyte antigen, humanes Lymphotyten
Antigen) der humanen Form der MHC-Moleküle. Daher ist die HLA-Typisierung der erste Schritt
einer erfolgreichen GvHD-Therapie.

Da die Stärke der Konditionierung (Chemo- und oder Strahlentherapie) und der mit ihr verbun-
denen Gewebeschäden direkt proportional zur entstehenden GvHD ist [242; 215], wird dies als
weiterer Ansatzpunkt einer GvHD-Prophylaxe verwendet. So werden Patienten nicht mehr voll-
ständig myoablativ (Zerstörung der hämatopoetischen Stamm- und Krebszellen des Empfängers)
behandelt. Es wurden sogar Konditionierungen entwickelt, die auf Myablation verzichten. Dieses
Vorgehen senkte die GvHD-Rate nur mäßig im Vergleich zu vollständig myablativen Protokollen
[243]. Jedoch öffneten diese Dosis-reduzierten Protokolle, wegen der verminderten Anstrengung
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für den Empfänger, die hämatopoetische Stammzelltransplantation für ältere Patienten, die zu-
vor nicht behandelt werden konnten.

Um die Abstoßung der Spende und die Reaktion der Spender-T-Zellen (siehe Abschnitt 2.3.2)
zu reduzieren, beinhaltet jede GvHD-Therapie auch eine immunsuppressive Komponente. Die-
se erfolgt durch Verabreichung des Calcineurininhibitors Cyklosporin A (CSA), kombiniert
mit niedrig dosiertem Methotrexat (MTX). CSA sorgt für eine verminderte Synthese des T-
Zellproliferation anregenden Zytokins IL-2 [244]. MTX unterdrückt die DNA-Synthese und
hemmt so Zellteilung generell [245]. Die Behandlung mit Immunsuppressiva erhöht jedoch das
Infektionsrisiko des Patienten und führt zu zusätzlichen Gewebsschäden, vor allem in der Leber
(durch Abbauprodukte dieser Medikamente), was eine Senkung der Lebensqualität zur Folge
hat [246].

Kommt es zu einer akuten GvHD, so sind hochdosierte anti-inflammatorisch wirkende Kortiko-
steroide das Mittel der Wahl. Auch sie reduzieren die Produktion von IL-2, was eine Verminde-
rung der T-Zellproliferation zur Folge hat. Darüber hinaus induziert ein Mangel an IL-2 Apoptose
in T-Zellen.
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Basophile Granulozyten wurden zunächst als reine Effektorzellpopulation charakterisiert, die
bei der Entstehung von Asthma bronchiale, Allergien und bei der Bekämpfung von Parasiten
eine Rolle spielen. Jedoch rückte die Fähigkeit Basophiler Granulozyten, Antigen über IgE an
ihrer Oberfläche zu präsentieren und große Mengen IL-4 und -6 zu sezernieren, in den Fokus der
Forschung. Diese Zytokinsekretion wies Basophilen Granulozyten auch eine immunregulatorische
Rolle zu. So wurde zunächst postuliert, dass Basophile Granulozyten durch ihre Ausschüttung
von IL-4 der Zelltyp ist, der für die Entwicklung von TH2-Zellen sorgt. Spätere Ergebnisse
zeigten, dass Basophile Granulozyten in der TH2 Entwicklung unterstützend wirken.

Ziel dieser Arbeit war es, regulatorische Eigenschaften Basophiler Granulozyten auf CD4+

T-Zellen zu untersuchen. Hierzu analysierten wir den Einfluss Basophiler Granulozyten auf die
sog. autologe CD4+ T-Zellproliferation, das in vitro Modell der mixed lymphocyed reaction
(MLR) und auf ein in vivo Modell der akuten GvHD.
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4.1 Laborgeräte

Tabelle 4.1: Laborgeräte 1

Gerät Bezugsquelle

ABI PRISM HT 7900 detection system Applied Biosystems, Darmstadt

Analysewaage Sartorius, Göttingen

Bestrahlungseinheit,
Gammacell®40 Exactor

Best Thratromics, Welwyn Garden City,
England

Bestrahlungskäfig (Maus) Werkstatt für Feinmechanik der Universi-
tät Regensburg

Brutschränke BBD 6220 Thermo Scientific, Heidelberg

Operationsbesteck Fine Science Tools, Heidelberg

Digitalkamera AxioCam MRc 5 Zeiss, Jena

Durchflusszytometer FACSCalibur BD Biosciences, Heidelberg

Durchflusszytometer FACSCanto II BD Biosciences, Heidelberg

Durchflusszytometer FACSAria II BD Buiscience, Heidlerberg

Durchlichtmikroskop Axiovert 200M Zeiss, Jena

Injektionskammer (Maus) Werkstatt für Feinmechanik der Universi-
tät Regensburg

Infinite 200 PRO precision microplate reader Tecan, Männedorf, Schweiz

Linarbeschleuniger Primus 2 Siemens, Kemnath

Magnet Octo-, QuadroMACS Separator, Multi-
Stand

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach

Pipetten (P10, P20, P100, P200, P1000) Gilson, Bad Camberg

Pipetten (Mehrkanalpipette) Brand, Wertheim

Pipetten (Multipette plus) Eppendorf, Hamburg

Pipettierhilfe Pipetboy acu ISB Integra Biosciences, Chur, Schweiz
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Tabelle 4.2: Laborgeräte 1.1

Gerät Bezugsquelle

Wasseraufbereitungsanlage Millipore, Eschborn

Zentrifuge (Centrifuge 5417 R) Eppendorf, Hamburg

Zentrifuge (Megafuge 16 R) Thermo Scientific, Hanau

4.2 Gebrauchsfertige Kits

Tabelle 4.3: Gebrauchsfertige Kits

Kit Bezugsquelle

DuoSet ELISA-Kit (Maus) R&D Systems, Minneapolis, USA

OptEIA ELISA-Kit (Maus) BD Biosciences, San Jose, USA

ELISA MAX™(Maus) BioLegend, Fell

FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit with
7-AAD

BioLegend, Fell

4.3 Zellkultur-Mediums-Zusätze

Tabelle 4.4: Zellkultur-Mediums-Zusätze

Zellzusätze Bezugsquelle

β-Mercaptoethanol 14,3 M Sigma Aldrich, Taufkirchen

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethan-
sulfonsäure (HEPES)

Gibco/Invitrogen, Karlsruhe

Fetales Kälberserum (FKS Gold, hitzeinakti-
viert 1 h, 56 °C)

PAA, Cölbe

Natriumpyruvat, Nicht-essentielle Aminosäuren
(NEAA), Penicillin, Streptomycin, RPMI 1640
Medium mit L-Glutamin

Gibco/Invitrogen, Karlsruhe
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4.4 Glas- und Plastikwaren

Tabelle 4.5: Glas- und Plastikwaren 1

Gegenstand Bezugsquelle

Einmalskalpell (No.10; No.11) Pfm, Köln

Einmalspritzen (1 mL, 2 mL, 10 mL) BD Biosciences, Heidelberg

ELISA-Platte Maxisorb S96 Nunc, Roskilde, Dänemark

Heparinisierte Glaskapillaren Brand, Wertheim

Kanülen BD Microlance 3 (27Gx3/4",
26Gx1/2")

BD Biosciences, Heidelberg

Neubauer Zell-Zählkammer Brand, Wertheim

Nylonsiebe (Cell Strainer 40 µm, 70 µm) BD Falcon, Le Pont de Claix, Frankreich

Nylonsiebe (CellTrics® 35 µm) Partec, Görlitz

Petrischalen (35x10, 60x15, 100x20mm) Greiner Bio-one, Frickenhausen

Pipettenspitzen (10 µl, 200 µl, 1 mL) Sarstedt, Nümbrecht

Pipettenspitzen (300 µl) Eppendorf, Hamburg

Pipettenspitzen (mit Filter 100 µl, 1 mL) Biozym, Oldendorf

Polystyrolröhrchen für Durchflusszytometer BD Falcon, Le Pont de Claix, Frankreich

Reaktionsgefässe (0,5 mL, 1,5 mL, 2,0 mL) Sarstedt, Nümbrecht

Separationssäulen (MS, LS, LD Columns) Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach

Serologische Pipetten (5 mL, 10 mL, 25 mL) Sarstedt, Nümbrecht

Zellkulturplatten Flach-/Rundboden 96-Well Greiner Bio-one, Frickenhausen

Zentrifugenröhrchen (15 mL, 50 mL) Sarstedt, Nümbrecht;BD Falcon, Le Pont
de Claix, Frankreich
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4.5 Chemikalien, Puffer und Reaktionsmedien

Tabelle 4.6: Chemikalien, Puffer und Reaktionsmedien 1

Chemikalie Bezugsquelle

3,3´,5,5´-Tetramethylbenzidin (TMB)
Tabletten

Sigma Aldrich, Taufkirchen

2,2´-Azino-di-(3-Ethylbenzthiazolin)-6-Sulfon-
Säurepuffer (ABTS-Puffer 10x), ABTS-
Tabletten

Roche, Mannheim

AccuCheck counting beads (Zählpartikel) Invitrogen, Darmstadt

Ammonium-Chloride-Potassium (ACK)
Erythrozyten-Lysepuffer

life technologies™, Darmstadt

Atipamezol (Antisedan®) Pfizer, Berlin

Bovines Serumalbumin (BSA) (Fraktion V) Sigma Aldrich, Taufkirchen

Counting beads für die Durchflusszytometrie Caltag/Invitrogen, Karlsruhe

CytoFix/CytoPerm, Perm/Wash BD Biosciences, Heidelberg

Cytometer setup & traking beads (CST) BD Biosciences, Heidelberg

Dulbeccos phosphate buffered saline (DPBS) Cambrex, Verviers, Belgien

Ethanol reinst (75 Vol.-%) J.T. Baker, Griesheim

Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Roche Diagnostics, Mannheim

FACSLysing Solution, FACSClean, FACSFlow,
FACSRinse

BD Biosciences, Heidelberg

Fentanyl DeltaSelect, Pfulling

Flumazenil Inresa, Freiburg
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Tabelle 4.7: Chemikalien, Puffer und Reaktionsmedien 1.1

Chemikalie Bezugsquelle

Horse radish peroxidase gekoppeltes Streptavi-
din (HRP-Streptavidin)

BD Biosciences, Heidelberg

Medetomidin (Domitor®) Pfizer, Berlin

Midazolam Ratiopharm, Ulm

Naloxon Inresa GmbH, Freiburg

Natriumchloridlösung (NaCl-Lösung), Natrium-
hydrogencarbonat (NaHCO3)

Merck, Darmstadt

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) USB, Cleveland, USA

Trypanblaulösung Sigma Aldrich, Taufkirchen

Türk’sche Lösung, Tween 20,
Schwefelsäure (H2SO4), Wasserstoff-peroxid
(H2O2)

Merck, Darmstadt

4.6 Zytokine und Antikörper in der Zellkultur

Tabelle 4.8: Zytokine und Antikörper in der Zellkultur

Kit Bezugsquelle

Anti-Maus Fc epsilon Receptor I (FcεRI) puri-
fied (Klon MAR-1), Armenian Hamster IgG Iso-
type Control purified (Klon eBio299Arm)

eBioscience, Frankfurt a.M.

Anti-Maus IL-4 (Klon 30340) R&D Systems Minneapolis, USA

Anti-Maus IL-6 (Klon MP5-20F3) R&D Systems Minneapolis, USA

Rekombinantes Maus IL-4 PeproTech, Hamburg

Rekombinantes Maus IL-6 PeproTech, Hamburg
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4.7 Zusammensetzung von Puffern, Lösungen und Zellkulturmedien

Tabelle 4.9: Zusammensetzung von Puffern, Lösungen und Zellkulturmedient

Kit Lösung Inhaltsstoffe

ELISA
(OptEIA)

Block- und Verdünnungspuffer 10 Vol.-% FKS in 1x PBS

Coating-Puffer (pH 9,5) 0,1 M Na2CO3 in H2O (pH 9.5)

ELISA-Substrat-Lösung TMB Substrate Reagent Set (BioLegend,
Fell)

Waschpuffer 0,05 Vol.-% Tween 20 in 1x PBS

ELISA
(DouSet)

Block- und Verdünnungspuffer 1 Gew.-% BSA in 1x PBS

Coating-Puffer (pH 9,5) 1x PBS

ELISA-Substrat-Lösung TMB Substrate Reagent Set (BioLegend,
Fell)

Zellisolation

MACS-Puffer 2 mM EDTA; 0,5 Gew.-% BSA in 1x PBS

10-fach PBS 1,8 mM KH2PO4;10,3 mM Na2HPO4
137 mM NaCl; 2,7 mM KCl2 in Aqua dest

Zellkultur

MLR-Medium 100 U/mL Penicillin; 100 g/mL Strepto-
mycin 1 mM Natriumpyruvat; 0,1 mM
MEM-NEAA 0,1 M ß-Mercaptoethanol 20
mM HEPES in RPMI 1640

RPMI Minimalmedium 10 Vol.-% FKS (hitzeinaktiviert) in RPMI
1640
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4.8 Verwendete FACS- und Depletions-Antikörper

Tabelle 4.10: Verwendete Antikörper

Spezifität Konjugat Klon Bezugsquelle

CD3 Fitc 145-2C11 BD, Heidelberg
CD3 APC 1F4 BD, Heidelberg
CD3 PE-Cy7 eBio500A2 eBioscience, Frankfurt a.M.
CD4 BD Horizon V500 RM4-5 BD, Heidelberg
CD4 PE-Cy7 GK1.5 BioLegend, Fell
CD8 APC-Cy7 53-6.7 eBioscience, Frankfurt a.M.
CD11c APC HL-3 BD, Heidelberg
CD19 PerCP-Cy5.5 eBio1D3 eBioscience, Frankfurt a.M.
CD19 PerCP-Cy5.5 eBio1D3 eBioscience, Frankfurt a.M.
CD25 PE PC61 BD, Heidelberg
CD25 APC PC61.5 eBioscience, Frankfurt a.M.
CD45 FITC 30-F11 BD, Heidelberg
CD49b eFluor450 DX5 eBioscience, Frankfurt a.M.
CD49b PE DX5 eBioscience, Frankfurt a.M.
CD117 APC 2B8 BioLegend, Fell
IgG Isotyp control NA/LE eBio299Arm eBioscience, Frankfurt a.M.
FcεRI APC Mar-1 eBioscience, Frankfurt a.M.
FcεRI NA/LE Mar-1 eBioscience, Frankfurt a.M.
Foxp3 PE 150D/E4 eBioscience, Frankfurt a.M.
GR-1 APC RB6-8c5 eBioscience, Frankfurt a.M.
IgE PE RME-1 BD, Heidelberg
IL-2 PE JES6-5H4 BD, Heidelberg
IL-4 PE-Cy7 11B11 BioLegend, Fell
IL-17 PerCP-Cy5.5 eBio17B7 eBioscience, Frankfurt a.M.
IFN-g FITC XMG1.2 BD, Heidelberg
NK 1.1 APC PK136 BioLegend, Fell
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4.9 Verwendete Software

Tabelle 4.11: Verwendete Software

Programm Hersteller

CellQuestPro v3.1 BD Bioscience, Heidelberg

FACS Diva v6.3.1 BD Bioscience, Heidelberg

FlowJo v10 Tree Star, inc., Ashland,OR, USA

GraphPad Prism®6 GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA

i-control™ Tecan, Männedorf, Schweiz

Microsoft Excel 2010 Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA

Microsoft Word 2010 Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA

SoftMax 2.31 MDS Analytical Technologies, Ismaning
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5.1 In vitro Techniken

5.1.1 Organaufbereitung

Die aus der Maus entnommene Milz wurde in zwei bis drei Teile geschnitten und mit dem Stempel
einer 2 mL-Spritze durch ein 70 µm (Cellstrainer) Nylonsieb in eine mit RPMI-Minimalmedium
befüllte Petrischale (60·15 mm) gedrückt. Das Sieb und der Spritzenstempel wurden mit zusam-
men 2 mL Medium gespült, die Milzsuspension im Abschluss in ein 15 mL Zentrifugen-Röhrchen
überführt, zentrifugiert und nochmals durch ein 30 µm Sieb gefiltert. Lymphknoten wurden un-
zerteilt durch ein 40 µm Nylonsieb gerieben und zentrifugiert. Falls nur eine FACS-Analyse
durchgeführt werden sollte, wurde die Lymphknoten-Suspension nach der Zentrifugation direkt
über ein 30 µm Sieb in FACS-Rörchen gefiltert. Alle Zellsuspensionen wurden bis zur weiteren
Verarbeitung auf Eis gelagert.

5.1.2 Herstellung eine Einzelzellsuspension: Knochenmark

Zur Gewinnung von Knochenmarkszellen wurden die beiden Hinterläufe der toten Maus entfernt,
deren Füße abgetrennt, und Tibia und Femur mit Hilfe eines Skalpells (No.10) von Gewebe be-
freit. Bei steriler Präparation des Knochenmarks wurden die Epiphysen der beiden Knochen
abgetrennt und das Knochenmark mit einer mit RPMI-Minimalmedium befüllten 10 mL Sprit-
ze (27Gx3/4"Kanüle) aus dem Knochen in eine Petrischale (60·15 mm) gespült. Die gewonnene
Zellsuspension wurde zentrifugiert, gefiltert und resuspendiert (siehe Kapitel 5.1.1). Bei nicht
steriler Präparation von Knochenmarkszellen wurden die von ihren Epiphysen befreiten Kno-
chen in eine 100 µL Pipettenspitze gesteckt, die Pipettenspitze nun durch den Deckel eines
1,5 mL Zentrifugen-Röhrchens gestochen und bei 450 g für 15 min bei 4 °C zentrifugiert. Die
Beschleunigung der Zentrifuge drückt das Knochenmark aus dem Knochen in die mit 100 µL
Minimalmedium befüllten 1,5 mL Röhrchen. Die gewonnene Zellsuspension wurde zentrifugiert,
gefiltert und resuspendiert (siehe Kapitel 5.1.1).

5.1.3 Verarbeitung der gewonnen Zellsuspension

Um ein Absterben der Zellen in Suspension während der Verarbeitung zu verhindern, wurden
stets eisgekühltes RPMI-Minimalmedium oder Puffer verwendet. Nach Zentrifugation der Zell-
Suspension (350 g, 7 min, 4 °C) wurde der Überstand verworfen und die Zellen in 2 bis 5 mL
RPMI-Minimalmedium oder Puffer resuspendiert. Die anschließende Filtration über ein 30 µm
Nylonsieb (Celltrix) verhinderte den Übertrag von größeren Partikel und Gewebsteilen, wie z.B.

29



5 Methoden

Knochensplitter. Dieses Verfahren wurde bis zu einer Zellmenge von 1 · 107 Zellen angewendet.
Ab 1 · 108 Zellen wurde die Suspension über ein 40 µm Nylonsieb (Cellstrainer) gegeben. Die
Zellen wurden nach erneuter Zentrifugation für die weiteren Bearbeitungsschritte in Medium
oder Puffer aufgenommen. Alle Arbeitsschritte erfolgten bei 4 °C auf Eis.

5.1.4 Zellzählung

Um die Anzahl von lebenden Zellen in einer Lösung zu bestimmen wurde Trypanblau eingesetzt.
Dieser Farbstoff färbt tote Zellen blau an, da diese nicht mehr in der Lage sind ihn aus dem Zell-
inneren zu transportieren. Ein Teil der Zellsuspension wurde abgenommen und mit Trypanblau
verdünnt. Von dieser Mischung wurden 10 µL in eine Neubauer Zählkammer (Abbildung 5.1)
gegeben und in allen vier Quadranten (grau unterlegt) der Kammer ungefärbte Zellen gezählt.

Abbildung 5.1: Aufbau einer Neubauerzählkammer. Die zu zählenden Felder sind grau unterlegt.

Die Zellzahl pro Milliliter (mL) ergibt sich aus folgender Formel:

Zellen / mL =
(

Summe aller gezählten Zellen
Anzahl der ausgezählten Quadranten

)
· (104) · Verdünnungsfaktor

5.1.5 Magnetische Zellseparation

1990 publizierte Stefan Miltenyi die Aufreinigung verschiedener Zelltypen aus einem Zellgemisch
mittels magnetischer Zellseparation (MACS, Magnetic Activated Cell Sorting) [247]. Bei dieser
Technik werden Zellen mit Antikörpern markiert, die mit einem metallischen Mikropartikel (Mi-
crobeads, Durchmesser ca. 70 µm) versehen sind. Die so behandelten Zellen werden in Suspension
über eine, in einem Magnetfeld platzierte Säule gegeben. Die in der Säule befindliche Matrix aus
Metallkugeln überträgt das Magnetfeld und hält so die mit Microbeads gekennzeichneten Zellen
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in der Säule fest. Durch mehrfache Spülung der Säule mit MACS-Puffer werden nicht markierte
Zellen aus der Säule entfernt und der gewünschte Zelltyp angereichert. Nach Entnahme der Säule
aus dem Magnetfeld können die aufgereinigten Zellen mit einem Stempel und MACS-Puffer aus
der Säule gedrückt werden (positiv Selektion)(siehe Abbildung 5.2).

Abbildung 5.2: Aufbau eines MACS Microbead und Ablauf der MACS-Zell-Anreicherung. (A) Bio-
tinylierter Antikörper in Verbindung mit Strepavidin und Ferritdextran (MicroBead), gebunden
an eine Zelloberfläche. (B) Nicht markierte Zellen durchwandern die Säule (weiß), markierte
Zellen werden in der Säule gehalten. Außerhalb des Magnetfeldes lassen sie sich aus der Säule
spülen, Abbildung verändert nach Miltenyi et al. 1990 [247].

Es ist ebenso möglich anstelle der direkten Markierung der Zielzellen einen Microbead-Cocktail
zu verwenden, der alle Zellen der Suspension außer den Zielzellen bindet. So werden alle unge-
wollten Zellen in der Säule gehalten. Das Effluent der Säule enthält eine Zielzellpopulation, die
keinen Antikörper gebunden hat (negativ Selektion). Je nach Zellmenge und Aufreinigungsart
können unterschiedliche Säulen gewählt werden: LS-, MS-, oder LD-Säulen.

5.1.5.1 Aufreinigung von CD4+CD25- T-Zellen

Wie in Kapitel 5.1.1 beschrieben, wurde eine Einzelzellsuspension aus Milz erzeugt. Diese wurde
zunächst mit αCD25-PE Antikörper (1:100) 20 min bei 4 °C im Kühlschrank inkubiert und
gewaschen (13 mL MACS-Puffer, 300 g, 10 min, 4 °C). Das Zellpellet wurde von Überstand
befreit, die Zellen gezählt und mit 20 µL αPE-Microbeads und 80 µL Puffer pro 1 · 107 Zellen
versetzt (15min, 4°C, Kühlschrank). Es folgte ein Waschschritt (13 mL MACS-Puffer, 300 g,
10 min, 4°C) und die Aufreinigung der Zellen über LD-Säulen. Die Anzahl der Säulen richtete
sich nach der Zellzahl. LD-Säulen können mit bis zu 1, 25 · 108 Zellen beladen werden. Die
LD-Säulen wurden vier Mal mit einem mL MACS-Puffer gespült und das Effluent in 15mL
Zentrifugen-Röhrchen aufgefangen. Der Durchlauf der Säule wurde zentrifugiert (300 g, 10 min,
4 °C), die Zellen erneut gezählt und mit 10µL αCD4 Microbeads und 90 µL MACS-Puffer pro
1 · 107 Zellen versetzt, inkubiert (15 min, 4°C, Kühlschank) und gewaschen (13 mL MACS-
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Puffer, 300 g, 10 min, 4 °C). Die positiv Selektion der CD4+ Zellen erfolgte über MS-Säulen
(bis zu 1 · 108 Zellen/Säule). Die Säulen wurden drei Mal mit 500 µL MACS-Puffer gespült
und der Inhalt der Säulen mit je einem mL MACS-Puffer in ein 15 mL Zentrifugen-Röhrchen
gedrückt. Die so aufgereinigten CD4+CD25- T-Zellen wurden zentrifugiert (300 g, 10 min, 4°C),
gezählt, in reinem RMPI-Medium aufgenommen und auf die gewünschte Zellzahl eingestellt. Die
Reinheit der Zellen wurde durchflusszytometrisch bestimmt. Für CD4+CD25- T-Zellen lag sie
im Durchschnitt bei >90 %.

5.1.5.2 Depletion von CD90+ Zellen im Knochenmark

Die Zellen einer Knochenmarksuspension (siehe Abschnitt 5.1.2) wurden gezählt und mit 10 µL
αCD90.2 Microbeads und 90 µL MACS-Puffer pro 1 · 107 Zellen versetzt und 15 min bei 4 °C
im Kühlschrank inkubiert, anschließend gewaschen (13 mL MACS-Puffer, 300 g, 10 min, 4 °C)
und CD90.2+ Zellen über LS-Säulen (bis zu 1 · 108 Zellen/Säule) depletiert. Der Durchlauf der
Säule wurde aufgefangen, zentrifugiert (300 g, 10 min, 4 °C) und mit RPMI Medium auf die
gewünschte Zellzahl eingestellt.

Die Reinheit der Zellen wurde durchflusszytometrisch bestimmt. CD90.2+ Zellen konnte man
mit dieser Technik auf ca. 30 % des Ausgangswerts senken.

5.1.5.3 Depletion von CD4+, CD8+ und Mar-1+ Zellen aus der Milz

Milz wurde wie unter 5.1.1 beschrieben aufgearbeitet und anschließend nach Herstelleranga-
ben mit αCD4-, αCD8-, MAR-1-PE und αPE-MicroBeads (Miltenyi Biotech) inkubiert und so
CD4+, CD8+ und MAR-1+ Zellen mit einer LD-Säule depletiert.

5.1.5.4 MACS-Anreicherung Basophiler Granulozyten

Basophile Granulozyten wurden aus Knochenmark oder Milz gewonnen. Zur Aufreinigung Ba-
sophiler Granulozyten wurden unterschiedliche Oberflächenmoleküle (CD49b, IgE, FcεR1) ge-
nutzt.

Bei Anreicherung über CD49b wurden Direkt-Beads (αCD49b Microbeads) der Firma Miltenyi
nach Herstellerangaben verwendet. Bei Aufreinigung über IgE oder FcεR1 wurden die Zellsus-
pensionen zunächst mit αIgE-PE oder αFcεR1-PE gerichteten Antikörpern inkubiert (15 min,
4 °C, dunkel) und anschließend mit MACS-Puffer gewaschen (300 g, 10 min, 4 °C). Es folgte
die Inkubation nach Herstellerangaben mit αPE Microbeads. Nach einem weiteren Waschschritt
wurden Basophile Granulozyten mit MS-Säulen isoliert.
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5.1.6 In vitro T-Zellproliferationsbestimmung

Zur Bestimmung der T-Zellproliferation in vitro wurde der Proliferationsfarbstoff CFDA (5-
Carboxyfluoresceindiacetatacetoxymethylester) der Firma Invitrogen (Karlsruhe) eingesetzt. CF-
DA ist ein farbloses Molekül welches in die Zelle diffundiert. Dort trennen intrazelluläre Es-
terasen Acetylgruppen vom Molekül. So entsteht der an Amine bindende und fluoreszierende
Carboxyfluoresceindiacetatmethylester (CFSE). Nach Anregung mit einem blauen Laser (488
nm) emittiert CFSE Licht der Wellenlänge 517 nm, was dem FITC-Kanal im FACSCanto II
entspricht. Nachdem CFSE eine feste Bindung mit Proteinen in der Zelle eingeht, wird es bei
einer Zellteilung mit übertragen. Mit jeder Zellteilung halbiert sich daher die Fluoreszenzstärke.
So kann man bis zu acht Zellteilungen durchflusszytometrisch bestimmen [248].

3,3 µL der CFDA Stocklösung (5 µM) wurden in 5 mL einer ein prozentigen BSA-PBS-Lösung
gegeben. Die zu färbenden Zellen (bis zu 1 · 108) wurden in 1 mL 1%ige BSA-PBS-Lösung
aufgenommen, 1 mL des CFSE PBS-Gemisches hinzugegeben und für 5 min bei Raumtemperatur
im Dunkeln inkubiert. Zum Auswaschen von ungebundenem CFDA wurden die Zellen mit 12
mL PBS gewaschen (350 g, 4 °C, 7 min). Der Überstand wurde verworfen, das Zellpellet in 1
mL Medium aufgenommen, gezählt und anschließend auf die gewünschte Zellzahl eingestellt.

5.1.7 Autologe T-Zellproliferation

Milzzellen wurden, wie in Abschnitt 5.1.1 beschrieben, vereinzelt und anschließend von Baso-
philen Granulozyten depletiert mittels αCD49b- oder IgE-Microbeads und LD-Säulen. Es folgte
die Markierung mit CFSE (siehe Abschnitt 5.1.6), die Verteilung der Milz-Zellen in eine 96-
Lochplatte mit 5 · 105 - 8 · 105 Zellen pro Vertiefung und Stimulation mit unterschiedlichen
Reagenzien. Wurden Basophile Granulozyten als Stimulanz eingesetzt, so wurden sie mit der
zehnfachen Menge Milzzellen inkubiert (Basophile zu Milzzellen = 1 zu 10). Zytokine wur-
den stets mit einer Konzentration von 10 ng/mL, Antikörper mit 20 µg/mL eingesetzt. Die
so behandelten Zellen wurden in MLR-Medium in Kultur genommen (37 °C, 5 % CO2, 95 %
Luftfeuchtigkeit). Alle Ansätze erfolgten in Triplikaten. An Tag fünf erfolgte die durchflusszy-
tometrische Analyse der Zellkultur. Analysiert wurde die Proliferationsrate der T-Zellen mittels
CFSE und die im Überstand der Kulturen enthaltenen Zytokine.

5.1.8 Gemischte Leukozyten Reaktion

Als in vitro Modell der GvHD wurde die gemischte Leukozyten Reaktion (MLR, engl. mixed
leucocyte reaction) genutzt. Hierzu wurde Milz einer Balb/c Maus, wie in Abschnitt 5.1.5.3
erläutert von CD4+- und CD8+ T-Zellen sowie Basophilen Granulozyten befreit und mit CFSE
markierten CD4+ T-Zellen einer C57Bl/6 (B6) Maus, in An- oder Abwesenheit von Basophilen
Granulozyten (B6) oder verschiedener Zellkulturzusätzte inkubiert. Balb/c Zellen dienen als
antigenpräsentierende Zellen. Wie in Kapitel 5.1.1 aufgearbeitete Milzzellen wurden gezählt und
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in einer 96-Lochplatte a’ 8 · 105 Zellen, mit 1 · 105 T-Zellen pro Vertiefung ausgesäht. Je nach
Versuchsansatz variierte die Anzahl der zugegebenen Basophilen Granulozyten zwischen 1 · 104

und 4 ·104 Zellen. Zytokine wurden stets mit einer Konzentration von 10 ng/mL, Antikörper mit
20 µg/mL eingesetzt. Alle Ansätze erfolgten in Triplikaten, inkubiert wurde für fünf Tage bei
37°C 5%CO2, in MLR-Medium. In diesen Ansätzen wurde die Proliferationsrate der T-Zellen
mittels CFSE 5.1.6 bestimmt und der Überstand der Kulturen auf Zytokine analysiert.

5.1.9 Apoptosebestimmung mittels 7-AAD und Annexin V

Zur Unterscheidung von nekrotischen und apoptotischen Zellen im FACS wurde das „FITC
Annexin V Apoptosis Detection Kit“ mit 7-Aminoactinomycin D (7-AAD) der Firma BioLegend
verwendet.

Annexin V ist ein Protein der Annexin-Familie welche an Phosphatidylserin (PS) der Plasma-
membran im Zellinneren bindet. Während der frühen Apoptose löst sich die Membransymetrie
auf und PS gelangt an die Außenseite der Zelle, wo FITC-markiertes Annexin V an Selbiges bin-
den kann [249; 250]. Um apoptotische Zellen von nekrotischen zu unterscheiden, wurde 7-AAD
verwendet. Die Zellmembran nekrotischer Zellen ist durchlässig, so dass Annexin V ins Zellinnere
eindringen kann und an PS bindet. 7-AAD gelangt ebenfalls in nekrotische Zellen und bindet an
DNA [251]. Erscheint eine Zelle doppelt positiv für Annexin V und 7-AAD, so ist sie nekrotisch
oder in einer sehr späten Phase der Apoptose. Zellen die nur Annexin V gebunden haben sind
apoptotisch. Vitale Zellen lassen sich weder durch 7-AAD noch Annexin V markieren.

Für den Apoptose-Assay bestimmte Zellen wurden von Zellkulturüberstand befreit und in einer
96-Lochplatte mit 250 µL Zellfärbe-Puffer (Biolegend) pro Vertiefung, zweimal gewaschen (550
g, 3 min, 4 °C). Anschließend folgte die Färbung mit Antikörpern gegen Annexin V und anderen
gewünschten Zellmarkern (20 min, im Kühlschrank). Nach zwei weiteren Waschschritten mit
Färbepuffer (550 g, 3 min, 4 °C) wurden die Zellen nach Herstellerangaben mit 7-AAD versetzt,
10 min inkubiert und sofort im Durchflusszytometer gemessen. Nur apoptotische Zellen (7-AAD
negativ, Annexin V positiv) wurden analysiert.

5.2 Durchflusszytometrie

5.2.1 Grundlagen der Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ermöglicht die Analyse unterschiedlicher Zellpopulationen anhand ih-
rer Oberflächenmoleküle und Streulichteigenschaften. Die zu untersuchenden Zellen werden in
Suspension, in der Trägerflüssigkeit des Durchflusszytometers, mittels sog. hydrodynamischer
Fokussierung einzeln durch einen Laserstrahl geführt und erzeugen so charakteristische Streu-
lichtsignale. Über Linsen, Spiegel und Filtersysteme werden die registrierten Signale zu Photo-
detektoren geleitet, verstärkt und in ein elektrisches Signal umgewandelt. Das Vorwärtsstreulicht
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(forward scatter, FSC), gibt Informationen über die Größe der Zellen, und wird dem Laser ge-
genüber abgegriffen. Das Seitwärtsstreulicht, (side scatter, SSC) lässt Rückschlüsse über die
Zell-Granularität zu und wird im 90° Winkel zum Laser registriert.

Filter

Kapillare

Neutraler DichteölterTrägerøüssigkeitsstrahl

Rechner

Zelle

Dichromatischer
Spiegel

Probe

Abbildung 5.3: Schematische Darstellung eines Durchflusszytometers. Zellen in Suspension werden
mittels hydrodynamischer Fokussierung in einer Kapillare perlschnurartig aufgereiht und durch
den Laser geführt. Um die Intensität des Laserstrahls zu mindern, bevor es auf den Detektor
trifft, wird es durch einen neutralen Dichtefilter geleitet. Die PMTs (Detektoren) nehmen die
von der Zelle abgegebenen Lichtsignale auf und leiten sie an den Rechner weiter. Abbildung
verändert nach Kierano et al. [252].

Durch FSC- und SSC-Signale lassen sich bereits drei Zellpopulationen unterscheiden: Lymphozy-
ten, Granulozyten und Monozyten. Möchte man diese Zellverbände weiter unterteilen, benötigt
man Fluoreszenzfarbstoff (Flurochrom) markierte Antikörper. Diese Antikörper binden spezi-
fische Zielstrukturen auf der Oberfläche von Zellen. Wird eine so markierte Zelle durch einen
Laserstrahl im Durchflusszytometer geleitet, kommt es zur Anregung des Fluoreszenzfarbstof-
fes. Dieser gibt nun selbst Licht einer bestimmten Wellenlänge ab, welches vom FACS-Gerät
registriert wird. Unterschiedliche Flurochrome werden von verschiedenen Wellenlängen ange-
regt, daher sind in Durchflusszytometern meist mehrere Laser unterschiedlicher Wellenlängen
verbaut.

In dieser Arbeit wurde eine FACSCanto II der Firma BD verwendet. Das Gerät verfügt über drei
Laser (violetter Diodenlaser λ = 405 nm, Argon-Ionen-Laser, λ = 488 nm oder roter Diodenlaser,
λ = 635 nm). Dies ermöglichte die zeitgleiche Analyse von acht Fluoreszenzen. Jedes Flurochrom
gibt nach seiner Anregung Licht einer spezifischen Wellenlänge ab. Daher ist es möglich mehrere
Epitope auf der Oberfläche einer einzelnen Zelle anzufärben und somit mehrere Zellpopulatio-
nen in einer Probe zu charakterisieren. Neben der einfachen Unterscheidung von Zelltypen ist
es ebenfalls möglich die Expressionsstärke einzelner Oberflächenmoleküle zu untersuchen. Das
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Lichtsignal ist direkt proportional zur Anzahl der auf der Zelle gebunden Antikörper. Somit
steigt die mittlere Fluoreszenzintensität (MFI) je mehr Antikörper auf der Zelloberfläche ge-
bunden sind. Abbildung 5.3 zeigt den schematischen Aufbau eines Durchflusszytometers. Die
Auswertung der gemessenen Daten erfolgte über die Programme Flow Jo (Firma Tree Star.)
sowie FACSDiVa-Software V6.3.1 (BD Bioscience). Eine Liste der in dieser Arbeit verwendeten
Antikörper findet sich in Abschnitt 4.10.

5.2.1.1 Extrazelluläre FACS-Färbung

Für die FACS-Färbung wurden verschiedene Zellmengen eingesetzt: 1/20 - 1/10 der Milz, 1/4
bis zu einem Ganzen Knochenmark, die Hälfte der pro Maus vereinten Lymphknotensuspension,
unter Umständen auch die gesamte Suspension für eine Färbung. 100 µL der vereinzelten Milz-,
Lymphknoten- oder Knochenmarkszellen wurden in ein FACS-Röhrchen überführt und 10 min
mit Fc-Block (αCD16/32; Verdünnung 1:100) inkubiert. Hierbei handelt es sich um Antikörper
die IgG-Rezeptoren auf der Zellobfläche blockieren und so unspezifische Bindung von FACS-
Antikörpern unterbinden. Die verwendeten FACS-Antikörper wurden nach Herstellerangaben,
oder in selbst ausgetesteten Verdünnungen eingesetzt. Bei einer großen Anzahl von Proben wur-
de ein Mastermix (MM) hergestellt, der alle benötigten Antikörper enthielt, dann 10 µL des MM
auf die Proben mit einer Eppendorf Multistep-Pipette gegeben. Zur Berechnung der Antiköper-
konzentration im MM wurde das Endvolumen verwendet, was sich aus dem Probenvolumen,
dem Volumen des Fc-Blocks und den 10 µL des MM errechnete. Nach Zugabe des Antikörper-
cocktails wurden alle Proben geschüttelt und 20 min, bei 4 °C im Kühlschrank inkubiert. Nach
Ablauf dieser Zeit wurden alle Proben mit 4 mL 0,9 % NaCl-Lsg. oder PBS gewaschen (350
g, 4 °C, 7 min) um nicht gebundene Antikörper zu entfernen. Der Überstand wurde verworfen.
Anschließend wurden die FACS-Proben, sofern nötig, mit BD Lysing-Solution (1 mL/Probe, 10
min, RT, dunkel) behandelt, um vorhandene Erythrozyten zu lysieren und die Zellen zu fixieren.
Nach erfolgter Lyse wurden die Proben auf 4 mL mit NaCl oder PBS aufgefüllt und erneut zen-
trifugiert. Zuletzt wurden die Proben abgegossen, um einen nahezu gleichen Flüssigkeitsstand in
den Röhrchen herzustellen und 100 µL PBS oder NaCl-Lsg. auf die Proben gegeben, geschüttelt
und bis zur Messung im Durchflusszytometer im Kühlschrank gelagert.

5.2.1.2 Intrazelluläre FACS-Färbung

Zur intrazellulären Färbung bestimmte Zellen wurden, wie in Kapitel 5.1.1 beschrieben, gewon-
nen und in eine 48-Lochplatte überführt. Zur Anreicherung der von den Zellen produzierten
Zytokine wurden sie mit Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA)(10 ng/mL) und Ionomycin (1
µg/mL) für 3 h inkubiert. PMA führt zur Aktivierung der Proteinkinase C, was zusammen
mit Ionomycin die Produktion von Zytokinen in der Zelle erhöht. Ionomycin wirkt als Calci-
um Ionophore und steigert die Menge von intrazellulärem Calcium. Calcium wirkt in der Zelle
als sog. „second messenger“ und führt zu einer verstärkten Transkription und Translation. Um
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die Ausschüttung der produzierten Zytokine zu verhindern, wurde Brefeldin A (1 µg/mL) ins
Kulturmedium gegeben. Brefeldin A unterbindet den Transport von Proteinen aus dem Endo-
plasmatischen Retikulum in den Golgi-Apparat, was eine Anreicherung von Zytokinen in der
Zelle nach sich zieht. Durch die gesteigerte Zytokinproduktion lassen sich einzelne Zytokine
leichter im Durchflusszytometer nachweisen.

Nach Ablauf der dreistündigen Aufbewahrung im Brutschrank wurden die Zellen aus der 48-Loch-
platte in Facs-Röhrchen überführt und mit je 4 mL Medium gewaschen (350 g, 7 min, 4 °C).
Es folgte eine wie in Kapitel 5.2.1.1 beschriebene extrazelluläre Färbung jedoch ohne Fixierung
und Erythrozytenlyse. Die anschließende Permeabilisierung der Zellen erfolgte mittels BD Cy-
tofix/Cytoperm Puffer (150 µL/Rörhrchen) für 20 min bei 4 °C, gefolgt von einem erneuten
Waschschritt mit BD Perm/Wash Solution (350 g, 7 min, 4 °C). Nach einem in Perm/Wash
angesetzten FC-Block (10 min, dunkel bei RT) fand die eigentliche intrazelluläre Färbung statt.
Bei dieser Färbung wurde genauso verfahren wie auch bei der extrazellulären, allerdings wurde
der MM mit Perm/Wash angesetzt um das Verschließen der Zellen zu verhindern. Nach Ablauf
der Färbungszeit wurden die Zellen zweimal mit Perm/Wash gewaschen (jeweils 4 mL, 350 g,
7 min, 4 °C), danach die FACS-Röhrchen ausgegossen, mit 100 µL NaCl oder PBS befüllt und
bis zur Analyse im Kühlschrank aufbewahrt.

5.2.1.3 Quantitative durchflusszytometrische Analyse

Zur Quantifizierung unterschiedlicher Zellpopulationen in frischen Geweben oder Zellkulturan-
sätzen wurde den FACS-Proben vor der durchflusszytometrischen Messung AccuCheck Counting
Beads (Zählpartikel) zugesetzt. Die Addition einer bekannten Menge Zählpartikel zu einer genau
definierten Menge Probe (z.B. 1/10 Milz) ermöglicht die Normalisierung der gemessenen Zellen
auf die Anzahl der gemessenen Zählpartikel. Aus dieser Normalisierung und der Kenntnis über
die Menge der Ausgangsprobe und der Menge von Partikeln pro µL Zählpartikel-Lösung lässt
sich die Gesamtmenge einer Zellpopulation in einem µL Blut mit folgender Formel berechnen.

Zellen pro µL =
(

Zahl der gemessenen Zellen
Zahl der gemessenen Partikel

)
· perfect count der Beads
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5.2.1.4 Zellaufreinigung mittels Durchflusszytometrie

Bei einem FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting) handelt es sich um einen Durchflusszy-
tometer, das eine zusätzliche Sortiereinheit besitzt. So ist es in der Lage, Zellen anhand ihrer
Fluoreszenz-Signal zu ordnen. Die gemessenen Zellen werden nicht in einen Abfallbehälter wei-
tergeleitet, sondern in bereitgestellte Auffanggefäße (z.B. 15 mL Zentrifugen-Röhrchen). Um dies
zu erreichen werden die Zellen erfasst und der Trägerflüssigkeitsstrahl, in dem die Zellen perl-
schnurartig aufgereiht sind, mittels der Vibration einer Piezo-Elektrik in Einzeltropfen zerlegt.
Jeder Tropfen enthält eine einzelne Zelle. Dieser beladene Tropfen wird nun elektrisch geladen
und kann dann mittels Elektromagneten in ein Auffangröhrchen oder in den Abfallbehälter
geleitet werden. Abbildung 5.4 zeigt den schematischen Ablauf einer Zellsortierung.

Abbildung 5.4: Aufbau eines Zellsorters. Eine Zellsuspension wird wie im Durchflusszytometer durch einen
Laserstrahl geleitet. Die Zielzellen werden an Hand ihrer Fluoreszenzmarkierung erkannt, die
Trägerflüssigkeit in Tropfen vereinzelt, die mit Zielzellen (rot) beladenen Tropfen werden elek-
trisch geladen und mittels Magnet in Auffanggefäße geleitet. Abbildung verändert nach Sabban
et al. [253].

5.2.1.5 Aufreinigung Basophiler Granulozyten mittels Durchflusszytometrie

Zur Aufreinigung Basophiler Granulozyten wurden Knochenmarkszellen, wie in Abschnitt 5.2.1.1
erklärt, mit αIgE-PE, αCD19-APC, αNK1.1-APC, αCD117-APC, αGR-1-APC und αCD11c-
APC gefärbt. Alle APC positiven Zellen wurden ausgegrenzt und nur PE positive Zellen sortiert.
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Diese Gatingstrategie führte zu einer Zellreinheit von >98 %. Die so aufgereinigten Basophilen
Granulozyten wurden im Anschluss in Zellkulturansätzen verwendet.

5.2.2 Enzym-linked immunosorbent assay

Der Enzym-linked immunosorbent assay (ELISA) ist ein 1971 etabliertes Verfahren zur Quan-
tifizierung eines Moleküls von Interesse in biologischen Flüssigkeiten, wie Blutplasma oder Zell-
kulturüberständen [254; 255]. Hierbei werden spezielle 96-Loch-ELISA-Platten mit einem sog.
Fang-Antikörper beschichtet. Dieser bindet das Zielmolekül nach Auftragen der Probe an die
Platte. Zur Quantifizierung wird neben den Proben auch eine Standardreihe, von bekannter
Zielmolekül-Konzentration auf die Platte aufgetragen. Diese Standardreihe ermöglicht die quan-
titative Bestimmung des Zielmoleküls in der Probe.

Einen Tag vor der Durchführung des ELISA wurden 96-Lochplatten nach Herstellerangaben
mit Fangantikörper beschichtet und über Nacht im Kühlschrank inkubiert. An nächsten Morgen
wurden die Lochplatten mit Waschpuffer gespült (0,05 % Tween 20 in PBS; 3 mal je 300 µL
pro Vertiefung) und die Platte mit 10 % FCS- oder 1 % BSA-PBS Lösung blockiert, um freie
Bindungsstellen auf der 96-Lochplatte zu sättigen. Es folgte das Auftragen von 100 µL Probe/-
Vertiefung und die Inkubation nach Herstellerangaben. Blutplasma wurde pur eingesetzt und
Zellkulturüberstände je nach nachzuweisendem Zytokin mit Blockpuffer verdünnt. Nach Ablauf
der Inkubation folgte ein erneuter Waschschritt (0,05 % Tween 20 in PBS; 3 mal je 300 µL pro
Vertiefung), um Probenreste zu entfernen. Im Anschluss daran wurde die Platte mit dem Biotin
konjugierten Detektions-Antikörper (100 µL pro Vertiefung, Verdünnung mit Blockpuffer nach
Herstellerangaben) beschickt und erneut inkubiert (2 h RT). Nach erneutem Waschen erfolgte
die Inkubation mit Strepavdin, an welches Meerrettich-Peroxidase (HRP) gebunden ist (Verdün-
nung 1:1000 in Blockpuffer, 100 µL pro Vertiefung). Im Anschluss an die Inkubation erfolgte ein
erneuter Waschschritt und die 20 minütige Inkubation mit Tetramethylbenzidin (TMB). HRP
ist in der Lage TMB umzusetzen, was sich in einem Farbumschlag äußert. Die Intensität der so
generierten Farbe ist direkt proportional zur Menge des vorhandenen Zielmoleküls. Abgestoppt
wurde die Farbreaktion mit 12,5 % Schwefelsäure, gemessen wurde die Farbintensität im Tecan
Infinite M200pro Photometer bei 450 nm und 570 nm. In dieser Arbeit wurden kommerzielle
ELISA Kits der Firmen BD (OptEIA), BioLegend (ELISA MAX) und R&D Research verwendet.
Tabelle 5.1 zeigt mit welchem Kit das jeweilige Zytokin detektiert wurde.
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Tabelle 5.1: Elisa-Kits

Detektiertes Zytokin ELISA-Kit

IL-2 BD (OptEIA)

IL-4 R&D Research

IL-6 R&D Research

IL-10 BD (OptEIA)

IL-13 BioLegend (ELISA MAX)

IFN-γ BioLegend (ELISA MAX)

5.3 In vivo Arbeiten

5.3.1 Tierschutz

Die Tiere wurden gemäß des deutschen Tierschutzgesetzes gehalten, auch die Tierexperimente
erfolgten unter Einhaltung deutscher Tierschutzrichtlinien. Für In-vivo-Experimente wurden
ausschließlich weibliche Tiere verwendet, die unter SPF (specific pathogen free) Bedingungen bei
konstanter RT (21 °C ± 2 °C), einer relativen Luftfeuchtigkeit von 60 % und einem kontrollierten
Hell-Dunkel-Zyklus von 12 h in den Tierställen des Universitätsklinikums Regensburg gehalten
wurden. Diese Tiere erhielten autoklaviertes Wasser und Futter ad libitum. Die für in vivo und
in vitro Experimente verwendeten Mausstämme lassen sich der Tabelle 5.2 entnehmen.

Tabelle 5.2: Verwendete Mausstämme

Tierstamm Alter bei Ver-
wendung

Herkunft

AnNCrl Balb/c [WT] 14 Woche Charles River,
Sulzfeld

C57Bl/6N [WT] 8 Wochen Charles River,
Sulzfeld

C57Bl/6J [WT] 12 Wochen Charles River,
Sulzfeld

IL-4/6-/- Mäuse: Verpaarung
von B6.129P2-Il4tm1Cgn/J- und
B6.129S6-Il6tm1Kopf/J Mäusen

12 Wochen Charles River,
Sulzfeld

B6MLR-Faslpr/J [Fas-/-] 12 Wochen Charles River,
Sulzfeld

B6.129S2-H2dlAb1-Ea/J [MHC II-/-] 12 Wochen Charles River,
Sulzfeld
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5.3.2 Tötung der Tiere und Organentnahme

Zur Organpräparation bestimmte Mäuse wurden durch zervikale Dislokation der Halswirbel,
oder mittels CO2-Narkose getötet und anschließend mit 70%igem Ethanol desinfiziert. Die Maus
wurde mit einer Schere vom Anusansatz bis zum Kiefer geöffnet und die benötigten Lymphkno-
ten, Milz oder Knochenmark entnommen. Abbildung 5.5 zeigt den Situs einer Maus.

inguinale
Lymphknoten

mesenteriale
Lymphknoten

Milz

axilare Lymphknoten
brachiale Lymphknoten

Knochenmark

Abbildung 5.5: Situs einer Maus verändert nach Dunn et al. [256]. Markiert sind lymphatische Organe
die zur Analyse entnommen wurden.

5.3.3 In vivo Depletion Basophiler Granulozyten

Zur in vivo Depletion von Basophilen Granulozyten wurde der gegen den hochaffinen IgE-
Rezeptor (FcεR1) gerichtete Antikörper MAR-1 der Firma eBioscience (Frankfurt a.M.) genutzt.
MAR-1 wurde an drei aufeinanderfolgenden Tagen zweimal täglich i.p. verabreicht, je 5 µg pro
Maus. Dies führte zu einer bis ins Knochenmark reichenden Depletion von Basophilen Granulozy-
ten. In behandelten Mäusen ließen sich nach dieser Behandlung bis zu 12 Tage keine Basophilen
Granulozyten nachweisen [30]. Zwischen der Depletion und dem Start des eigentlichen Expe-
riments konnten die Versuchstiere 24 h ruhen. Abbildung 5.6 zeigt die Effizienz der Depletion
Basophiler Granulozyten mit Mar-1 sieben Tage nach der letzten Gabe des Antikörpers.
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Abbildung 5.6: Depletion von Basophilen mit Mar-1 in Blut, Milz und Knochenmark Durchfluss-
zytometrische Analyse von Blut, Milz und Knochenmark (KM) sieben Tage nach der letzten
Gabe von Mar-1. Die obere Zeile zeigt Gewebe Isotyp behandelter Tiere, die untere Zeile Gewe-
be Mar-1 behandelter Tiere. Lymphozyten wurden eingegrenzt, dann Basophile Granulozyten
(BG) durch die Oberflächenmoleküle IgE und CD45meddiskriminiert .

5.3.4 Ansatz der homeostatischen Proliferationsexperimente

Empfänger AnNCrl Balb/c Mäuse wurden subletal (6 Gy) bestrahlt, um die T-Zellzahl in diesen
Mäusen zu reduzieren. 24 h später folgte der Transfer syngener T-Zellen in Kombination mit
Basophilen Granulozyten im Verhältnis 10 zu 1 (zehn Teile Splenozyten, ein Teil Basophile
Granulozyten). Je nach Versuchsaufbau wurde neben den Zellen auch IL-3 (200 ng/Tag/Maus)
oder PBS i.p. appliziert. Um Spender- und Empfänger-Zellen unterscheiden zu können, wurde auf
die kongenen Marker CD90.1 bzw. CD90.2 zurück gegriffen. Sieben Tage nach dem Zelltransfer
wurden die Mäuse geopfert und die Proliferation der CD90.1+ Spender-T-Zellen in der Milz
durchflusszytometrisch analysiert.

5.3.5 Ansatz der GvHD-Experimente

Zur Untersuchung der GvHD wurde das Mausmodell einer vollständigen Fehlpaarung des Haupthi-
stokompatibilitätskomplex (engl. complete MHC-Missmatch) genutzt.

Hierbei wurden AnNCrl Balb/c Mäuse (MHC Typus H-2kd) entweder im Linearbeschleuniger
Linac II des Universitätsklinikums Regensburg (9,0 Gy), oder in einer Gammacell Bestrah-
lungseinheit (8,0 Gy) letal bestrahlt. Sechs bis acht Stunden später folgte die Rekonstitution der
bestrahlten Tiere mit C57Bl6/N (MHC Typus H-2kb) CD90 depletierten Knochenmarkszellen
(5 · 106) und naiven CD4+CD25- T-Zellen (5 · 105). Die Knochenmarks- und T-Zellen wurden,
wie in Abschnitt 5.1.5.1 und 5.1.5.2 beschrieben, aufgereinigt. Das Anwachsen der Spenderzel-
len wurde an Tag 14 nach der GvHD-Induktion durchflusszytometrisch überprüft. Hierzu wurde
den Versuchstieren Blut entnommen (siehe Abschnitt 5.3.8) und die Zellverteilung darin unter-
sucht. Zur Identifikation von Spenderzellen wurde das MHC I Molekül genutzt. Balb/c Mäuse
exprimieren MHC I Moleküle des Subtypus H2kd, C57Bl/6 Mäuse den Subtypus H2kb. Zum
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Zeitpunkt der Kontrolle waren über 90 % der nachgewiesenen Zellen aus B6 Mäusen. Abbildung
5.7 gibt das Gatingschema wieder. GvHD-Versuche wurden mit unterschiedlichen Laufzeiten
durchgeführt.

GvHD Überlebensversuche:

Empfänger- und Spendertiere wurden, wie in Kapitel 5.3.3 erläutert, mit MAR-1 oder den
passenden Isotypkontroll-Antikörpern (Armenischer Hamster IgG Isotyp) behandelt. An Tag 0
erfolgte die Bestrahlung der Mäuse und der Zelltransfer. Ab Tag 10 wurden die Versuchstiere
zweimal pro Woche mit eingeweichtem Futter versorgt und die sich entwickelnde GvHD beurteilt
(siehe Abschnitt 5.3.6). Überlebensversuche wurden bis zum Verlust einer Behandlungsgruppe
fortgesetzt oder, falls keine Unterschiede zwischen den Gruppen auftraten, beendet.

GvHD-Versuche zur Bestimmung des T-Zellphenotyps:

Empfänger- und Spendertiere wurden, wie in Kapitel 5.3.3 erläutert, mit MAR-1 oder den
passenden Isotypkontroll-Antikörpern behandelt. An Tag 0 erfolgte die Bestrahlung der Mäuse
und der Zelltransfer. An Tag 14 nach der GvHD-Induktion wurden die Versuche durch Opferung
der Versuchstiere beendet und ihre Organe analysiert.

SS
C

FSC H2kd

H
2K
b

B6 Zellen
94,0 %

Bc Zellen
0,018 %

Abbildung 5.7: Anwachskontrolle der C57Bl/6 Zellen. Lymphozyten wurden eingegrenzt, aus diesen die
Marker für B6-Zellen (H2Kb) und für Bc-Zellen (H2Kd) dargestellt.

5.3.6 Bewertung der GvHD

Zur Bewertung des Gesundheitszustandes der Tiere wurde zweimal pro Woche ein Krankheits-
score erhoben. Hierzu wurde das 1996 von Cooke et al. [257] entworfene Bewertungsschema für
eine GvHD (leicht verändert) verwendet.

Es wurde der Zustand des Fells, der Haut, der Körperhaltung, sowie die Aktivität und der
Gewichtsverlust bewertet. In jeder Kategorie kann ein Maximalwert von zwei vergeben werden.
Erreichte ein Versuchstier einen aufsummierten Wert von sechs oder höher, oder einen Gewichts-
verlust von 30 % an zwei aufeinander folgenden Bewertungstagen, wurde sie getötet. Jede tote
Maus wurde fortan mit einem maximalen Score von 10 in den Versuchsaufzeichnungen weiter
geführt. Tabelle 5.3 gibt die Bewertungen wieder.
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Tabelle 5.3: Aufschlüsslung des GvHD-Score

Pkt. Haut Fell Körperhaltung Gew.
Verlust Aktivität

0,5
Schuppen an
Pfoten und
Ohren

struppiges Fell
ventral

leichte Kyphose in
Ruhe 0-10 % -

1
Erythem an
Schwanz und
Anus

ventrale Quer-
linien, leicht
struppiges Fell
dorsal

leichte Kyphose auch
im Laufen 11-20 % reduzierte

Aktivität

1,5 Offene Läsion
struppiges Fell
>50 % betrof-
fen

klar sichtbar Kypho-
se >21-25 % -

2 mehrere offene
Läsionen

komplettes Fell
struppig

starke Kyphose mit
Bewegungseinschrän-
kung

>25 %
Maus sitzt
unbewegt im
Käfig

5.3.7 Narkose der Mäuse

Um Mäuse vor unnötigem Stress und Schmerzen während einer Blutentnahme zu schützen,
wurden sie mit einer antagonisierbaren Injektionsnarkose betäubt. Hierzu wurde die Narkose
i.p. verabreicht. Diese ließ die Mäuse innerhalb weniger Minuten einschlafen. Bewusstseinszu-
stand und Schmerzempfinden der Mäuse wurde mittels Pfoten-Schmerzreiz getestet. Nach Ende
des Eingriffes folgte die Injektion des Antagonisten in die Nackenfalte. Die Zusammensetzung
von Narkose und Antagonist, sowie den verwendeten Konzentrationen lässt sich den Tabellen
5.4 und 5.5 entnehmen.

Tabelle 5.4: Zusammensetzung der
Narkose

Anästhetikum Dosis

Fentanyl 0,05 mg/kg KG

Midazolam 5,0 mg/kg KG

Medetomidin 0,5 mg/kg KG

Tabelle 5.5: Zusammensetzung des
Antagonisten

Antagonist Dosis

Naloxon 1,2 mg/kg KG

Flumazenil 0,5 mg/kg KG

Atipamezol 2,5 mg/kg KG
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5.3.8 Retroorbitale Entnahme von Blut und Gewinnung von Blutplasma

Um zelluläre Bestandteile und Blutplasmas von Mäusen zu untersuchen wurde retroorbital Blut
entnommen. Narkotisierten (siehe Kapitel 5.3.7) Mäusen wurde mit einer Heparin beschichteten
Kapillare 10-12 Tropfen Blut entnommen. Das erhaltene Blut wurde in einem, mit 10 µL ED-
TA (0,1%) bestückten, 1,5 mL Zentrifugen-Röhrchen aufgefangen. Zur Gewinnung von Plasma
wurde das Blut bei 4 °C und 450 g, 15 min zentrifugiert, anschließend das Plasma abgenommen
und die Zellen verworfen. Sollte eine FACS-Analyse des Bluts vorgenommen werden, so wurde
100 µL Vollblut zur Analyse genutzt.

5.3.9 Statistik

Graphen sind als Mittelwert mit SEM dargestellt. Populationsunterschiede wurden über einen
einseitigen T- bzw. ANOVA-, das Überleben mittels Lok-Rank-Test analysiert.

Ein p-Wert < 0,05 wurde als signifikant gewertet und mit einem Stern markiert. p-Wert < 0,05 =*;
p-Wert < 0,01 =**; p-Wert < 0,001 =***
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6 Ergebnisse

6.1 CD49b+ Zellen unterdrücken die Proliferation von CD4+

T-Zellen in vitro

In den letzten Jahren konnte von verschiedenen Arbeitsgruppen gezeigt werden, dass Basophile
Granulozyten einen Einfluss auf die Entwicklung des T-Zellphänotyps haben. Desweiteren ent-
steht ohne Basophile Granulozyten keine IgG abhängige Anaphylaxie, ebenso spielen sie eine
nicht redundante Rolle in der Abwehr von Helminthen. Ich wollte mit dieser Arbeit untersuchen,
ob Basophile Granulozyten noch andere, regulatorische Einflüsse auf T-Zellen haben.

Zu Beginn dieser Untersuchungen stellte ich fest, dass mehr CD4+ T-Zellen in kultivierter Milz
zu finden waren, wenn diese Splenozyten zuvor von CD49b+ Zellen depletiert worden waren
(Abbildung 6.1). Im Verlauf der Arbeit konnte ich zeigen, dass die verminderte T-Zellzahl durch
Unterdrückung der T-Zellproliferation verursacht wird (siehe Abschnitt 6.6).

Abbildung 6.1: CD49b+ Zellen unterdrücken die syngene CD4+ T-Zellproliferation. Milzzellen, von
CD49b+ Zellen depletiert (CD49b depletiert) oder mit CD49b+ Zellen (Kontrolle). Dargestellt
sind proliferierte (schwach CFSE positive oder CFSE negative) CD4+ T-Zellen.

Das Phänomen der spontanen T-Zellproliferation in kultivierten Milzzellen wurde erstmals 1973
beschrieben und als syngene oder autologe Proliferation bezeichnet [258; 259]. Später wurde diese
Erscheinung auf den Kontakt von Antigenpräsentierenden Zellen mit T-Zellen zurückgeführt
[260; 261]. Glimcher et al. sowie Steinman et al. konnten zeigen, dass diese Proliferation im
Besonderen durch dendritischen Zelle verstärkt wird [262; 263]. Ich hingegen konnte zeigen, dass
CD49b+ Zellen die syngene Proliferation unterdrücken.
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Der Oberflächenmarker CD49b wird nicht exklusiv von einem Zelltypen exprimiert. Sowohl
Basophile Granulozyten als auch Natürliche Killer-Zellen (NK-Zellen) tragen dieses Molekül auf
ihrer Oberfläche, daher musste der Einfluss beider Zelltypen auf die Proliferationsunterdrückung
untersucht werden.

6.2 Basophile Granulozyten, nicht NK-Zellen unterdrücken die
autologe T-Zellproliferation

Bei CD49b+ Zellen handelt es sich um eine Mischpopulation, die aus CD49b+ NK-Zellen und
CD49b+IgE+ Basophilen Granulozyten besteht. Um zu testen, ob der in Abschnitt 6.1 beschrie-
bene Effekt auf die IgE+ Basophilen Granulozyten zurückzuführen war, wurden Milzzellen von
Basophilen Granulozyten depletiert. Anschließend wurden diese Splenozyten mit CD49b+ (Baso-
phile Granulozyten und NK-Zellen) oder mit CD49b+-Zellen, die von Basophilen Granulozyten
depletiert worden waren (CD49b+IgE-), stimuliert. Dies erfolgte in absteigender Konzentration
(Abbildung 6.2). Das IgE-Molekül wird von Basophilen Granulozyten auf ihrer Oberfläche ge-
bunden, nicht aber von NK-Zellen. Werden also CD49b+ Zellen von IgE+ Zellen befreit, bleiben
überwiegend NK-Zellen übrig. Die Proliferation der CD4+ T-Zellen wurde anhand von CFSE-
Verdünnung bestimmt (siehe Abschnitt 5.1.6). Hierbei zeigte sich, dass CD49b+IgE- Zellen die
T-Zellproliferation nicht so effizient unterdrückten, wie es CD49b+ Zellen taten. 5 · 104 CD49b+

Zellen inhibierten die T-Zellproliferation noch signifikant (entspricht einem Verhältnis von 1 zu
160; CD49b+ zu Milzzellen), die gleiche Menge CD49b+IgE- Zellen war dazu nicht mehr in der
Lage. Die IgE positive Zellpopulation unter den CD49b+ Zellen, also Basophile Granulozyten,
sind somit die T-Zellproliferation unterdrückenden Zellen.
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Abbildung 6.2: Basophile Granulozyten, nicht NK-Zellen unterdrücken die CD4+ T-
Zellproliferation. Gezeigt ist die CD4+ T-Zellproliferation von CD49b depletierten
Milzzellen unter Einfluss verschiedener Konzentrationen von Basophilen Granulozyten
(CD49b+) und NK-Zellen (CD49b+/IgE-). CFSE negative Zellen wurden als proliferiert
gewertet. Sterne über den Balken geben die Signifikanz zur Kontrolle ohne Basophile
Granulozyten oder NK-Zellen an. (n=3)

Da IgE+ Basophile Granulozyten als Effektorzellen identifiziert wurden, überprüfte ich, ob ak-
tivierte Basophile Granulozyten die T-Zellproliferation noch besser inhibieren. Basophile Gra-
nulozyten wurden mittels IL-3 aktiviert, da dieses Zytokin zum einen ihr Überleben verlängert,
zum anderen wurde es als sehr effizienter Aktivator von Basophilen Granulozyten beschrieben,
der sie zur Ausschüttung von Zytokinen anregt [264; 32]. Hierzu wurden IgE+ Zellen aus dem
Knochenmark (KM) von Balb/c Mäusen isoliert und diese zusammen mit Milzzellen (CD49b
depletiert) der gleichen Maus kultiviert (Abbildung 6.3 B). Als Kontrolle depletierte ich eine wei-
tere Gruppe von Balb/c Mäusen in vivo, von Basophilen Granulozyten mit Hilfe des Antikörpers
Mar-1 (siehe Abschnitt 5.3.3) und isolierten aus deren KM ebenfalls IgE+ Zellen (IgE+Baso-).
Zur Bestimmung der T-Zellproliferation wurde CFSE verwandt. Dieses fluoreszierende Mole-
kül bindet kovalent an intrazelluläre Proteine. Teilt sich die Zelle, halbiert sich die im FACS
messbare Fluoreszenz. So lassen sich proliferierte von nicht proliferierten Zellen unterscheiden.
Abbildung 6.3 A zeigt das für die Analyse gewählte Gatingschema.
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Abbildung 6.3: Mit IL-3 aktivierte Basophile Granulozyten unterdrücken die T-Zellproliferation
hoch effizient. A Verwendete Eingrenzungsstrategie der Durchflusszytometrie: Es wurden
Lymphozyten ausgewählt, dann CD4+CFSE+ Zellen eingegrenzt und anschließend anhand der
CFSE Verdünnung die T-Zellproliferation bei unterschiedlicher Stimulation bestimmt. CFSE
negative und schwach positive Zellen wurden als proliferiert gewertet. B CD49b depletierte
Milzzellen (CFSE markiert) wurden in Kultur genommen und entweder mit IL-3, IgE+ Basophi-
len Granulozyten (IgE+), aktivierten Basophilen (IgE+ + IL-3) oder mit IgE+ Zellen aus in vivo
Basophilen Granulozyten depletierten Mäusen inkubiert (IgE+Baso-). Die T-Zellproliferation
wurde über CFSE ermittelt.

Es zeigte sich, dass die Addition von Basophilen Granulozyten (IgE+) die Anzahl von proliferier-
ten T-Zellen um die Hälfte reduzierte. Wurden die Basophilen Granulozyten mit IL-3 aktiviert
(IgE+ + IL-3), verstärkte sich dieser Effekt nochmal signifikant. IgE+ Zellen aus in vivo Baso-
philen Granulozyten depletierten Mäusen (IgE+Baso-) waren hierzu nicht in der Lage. Auch die
Zugabe von IL-3 änderte diese Beobachtung nicht (IgE+Baso- + IL-3) (Abbildung 6.3 B).

Diese Ergebnisse bestätigen Basophile Granulozyten als Inhibitoren der CD4+ T-Zellproliferation.

6.3 Basophile Granulozyten unterdrücken die T-Zellproliferation
unabhängig von Zell-Zell-Kontakten

Da ich Basophile Granulozyten und Milzzellen in Ko-Kulturen inkubierte, konnte der T-Zelleffekt
sowohl von Zell-Zell-Kontakt zwischen Basophilen Granulozyten und T-Zellen stammen, vermit-
telt über das von Basophilen Granulozyten exprimierte MHC II Molekül [265; 133; 266; 32], als
auch durch humorale Faktoren, die von Basophilen Granulozyten ausgeschüttet werden, wie Hi-
stamin oder Zytokinen [28; 27; 30; 31; 267; 268; 18]. Auch diese Moleküle können auf CD4+

T-Zellen wirken.
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Für dendritische Zellen ist eine antigenabhängige, also auf MHC II-Kontakt beruhende Inhi-
bition von T-Zellen bekannt [269]. Um diesen Inhibitionsweg für Basophile Granulozyten zu
untersuchen, wurden Experimente mit Basophilen Granulozyten aus MHC II(-/-) Mäusen durch-
geführt (Abbildung 6.4 A).

Abbildung 6.4: Proliferationsunterdrückung funktioniert unabhängig von FAS und MHC II. A
CD49b depletierte Milzzellen wurden mit Medium, IL-3, WT Basophilen (Basos (WT)), akti-
vierten Basophilen (Basos (WT) + IL-3), MHC II-/- Basophilen Granulozyten (Basos (MHC
II-/-)), oder aktivierten MHC II-/- Basophilen Granulozyten (Basos (MHC II-/-)+IL-3) inku-
biert. B CD49b- Splenozyten einer Fas-/- (weißer Balken) oder Wildtyp (schwarzer Balken)
Maus wurden ohne Zusätze kultiviert (Medium), mit IL-3 behandelt (IL-3), mit Wildtyp Baso-
philen Granulozyten (Basos (WT)) oder mit aktivierten WT Basophilen Granulozyten (Basos
(WT) + IL-3) behandelt. (n=3)

Die Versuche zeigten, dass Basophile Granulozyten unabhängig vom MHC II-Molekül inhibier-
ten. Denn sowohl Basophile Granulozyten aus Wildtyp Mäusen (Basos (WT)) als auch Ba-
sophile Granulozyten aus MHC II(-/-) Mäusen (Basos (MHC II(-/-))) waren in der Lage die
T-Zellproliferation zu unterdrücken. Die Aktivierung mit IL-3 führte, unabhängig von der Her-
kunft der zugesetzten Basophilen Granulozyten (Basos (WT) + IL-3; Basos (MHC II(-/-)) +
IL-3), zu einer Verstärkung der T-Zellinhibition (Abbildung 6.4 A).

Ein weiterer auf Zellkontakt beruhender Weg, T-Zellzahlen zu vermindern, ist die durch Zell-
kontakt vermittelte Apoptose [270]. Dabei bindet der Fas-Ligand den auf T-Zellen exprimierten
Fas-Rezeptor, der die T-Zelle in Apoptose versetzt. Um auch diesen Weg der Inhibition auszu-
schließen, wurden Fas-Rezeptor-/- oder WT Splenozyten mit Wildtyp Basophilen Granulozyten
(WT), mit und ohne IL-3 kultiviert (Abbildung 6.4 A).

Auch die über Fas vermittelte Apoptose spielte keine Rolle bei der, durch Basophile Granulozyten
ausgelösten, Inhibition der T-Zellen (Abbildung 6.4 B). Denn obwohl Fas(-/-) T-Zellen schwächer
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proliferierten als WT T-Zellen, wurden beide T-Zelltypen von WT Basophilen Granulozyten
in ihrer Proliferation gehemmt (Basos (WT)). Die Aktivierung der Basophilen Granulozyten
mittels IL-3 verstärkte die Unterdrückung nochmals (Basos (WT) + IL-3).

Auf Grund dieser Ergebnisse konnte ein auf Zell-Zell-Kontakt beruhender Wirkungsmechanismus
ausgeschlossen werden. Daher konzentrierte ich mich auf lösliche Faktoren, die von Basophilen
Granulozyten produziert werden.

6.4 Lösliche Faktoren unterdrücken die CD4+ T-Zellproliferation

Im Zuge der Helminthenabwehr schütten Basophile Granulozyten große Mengen Histamin aus
[18; 267]. Es wurde gezeigt, dass Histamin im Blut von HIV Patienten in erhöhten Konzentra-
tionen zu finden ist und bei diesen zu einer verstärkten Ausbildung von Tregs führt, die die
T-Zellproliferation unterdrücken können [271]. Daher wurde überprüft, ob Histamin eine Wir-
kung auf T-Zellen hat. Hierzu inkubierte ich CD49b depletierte Milzzellen mit unterschiedlichen
Konzentrationen von Histamin von 0,2 mM bis 2,5 µM (Abbildung 6.5).

Abbildung 6.5: Histamin hat keinen Einfluss auf die T-Zellproliferation. CD49b depletierte Splenozyten
wurden mit unterschiedlichen Histamin-Konzentrationen, Basophilen Granulozyten (Baso) oder
aktivierten Basophilen Granulozyten (Baso + IL-3) inkubiert. (n=3)

Jedoch hatte keine der gewählten Histamin-Konzentrationen einen Einfluss auf die T-Zellpro-
liferation. Erst die Zugabe von Basophilen Granulozyten (Basos) bzw. aktivierten Basophilen
Granulozyten (Basos + IL-3) reduzierte die CD4 T-Zellproliferation signifikant, im Vergleich
zur Kontrolle (unstimuliert; IL-3). Somit spielt Histamin keine Rolle in der Unterdrückung der
CD4+ T-Zellproliferation.

Da Histamin als Effektormolekül keine Rolle spielte, lag der Fokus nun auf anderen löslichen
Faktoren. Um diese zu untersuchen, führte ich Transferversuche mit Überstand von hoch auf-
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gereinigten Basophilen Granulozyten durch. Hierzu wurden Basophile Granulozyten über IgE
oder CD49b mittels FACS aufgereinigt (siehe Abschnitt 5.2.1.4) und mit oder ohne IL-3 in Kul-
tur genommen. Nach 4 h bzw. 24 h wurde der Zellkulturüberstand (SN) abgenommen und auf
CD49b depletierte Milzzellen gegeben.

Es zeigte sich, dass der SN Basophiler Granulozyten allein ausreichte, um die T-Zellproliferation
zu unterdrücken. Daher lag die Vermutung nahe, dass es sich um einen humoralen Weg der In-
hibition handelt (Abbildung 6.6 C). Die Untersuchung des Überstands der FACS-aufgereinigten
Basophilen Granulozyten, mittels ELISA zeigten große Mengen IL-4 und -6 (Abbildung 6.6 A,
B). Erhöhte IL-4 Konzentrationen ließen sich jedoch nur nach 24 h im Überstand von aktivier-
ten Basophilen Granulozyten nachweisen (SN IgE+ + IL-3; SN CD49b+ IL-3). IL-6 hingegen
war sowohl nach 4 h als auch nach 24 h im Überstand von aktivierten und nicht aktivierten
IgE+ Basophilen Granulozyten zu finden (SN IgE+ + IL-3; SN IgE+). Wurden Basophile Gra-
nulozyten über CD49b isoliert, so war IL-6 nach 4 h und 24 h nur nach IL-3-Aktivierung in
größeren Mengen nachweisbar (SN CD49b+ + IL-3). Dies lässt sich vermutlich auf die gerin-
ge Anzahl Basophiler Granulozyten unter den CD49b+ Zellen zurückführen. Die IgE+ Zellen
hingegen bestanden ausschließlich aus Basophile Granulozyten.

Abbildung 6.6: Überstand Basophiler Granulozyten unterdrückt die Proliferation CD4+ T-Zellen.
Zytokine wurden über ELISA, die Proliferation mittels CFSE Verdünnung bestimmt. (A) und
(B) zeigen IL-4 und -6 ELISA von FACS aufgereinigten Basophilen Granulozyten nach 4 h
(graue Balken, 4 h) und 24 h (schwarze Balken, 24 h). Die Aufreinigung erfolgte entweder über
die Marker IgE (SN IgE+) oder CD49b (SN CD49b+). Basophile Granulozyten wurden mit IL-
3 aktiviert (SN IgE+ + IL-3; SN CD49b+ + IL-3). Als Kontrolle dienten Medium und Medium
mit IL-3 (IL-3). (C) Proliferation von CD4+ T-Zellen in CD49b depletierten Splenozyten nach
Inkubation mit dem Überstand Basophiler Granulozyten aus A und B. Sterne direkt über den
Balken geben die Signifikanz zu Medium wieder. (n=3)

Somit könnten Basophile Granulozyten durch ihre Sekretion von IL-4 und IL-6 die CD4+ T-
Zellproliferation hemmen.
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6.5 Sekretion von IL-4 und IL-6 durch Basophile Granulozyten
unterdrückt die CD4+ T-Zellproliferation

Die bisherigen Beobachtungen zeigten, dass der Überstand von Basophilen Granulozyten alleine
ausreichend war, die T-Zellteilung einzuschränken und in diesem SN der Basophilen Granulozy-
ten große Mengen von IL-4 und -6 zu finden waren. Im nächsten Schritt wurde geprüft, ob die
Zugabe rekombinanter Zytokine den gleichen Effekt auf die T-Zellproliferation auslöste, wie Ba-
sophiler Granulozyten. CD49b depletierte Milzzellen wurden in Kultur genommen und mit IL-3,
IL-4, IL-6 oder einer Kombination von IL-4 und -6 inkubiert. Als Kontrolle dienten unstimulierte
Splenozyten (Abbildung 6.7 A).

Abbildung 6.7: IL-4 und IL-6 unterdrücken die CD4+ T-Zellproliferation. (A) CD49b depletierte
Splenozyten wurden mit IL-3,-4,-6 oder einer Kombination aus IL-4 und -6 in Kultur genom-
men. Nur in Medium kultivierte CD49b depletierte Splenozyten wurde als Kontrolle genutzt.
B Milzzellen aus Wildtyp (WT) oder IL-4/6-/- Mäusen wurde in Kultur genommen und die
enthaltenen Basophilen Granulozyten mit IL-3 stimuliert (schwarzer Balken) oder nicht (weißer
Balken). (n=3)

Sowohl IL-4 als auch IL-6, sowie die Kombination dieser beiden Zytokine, senkten die Prolifera-
tion signifikant. Jedoch war die Wirkung von IL-6 schwächer als die von IL-4. IL-3 hatte keinen
Einfluss auf die T-Zellteilung. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Effektormoleküle von
Basophilen Granulozyten IL-4 und IL-6 sind.

Nachdem ich zeigen konnte, dass IL-4 und -6 die T-Zellproliferation unterdrücken, stellte sich
die Frage, ob diese Faktoren tatsächlich von Basophilen Granulozyten stammten.

Wie ich aus der Eingangsbeobachtung wusste (vergleiche Abbildung 6.1), reichten die in der Milz
enthaltenen Basophilen Granulozyten aus, um die Proliferation der T-Zellen zu unterdrücken.
Daher setzte ich einen Versuch an, in dem ich zum einen WT Milz (Milz WT), zum anderen
IL-4/6-/- Milz mit und ohne IL-3 inkubierte (Abbildung 6.7 B). Die in der WT Milz enthaltenen
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Basophilen Granulozyten unterdrückten nach Aktivierung durch IL-3 die T-Zellproliferation
signifikant (Milz WT). Die Basophilen Granulozyten der IL-4/6-/- Milz waren hierzu nicht in
der Lage (Milz (IL-4/6-/-)).

Diese Daten zeigen, dass IL-4 und -6 von Basophilen Granulozyten die Proliferation der CD4+

T-Zellen inhibiert.

6.6 Basophile Granulozyten induzieren keine Apoptose in T-Zellen

Bisherige Daten zeigten, dass in Zellkulturansätzen mit Basophilen Granulozyten weniger T-
Zellen vor zu finden waren als in Kulturen ohne Basophile Granulozyten. Mit den folgenden
Experimenten sollte ergründet werden, ob sich dieser Effekt auf eine erhöhte Apoptoserate zu-
rückführen lässt. Es zeigte sich jedoch, dass Basophile Granulozyten dem programmierten Zelltod
entgegenwirken (Abbildung 6.8).

Abbildung 6.8: Basophile Granulozyten verringern den Anteil apoptotischer Zellen. CD49b deple-
tierte Milzzellen in Kultur mit (schwarze Balken) oder ohne Basophile Granulozyten (weiße
Balken). IL-3 oder neutralisierende Antikörper für IL-4, IL-6 oder die Kombination beider
Antikörper wurde zugesetzt. Apoptotische Zellen wurden druchflusszytometrisch als 7-AAD
negativ und Annexin V positive Zellen identifiziert. Sterne über den schwarzen Balken geben
die Signifikanz zum Ansatz Milzzellen und Basophile Granulozyten ohne Zusätze an. (n=3)

Nach Zugabe von Basophilen Granulozyten verringerte sich der Anteil apoptotischer Zellen
(Annexin V+7-AAD-). Die Aktivierung der Basophilen Granulozyten mit IL-3 hatte keinen
Einfluss auf die Apoptoserate. Jedoch führte die Neutralisation von IL-4 (αIL-4), bzw. von IL-4
und IL-6 in Kombination (αIL-4/6) zur vollständigen Aufhebung des anti-apoptotischen Effekts
Basophiler Granulozyten. Die Neutralisierung von IL-6 alleine hatte keinen Einfluss auf die
Apoptoserate.
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Diese Ergebnisse zeigen, dass Basophile Granulozyten durch die Sekretion, vor allem von IL-4,
anti-apoptotisch wirken können. Darüber hinaus wird bestätigt, dass es sich um Inhibition der
CD4+ T-Zellproliferation, nicht um Apoptoseinduktion, handelt.

6.7 Basophile Granulozyten inhibieren die CD4+ T-Zellproliferation
in vivo bei syngener Transplantation

Da Basophile Granulozyten die autologe Proliferation von CD4+ T-Zellen in vitro behindern,
stellte sich die Frage, ob sie dazu auch in vivo fähig wären.

Hierzu wurden Balb/c Empfänger-Mäuse mit 6 Gy bestrahlt, um die Anzahl von T-Zellen in
diesen Mäusen zu reduzieren. Die syngene Transplantation der CD+ T-Zellen erfolgte 24 h später
(siehe Abschnitt: 5.3.4). Um T-Zellen aus Spender- und Empfängertieren unterscheiden zu kön-
nen, wurde der kongene Marker CD90.1 verwendet. Empfängertiere exprimierten den CD90.2,
Spendertiere den CD90.1 Subtypus. So war es möglich die Proliferation der transferierten T-
Zellen zu beobachten.

Abbildung 6.9: Basophile Granulozyten unterdrücken die T-Zellenproliferation in vivo. A Gating-
Schema der in vivo Versuche. Eine Gruppe Versuchstiere erhielt T-Zellen zusammen mit Ba-
sophilen Granulozyten (Basos) und IL-3 (oberste Zeile); eine weitere Gruppe erhielt T-Zellen
und IL-3 (mittlere Zeile); die dritte Gruppe erhielt T-Zellen und PBS (unterste Zeile). Die erste
Spalte zeigt eingegrenzte Lymphozyten, die zweiten die gemessenen Spender CD4+ T-Zellen
(eingekreist). B Zusammenfassung von A. Quantifizierung CD4+ T-Zellen aus der Milz mittels
Counting Beads. (n=5)
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Bei diesen Experimenten zeigte sich ebenfalls, dass Basophile Granulozyten die T-Zellteilung
unterdrücken. Obwohl die gleiche Anzahl an Zellen in jeder Gruppe appliziert und die glei-
che Gesamtmenge an Ereignissen durchflusszytometrisch erfasst wurden, unterschieden sich die
Mengen von T-Zellen, die wiedergefunden wurden (Abbildung 6.9 A Spalte 2 und B).

Basophile Granulozyten unterdrücken auch in vivo die autologe T-Zellproliferation.

6.8 Basophile Granulozyten unterdrücken die T-Zellteilung in der
allogenen mixed lymphocyte reaction

Da T-Zellen in der syngenen Proliferation nur einen sehr schwachen Proliferationsreiz erhalten,
sollte nun die Frage geklärt werden, ob Basophile Granulozyten auch in der Lage wären die T-
Zellteilung nach einer sehr starken T-Zellaktivierung zu unterdrücken. Daher wurden nun sog.
„mixed lymphocyte reaction“ (MLR) Versuche durchgeführt.

Abbildung 6.10: Basophile Granulozyten inhibieren die CD4+ T-Zellproliferation in der allogenen
MLR. Proliferation von CD4+ T-Zellen in einer MLR unter Einfluss von Bc (A) oder B6
Basophile Granulozyten (B) aktiviert durch IL-3 (schwarze Balken) oder nicht aktiviert (weiße
Balken). A Bc Basophile Granulozyten unterdrücken die T-Zellteilung signifikant (Baso Bc).
Die Zugabe von αIL-4 hob diesen Effekt auf (αIL-4 + Baso Bc). αIL-6 hat keinen Einfluss
auf die T-Zellhemmung durch Basophile Granulozyten (αIL-6 + Baso Bc). Die Aktivierung
der Bc Basophilen Granulozyten (schwarze Balken) verstärkt die beschriebenen Effekte. B
B6 Basophile unterdrücken die T-Zellproliferation (weiße Balken). Ihre Aktivierung verstärkt
die Unterdrückung (schwarze Balken). Die Addition von IL-4 neutralisierendem Antikörper
lässt die Inhibition verschwinden (αIL-4 + Baso B6). Auch bei B6 Basophilen Granulozyten
hat die Neutralisierung von IL-6 keinen Einfluss auf die Inhibition der T-Zellproliferation
(αIL-6 + Baso B6). Sterne direkt über den Balken geben die Signifikanz zur Kontrolle ohne
Basophile Granulozyten oder Antikörper der Gruppe wieder, bezogen auf IL-3 oder ohne
Zusätze. Proliferation gemessen durch CFSE Verdünnung. (n=3)
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In der MLR wurden Balb/c (Bc) Splenozyten von T-Zellen und Basophile Granulozyten de-
pletiert (siehe Abschnitt 5.1.8), so dass sie durch die hohe Dichte von Antigenpräsentierenden
Zellen als Stimulatoren dienten. Zu diesen Splenozyten wurden CD4+CD25- Effektor-T-Zellen
einer C57BL/6 (B6) Maus gegeben. Durch Unterschiede in den MHC-Molekülen, zwischen Bc
und B6 Mäusen, werden die CD4+ T-Zellen der B6 Mäuse allein durch MHC-Kontakt aktiviert
(Alloreaktivität), so wie es auch bei einer vollständig fehlgepaarten GvHD der Fall ist (siehe
Abschnitte 2.3 und 2.3.1). Da eine MLR sowohl Balb/c Zellen als auch T-Zellen von B6 Mäu-
sen enthält, sollte untersucht werden, ob sich Basophile Granulozyten der beiden Mausstämme
unterschiedlich auf die MLR auswirken. Dazu wurden MLR angesetzt und diese entweder mit
B6 oder Bc Basophilen Granulozyten inkubiert (Abbildung 6.10).

Sowohl Bc (Abbildung 6.10 A) als auch B6 Basophile Granulozyten (Abbildung 6.10 B) senk-
ten die Proliferation der CD4+ T-Zellen signifikant. Die Zugabe von αIL-4 Antikörpern zu den
Ansätzen mit Basophilen Granulozyten hob deren inhibitorischen Effekt auf. In der autologen
Proliferation war IL-6 das Zytokin, welches die T-Zellproliferation unterdrückte (vergleiche Ab-
bildung 6.6). Dieser Effekt ließ sich in der allogenen MLR nicht feststellen. Hier hatte die Zugabe
von αIL-6 zu Basophilen Granulozyten keinen Einfluss auf die Proliferationsunterdrückung. Die
kombinierte Blockade beider Zytokine (IL-4 und IL-6) hingegen verstärkte die T-Zellproliferation
wieder.

Die Addition von IL-3 hatte in der MLR keinen Einfluss auf die T-Zellteilung. Jedoch blieb
die Neutralisation von IL-4 der Schlüsselschritt, um die Unterdrückung der T-Zellproliferation
aufzuheben. Nicht aktivierte B6 Basophile Granulozyten inhibierten die T-Zellteilung effizienter
als nicht aktivierte Bc Basophile Granulozyten. Die Aktivierung der Basophiler Granulozyten
durch die Zugabe von IL-3 hob diesen geringen Unterschied jedoch auf.

Nachdem Basophile Granulozyten in MLR fähig waren die T-Zellproliferation zu unterdrücken,
wollte ich im Anschluss die Frage klären, ob die alleinige Zugabe der Zytokine IL-4 und IL-6
ebenfalls diesen Effekt zeigt.

57



6 Ergebnisse

6.9 IL-4 und IL-6 unterdrücken die T-Zellteilung in der allogenen
MLR

Da die Wirkung von Basophilen Granulozyten auf ihre Sekretion von IL-4 und -6 zurück geführt
werden konnte (vergleiche Kapitel 6.5), stellte sich im Weiteren die Frage, ob die Addition dieser
Zytokine, die T-Zellproliferation in einer allogenen MLR unterdrücken würde. Bei diesen Versu-
chen zeigte sich, dass die Zytokine IL-4 und -6 in der Lage waren, die CD4+ T-Zellproliferation
signifikant zu inhibieren (Abbildung 6.11).

Abbildung 6.11: Einfluss von IL-4 und IL-6 auf die CD4+ T-Zellproliferation in einer allogenen
MLR. Von T-Zellen und Basophilen Granulozyten befreite Balb/c Splenozyten wurden mit
CD4+CD25- T-Zellen einer C57BL/6 Maus in Kultur genommen und unterschiedlich stimu-
liert. Die Addition der kombinierten Zytokine IL-4 und -6 unterdrückte die T-Zellproliferation
signifikant (IL-4 + IL-6). (n=3)

Zudem ergab die Analyse des Zellkulturüberstands eine signifikante Reduktion des Proliferati-
onszytokins IL-2 in MLR-Ansätzen, die mit IL-4 und IL-6 kultiviert wurden (Abbildung 6.12 A).
Nach der Zugabe von IL-4 und IL-6 kam es zu einem auffälligen Abfall der IFN-γ Konzentration
unter die Nachweisgrenze in den Überständen der MLR (Abbildung 6.12 B). Da IFN-γ zur TH1
Polarisierung von naiven T-Zellen führt, ist dieses Verschwinden des Zytokins ein Indiz für eine
Verschiebung des T-Zellphänotyps. Die Sekretion des TH2-Zytokins IL-10 wurde durch IL-4 und
IL-6 nicht beeinflusst (Abbildung 6.12 C).
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Abbildung 6.12: Einfluss von IL-4 und IL-6 auf die Zytokinproduktion in der allogene MLR. Über-
standsanalyse der MLR aus Abbildung 6.11. A Die IL-2 Sekretion verringerte sich signifikant
nach Zugabe von IL-4 und -6. B IFN-γ war nach Zugabe von IL-4 und -6 nicht mehr detektier-
bar (n.d.). C Die Zugabe von IL-4 und -6 hatte keinen Einfluss auf die IL-10 Konzentration.
(n=3)

Somit wirken Basophile Granulozyten auch in der MLR über ihre Sekretion von IL-4 und IL-
6. Da es sich bei diesen Zytokinen um TH2-Zytokine handelt und diese die Entwicklung von
TH2-Zellen fördern, analysierte ich im Anschluss die Zellkulturüberstände aus Abschnitt 6.8 auf
Verschiebungen im Zytokinmilieu, um Rückschlüsse auf den T-Zellphänotyp ziehen zu können.

6.10 Basophile Granulozyten führen zur Ausschüttung von TH2
Zytokinen in der allogenen MLR

Basophile Granulozyten unterdrücken, durch ihre Sekretion von IL-4 und -6, die Proliferation
von CD4+ T-Zellen in allogenen MLRs. Um zu testen, ob es neben der Proliferationsunter-
drückung auch zu einer Verschiebung im T-Zellphänotyp kam, untersuchte ich den Überstand
dieser MLR. Die Analyse zeigte, dass die von Basophilen Granulozyten sezernierten Zytokine zu
einer Verschiebung des T-Zellphänotyps führten.

Zunächst fiel ins Auge, dass sowohl Bc als auch B6 Basophile Granulozyten die Menge des, von
T-Zellen sezernierten TH1-Zytokins IFN-γ signifikant reduzierten. B6 Basophile Granulozyten
reduzierten die Sekretion stärker als Bc Basophile Granulozyten (Abbildung 6.13 A und B).
Reduzierte IFN-γ Konzentrationen deuteten auf eine Verschiebung des T-Zellphänotyps hin,
da TH1 Zellen durch die Sekretion von IFN-γ charakterisiert sind. Die Zugabe von IL-3 hatte
keinen Einfluss auf die IFN-γ Konzentration in Ansätzen mit Bc Basophilen Granulozyten.
Bei B6 Basophilen Granulozyten führte die Addition dieses Zytokins wieder zu einem leichten
Anstieg der IFN-γ Konzentration. Wurden IL-4, IL-6 oder beide Zytokine durch die Zugabe
eines neutralisierenden Antikörpers gebunden, erhöhte sich die Ausschüttung von IFN-γ durch
T-Zellen wieder.
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Abbildung 6.13: Basophile Granulozyten vermindern die Ausschüttung des TH1-Zytokins IFN-γ.
Analyse des Zellkulturüberstands der allogenen MLR. A Balb/c (Bc) Basophile Granulozyten
(Baso Bc) senken den IFN-γ-Spiegel im Überstand. Die Zugabe eines neutralisierenden Anti-
körpers gegen IL-4 (αIL-4 + Baso Bc) oder IL-6 (αIL-6 + Baso Bc) hebt diesen Effekt wieder
auf. Aktivierte Basophile Granulozyten (IL-3, schwarze Balken) verstärkten die Reduktion
von IFN-γ. B C57BL/6 (B6) Basophile Granulozyten hatten die gleiche Wirkung, reduzierten
im unaktivierten Zustand die Konzentration jedoch stärker als Bc Basophile Granulozyten.
Ebenso wie bei Bc Basophilen Granulozyten führte die Zugabe von αIL-4 oder αIL-6 zur Stei-
gerung des IFN-γ-Wertes. Sterne direkt über den Balken geben die Signifikanz zum Ansatz
ohne Basophile wieder. (n=3)

Neben der Reduktion der IFN-γ Konzentration führte die Addition von Basophilen Granulozyten
zu einem Anstieg des TH2-Zytokins IL-6. Dieses wird von Basophilen Granulozyten sezerniert
und kann die Entwicklung von TH2-Zellen fördern. Die Aktivierung der Basophilen Granulozyten
über IL-3 erhöhte die nachweisbare Menge von IL-6. In Ansätzen, die B6 Basophile Granulo-
zyten enthielten, war mehr IL-6 nachweisbar als in Ansätzen mit Bc Basophilen Granulozyten
(Abbildung 6.14 A und B).
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Abbildung 6.14: Bc (A) und B6 (B) Basophile Granulozyten führten zur Ausschüttung von IL-
6. Die mittels ELISA gemessenen IL-6 Konzentrationen stiegen bei IL-3 Zugabe und bei
Neutralisation von IL-4. Sterne direkt über den Balken geben die Signifikanz zum Ansatz
ohne Basophile wieder. (n=3)

Darüber hinaus führten Basophile Granulozyten zu einer verstärkten Sekretion des TH2 Schlüs-
selzytokins IL-4. Dieses Zytokin wird sowohl von Basophilen Granulozyten als auch von T-Zellen
sezerniert. Wie auch bei IL-6 waren die nachgewiesenen Konzentrationen von IL-4 höher, wenn
Basophile Granulozyten aus B6 Mäusen in der Kultur enthalten waren. IL-3 erhöhte die IL-4
Konzentration unabhängig von der Art der zugesetzten Basophilen Granulozyten. Wie aus Ab-
bildung 6.10 hervorgeht, hatte die Neutralisation von IL-6 keinen Einfluss auf die Unterdrückung
der T-Zellteilung, jedoch führte die Blockade dieses Zytokins zu einer verminderten Ausschüt-
tung von IL-4 (Abbildung 6.15 A und B).
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Abbildung 6.15: Basophile Granulozyten verstärken die Ausschüttung des TH2 Zytokins IL-4. Ana-
lyse des Zellkulturüberstands der allogenen MLR. A Balb/c (Bc) Basophile Granulozyten
erhöhen die Ausschüttung des TH2 Zytokins IL-4 (Baso Bc), vor allem nach Aktivierung der
Basophilen Granulozyten mit IL-3 (Baso Bc, schwarzer Balken). Die Zugabe von αIL-6 senkte
die Sekretion von IL-4 signifikant (Baso Bc). B In Ansätzen mit B6 Basophilen Granulozyten
wurde unabhängig vom Aktivierungszustand der Basophilen Granulozyten wesentlich mehr
IL-4 ausgeschüttet. Auch hier reduzierte die Blockade von IL-6 die IL-4 Konzentration. Sterne
direkt über den Balken geben die Signifikanz zum Ansatz ohne Basophile wieder. (n=3)

Auch das von TH2-Zellen sezernierte Zytokin IL-13 war in sehr hohen Konzentrationen in den
Überständen nachweisbar, wenn sich Basophile Granulozyten in der Kultur befanden. Ansätze
mit B6 Basophilen Granulozyten wiesen höhere IL-13 Konzentrationen auf als Ansätze mit Bc
Basophilen Granulozyten. Dies ist ein weiteres Indiz für einer Verschiebung des T-Zellphänotyps
durch Basophile Granulozyten in Richtung TH2, da IL-13 von T-Zellen, nicht aber von Baso-
philen Granulozyten sezerniert wird. Die Sekretion von IL-13 ließ sich durch die Blockade von
IL-4, unabhängig von der Art der zugesetzten Basophilen Granulozyten, stark reduzieren. Die
Blockade von IL-6 führte nur bei Bc Basophilen Granulozyten zu einer verringerten IL-13 Menge
im Überstand (Abbildung 6.16 A und B).
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Abbildung 6.16: Basophile Granulozyten steigern die Sekretion des TH2-Zytokins IL-13 in der
MLR. ADie Konzentration des TH2-Zytokins IL-13 stieg, wenn Bc Basophile Granulozyten in
den Ansätzen vorhanden waren. Die Zugabe von IL-3 erhöhte diesen Wert. Die Ausschüttung
von IL-13 ließ sich sowohl durch die Neutralisation von IL-4 als auch durch IL-6 unterbinden.
B B6 Basophile Granulozyten führten, unabhängig von ihrer Aktivierung (Baso B6, weißer
bzw. schwarzer Balken), zu einer stärkeren IL-13 Abgabe als Bc Basophile Granulozyten. Die
Sekretion von IL-13 ließ sich nur durch die Neutralisation von IL-4 unterbinden (αIL-4 +
Baso B6, weißer bzw. schwarzer Balken). αIL-6 Antikörper hatten keinen Einfluss auf die
IL-13 Konzentration. Sterne direkt über den Balken geben die Signifikanz zum Ansatz ohne
Basophile wieder. (n=3)

Da Basophile Granulozyten in MLR-Ansätzen sowohl die T-Zellproliferation unterdrückten als
auch die Bildung von TH2-Zytokinen und -Zellen förderten und beide genannten Eigenschaften
sich positiv auf den Verlauf einer GvHD auswirken könnten, untersuchte ich im Anschluss den
Einfluss Basophiler Granulozyten in einem Mausmodell der akuten GvHD.
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6.11 Einfluss Basophiler Granulozyten auf den Verlauf einer GvHD

6.11.1 Basophile Granulozyten verbessern das Überleben in der akuten GvHD

Das einfachste Mausmodell der akuten GvHD ist das der vollständigen MHC Fehlpaarung. Bei
dieser werden Bc Empfängermäuse letal bestrahlt und ihnen anschließend Knochenmark und
CD4+ T-Zellen von B6 Mäusen transplantiert. Die applizierten B6 T-Zellen binden an die frem-
den MHC-Moleküle der Bc Zellen, werden aktiviert und verursachen dadurch eine akute GvHD
(siehe Abschnitte 2.1.2.2 und 2.3.1). Um die Wirkung Basophiler Granulozyten auf den Verlauf
einer GvHD in vivo zu untersuchen, wurden Empfänger- und Spendertiere mit einem Basophile
Granulozyten depletierenden Antikörper behandelt (siehe Abschnitt 5.3.3). Die Kontrollgruppe
erhielt den zum Depletionsantikörper passenden Kontrollantikörper.

Abbildung 6.17: Die Depletion Basophiler Granulozyten vor der GvHD-Induktion verschlechtert
den Krankheitsverlauf. Die Depletion von Basophilen Granulozyten mittels Mar-1 (rote
Linie) führt zu einer signifikanten Erhöhung des GvHD-Scores, des Gewichtsverlusts, sowie zu
einem verringerten Überleben, im Vergleich zur Isotyp behandelten Kontroll-Gruppe (schwarze
Linie). (n=10)

Die Depletion Basophiler Granulozyten wirkte negativ auf alle aufgezeichneten GvHD-Parameter
(Abbildung 6.17). Depletierte Tiere zeigten einen höheren GvHD-Score, einen stärkeren Ge-
wichtsverlust sowie eine verringerte Überlebensrate. Da die Depletion Basophiler Granulozyten
vor Einleitung der GvHD zu einem verstärkten Verlauf dieser Krankheit führte, stellte sich
die Frage, ob dieser Effekt ebenfalls zu beobachten wäre, wenn Basophile Granulozyten nach
Einleitung der GvHD depletiert würden. Jedoch zeigte sich, dass die Depletion Basophiler Gra-
nulozyten an Tag 10 nach GvHD-Induktion keinen lang anhaltenden Einfluss auf den Verlauf der
GvHD hatte (Abbildung 6.18). Es ließ sich lediglich eine transiente Verschlechterung im GvHD-
Score und im Gewichtsverlust beobachten. Die zuvor beobachteten Unterschiede im Überleben
zwischen der depletierten und Kontrollgruppe traten nicht mehr auf.
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Abbildung 6.18: Depletion Basophiler Granulozyten nach der GvHD-Induktion hat keinen Einfluss
auf den Krankheitsverlauf. Die Depletion Basophiler Granulozyten (rote Linie), von Tag
10 bis 12 (gekennzeichnet durch gepunktete vertikale Linien) nach der GvHD-Induktion, hat
keinen dauerhaften Einfluss auf den GvHD-Score, den Gewichtsverlauf oder das Überleben
der Mäuse. (n=10)

Nachdem das Fehlen der Basophilen Granulozyten zu einer Verschärfung der GvHD führte,
wollte ich herausfinden, ob eine Verschiebung des Zytokinmilieus bzw. des T-Zellphänotyps,
wie ich sie bereits in den MLR beobachtet hatte, für diese Effekte verantwortlich sein könnte.
Hierzu wiederholte ich die GvHD-Versuche, beendete sie jedoch zu einem früheren Zeitpunkt
und untersuchten die Organe der Versuchstiere auf Veränderungen im T-Zellphänotyp.

6.11.2 Basophile Granulozyten beeinflussen die Anzahl der CD4+ T-Zellen

Um in vivo Veränderungen im T-Zellphänotyp zu analysieren, wiederholte ich die GvHD-Versuche
zur Depletion Basophiler Granulozyten. Jedoch wurden diese Versuchen an Tag 14 nach der
GvHD-Induktion beendet und die Milz und mesenteriale Lymphknoten der Versuchstiere un-
tersucht. Dabei zeigte sich in vivo eine ähnliche Funktion Basophiler Granulozyten, wie ich sie
bereits in vitro in MLRs beobachten konnte.

Die Analyse der Milzen der Versuchstiere zeigte keine Unterschiede in Zellpopulationen oder
T-Zellphänotypen (Abbildung 6.19 A und B). Im Vergleich zur depletierten Gruppe wies die
Kontrollgruppe mehr Basophile Granulozyten in ihren Milzen auf. Dies bestätigt, dass die De-
pletion der Basophilen Granulozyten erfolgreich war. Beide Gruppen hatten stark reduzierte
B-Zellzahlen (CD19). Dies ist wiederum ein Anzeichen für eine GvHD [272].
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Abbildung 6.19: Durchflusszytometrische Analyse von Milzzellen zur Bestimmung des T-
Zellphänotyps in einer GvHD nach Depletion Basophiler Granulozyten mit Mar-
1. A FACS-Analyse der Zellpopulationen in der Milz. B Intrazelluläre FACS-Analyse der
Milzzellen. Analyse erfolgte 14 Tage nach Induktion der GvHD. (n=10)

Jedoch ließen sich in den mesenterialen Lymphknoten der depletierten Gruppe signifikant mehr
CD45+ Zellen sowie CD4+ T-Zellen, im Vergleich zur Kontrollgruppe, detektieren (Abbildung
6.20 A). Darüber hinaus befanden sich in den mesenterialen Lymphknoten der Isotyp behan-
delten Gruppe signifikant mehr IFN-γ+CD4+ und IL-2+CD4+ T-Zellen (Abbildung 6.20 B).
Ebenso konnte in Lymphknoten depletierter Tiere eine Tendenz zu weniger CD4+Foxp3+ Tregs
detektiert werden.

Zellzahlen des Lymphknotens
14 Tage nach Depletion
Basophiler Granulozyten

Lymphknoten:
Zytokinpositive Zellen nach

Depletion Basophiler Granulozyten

Abbildung 6.20: Durchflusszytometrische Analyse der mesenterialen Lymphknoten zur Bestim-
mung des T-Zellphänotyps in einer GvHD nach Depletion Basophiler Granulozy-
ten mit Mar-1. A FACS-Analyse der Zellpopulationen in den mesenterialen Lymphknoten.
B Intrazelluläre FACS-Analyse der Lymphknoten. Analyse erfolgte 14 Tage nach Induktion
der GvHD. (n=10)

Die erhöhte Anzahl CD45+ Zellen zusammen mit der verminderten Anzahl von Tregs in der von
Basophilen Granulozyten depletierten Gruppe sind eine mögliche Erklärung für die positiven
Effekte Basophiler Granulozyten auf die Entwicklung einer GvHD.
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Ich konnte in dieser Arbeit zeigen, dass Basophile Granulozyten sowohl die autologe als auch die
MLR-induzierte Proliferation von CD4+ T-Zellen unterdrücken können. Diese Unterdrückung
wurde nicht durch Fas oder MHC II ausgelöst und ist damit Zell-Zell-Kontakt unabhängig. Die
Inhibition wurde durch die löslichen Faktoren IL-4 und IL-6 vermittelt. Die autologe Prolifera-
tion wurde primär von IL-6 unterdrückt, die durch eine MLR ausgelöste CD4+ T-Zellteilung
durch IL-4. Der beobachtete Effekt war nicht auf eine erhöhte Apoptoserate zurückzuführen, da
Basophile Granulozyten anti-apoptotisch wirkten. Auch die anti-apoptotische Wirkung Basophi-
ler Granulozyten ließ sich auf die Sekretion von IL-4 zurückführen. Die rekombinanten Zytokine
IL-4 und IL-6 hatten die gleiche Wirkung wie Basophile Granulozyten.

Des Weiteren führten Basophile Granulozyten in einer MLR zu einer verminderten Sekretion des
pro-proliferativen Zytokins IL-2 und des TH1 Zytokins IFN-γ, steigerten aber die Konzentration
der TH2 Zytokine IL-4, IL-6 und IL-13 im Überstand der MLR. Die inhibitorischen Effekte
und die Verschiebung des Zytokinmilieus durch Basophile Granulozyten ließen sich in der MLR
sowohl mit allogenen als auch mit syngenen Basophilen Granulozyten auslösen.

Die Depletion Basophiler Granulozyten vor der Induktion einer akuten GvHD wirkte sich negativ
auf den Verlauf der GvHD aus. Depletion der Basophilen Granulozyten nach Einleitung der
GvHD hatte keinen Einfluss auf den Krankheitsverlauf. Jedoch ließ sich keine Verschiebung
des T-Zellphänotyps in der GvHD feststellen. Die antiproliferativen Effekte, die in der MLR
beobachtet wurden, zeigten sich auch in der GvHD durch reduzierte Mengen von CD4+ T-Zellen
und CD45+ Zellen.

Basophile Granulozyten wirken vermutlich nicht direkt auf CD4+ T-Zellen, sondern über einen
dritten Zelltyp. Abbildung 7.1 fasst die in dieser Arbeit beschriebenen Effekte und Erkenntnisse
zusammen.
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Abbildung 7.1: Schema des Wirkungsspektrums Basophiler Granulozyten in vitro und in der
GvHD. Basophile Granulozyten sezernieren IL-4 und IL-6. Diese wirken vermutlich auf den-
dritische Zellen (DZ) oder regulatorische T-Zellen (Treg) oder M2 Makrophagen (M2), die die
T-Zellproliferation behindern, was sich positiv auf eine GvHD auswirkt. Das sezernierte IL-4
und -6 wirkt direkt anti-apoptotisch auf T-Zellen.

7.1 Wirkmechanismus der IL-4 und IL-6 vermittelten CD4+

T-Zellinhibition

Wir konnten zeigen, dass die Zytokine IL-4 und IL-6 in vitro die CD4+ T-Zellproliferation
unterdrücken (vergleiche Abbildung 6.11 A). In der Literatur sind für diese Zytokine nur T-Zell-
proliferation anregende [273; 274; 275], jedoch noch keine inhibitorischen Funktionen beschrie-
ben. Ebenso führten die von Basophilen Granulozyten produzierten Zytokine IL-4 und IL-6, zu
einer Reduktion der IL-2 Konzentration (siehe Abbildung 6.12). IL-2 ist ein pro-proliferatives Zy-
tokin für T-Zellen [276]. Ein IL-2-Mangel kann T-Zellen in Apoptose versetzen [277; 278], jedoch,
wirken IL-4 und IL-6 dem programmierten Zelltod entgegen. Somit könnte der Mangel an IL-2,
zusammen mit der anti-apoptotischen Wirkung von IL-4 und IL-6, die CD4+ T-Zellproliferation
verringern, aber gleichzeitig die T-Zellen am Leben erhalten.

Darüber hinaus wäre es möglich, dass die Kombination beider Zytokine diese Unterdrückung
hervorruft. Allerdings konnte ich beobachten, dass bereits die Neutralisation von IL-4 die Inhi-
bition der T-Zellproliferation aufhob bzw. der Zusatz von rekombinantem IL-4 in die Zellkultur
den Inhibitionseffekt herbeiführte (vergleiche Abbildung 6.10 A und B; 6.7 A).

Conticello et al. zeigten, dass IL-4 Brustkrebszellen vor dem, über Fas (CD95) vermittelten,
programmierten Zelltod schützte. Dies geschieht durch die verstärkte Expression der Molekü-
le (c) FLIP/FLAME-1 and Bcl-xL [279]. Die durchgeführten Versuche mit Fas-/- Splenozyten
zeigten jedoch, dass das Fehlen des Fas-Moleküls keinen Einfluss auf die T-Zellinhibtion hatte
(vergleiche Abbildung 6.4 B). Ebenso wirkt IL-4 auf B-Zellen der Milz, durch Induktion der
Protein Kinase C und des anti-apoptotischen Proteins MCL-1 als Überlebenssignal [280; 281].
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Ferner zeigten Wurster sowie Kaplan et al., dass IL-4 auch in T-Zellen zu einer verstärkten Ex-
pression von MCL-1 führt und so vor Apoptose schützt [273; 274; 275]. Das Zytokin IL-6 schützt
T-Zellen ebenfalls vor dem programmierten Zelltod durch BCL-2 Induktion [186]. Jedoch wurde
für beide Zytokine neben dem Schutz vor Apoptose auch eine pro-proliferative Wirkung nach-
gewiesen [282]. Auch ich konnte beobachten, dass Basophile Granulozyten anti-apoptotisch auf
CD4+ T-Zellen wirkten, sich diese Wirkung aber durch die Neutralisation von IL-4 aufheben
ließ.

7.1.1 IL-4 und IL-6 inhibieren die T-Zellproliferation nicht direkt

Vermutlich wirken die von Basophilen Granulozyten sezernierten Zytokine IL-4 und -6 nicht
direkt auf die CD4+ T-Zellen, sondern stimulieren einen dritten Zelltyp, der dann die T-Zellen
in ihrer Teilung behindert. Da alle in vitro Versuche dieser Arbeit mit Splenozyten durchgeführt
wurden, enthielten sie neben T-Zellen und Basophilen Granulozyten noch weitere Zelltypen.

Es wäre denkbar, dass Tregs die T-Zellproliferation, über ihre Sekretion von IL-10, unterdrücken.
Auch die Entwicklung von Tregs in den MLR-Ansätzen wäre möglich, da ich in MLR mit Ba-
sophilen Granulozyten eine verstärkte Sekretion von IL-4 und IL-13 nachweisen konnte (siehe
Abbildung 6.16 A und B; 6.15 A und B). Verschiedene Studien demonstrierten, dass sich Tregs
abhängig von IL-4 und IL-13 in der Peripherie bilden [283; 284]. Jedoch war die gemessene Men-
ge von IL-10 im Überstand dieser Versuche gering, was eine Inhibition der T-Zellproliferation
über IL-10 durch Tregs unwahrscheinlich macht. Des Weiteren konnte ich neben den erhöhten
IL-4 und -13 Spiegeln auch große Mengen IL-6 in den Überständen nachweisen, dies spricht nicht
für einem Wirkmechanismus über Tregs. Denn Chen et al. konnten zeigen, dass IL-6 der Ent-
wicklung von Tregs entgegen wirkt [285]. Blockierten sie den IL-6 Rezeptor systemisch, kam es
zu einem Anstieg von regulatorischen T-Zellen. Dies lässt vermuten, dass Tregs keinen Einfluss
auf die CD4+ T-Zellinhibition haben.

Ebenso wurde bereits die Inhibition von T-Zellen durch DZ beschrieben [286; 287; 288]. Sowohl
in vivo als auch in vitro werden DZ mit IL-4 und Granulozyten/Makrophagen-Kolonie stimulie-
rendem Faktor (GM-CSF) aus Monozyten gebildet [288; 289]. Eine erhöhte IL-4 Konzentration
könnte somit auch für die verstärkte Entwicklung von DZ sorgen. In Versuchen mit den rekom-
binanten Zytokinen IL-4 und IL-6 ließen sich erhöhte IL-10 Konzentration im Überstand der
Zellkultur messen (vergleiche Abbildung 6.11 C). Zudem zeigten Steinbrink et al., dass Mono-
zyten unter Einfluss von IL-4, GM-CSF und IL-10 zu tolerogenen DZ ausdifferenzieren, die die
allogene T-Zellaktivierung und Proliferation hemmen [288].

Überdies könnten sich sog. alternativ aktivierte Makrophagen (M2 Makrophagen) in den Zell-
kulturen gebildet haben und auf T-Zellen wirken. IL-4 und IL-13, beides Zytokine, die ich auch
in den MLR in großen Mengen nachweisen konnten, führen zur Ausreifung dieses speziellen Zell-
typus [290]. Egawa et al. konnten 2013 zeigen, dass Basophile Granulozyten in Abhängigkeit
von IL-4, anti-inflammatorische M2 Makrophagen rekrutieren können [291]. Das Fehlen dieser
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M2 Makrophagen führte zur Verschärfung einer IgE abhängigen chronischen allergischen Ent-
zündung (IgE-CAI). Somit wäre dieser Zelltyp im Zusammenhang mit IL-4 und Basophilen
Granulozyten ebenfalls ein möglicher Vermittler des inhibitorischen Effekts.

7.1.2 Syngene und allogene Basophile Granulozyten unterdrücken die CD4+

T-Zellproliferation in vitro

Die schwache Stimulation von T-Zellen, durch syngene DZ führt zur autologen T-Zellproliferation
[260; 261]. Da die Aktivierung der T-Zellen in einer allogenen MLR wesentlich stärker ist, war
es überraschend, dass Basophile Granulozyten auch T-Zellteilung nach einem derart starken
Proliferationsreiz unterdrücken konnten.

Wie bereits beschrieben, bewirkte das von Basophilen Granulozyten freigesetzte IL-4 diese Un-
terdrückung. Besonders interessant ist in diesem Zusammenhang, dass sowohl Balb/c (Bc) als
auch B6 Basophile Granulozyten die CD4+ T-Zellproliferation inhibierten (siehe Abbildung 6.10
A und B). Zwar ließen sich leichte Unterschiede in der Anregung der Zytokinproduktion zwischen
den beiden Mausstämmen feststellen (B6 Basophile Granulozyten führen zu einer leicht verstärk-
ten Produktion von Zytokinen im Vergleich zu Bc Basophilen Granulozyten), jedoch wurde in
beiden Ansätzen die Proliferation der CD4+ T-Zellen signifikant unterdrückt. Dies zeigt, dass
der Inhibitionsmechanismus unabhängig von MHC-Kontakt ist und über Mausstammgrenzen
hinweg funktioniert.

Die in dieser Arbeit durchgeführten Versuche zur autologen T-Zellproliferation zeigten, dass
die Aktivierung Basophiler Granulozyten mit IL-3 zu einer stärkeren Unterdrückung der T-
Zellteilung führte. Einen solchen Effekt ließ sich in MLR-Versuchen nicht nachweisen. Dies
liegt vermutlich an der Isolierung der Basophilen Granulozyten über das Oberflächen Mole-
kül IgE. Kreuzvernetzung von IgE auf der Zelloberfläche von Basophilen Granulozyten führt
zur Aktivierung dieses Zelltyps [18]. Somit besteht die Möglichkeit, dass Basophile Granulo-
zyten durch die Isolation bereits maximal aktiviert waren und sich daher keine Verstärkung
der T-Zellunterdrückung durch IL-3 erreichen ließ. Darüber hinaus führt dieses Zytokin nicht
nur zur Aktivierung von Basophilen Granulozyten, es dient auch als Überlebenssignal für diese
[18; 267]. Ein verlängertes Überleben führt zu einer länger anhaltenden Sekretion von Zytokinen,
was wiederum einen erhöhten Zytokinspiegel nach Addition von IL-3, erklären würde.

Kulturen mit B6 Basophile Granulozyten enthielten höhere IL-4 und IL-6 Konzentrationen,
im Vergleich zu Kulturen mit Bc Basophilen Granulozyten. Besonders ausgeprägt war dieser
Effekt, wenn Basophile Granulozyten durch IL-3 aktiviert wurden. Dies könnte zum einen be-
deuten, dass B6 Basophile Granulozyten generell größere Mengen von Zytokinen produzieren.
Zum anderen besteht auch die Möglichkeit, dass es doch zu einer Interaktion zwischen Baso-
philen Granulozyten und T-Zellen kommt, die eine verstärkte Zytokinproduktion zur Folge hat,
wenn beide Zelltypen aus dem gleichen Mausstamm gewonnen wurden.
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Zur genaueren Klärung des Wirkmechanismus Basophiler Granulozyten könnte man sog. Trans-
Well-Assays durchführen. Bei einem solchen Assay würden Milz- sowie T-Zellen am Boden einer
Zellkulturplatte kultiviert. Basophile Granulozyten würde man ebenfalls in diese Platte geben,
jedoch durch eine Membran von T- und Milzzellen getrennt, inkubieren. Von Basophilen Gra-
nulozyten produzierte Zytokine können die Membran passieren, die Zellen selbst jedoch nicht.
Würde man in diesen Assays auch eine gesteigerte Zytokinkonzentration, in Anwesenheit von B6
Basophilen Granulozyten, finden, würde dies auf eine generell erhöhte Zytokinsekretion durch B6
Basophile Granulozyten deuten. Auch die Umkehrung der MLR könnte zur Klärung dieser Frage
hilfreich sein. Dabei würde man B6 Splenozyten mit CD4+ T-Zellen aus Bc Mäusen kultivieren
und jeweils Basophile Granulozyten eines der beiden Mausstämme hinzufügen. Würde man bei
diesen Versuchen verstärkt Zytokine, in Ansätzen, die Bc Basophile Granulozyten enthalten,
finden, würde dies für eine direkte Interaktion zwischen T-Zellen und Basophilen Granulozyten
sprechen.

Im Gegensatz dazu steht jedoch, dass eine allgemein verstärkte Zytokinproduktion, gerade von
TH2-Zytokinen, durch B6 Mäuse unwahrscheinlich ist, da B6 Mäuse zu einer TH1 Immunant-
wort neigen. Dies zeigte sich insbesondere bei Versuchen mit Leishmanieninfektionen. Dieser
intrazelluläre Erreger kann nur abgewehrt werden, wenn der infizierte Organismus eine TH1
Antwort generiert. Bc Mäuse sind nicht in der Lage eine Leishmaniose zu bekämpfen, da ih-
re Immunzellen zu TH2 Antworten neigen, B6 Mäuse sind hierzu jedoch fähig [292]. Daher ist
es überraschend, dass die, für TH2-Antworten zugänglicheren, Balb/c Basophilen Granulozyten
weniger TH2 Zytokine produzieren.

Interessanterweise führte die Addition von Basophilen Granulozyten zur MLR zu einer Verschie-
bung des Zytokinmilieus. Es kam zu einer signifikanten Reduktion des TH1 Zytokins IFN-γ und
zur signifikanten Steigerung der TH2 Zytokine IL-4, -6 und -13. Dies ist ein klares Indiz für
eine Verschiebung im T-Zellphänotyp, da IFN − γ und IL-13 von T-Zellen [82], nicht aber von
Basophilen Granulozyten sezerniert werden. Diese Veränderung wurde vermutlich durch die von
Basophilen Granulozyten produzierten Zytokine IL-4 und IL-6 ausgelöst. Beide Zytokine führen
zur Entwicklung von TH2-Zellen. TH2-Zytokine (IL-4, -6, -13) unterdrücken die Entstehung von
IFN-γ produzierenden TH1-Zellen [91; 87]. Dies erklärt die verminderte IFN-γ Konzentration,
in Anwesenheit von Basophilen Granulozyten in MLR-Ansätzen. Überdies führte die Neutrali-
sation des TH2-Induktionszytokins IL-4 (vergleiche Kapitel 2.1.2.2) zu einem Abfall der IL-13,
aber zu einem Anstieg der IFN-γ Konzentration, was das zuvor beschriebe Prinzip bestätigt.

7.2 Basophile Granulozyten sorgen für einen schwächeren Verlauf
der GvHD

Die Verschiebung des Zytokinmilieus von TH1 hin zu TH2-Zytokinen, die in der MLR-Ansätzen
mit Basophilen Granulozyten beobachtet wurde, wäre eine mögliche Erklärung für den schwäche-
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ren Verlauf der GvHD in der nicht von Basophilen Granulozyten depletierten Gruppe (Kontroll-
Gruppe). Troutt, Allen und DeWit et al. konnten bereits zeigen, dass in der akuten GvHD TH1
Zytokine vorherrschen. In der schwächer verlaufenden chronischen GvHD findet man vermehrt
TH2 Zytokine [226; 227; 228].

Die GvHD-Überlebensversuche dieser Arbeit zeigten, dass die Depletion Basophiler Granulozy-
ten vor der GvHD-Induktion zu einer signifikanten Verschlechterung aller beobachteten GvHD
Parameter führte. Wurden Basophile Granulozyten erst an Tag 10 nach GvHD-Induktion deple-
tiert, hatte dies keinen Einfluss auf den Verlauf der GvHD. Dies zeigt, dass Basophile Granulozy-
ten vor allem in der Entstehungsphase positiv auf die GvHD einwirken können, was die These der
T-Zellphänotyp-Verschiebung von TH1 hin zu TH2 unterstützen würde. Wenn Basophile Granu-
lozyten also in einer frühen Phase der GvHD, durch die Ausschüttung der TH2-Zytokine IL-4 und
-6, zur Stabilisierung des TH2-Phänotyps beitragen, könnte sich das positiv auf den Verlauf der
Erkrankung auswirken. Andere Arbeitsgruppen zeigten bereits, dass sich bestimmte Zelltypen
zu frühen Zeitpunkten vorteilhaft auf die GvHD auswirken. Olson et al., sowie Leveson-Gower
et al. konnten zeigen, dass der adoptive Transfer von NK-Zellen bzw. NKT-Zellen zu einem
frühen Zeitpunkt, die GvHD, durch die Ausschüttung von IL-4 durch NKT-Zellen signifikant
abschwächte. Späterer Transfer dieser Zellen hatte keinen positiven Effekt auf den Verlauf der
GvHD [241; 293].

Olson et al. nutzen jedoch das Oberflächenmolekül CD49b um NK-Zellen anzureichern. Da
Basophile Granulozyten ebenfalls CD49b auf ihrer Oberfläche tragen, haben sie also keine reinen
NK-Zellen appliziert. Somit wäre es denkbar, dass Olson et al. bereits den positiven Effekt
Basophiler Granulozyten beobachtet haben, ohne dies in Betracht zu ziehen.

Für IL-4 konnte ein positiver Einfluss auf den Verlauf der GvHD nachgewiesen werden. Pillai et
al. zeigten, dass NK-Zellen, die vor der GvHD-Einleitung injiziert wurden, durch ihre Sekretion
von IL-4 die experimentelle GvHD beinahe vollständig unterdrückten. Als Wirkmechanismus lag
eine IL-4 abhängige Vermehrung regulatorischer T-Zellen zu Grunde [284]. Auch ich konnten in
Lymphknoten der Kontroll-Gruppe einen Trend zu mehr CD4+Foxp3+ Tregs erkennen. Jedoch
zeigten die von uns durchgeführten MLR keine Erhöhung der IL-10 Konzentration, was eine
Wirkung von Tregs unwahrscheinlich macht.

Zubiaga et al. bewiesen, dass IL-4 selektiv TH2-Zellen vor der durch Kortikosteroiden ausgelösten
Apoptose schützt [294]. Vor allem wegen dieser Ergebnisse wäre es interessant zu analysieren, ob
Basophile Granulozyten auch das Überleben von T-Zellen unter Einfluss von Kortikosteroiden
erhöhen.

Da in den GvHD-Versuchen vor allem in den mesenterialen Lymphknoten der von Basophilen
Granulozyten depletierten Tiere signifikant erhöhte CD4+ T- und CD45+ -Zellzahlen detektiert
wurden, ist es jedoch wahrscheinlicher, dass der positive Effekt Basophiler Granulozyten in der
verringerte T-Zellzahl begründet ist und nicht in einer Verschiebung des Zytokinmilieus. T-Zellen
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sind der Auslöser der GvHD, daher wirkt sich deren Reduktion positiv aus auf den Verlauf der
Erkrankung [209; 210].

Die reduzierte Anzahl von Basophilen Granulozyten in der Milz zeigte, dass die Depletion der
Basophilen Granulozyten erfolgreich war. Ebenso zeigen die geringen B-Zellzahlen der Milz eine
erfolgreiche Induktion der GvHD, da B-Zellmangel ein klares Indiz für eine ablaufende GvHD
ist [272].

In den mesenterialen Lymphknoten zeigten sich klare Unterschiede in der Zellverteilung. Deple-
tierte Tiere zeigten mehr CD4+ T-Zellen sowie CD45+ Zellen. Überraschenderweise ließen sich
in Lymphknoten der depletierten Gruppe auch mehr CD4+IFN-γ+ und CD4+IL-2+ T-Zellen
nachweisen. Eine mögliche Erklärung für den positiveren Verlauf der GvHD, trotz der erhöhten
Mengen IFN-γ+ Zellen, in der nicht depletierten Gruppe, ist die Erkenntnis von Svajger et al..
Sie beobachteten in vitro, dass eine IFN-γ reiche Umgebung DZ dazu veranlasst, zytotoxische
Immunantworten herunter zu regulieren [295]. Dies würde bedeuten, dass die entstehende GvHD,
trotz hoher IFN-γ Werte schwächer verlaufen würde. Darüber hinaus zeigten sowohl Koenecke,
als auch Yang et al. einen positiven Effekt für IFN-γ in der GvHD [235; 234].

Auch die erhöhten IL-2 Werte in der Kontroll-Gruppe müssen nicht gegen den positiven Effekt
Basophiler Granulozyten sprechen. Bereits 1996 veröffentlichte Michael Lenardo die Beobach-
tung, dass IL-2 nicht nur Proliferation in Maus-T-Zellen auslösen kann, sondern auch, dass
T-Zellen, die vor einer Antigenstimulation IL-2 ausgesetzt waren, bei anschließendem Antigen-
kontakt apoptotisch wurden [296].

Dass keine Unterschiede zwischen der von Basophilen Granulozyten depletierten Gruppe und
der Kontrollgruppe in der Milz zu beobachten waren, aber in den mesenterialen Lymphknoten,
liegt vermutlich am Zeitpunkt der Analyse. Spender-Zellen wandern zunächst in die Milz, von
dort aus dann weiter zu Schleimhäuten und anderen sekundären Lymphatischen Organen [293;
297; 232].

Ob der positive Effekt Basophiler Granulozyten wirklich auf die Verschiebung des Zytokinmi-
lieus zurückgeht, bleibt fraglich, da ich in vivo keine Unterschiede in der Verteilung von TH1-
oder TH2-Zellen finden konnten. Jedoch wäre eine Stabilisierung des TH2-Phänotyps, durch
Basophile Granulozyten, in einer GvHD durchaus möglich, da sowohl IL-4 als auch IL-6, als
TH2-Induktoren beschrieben wurden [298; 1].

Die in dieser Arbeit entdeckte Inhibition der T-Zellproliferation durch Basophile Granulozyten
ist in meinen Augen die wichtigste Erklärung für den schwächeren Verlauf der GvHD in der
nicht depletierten Gruppe.
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7.3 Unterschiede zu anderen Publikationen

Den Ergebnissen dieser Arbeit steht eine Veröffentlichung von Tawara et al. gegenüber, welche
postuliert, dass Basophile Granulozyten des Empfängers keine Rolle in der Entwicklung der
GvHD spielen[299].

Sie depletierten die Empfängertiere (Balb/c) der GvHD von Basophilen Granulozyten mit Hilfe
des gegen den hochaffinen IgE-Rezeptor gerichteten Antikörpers MAR-1. Anschließend indu-
zierten sie die GvHD durch die Transplantation von B6 Knochenmark und B6 CD4+ T-Zellen.
Tawara et al. konnten keine Unterschiede im Überleben von depletierten und nicht depletierten
Versuchstieren beobachten.

Dies liegt vermutlich an dem von ihnen gewählten Depletionsschema. Sie depletierten an den
Tagen -1, 0 und +1. Dabei werden die Empfängertiere an Tag 0 bestrahlt, Tag +1 erfolgte
die GvHD-Induktion. Aus eigenen Versuchen ist bekannt, dass der Depletionsantikörper (MAR-
1) Basophile Granulozyten aktiviert, bevor sie depletiert werden, wobei große Mengen IL-4
und -6 ausgeschüttet werden [300]. Nach Depletion Basophiler Granulozyten konnten im Blut,
bis zu drei Tage nach der ersten Gabe des Depletionsantikörpers, erhöhte IL-4 und -6 Spiegel
nachgewiesen werden.

Dies würde bedeuten, dass Tawara et al. die Spenderzellen in Tiere injizierten, die bereits erhöhte
IL-4 und -6 Spiegel hatten. Zusätzlich depletierten Tawara et al. am Tag des Zelltransfers, was
vermutlich auch zur Aktivierung und Depletion von Basophilen Granulozyten, die im Spender-
Knochenmark enthalten waren, führte. Dies hatte wiederum eine weitere Erhöhung der IL-4 und
-6 Konzentration zur Folge.

Das in dieser Arbeit verwendete Depletionsschema umgeht diese Problematik. Die Depletion
der Empfänger- und Spendertiere stellt sicher, dass mit dem applizierten Knochenmark keine
neuen Basophilen Granulozyten in den Empfänger gelangen. Vor allem erfolgt die Gabe des
Depletionsantikörpers (MAR-1) an den Tagen -4, -3, -2, gefolgt von einem Ruhetag (Tag -1).
Dieser Ruhetag stellt sicher, dass keine erhöhten Zytokinkonzentrationen in den Empfängertieren
zu finden sind, wenn sie an Tag 0 bestrahlt werden und das Spenderknochenmark und T-Zellen
erhalten.

Somit dürfte das in dieser Arbeit gewählte Vorgehen vorteilhafter zu sein, um den Einfluss
Basophiler Granulozyten auf die GvHD zu untersuchen.

7.4 IL-4 in der GvHD-Therapie

Da sich positive Effekte von IL-4 bzw. Basophilen Granulozyten sowohl in der MLR als auch
in einem murinen Modell der GvHD feststellen ließen, wären Basophile Granulozyten oder das
Zytokin IL-4 ein interessanter Therapieansatz für eine GvHD.
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Die direkte Gabe von IL-4 als GvHD Therapie wäre denkbar. Momentan existiert eine Phase-I-
Studie, bei der in vitro mit IL-4 kultivierte CD4+ T-Zellen, zusammen mit hämatopoetischen
Stammzellen, verabreicht werden. Patienten, die mit IL-4 vorbehandelte CD4+ T-Zellen erhalten
hatten, wiesen zwar ein beschleunigtes Anwachsen der Spenderzellen auf, die GvHD-Rate zwi-
schen der behandelten und der Kontroll-Gruppe unterschied sich jedoch nicht [301]. Allerdings
stellt diese klinische Studie den Effekt Basophiler Granulozyten nicht nach. Sie untersucht viel
mehr den Einfluss von TH2 Zellen auf den Verlauf der GvHD. Systemische Administration von
IL-4 wäre eine Möglichkeit den Effekt Basophiler Granulozyten nachzustellen. Allerdings könnte
dies unter Umständen toxisch sein oder eine Vielzahl von anderen Zelltypen beeinflussen und so
die Risiken unkalkulierbar machen.

Die Zelltherapie mit Basophilen Granulozyten wäre eine Alternative zur Therapie mit IL-4. Die
lokale Ausschüttung von IL-4 durch Basophile Granulozyten ist der systemischen Gabe von IL-4
unter Umständen überlegen, da sie direkt im Gewebe auf die Zellen in ihrer Umgebung wirken
könnte.

7.5 Zelltherapie mit Basophilen Granulozyten in der GvHD -
Ausblick

Die MLR-Ansätze dieser Arbeit zeigten, dass sowohl syngene als auch allogene Basophile Gra-
nulozyten die Proliferation von CD4+ T-Zellen unterdrücken. Allogene Basophile Granulozyten
führten sogar zu einer stärkeren Zytokinproduktion und somit zu einer stärkeren Verschiebung
ins TH2 Zytokinmilieu, welches sich positiv auf den Verlauf der GvHD auswirken könnte.

Die Spender der hämatopoetischen Stammzellen werden mit G-CSF behandelt, um Stammzel-
len aus dem Knochenmark in die Peripherie zu verlagern [196]. Aus dem Blut des Spenders
werden sie dann mittels Leukapherese gewonnen und dem Empfänger transplantiert. Es wäre
auch möglich, neben G-CSF dem Spender IL-3 zu verabreichen. IL-3 führt zu einer verstärkten
Bildung von Granulozyten im Allgemeinen [302]. So könnten auch Basophile Granulozyten über
die Leukapherese gewonnen werden, um sie dem Empfänger zu verabreichen.

Es wäre ebenso möglich, eine Knochenmarkspunktion am Spender durchzuführen, um größere
Mengen Basophiler Granulozyten zu erhalten. Da diese Prozedur jedoch sehr schmerzhaft ist,
wäre die ex vivo Generierung von Basophilen Granulozyten eine zu bevorzugende Methode.
Gurzler et al. gelang es 2013, in vitro murine Basophile Granulozyten zu generieren, jedoch
mussten sie dafür auf transgene Vorläuferzellen zurückgreifen [303].

Der adoptive Transfer von Basophilen Granulozyten stellt wohl noch die sicherste Therapievari-
ante dar, denn die Wirkungsdauer Basophiler Granulozyten ist durch ihre kurze Halbwertszeit
limitiert.
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Bevor man Basophile Granulozyten als Therapeutikum einsetzen kann, muss jedoch ihr genauer
Wirkmechanismus geklärt werden. Auch die genaue Analyse des Inhibitionsmechanismus auf der
T-Zellseite steht noch aus. Ebenso muss geklärt werden, ob weitere Zellen, wie Tregs, DZ oder M2
Makrophagen, an der T-Zellinhibition beteiligt sind, da für die von Basophilen Granulozyten
sezernierten Zytokine IL-4 und -6, bisher nur Proliferation fördernde Funktionen beschrieben
wurden.

Da die Abwesenheit von Basophilen Granulozyten jedoch zu einer signifikanten Verschlechterung
der GvHD führte, sollten Konditionierungsschemata erstellt werden, die Basophile Granulozyten
nicht oder nur in geringem Maße in Mitleidenschaft ziehen.
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2.1 Zellen des Immunsystems und ihre Entstehung. Sog. myeloide und lymphoide Vorläu-

ferzellen des Knochenmarks sind der Ursprung aller Zellen des Immunsystems. Aus lymphoiden

Vorläuferzellen reifen Zellen des adaptiven Immunsystems, aus myeloiden die des angeborenen

Immunsystems. Gezeigt ist, in welchen Geweben man welche Zelltypen findet. Abbildung verän-

dert nach Murphy et al. [1]. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2
2.2 Schematische Darstellung eines MHC Klasse I und Klasse II Moleküls Tertiärstruktur

und schematische Darstellung des MHC Klasse I Moleküls (links), MHC der Klasse II Moleküls

(rechts). Abbildung verändert nach Murphy et al. [1]. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7
2.3 T-Zellsubtypen Dargestellt ist eine naive T-Zelle, stimuliert durch eine APZ. Die Pfeile geben

die Differenzierungsmöglichkeiten wieder und die dafür benötigten Transkriptionsfaktoren. In

den Zellen ist der Signatur-Transkriptionsfaktor für den jeweiligen T-Zellsubtyp angeben, links

der Zelle, die von der Zelle Produzierten Schlüsselzytokine. Abbildung verändert nach O’Shea et

al. [84]. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 8
2.4 T-Zellreifung im Thymus. Die lymphoide Vorläuferzelle gelangt in den Thymus und durch-

wandert zunächst den äußeren Kortex. Dort findet man doppelt negative (DN) T-Zellen von

Typ 1 bis 4. Es folgt die Positivselektion an kortikalen Stroma-Zellen im inneren Kortex des

Thymus über MHC-Moleküle der Klasse I oder II. Wird kein MHC-Molekül erkannt, begibt sich

der T-Zellvorläufer in Apoptose. MHC Klasse I Erkennung führt zu CD8+ T-Zellen, MHC II Er-

kennung zu CD4+ T-Zellen. In der Medulla findet die Negativselektion statt. Eigenantigen wird

von Dentritischen und Stroma-Zellen präsentiert. Ist die Affinität der T-Zelle zu hoch, erfolgt

der programmierte Zelltod, ist die Affinität ausreichend, verlässt die naive T-Zelle den Thymus

in die Peripherie. Abbildung verändert nach Germain et al.[142]. . . . . . . . . . . . . . . . 11
2.5 Leukämie-Rückfallsrate über die Zeit nach allogenem oder syngenem Stammzell-

transfer. Patienten mit akuter und chronischer GvHD (aGvHD + cGvHD) haben die geringste

Rückfallrate. Sie ist höher bei Patienten die keine GvHD entwickeln. Patienten, die eine T-

Zelldepletierte Spende oder eine Spende, von ihrem eineiigen Zwilling erhalten haben, ist die

Rückfallsrate am höchsten. Abbildung verändert nach Horowitz et al. [208]. . . . . . . . . . . 15
2.6 Kaskade einer akuten GvHD. Durch die Konditionierung des Patienten durch Chemo- un-

d/oder Strahlentherapie entstehen Gewebsschäden. Diese führen zur Freisetzung von PAMPs

(Pathogen assoziated molecular Patterns), Chemokinen und kommensalen Bakterien aus dem

Darm. Diese Reize führen zur Aktivierung diverser APZ (Antigenpräsentierende Zellen) und zur

Migration von NK-Zellen, Neurtophilen und DZ zum Ort der Gewebsschäden aus. Die APZ se-

zernieren Zytokine und aktivieren CD4+ T-Zellen. Auch die T-Zellen schütten Zytokine aus; der

sog. Zytokinsturm entsteht, der die systemische Aktivierung zytotoxischer Zellen zur Folge hat,

die Gewebsschäden verursachen. Abbildung verändert nach Blazar et al. [194]. . . . . . . . . 17

5.1 Aufbau einer Neubauerzählkammer. Die zu zählenden Felder sind grau unterlegt. . . . . 30
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5.2 Aufbau eines MACS Microbead und Ablauf der MACS-Zell-Anreicherung. (A) Bio-

tinylierter Antikörper in Verbindung mit Strepavidin und Ferritdextran (MicroBead), gebunden

an eine Zelloberfläche. (B) Nicht markierte Zellen durchwandern die Säule (weiß), markierte

Zellen werden in der Säule gehalten. Außerhalb des Magnetfeldes lassen sie sich aus der Säule

spülen, Abbildung verändert nach Miltenyi et al. 1990 [247]. . . . . . . . . . . . . . . . . . 31
5.3 Schematische Darstellung eines Durchflusszytometers. Zellen in Suspension werden mit-

tels hydrodynamischer Fokussierung in einer Kapillare perlschnurartig aufgereiht und durch den

Laser geführt. Um die Intensität des Laserstrahls zu mindern, bevor es auf den Detektor trifft,

wird es durch einen neutralen Dichtefilter geleitet. Die PMTs (Detektoren) nehmen die von der

Zelle abgegebenen Lichtsignale auf und leiten sie an den Rechner weiter. Abbildung verändert

nach Kierano et al. [252]. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 35
5.4 Aufbau eines Zellsorters. Eine Zellsuspension wird wie im Durchflusszytometer durch einen

Laserstrahl geleitet. Die Zielzellen werden an Hand ihrer Fluoreszenzmarkierung erkannt, die

Trägerflüssigkeit in Tropfen vereinzelt, die mit Zielzellen (rot) beladenen Tropfen werden elek-

trisch geladen und mittels Magnet in Auffanggefäße geleitet. Abbildung verändert nach Sabban

et al. [253]. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 38
5.5 Situs einer Maus verändert nach Dunn et al. [256]. Markiert sind lymphatische Organe

die zur Analyse entnommen wurden. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 41
5.6 Depletion von Basophilen mit Mar-1 in Blut, Milz und Knochenmark Durchfluss-

zytometrische Analyse von Blut, Milz und Knochenmark (KM) sieben Tage nach der letzten

Gabe von Mar-1. Die obere Zeile zeigt Gewebe Isotyp behandelter Tiere, die untere Zeile Gewe-

be Mar-1 behandelter Tiere. Lymphozyten wurden eingegrenzt, dann Basophile Granulozyten

(BG) durch die Oberflächenmoleküle IgE und CD45meddiskriminiert . . . . . . . . . . . . . 42
5.7 Anwachskontrolle der C57Bl/6 Zellen. Lymphozyten wurden eingegrenzt, aus diesen die

Marker für B6-Zellen (H2Kb) und für Bc-Zellen (H2Kd) dargestellt. . . . . . . . . . . . . . 43

6.1 CD49b+ Zellen unterdrücken die syngene CD4+ T-Zellproliferation. Milzzellen, von

CD49b+ Zellen depletiert (CD49b depletiert) oder mit CD49b+ Zellen (Kontrolle). Dargestellt

sind proliferierte (schwach CFSE positive oder CFSE negative) CD4+ T-Zellen. . . . . . . . . 46
6.2 Basophile Granulozyten, nicht NK-Zellen unterdrücken die CD4+ T-Zellproliferation.

Gezeigt ist die CD4+ T-Zellproliferation von CD49b depletierten Milzzellen unter Einfluss ver-

schiedener Konzentrationen von Basophilen Granulozyten (CD49b+) und NK-Zellen (CD49b+/IgE-).

CFSE negative Zellen wurden als proliferiert gewertet. Sterne über den Balken geben die Signi-

fikanz zur Kontrolle ohne Basophile Granulozyten oder NK-Zellen an. (n=3) . . . . . . . . . 48
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6.3 Mit IL-3 aktivierte Basophile Granulozyten unterdrücken die T-Zellproliferation

hoch effizient. A Verwendete Eingrenzungsstrategie der Durchflusszytometrie: Es wurden Lym-

phozyten ausgewählt, dann CD4+CFSE+ Zellen eingegrenzt und anschließend anhand der CFSE

Verdünnung die T-Zellproliferation bei unterschiedlicher Stimulation bestimmt. CFSE negative

und schwach positive Zellen wurden als proliferiert gewertet. B CD49b depletierte Milzzellen

(CFSE markiert) wurden in Kultur genommen und entweder mit IL-3, IgE+ Basophilen Granu-

lozyten (IgE+), aktivierten Basophilen (IgE+ + IL-3) oder mit IgE+ Zellen aus in vivo Baso-

philen Granulozyten depletierten Mäusen inkubiert (IgE+Baso-). Die T-Zellproliferation wurde

über CFSE ermittelt. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 49
6.4 Proliferationsunterdrückung funktioniert unabhängig von FAS undMHC II. A CD49b

depletierte Milzzellen wurden mit Medium, IL-3, WT Basophilen (Basos (WT)), aktivierten Ba-

sophilen (Basos (WT) + IL-3), MHC II-/- Basophilen Granulozyten (Basos (MHC II-/-)), oder

aktivierten MHC II-/- Basophilen Granulozyten (Basos (MHC II-/-)+IL-3) inkubiert. B CD49b-

Splenozyten einer Fas-/- (weißer Balken) oder Wildtyp (schwarzer Balken) Maus wurden ohne

Zusätze kultiviert (Medium), mit IL-3 behandelt (IL-3), mit Wildtyp Basophilen Granulozy-

ten (Basos (WT)) oder mit aktivierten WT Basophilen Granulozyten (Basos (WT) + IL-3)

behandelt. (n=3) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 50
6.5 Histamin hat keinen Einfluss auf die T-Zellproliferation. CD49b depletierte Splenozyten

wurden mit unterschiedlichen Histamin-Konzentrationen, Basophilen Granulozyten (Baso) oder

aktivierten Basophilen Granulozyten (Baso + IL-3) inkubiert. (n=3) . . . . . . . . . . . . . 51
6.6 Überstand Basophiler Granulozyten unterdrückt die Proliferation CD4+ T-Zellen.

Zytokine wurden über ELISA, die Proliferation mittels CFSE Verdünnung bestimmt. (A) und

(B) zeigen IL-4 und -6 ELISA von FACS aufgereinigten Basophilen Granulozyten nach 4 h

(graue Balken, 4 h) und 24 h (schwarze Balken, 24 h). Die Aufreinigung erfolgte entweder über

die Marker IgE (SN IgE+) oder CD49b (SN CD49b+). Basophile Granulozyten wurden mit IL-3

aktiviert (SN IgE+ + IL-3; SN CD49b+ + IL-3). Als Kontrolle dienten Medium und Medium

mit IL-3 (IL-3). (C) Proliferation von CD4+ T-Zellen in CD49b depletierten Splenozyten nach

Inkubation mit dem Überstand Basophiler Granulozyten aus A und B. Sterne direkt über den

Balken geben die Signifikanz zu Medium wieder. (n=3) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 52
6.7 IL-4 und IL-6 unterdrücken die CD4+ T-Zellproliferation. (A) CD49b depletierte Sple-

nozyten wurden mit IL-3,-4,-6 oder einer Kombination aus IL-4 und -6 in Kultur genommen.

Nur in Medium kultivierte CD49b depletierte Splenozyten wurde als Kontrolle genutzt. B Milz-

zellen aus Wildtyp (WT) oder IL-4/6-/- Mäusen wurde in Kultur genommen und die enthaltenen

Basophilen Granulozyten mit IL-3 stimuliert (schwarzer Balken) oder nicht (weißer Balken). (n=3) 53
6.8 Basophile Granulozyten verringern den Anteil apoptotischer Zellen. CD49b depletierte

Milzzellen in Kultur mit (schwarze Balken) oder ohne Basophile Granulozyten (weiße Balken).

IL-3 oder neutralisierende Antikörper für IL-4, IL-6 oder die Kombination beider Antikörper

wurde zugesetzt. Apoptotische Zellen wurden druchflusszytometrisch als 7-AAD negativ und

Annexin V positive Zellen identifiziert. Sterne über den schwarzen Balken geben die Signifikanz

zum Ansatz Milzzellen und Basophile Granulozyten ohne Zusätze an. (n=3) . . . . . . . . . 54
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6.9 Basophile Granulozyten unterdrücken die T-Zellenproliferation in vivo. A Gating-

Schema der in vivo Versuche. Eine Gruppe Versuchstiere erhielt T-Zellen zusammen mit Ba-

sophilen Granulozyten (Basos) und IL-3 (oberste Zeile); eine weitere Gruppe erhielt T-Zellen

und IL-3 (mittlere Zeile); die dritte Gruppe erhielt T-Zellen und PBS (unterste Zeile). Die ers-

te Spalte zeigt eingegrenzte Lymphozyten, die zweiten die gemessenen Spender CD4+ T-Zellen

(eingekreist). B Zusammenfassung von A. Quantifizierung CD4+ T-Zellen aus der Milz mittels

Counting Beads. (n=5) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 55
6.10 Basophile Granulozyten inhibieren die CD4+ T-Zellproliferation in der allogenen

MLR. Proliferation von CD4+ T-Zellen in einer MLR unter Einfluss von Bc (A) oder B6 Ba-

sophile Granulozyten (B) aktiviert durch IL-3 (schwarze Balken) oder nicht aktiviert (weiße

Balken). A Bc Basophile Granulozyten unterdrücken die T-Zellteilung signifikant (Baso Bc).

Die Zugabe von αIL-4 hob diesen Effekt auf (αIL-4 + Baso Bc). αIL-6 hat keinen Einfluss

auf die T-Zellhemmung durch Basophile Granulozyten (αIL-6 + Baso Bc). Die Aktivierung

der Bc Basophilen Granulozyten (schwarze Balken) verstärkt die beschriebenen Effekte. B B6

Basophile unterdrücken die T-Zellproliferation (weiße Balken). Ihre Aktivierung verstärkt die

Unterdrückung (schwarze Balken). Die Addition von IL-4 neutralisierendem Antikörper lässt

die Inhibition verschwinden (αIL-4 + Baso B6). Auch bei B6 Basophilen Granulozyten hat die

Neutralisierung von IL-6 keinen Einfluss auf die Inhibition der T-Zellproliferation (αIL-6 + Baso

B6). Sterne direkt über den Balken geben die Signifikanz zur Kontrolle ohne Basophile Granu-

lozyten oder Antikörper der Gruppe wieder, bezogen auf IL-3 oder ohne Zusätze. Proliferation

gemessen durch CFSE Verdünnung. (n=3) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 56
6.11 Einfluss von IL-4 und IL-6 auf die CD4+ T-Zellproliferation in einer allogenen MLR.

Von T-Zellen und Basophilen Granulozyten befreite Balb/c Splenozyten wurden mit CD4+CD25-

T-Zellen einer C57BL/6 Maus in Kultur genommen und unterschiedlich stimuliert. Die Addition

der kombinierten Zytokine IL-4 und -6 unterdrückte die T-Zellproliferation signifikant (IL-4 +

IL-6). (n=3) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 58
6.12 Einfluss von IL-4 und IL-6 auf die Zytokinproduktion in der allogene MLR. Über-

standsanalyse der MLR aus Abbildung 6.11. A Die IL-2 Sekretion verringerte sich signifikant

nach Zugabe von IL-4 und -6. B IFN-γ war nach Zugabe von IL-4 und -6 nicht mehr detektierbar

(n.d.). C Die Zugabe von IL-4 und -6 hatte keinen Einfluss auf die IL-10 Konzentration. (n=3) 59
6.13 Basophile Granulozyten vermindern die Ausschüttung des TH1-Zytokins IFN-γ.

Analyse des Zellkulturüberstands der allogenen MLR. A Balb/c (Bc) Basophile Granulozyten

(Baso Bc) senken den IFN-γ-Spiegel im Überstand. Die Zugabe eines neutralisierenden Anti-

körpers gegen IL-4 (αIL-4 + Baso Bc) oder IL-6 (αIL-6 + Baso Bc) hebt diesen Effekt wieder

auf. Aktivierte Basophile Granulozyten (IL-3, schwarze Balken) verstärkten die Reduktion von

IFN-γ. B C57BL/6 (B6) Basophile Granulozyten hatten die gleiche Wirkung, reduzierten im

unaktivierten Zustand die Konzentration jedoch stärker als Bc Basophile Granulozyten. Ebenso

wie bei Bc Basophilen Granulozyten führte die Zugabe von αIL-4 oder αIL-6 zur Steigerung des

IFN-γ-Wertes. Sterne direkt über den Balken geben die Signifikanz zum Ansatz ohne Basophile

wieder. (n=3) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 60
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6.14 Bc (A) und B6 (B) Basophile Granulozyten führten zur Ausschüttung von IL-6. Die

mittels ELISA gemessenen IL-6 Konzentrationen stiegen bei IL-3 Zugabe und bei Neutralisation

von IL-4. Sterne direkt über den Balken geben die Signifikanz zum Ansatz ohne Basophile wieder.

(n=3) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 61
6.15 Basophile Granulozyten verstärken die Ausschüttung des TH2 Zytokins IL-4. Analy-

se des Zellkulturüberstands der allogenen MLR. A Balb/c (Bc) Basophile Granulozyten erhöhen

die Ausschüttung des TH2 Zytokins IL-4 (Baso Bc), vor allem nach Aktivierung der Basophilen

Granulozyten mit IL-3 (Baso Bc, schwarzer Balken). Die Zugabe von αIL-6 senkte die Sekretion

von IL-4 signifikant (Baso Bc). B In Ansätzen mit B6 Basophilen Granulozyten wurde unabhän-

gig vom Aktivierungszustand der Basophilen Granulozyten wesentlich mehr IL-4 ausgeschüttet.

Auch hier reduzierte die Blockade von IL-6 die IL-4 Konzentration. Sterne direkt über den Balken

geben die Signifikanz zum Ansatz ohne Basophile wieder. (n=3) . . . . . . . . . . . . . . . 62
6.16 Basophile Granulozyten steigern die Sekretion des TH2-Zytokins IL-13 in der MLR.

A Die Konzentration des TH2-Zytokins IL-13 stieg, wenn Bc Basophile Granulozyten in den

Ansätzen vorhanden waren. Die Zugabe von IL-3 erhöhte diesen Wert. Die Ausschüttung von

IL-13 ließ sich sowohl durch die Neutralisation von IL-4 als auch durch IL-6 unterbinden. B

B6 Basophile Granulozyten führten, unabhängig von ihrer Aktivierung (Baso B6, weißer bzw.

schwarzer Balken), zu einer stärkeren IL-13 Abgabe als Bc Basophile Granulozyten. Die Sekretion

von IL-13 ließ sich nur durch die Neutralisation von IL-4 unterbinden (αIL-4 + Baso B6, weißer

bzw. schwarzer Balken). αIL-6 Antikörper hatten keinen Einfluss auf die IL-13 Konzentration.

Sterne direkt über den Balken geben die Signifikanz zum Ansatz ohne Basophile wieder. (n=3) 63
6.17 Die Depletion Basophiler Granulozyten vor der GvHD-Induktion verschlechtert den
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führt zu einer signifikanten Erhöhung des GvHD-Scores, des Gewichtsverlusts, sowie zu einem

verringerten Überleben, im Vergleich zur Isotyp behandelten Kontroll-Gruppe (schwarze Linie).
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7.1 Schema desWirkungsspektrums Basophiler Granulozyten in vitro und in der GvHD.

Basophile Granulozyten sezernieren IL-4 und IL-6. Diese wirken vermutlich auf dendritische Zel-

len (DZ) oder regulatorische T-Zellen (Treg) oder M2Makrophagen (M2), die die T-Zellproliferation

behindern, was sich positiv auf eine GvHD auswirkt. Das sezernierte IL-4 und -6 wirkt direkt

anti-apoptotisch auf T-Zellen. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 68

109



Tabellenverzeichnis

Tabellenverzeichnis

4.1 Laborgeräte 1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21
4.2 Laborgeräte 1.1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 22
4.3 Gebrauchsfertige Kits . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 22
4.4 Zellkultur-Mediums-Zusätze . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 22
4.5 Glas- und Plastikwaren 1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 23
4.6 Chemikalien, Puffer und Reaktionsmedien 1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 24
4.7 Chemikalien, Puffer und Reaktionsmedien 1.1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 25
4.8 Zytokine und Antikörper in der Zellkultur . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 25
4.9 Zusammensetzung von Puffern, Lösungen und Zellkulturmedient . . . . . . . . . 26
4.10 Verwendete Antikörper . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 27
4.11 Verwendete Software . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 28

5.1 Elisa-Kits . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 40
5.2 Verwendete Mausstämme . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 40
5.3 Aufschlüsslung des GvHD-Score . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 44
5.4 Zusammensetzung der Narkose . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 44
5.5 Zusammensetzung des Antagonisten . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 44

110



Eidesstattliche Erklärung

Eidesstattliche Erklärung

1. Ich, Fabian Johannes Hermann, erkläre hiermit an Eides statt, dass ich die vorliegende Ar-
beit ohne unzulässige Hilfe Dritter und ohne Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel
angefertigt habe; die aus anderen Quellen direkt oder indirekt übernommenen Daten und Kon-
zepte sind unter Angabe des Literaturzitats gekennzeichnet.

2. Nur die in der Danksagung erwähnten Personen haben mir bei der Erstellung dieser Ar-
beit geholfen.

3. Weitere Personen waren an der inhaltlich-materiellen Herstellung der vorliegenden Arbeit
nicht beteiligt. Insbesondere habe ich hierfür nicht die entgeltliche Hilfe eines Promotionsbera-
ters oder anderer Personen in Anspruch genommen. Niemand hat von mir weder unmittelbar
noch mittelbar geldwerte Leistungen für Arbeiten erhalten, die im Zusammenhang mit dem In-
halt der vorgelegten Dissertation stehen.

4. Die Arbeit wurde bisher weder im In- noch im Ausland in gleicher oder ähnlicher Form einer
anderen Prüfungsbehörde vorgelegt.

Regensburg, den

Fabian Johannes Hermann

111


	Zusammenfassung
	Einleitung
	Das Immunsystem
	Angeborene Immunität
	Basophile Granulozyten

	Adaptive Immunität
	Der MHC-Komplex
	T-Zellaktivierung und Differenzierung
	Basophile Granulozyten in der TH2 Differenzierung
	T-Zellreifung und Selektion im Thymus


	T-Zellhomeostase
	Graft-versus-Host-Disease
	GvHD und MHC-Subtypen
	Akute GvHD
	GvHD Prophylaxe und Therapie


	Fragestellung
	Material
	Laborgeräte
	Gebrauchsfertige Kits
	Zellkultur-Mediums-Zusätze
	Glas- und Plastikwaren
	Chemikalien, Puffer und Reaktionsmedien
	Zytokine und Antikörper in der Zellkultur
	Zusammensetzung von Puffern, Lösungen und Zellkulturmedien
	Verwendete FACS- und Depletions-Antikörper
	Verwendete Software

	Methoden
	In vitro Techniken
	Organaufbereitung
	Herstellung eine Einzelzellsuspension: Knochenmark
	Verarbeitung der gewonnen Zellsuspension
	Zellzählung
	Magnetische Zellseparation
	Aufreinigung von CD4+CD25- T-Zellen
	Depletion von CD90+ Zellen im Knochenmark
	Depletion von CD4+, CD8+ und Mar-1+ Zellen aus der Milz
	MACS-Anreicherung Basophiler Granulozyten

	In vitro T-Zellproliferationsbestimmung
	Autologe T-Zellproliferation
	Gemischte Leukozyten Reaktion
	Apoptosebestimmung mittels 7-AAD und Annexin V

	Durchflusszytometrie
	Grundlagen der Durchflusszytometrie
	Extrazelluläre FACS-Färbung
	Intrazelluläre FACS-Färbung
	Quantitative durchflusszytometrische Analyse
	Zellaufreinigung mittels Durchflusszytometrie
	Aufreinigung Basophiler Granulozyten mittels Durchflusszytometrie

	Enzym-linked immunosorbent assay

	In vivo Arbeiten
	Tierschutz
	Tötung der Tiere und Organentnahme
	In vivo Depletion Basophiler Granulozyten
	Ansatz der homeostatischen Proliferationsexperimente
	Ansatz der GvHD-Experimente
	Bewertung der GvHD
	Narkose der Mäuse
	Retroorbitale Entnahme von Blut und Gewinnung von Blutplasma
	Statistik


	Ergebnisse
	CD49b+ Zellen unterdrücken die Proliferation von CD4+ T-Zellen in vitro
	Basophile Granulozyten, nicht NK-Zellen unterdrücken die  autologe T-Zellproliferation
	Basophile Granulozyten unterdrücken die T-Zellproliferation unabhängig von Zell-Zell-Kontakten
	Lösliche Faktoren unterdrücken die CD4+ T-Zellproliferation
	Sekretion von IL-4 und IL-6 durch Basophile Granulozyten unterdrücktdie CD4+ T-Zellproliferation
	Basophile Granulozyten induzieren keine Apoptose in T-Zellen
	Basophile Granulozyten inhibieren die CD4+ T-Zellproliferation  in vivo bei syngener Transplantation
	Basophile Granulozyten unterdrücken die T-Zellteilung in der allogenen mixed lymphocyte reaction
	IL-4 und IL-6 unterdrücken die T-Zellteilung in der allogenen MLR
	Basophile Granulozyten führen zur Ausschüttung von TH2 Zytokinen in der allogenen MLR
	Einfluss Basophiler Granulozyten auf den Verlauf einer GvHD
	Basophile Granulozyten verbessern das Überleben in der akuten GvHD
	Basophile Granulozyten beeinflussen die Anzahl der CD4+ T-Zellen


	Diskussion
	Wirkmechanismus der IL-4 und IL-6 vermittelten CD4+ T-Zellinhibition
	IL-4 und IL-6 inhibieren die T-Zellproliferation nicht direkt
	Syngene und allogene Basophile Granulozyten unterdrücken die CD4+ T-Zellproliferation in vitro

	Basophile Granulozyten sorgen für einen schwächeren Verlauf der GvHD
	Unterschiede zu anderen Publikationen
	IL-4 in der GvHD-Therapie
	Zelltherapie mit Basophilen Granulozyten in der GvHD - Ausblick

	Eigene Publikationen
	Veröffentlichungen
	Poster
	Vorträge

	Danksagung
	Literaturverzeichnis
	Abbildungsverzeichnis
	Tabellenverzeichnis
	Eidesstattliche Erklärung

