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Zusammenfassung

1 ZUSAMMENFASSUNG

Wurminfektionen und allergische Reaktionen sind mit einer starken Zunahme von
Interleukin-4  (IL-4)-produzierenden Zellen des angeborenen und adaptiven
Immunsystems assoziiert. In dieser Arbeit wurden einige grundlegende Eigenschaften
IL-4-produzierender Zellen des angeborenen Immunsystems untersucht. Es konnte
gezeigt werden, dass die Zunahme eosinophiler und basophiler Granulozyten nach
Infektion mit dem gastrointestinalen Nematoden Nippostrongylus brasiliensis auf
unterschiedliche Art reguliert wird: Basophile Granulozyten nehmen durch eine erhohte
de novo Bildungsrate im Knochenmark zu, wéhrend die Anzahl eosinophiler
Granulozyten durch eine erniedrigte Apoptoserate in peripheren Organen erhdht wird.
Durch Immunfluoreszenzfiarbungen N. brasiliensis-infizierter Méuse konnte hier erstmals
gezeigt werden, dass sich beide Zelltypen in der roten Pulpa der Milz nahe der
Marginalzone ansammeln, wahrend Mastzellen im Marginalsinus lokalisiert sind. Ferner
wurde eine Zunahme eosinophiler und basophiler Granulozyten in der Lamina propria
des Diinndarms und in der Lunge festgestellt, wobei basophile Granulozyten gleichmaBig
verteilt im Parenchym der Lunge vorliegen, wéhrend eosinophile Granulozyten
hauptsichlich in perivaskuldren und peribronchialen Bereichen lokalisiert sind.

Die funktionelle Charakterisierung von basophilen Granulozyten zeigte, dass diese durch
sekretorische Produkte von N. brasiliensis-Larven aktiviert werden konnen, wenn sie
zuvor mit Serum infizierter Méause sensibilisiert worden waren. Zudem konnen basophile
Granulozyten die alternative Aktivierung von Makrophagen veranlassen und die
Zunahme eosinophiler Granulozyten in vivo verstirken. Die Depletion von basophilen
Granulozyten zeigte, dass sie an der Eliminierung einer primiren und sekundiren M.
brasiliensis-Infektion entscheidend beteiligt sind. Des Weiteren konnte die Bedeutung
von dendritischen Zellen (DC) durch Verwendung von genetisch DC-defizienten Mausen
fiir die Initiierung einer effizienten Immunantwort gegen N. brasiliensis bewiesen
werden. Die hier vorgestellten Ergebnisse unterstreichen die entscheidende Rolle von
Zellen des angeborenen Immunsystems bei einer Th2-Immunantwort und kénnten somit

auch zum besseren Verstindnis von Th2-assoziierten Krankheitsbildern beitragen.



Summary

1 SUMMARY

Worm infections and allergic diseases are associated with a strong increase of interleukin
4 (IL-4)-producing cells of the innate and the adaptive immune system. Since basophils
and eosinophils constitute the main IL-4-producing cells of the innate immune system,
some basic features of these cells were analyzed. The accumulation of both cell types
during infection with the gastrointestinal helminth N. brasiliensis is regulated differently:
basophil numbers increase due to a higher de novo generation rate in the bone marrow
whereas eosinophils accumulate due to a prolonged survival in the periphery.

We can show for the first time by immune fluorescence staining that both cell types can
be identified in the red pulp close to the marginal zone in the spleen of N. brasiliensis
infected mice whereas mast cells localize within the marginal sinus. All mentioned cell
types accumulate in the lamina propria of the small intestine and in the lung. Basophils
are distributed throughout the whole lung parenchyma while eosinophils localize
preferentially in perivascular and peribronchial regions.

Functional analysis revealed that basophils can be activated by secretory products of N.
brasiliensis larvae when they have been sensitized with serum of infected mice.
Basophils can also promote the alternativ activation of macrophages and amplify
eosinophilia in vivo. Depletion of basophils indicated that this cell type contributes to
worm expulsion during first and secondary infections. Additionally, we could
demonstrate by using genetically DC-deficient mice that DCs are required for the
induction of an efficient immune response against N. brasiliensis. The presented results
emphasize the important role of cells of the innate immune system for a Th2 immune

response and thereby contribute to a better understanding of Th2-associated diseases.
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2 EINLEITUNG

2.1 Einfihrung in das Immunsystem

Das Immunsystem hat sich entwickelt, um Organismen vor Krankheiten zu schiitzen,
welche durch zahlreiche Pathogene verursacht werden konnen. Da die Variabilitét dieser
Pathogene wie z.B. Viren, Bakterien sowie uni- und multizelluldrer Parasiten sehr hoch
ist, hat das Immunsystem verschiedene Systeme entwickelt, um auf die unterschiedlichen
Erreger reagieren zu konnen. Man unterscheidet das angeborene und das adaptive
Immunsystem. Das angeborene Immunsystem hat sich vermutlich viel frither entwickelt,
da Teile seiner Komponenten wie z.B. die sogenannten ,, Toll-like*“- Rezeptoren (TLR)
auch in Invertebraten und sogar Pflanzen gefunden werden (Ferrandon et al., 2007; Ryan
et al., 2007). Neben den loslichen Komponenten des angeborenen Immunsystems, wie
z.B. dem Komplementsystem, bilden natiirliche Killerzellen (NK-Zellen), Granulozyten
und Makrophagen einen wichtigen Teil des zelluldren angeborenen Immunsystems. Das
Erkennen von potentiellen Pathogenen ist in diesen Zellen auf Keimbahn-kodierte
Rezeptoren beschriankt, welche die Anwesenheit von sogenannten ,,PAMPs* (pathogen-
associated molecular patterns) erkennen. Nach Aktivierung setzen sie eine Reihe von
Enzymen, Zytokinen und Chemokinen frei, welche dann rasch eine erste
Verteidigungslinie aufbauen. Jedoch gibt es immer mehr Hinweise, dass Teile des
angeborenen Immunsystems auch adaptive Immunantworten beeinflussen konnen
(Fearon and Locksley, 1996).

Das adaptive Immunsystem kann in einen zelluldren und einen humoralen Teil unterteilt
werden. Zytolytische T-Lymphozyten (CD8" T-Zellen) und T-Helferzellen (CD4" T-
Zellen) bilden dabei den zelluliren Teil. B-Lymphozyten besitzen die Fahigkeit, in
Antikorper-produzierende Plasmazellen differenzieren zu konnen. Sie stellen den
humoralen Teil des adaptiven Immunsystems dar. Die Hauptvorteile des adaptiven
Immunsystems sind einerseits nicht-Keimbahn-kodierte Rezeptoren, welche eine riesige
Variabilitit besitzen, und andererseits die Fahigkeit, ein immunologisches Gedichtnis

aufzubauen. B- und T-Zell-Rezeptoren werden zufillig aus verschiedenen Gensegmenten
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durch somatische Rekombination rearrangiert und sind daher nicht direkt in der
Keimbahn fixiert. B-Zellen erkennen Antigene direkt mit ihrem B-Zell-Rezeptor (BCR),
wiéhrend T-Zellen nur Peptide von Antigenen erkennen, welche von Molekiilen des
Haupthistokompatibilitdtskomplexes (MHC) auf der Oberfldche von speziellen Antigen-
prasentierenden Zellen (APCs) prisentiert werden. Der Begriff Antigen bezeichnet
allgemein Molekiile, welche eine Immunantwort ausldsen konnen. CD4" T-Helferzellen
erkennen nur Peptide, welche von MHC-II Molekiilen prisentiert werden, wihrend
zytotoxische CD8" T-Zellen nur MHC-I-prisentierte Antigene erkennen und die APC
daraufhin lysieren.

Das Immunsystem besteht aus primdren und sekundédren lymphoiden Organen. In den
primiren lymphoiden Organen wie Knochenmark und Thymus werden alle Lymphozyten
gebildet. In den sekundiren lymphatischen Organen wie Lymphknoten, Milz, Peyer’sche
Plaques oder Mukosa-assoziiertes lymphoides Gewebe werden adaptive Immunantworten

ausgelost.

2.2 Die Differenzierung von T-Helferzellen

Naive CD4" T-Helferzellen konnen nach der Erkennung eines Antigens in funktionell
unterschiedliche Zelltypen differenzieren. Diese Differenzierung bestimmt den Typ der
ausgelosten adaptiven Immunantwort und entscheidet daher mit, ob eine Infektion
erfolgreich bekidmpft werden kann. Klassischerweise teilt man CD4" T-Effektorzellen
entweder in T-Helferzellen des Typs I (Thl) oder T-Helferzellen des Typs II (Th2) ein
(Mosmann and Coffman, 1989). Die Einteilung basiert auf dem Expressionsprofil der
sezernierten Zytokine. Th1-Zellen werden iiber die Expression von IFN-y definiert und
sollen vor allem die Eliminierung intrazellulirer Pathogene verstirken. Thl-Zellen
konnen auBlerdem in B-Zellen einen Immunglobulin-Klassenwechsel zu IgG2a und 1gG3
induzieren. Diese Antikorper konnen Viren neutralisieren und an Bakterien binden,
womit gleichzeitig auch Phagozyten aktiviert werden konnen. Th2-Zellen werden durch
die Expression von IL-4, IL-5 und IL-13 charakterisiert und scheinen bei der

Eliminierung von Parasiten beteiligt zu sein. Allerdings konnen sie auch zur Entwicklung
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von Krankheiten wie Allergien und Asthma beitragen. Sezerniertes IL-4 und IL-13 von
Th2-Zellen induziert in B-Zellen einen Klassenwechsel zur Produktion von IgG1 und IgE
Antikorpern, welche wiederum an Oberflichenrezeptoren von angeborenen
Effektorzellen wie basophile Granulozyten und Mastzellen binden konnen.
Beachtenswert hierbei ist, dass IFN-y und IL-4 als sogenannte ,,Signatur-Zytokine* des
jeweiligen polarisierten Zelltyps die eingeleitete Differenzierung weiter verstidrken und
eine mogliche Differenzierung in die entgegengesetzte Richtung durch positive und
negative Riickkopplungsschleifen unterdriicken (Murphy and Reiner, 2002; Szabo et al.,
2000; Zheng and Flavell, 1997).

Neuere Studien deuten auf eine dritte Linie von T-Helferzellen hin, welche als
charakteristisches Merkmal IL-17 produzieren und deren Differenzierung von dem
Transkriptionsfaktor RORy abhingt (Harrington et al., 2005; Ivanov et al., 2006). Diese
Th17-Zellen tragen zur Immunitéit gegen Hefen und Bakterien bei (Acosta-Rodriguez et
al., 2007; Mangan et al., 2006), konnen allerdings auch schwere Autoimmunkrankheiten
auslosen (Langrish et al., 2005). Der vierte T-Helferzelltyp, die regulatorischen T-Zellen
(Tregs), wird iiber die Expression des Transkriptionsfaktors Foxp3 definiert (Fontenot et
al., 2003). Trg sind ein Teil der peripheren Toleranzmechanismen und verhindern
sowohl eine iiberschieBende Immunantwort, kénnen allerdings auch autoimmune T-
Zellen, welche der negativen Selektion im Thymus entkommen sind, sowie Zellen des
angeborenen Immunsystems in ihrer Aktivitit unterdriicken (von Herrath and Harrison,
2003). Jedoch konnen Tiegs auch erwiinschte Immunantworten wie z.B. gegen Tumore
oder Pathogene unterdriicken (Belkaid and Rouse, 2005). Daher wird heutzutage
versucht, eine Repolarisierung von T-Helferzellen bei iiberschieBenden Immunantworten

oder Autoimmunkrankheiten therapeutisch zu nutzen.

2.3 Die Th2-Immunantwort

Immunantworten des Typs 2 (im Folgenden Th2-Immunantworten) sind charakterisiert
durch die Differenzierung naiver CD4" T-Helferzellen zu Th2-Zellen und beinhalten

auch die Aktivierung von Komponenten des angeborenen Immunsystems. Th2-

11
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Immunantworten konnen durch eine Reihe von Parasiten induziert werden.
Unkontrollierte Th2-Immunantworten gegen harmlose Molekiile fiihren allerdings zur
Entwicklung von Allergien, allergischem Asthma und anderen
Hypersensibilititsreaktionen. Charakteristisch fiir solch eine Th2-Immunantwort sind IL-
4-sezernierende CD4" T-Helferzellen, hohe IgE-Spiegel im Serum, sowie eine lokale
oder systemische Anreicherung von eosinophilen Granulozyten (Eosinophilie). Je nach
Art der Reaktion kann es auch zu einer Akkumulation basophiler Granulozyten
(Basophilie) und Mastzellen (Mastozytose), sowie einer vermehrten Schleimproduktion
in den betroffenen Geweben kommen. Die Differenzierung von naiven CD4' T-
Helferzellen zu Th2-Zellen beruht auf IL-4-abhingigen Signalwegen und der Aktivierung
des Transkriptionsfaktors Stat6 (Hou et al., 1994). Dadurch wird der Transkriptionsfaktor
Gata-3 exprimiert, welcher die weitere Th2-Differenzierung fordert und die reziproke
Thl-Differenzierung unterdriickt (Ouyang et al., 1998; Zheng and Flavell, 1997).
Allerdings ist noch unklar, welcher Zelltyp das urspriingliche IL-4 sezerniert und damit
die Differenzierung von Th2-Zellen einleitet. Es wurde gezeigt, dass CD4  T-
Helferzellen wihrend der Primérinfektion oder der Sensitivierungsphase von
Uberempfindlichkeitsreaktionen entscheidend sind, da sie B-Zellen aktivieren und damit
auch eine humorale Immunantwort initiieren konnen. Dabei induzieren Th2-Zellen in B-
Zellen einen Klassenwechsel zur Produktion von IgG1 - und IgE Antikorpern, welche an
die Fc-Rezeptoren FcyRIII und FceRI von basophilen Granulozyten und Mastzellen
binden koénnen und daher ein Verbindungsglied zwischen adaptivem und angeborenem
Immunsystem wéhrend einer Th2-Immunantwort darstellen. Jedoch fordern Th2-Zellen
auch direkt weitere Effektormechanismen, indem sie Chemokine ausschiitten, welche
wiederum andere Leukozyten anlocken konnen. Des Weiteren wirken die Zytokine IL-4,
IL-5 und IL-13, welche ebenfalls von Th2-Zellen sezerniert werden, auch direkt auf
glatte Muskelzellen, sowie epitheliale und mukosale Zellschichten (Dabbagh et al., 1999;
Wills-Karp et al., 1998), oder fordern, im Fall von IL-3 und IL-5, die Ausreifung und das
Uberleben von basophilen und eosinophilen Granulozyten, sowie von Mastzellen (Dent
et al., 1990; Lantz et al., 1998). Da die Biologie von Granulozyten zentrale Themen

dieser Arbeit sind, werden sie in separaten Kapiteln eingefiihrt.
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2.4 Wichtige Zelltypen des angeborenen

Immunsystems fur eine Th2-Immunantwort

Granulozyten und dendritische Zellen (DCs) entwickeln sich wie alle Zellen des
Immunsystems von einer pluripotenten himatopoetischen Stammzelle. Diese Stammzelle
bildet entweder eine Vorlauferzelle fiir alle lymphoiden Zellen, aus welcher sich z.B. T-
Zellen und B-Zellen entwickeln, oder eine myeloide Vorlduferzelle, aus der sich unter
anderem Granulozyten entwickeln konnen (Akashi et al., 2000). Bisher ist noch nicht
abschlieBend geklirt, ob es einen gemeinsamen Vorlduferzelltyp fiir alle Granulozyten
gibt, bzw. ab welchem Differenzierungsstadium eine Granulozytenzelllinie auf ihr
Entwicklungsprogramm  festgelegt ist. Von DCs existieren unterschiedliche
Subpopulationen, welche sich entweder aus der lymphoiden Linie oder der myeloiden

Linie entwickeln konnen.
2.4.1 Dendritische Zellen

Dendritische Zellen sind als APCs entscheidend an der Ausldsung einer adaptiven
Immunantwort beteiligt und haben sehr wahrscheinlich auch eine grole Bedeutung bei
der Aufrechterhaltung der zentralen Toleranz von T-Zellen. DCs konnen durch
verschiedene ,,Gefahrensignale® aktiviert werden, worauthin diese die Expression von
MHC-II und diverser kostimulatorischer Molekiile verstirken, um anschlieBend CD4" T-
Zellen zu aktivieren. Die Art der Aktivierung von DCs entscheidet dabei mit, welches
Zytokinmuster DCs exprimieren. So induzieren die meisten Liganden von TLR die
Expression von IL-1, IL-6, IL-12 und IL-23 (Kapsenberg, 2003). Daher fordern TLR-
aktivierte DCs die Differenzierung von naiven CD4" T-Zellen zu Thl-Zellen. Im
Gegensatz dazu induziert die Aktivierung von DCs durch thymic stromal lymphopoietin
(TSLP) eher ein Zytokinexpressionsmuster in DCs, welches die nachfolgende
Differenzierung von naiven CD4" T-Zellen zu Th2-Zellen erlaubt (Liu et al., 2007).
TSLP wird hauptsdchlich von Epithelzellen in Lunge, Haut und Darm exprimiert.

Interessanterweise konnen auch aktivierte basophile Granulozyten unter bestimmten

13
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Umstédnden TSLP exprimieren (Sokol et al., 2008). Der genaue Wirkmechanismus von
TSLP auf DCs ist bis heute allerdings noch unbekannt.

Daneben entscheiden auch Notch-vermittelte Signalwege iiber die Differenzierung von
DC-aktivierten CD4" T-Zellen. So konnte gezeigt werden, dass von den beiden Notch-
Ligand-Familien die Aktivierung von Delta-abhingigen Signalwegen eine Thl-
Differenzierung einleitet, wihrend die Aktivierung von Jagged-abhangigen Signalwegen
zur alternativen Th2-Differenzierung von T-Helferzellen fiihrt (Amsen et al., 2004;
Tanigaki et al., 2004). Die Expression der Liganden fiir Notch kann auf APCs,
insbesondere DCs, durch Thl- oder Th2-férdernde Stimuli ausgelost werden.
Interessanterweise ist die Jagged-vermittelte Th2-Differenzierung unabhingig von der
Expression des Transkriptionsfaktors Stat6. Stattdessen induziert Jagged direkt den
Transkriptionsfaktor Gata-3 und reguliert auch die Expression des i/4 Gens (Amsen et al.,
2004). Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass DCs naive CD4" T-Zellen durch
Prisentation von (Fremd-) Peptiden in MHC-II Molekiilen aktivieren, wobei sie die
Polarisierung der CD4" T-Zellen abhiingig von den zuvor erhaltenen Stimuli beeinflussen

konnen.

2.4.2 Eosinophile Granulozyten

Unreife eosinophile Granulozyten konnen schon in der fotalen Leber der Maus am Tag
16,5 der Embryonalentwicklung gefunden werden. Sie sind eine der ersten Zellen in dem
sich entwickelnden Immunsystem, welche das IL-4 Transkript exprimieren. Diese
unreifen eosinophilen Granulozyten konnen das gesamte Eosinophil-Kompartiment in
bestrahlten Méusen erneuern und stellen daher einen potentiellen Vorlduferzelltyp dar,
welcher bereits auf die Eosinophilen-Linie festgelegt ist (Voehringer et al., 2007). Die
adulte Eosinophilopoese findet im Knochenmark statt und wird von der Expression der
Transkriptionsfaktoren Gata-1, PU.1 und ¢/EBP reguliert (McNagny and Graf, 2002).
Dabei scheint die Expression von Gata-1 fiir die Eosinophilen-Linie essentiell zu sein, da
die Deletion einer hochaffinen Bindungsstelle fiir Gata-1 proximal des gata-1 Promotors
zu einem vollstindigen und selektiven Verlust der Eosinophilen-Linie fithrt (Yu et al.,

2002). IL-5 ist fiir die Reifung und das Uberleben von eosinophilen Granulozyten und
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damit fiir die Entwicklung einer Eosinophilie von entscheidender Bedeutung. Tatsdchlich
konnte kiirzlich eine fiir eosinophile Granulozyten spezifische Vorlduferpopulation in
adultem, humanem Knochenmark identifiziert werden, welche sich von anderen
Vorlduferpopulationen durch Expression des IL-5 Rezeptors unterscheidet (Mori et al.,
2009). Jedoch scheint IL-5 nicht absolut notwendig fiir die Entwicklung zu sein, da IL-5-
defiziente Méuse unter homoostatischen Bedingungen eine normale Anzahl an
eosinophilen Granulozyten aufweisen (Kopf et al., 1996). Umgekehrt zeigen Méuse,
welche IL-5 iiberexprimieren, eine massive, systemische Eosinophilie (Dent et al., 1990).
Zudem gibt es Hinweise, dass auch IL-3 und GM-CSF zur Entwicklung eosinophiler
Granulozyten beitragen.

Reife eosinophile Granulozyten besitzen charakteristische Granula, welche eine Reihe an
vorgefertigten kationischen Proteinen wie z.B. ,,major basic protein“ (MBP), ,,eosinophil
cationic protein“ (ECP), ,eosinophil peroxidase (EPO) und ,eosinophil-derived
neurotoxin®“ (EDN) besitzen. Die Funktionen dieser Proteine reichen von direkt
zytotoxischen (MBP, EPO, ECP), {iber antivirale (ECP, EDN), bis hin zu
immunmodulierenden Effekten (ECP) (Rothenberg and Hogan, 2006). MBP und ECP
konnen auch direkt die Schleimproduktion in den Atemwegen oder die Kontraktion der
glatten Muskulatur, sowie die Degranulation anderer Granulozyten und Mastzellen
beeinflussen (Venge et al., 1999; Zheutlin et al., 1984). EPO katalysiert die Bildung von
reaktiven Sauerstoffverbindungen (,,reactive oxygen species” ROS), welche oxidativen
Stress und damit Zelltod durch Nekrose oder Apoptose auslosen konnen (MacPherson et
al., 2001). Zusétzlich kdnnen eosinophile Granulozyten auch Zytokine wie IL-2, IL-4, IL-
6, IL-10 und IL-12 sezernieren, welche wiederum die Proliferation, die Aktivierung oder
die Th1/Th2-Polarisierung von T-Zellen beeinflusst (MacKenzie et al., 2001).

Die Funktionen von eosinophilen Granulozyten sind am besten unter Th2-Bedingungen
untersucht, da eine Eosinophilie hauptsidchlich unter klassischen Th2-Bedingungen
beobachtet wurde. Interessanterweise sezernieren eosinophile Granulozyten nur relativ
wenig IL-4 im Vergleich zu basophilen Granulozyten und T-Zellen, obwohl sie {iber
einen offenen IL-4 Lokus verfiigen, von welchem IL-4 mRNA transkribiert wird (Shinkai
et al., 2002; Voehringer et al., 2004).
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Reife eosinophile Granulozyten zirkulieren durch den gesamten Korper und kdnnen in
Blut, Milz, Lymphknoten, Peyer’schen Plaques, im Thymus und im Peritoneum gefunden
werden (Voehringer et al., 2007). Uber die Lebensdauer dieses Zelltyps ist wenig
bekannt, jedoch scheint IL-5 die Apoptose von eosinophilen Granulozyten zu verhindern
und damit deren Homoostase regulieren zu konnen (Simon, 2001). Eosinophile
Granulozyten werden durch chemotaktisch wirksame Substanzen wie Zytokine (IL-5),
Chemokine (CCL11 und CCL5) und Lipide (Leukotrien B4 (LTB4), LTC4, LTD4, LTE4
und Prostaglandin D2) in entziindete Gewebe rekrutiert, wo sie dann lokal nach
Aktivierung degranulieren und ihre Effektorfunktion ausiiben (Rothenberg and Hogan,
20006).

Zur Zeit sind zwei genetisch Eosinophil-defiziente Mausstimme bekannt, um die
Funktion eosinophiler Granulozyten in vivo zu studieren: 1) Adbl/GATA-Maéuse, welche
die bereits beschriebene Deletion der Gata-1 Bindungsstelle im proximalen gata-1
Promotor haben (Yu et al., 2002) und 2) PHIL-Maéuse, in welchen Diphterietoxin A unter

Kontrolle des Eosinophil-spezifischen EPO Promotors exprimiert wird (Lee et al., 2004).

2.4.3 Basophile Granulozyten

Basophile Granulozyten wurden bereits im Jahr 1879 von Paul Ehrlich identifiziert,
spielten jedoch lange Zeit in der Wissenschaft nur eine untergeordnete Rolle. Die Griinde
hierfiir liegen am Fehlen von spezifischen Oberflichenmarkern und ihrer geringen
Frequenz innerhalb der Lymphozyten. AuBBerdem sind bis heute keine Miause verfligbar,
welche aufgrund genetischer Modifikationen keine basophilen Granulozyten besitzen.
Uber ihre friilhe Entwicklung ist relativ wenig bekannt, kiirzlich konnte jedoch ein
potentieller Vorlauferzelltyp im Knochenmark isoliert werden. Fiir dessen Entwicklung
scheint der Transkriptionsfaktor c¢/EBPa essentiell zu sein, jedoch ist die
Enddifferenzierung von basophilen Granulozyten unabhidngig von diesem
Transkriptionsfaktor (Arinobu et al., 2005). Friihere Studien legten einen gemeinsamen
Vorldufer fiir basophile Granulozyten und eosinophile Granulozyten nahe (Arock et al.,
2002). Basophile Granulozyten sind funktionell eng mit Mastzellen verwandt, da sie in

Nagern die einzigen Zellen sind, welche den hochaffinen Rezeptor fiir IgE (FceRI)
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exprimieren. Die Frage, ob es fiir diese beiden Zelltypen auch einen gemeinsamen
Vorlauferzelltyp gibt, ist bis heute noch nicht abschlieBend geklart. In der Milz scheint
eine Vorlduferpopulation zu existieren, welche ex vivo sowohl zu Mastzellen als auch zu
basophilen Granulozyten differenzieren kann (Arinobu et al., 2005). IL-3 scheint ein
wichtiger Differenzierungs- und/oder Uberlebensfaktor fiir basophile Granulozyten und
damit entscheidend fiir die Entwicklung einer Basophilie zu sein (Valent et al., 1989b).
Jedoch fiihrt die komplette Abwesenheit von IL-3 nicht zu einem Stopp in der
Differenzierung von basophilen Granulozyten unter homoostatischen Bedingungen
(Lantz et al., 1998). AuBlerdem scheinen IL-5 und GM-CSF ein gewisses Potential zu
besitzen, die Differenzierung dieses Zelltyps zu verstdrken (Arock et al., 2002). Im
Gegensatz zu Mastzellen verlassen basophile Granulozyten das Knochenmark als reife
Zellen und halten sich unter nicht-inflammatorischen Bedingungen hauptsichlich im
Blutkreislauf und in der Milz auf. Unter homdostatischen Bedingungen reprisentieren sie
nur ca. 0,3% aller Leukozyten im Blut. Th2-Immunantworten aufgrund von
Parasiteninfektionen oder allergischen Reaktionen koénnen ihre Frequenz dramatisch
erhohen und fiihren auch zu einer Rekrutierung in bestimmte Gewebe wie z.B. die Lunge
(Lantz et al., 1998; Voehringer et al., 2004). Bisher ist jedoch unbekannt, wie hoch die
Lebensdauer von basophilen Granulozyten iiberhaupt ist und wo genau sie in
verschiedenen Geweben lokalisiert sind.

Die Antigen-spezifische Aktivierung von basophilen Granulozyten erfolgt hauptsiachlich
iiber eine Kreuzvernetzung von FceRI-gebundenem IgE durch ein multivalentes Antigen
(Turner and Kinet, 1999). Die Bindung von nicht-kreuzvernetztem IgE an den FceRI-
Rezeptor kann allerdings die Expression des Rezeptors, sowie die Funktion und die
Lebensdauer von Mastzellen und wohl auch basophilen Granulozyten regulieren
(Kawakami and Galli, 2002). Kiirzlich konnte in einem murinen Modell fiir systemische
Anaphylaxis gezeigt werden, dass basophile Granulozyten auch durch IgG1l aktiviert
werden konnen (Tsujimura et al., 2008). Aufler durch Fc-Rezeptoren kdnnen basophile
Granulozyten auch durch eine Vielzahl weiterer Molekiile wie Chemokine und Zytokine,
sowie durch Allergene mit Protease-Aktivitdt aktiviert werden (Bischoff et al., 1992;
Sokol et al., 2008; Valent et al., 1989a; Yoshimoto et al., 1999). Insbesondere IL-3

scheint die Starke der Aktivierung von basophilen Granulozyten betrachtlich beeinflussen
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zu konnen (Min, 2008). Die FceRI-vermittelte Aktivierung fithrt zur Degranulation und
damit zur Freisetzung einer ganzen Reihe an vorgefertigten biologisch aktiven
Substanzen wie Serin-Proteasen und gefdBBerweiternden Molekiilen (z.B. Histamin).
AuBerdem kommt es zur de novo Synthese von Lipid-Mediatoren und zur Synthese und
Sezernierung von Chemokinen und Zytokinen (Kawakami and Galli, 2002). Interessant
ist dabei vor allem, dass basophile Granulozyten nach Aktivierung sehr rasch IL-4 und
IL-13 sezernieren konnen (Seder et al., 1991). Dieses IL-4 kann dazu beitragen, den
Isotyp-Klassenwechsel in Plasmazellen Richtung IgG1 und IgE einzuleiten. Tatsdchlich
ist schon ldnger bekannt, dass humane basophile Granulozyten in B-Zellen in vitro einen
Immunglobulinklassenwechsel zu IgG1l und IgE in der Abwesenheit von T-Zell-Hilfe
induzieren koénnen (Gauchat et al., 1993). IL-4 von basophilen Granulozyten dient
moglicherweise auch als initiales Zytokin fiir die T-Helferzellpolarisierung in Richtung
Th2-Zelle, insbesondere bei Gedichtnisantworten, da in diesem Fall die Kreuzvernetzung
von FceRI-gebundenem, Antigen-spezifischem IgE zu einer raschen Aktivierung und
somit zur IL-4-Sekretion flihren kann (Khodoun et al., 2004). Lange Zeit wurde vermutet,
dass die einzig ,,sinnvolle” Funktion von basophilen Granulozyten ihre Fihigkeit sei,
Parasiten zu bekdmpfen, obwohl es hierfiir keine direkten Beweise gab. Kiirzlich hat man
jedoch herausgefunden, dass basophile Granulozyten auch eine humorale Immunantwort
verstirken konnen und so dazu beitragen, bakterielle Infektionen schneller und effektiver
zu bekdampfen (Denzel et al., 2008). Allerdings scheinen basophile Granulozyten auch an
der Entwicklung gewisser Krankheitsbilder beteiligt zu sein. So spielen sie vermutlich
eine wichtige Rolle bei der Entwicklung von schwerem Asthma und bei der IgG-
vermittelten Anaphylaxis (Koshino et al., 1993; Tsujimura et al., 2008).

Bis heute gibt es keine genetisch Basophil-defizienten Méuse, um deren Funktion in vivo
zu untersuchen. Die Antikorper-abhangige Depletion ist nur zeitlich begrenzt einsetzbar,
da eine mehrmalige Gabe von Antikorpern zu der Bildung von Anti-Antikérpern und
somit zur Neutralisation des verabreichten Antikorpers fiihrt. AuBerdem war diese
Methode lange Zeit auf den Gebrauch von anti-FceRI Antikdrpern beschrinkt, welche
jedoch auch an Mastzellen binden und diese aktivieren und/oder depletieren kdnnen.
Ferner ist es schwierig, basophile Granulozyten unter Bedingungen mit einer starken

Basophilie (z.B. nach Priméarinfektionen mit Wurmparasiten) zu depletieren, da hierbei
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meist auch sehr viele Vorlduferzellen generiert werden, welche die depletierten Zellen
sehr rasch ersetzen konnen. Seit kurzem konnen basophile Granulozyten jedoch selektiv
mit Hilfe eines neu entwickelten anti-CD200R3 Antikorpers depletiert werden, womit
deren Funktion in vivo untersucht werden kann (Obata et al., 2007). Allerdings wird mit
diesem Antikorper auch CD200R3 auf Mastzellen aktiviert, was die Interpretation der
Ergebnisse erheblich erschwert (Kojima et al., 2007).

2.4.4 Mastzellen

Mastzellen entwickeln sich wie alle anderen hdmatopoetischen Zellen im Knochenmark.
Im Vergleich zu eosinophilen und basophilen Granulozyten jedoch verlassen sie das
Knochenmark als unreife Vorldauferzellen. Diese wandern in interstitielle Bindegewebe
und die Submukosa ein und differenzieren dann lokal aus. Die Entwicklung der
Mastzelllinie ist abhdngig von einer starken Expression des Transkriptionsfaktors Gata-2,
benotigt aber auch die Expression von Gata-1 (Harigae et al., 1998). Der wichtigste
Differenzierungs- und/oder Uberlebensfaktor fiir Mastzellen ist der Stammzellfaktor
(SCF von stem cell factor oder auch KIT Ligand), welcher an den Rezeptor c-Kit bindet.
Die Bedeutung von c-Kit wird auch durch verschiedene Mausstimme unterstrichen,
welche aufgrund von Mutationen in einem regulatorischen Element des c-Kit-Promotors
oder im c-Kit Gen selbst genetisch Mastzell-defizient sind (Grimbaldeston et al., 2005;
Kitamura et al., 1978). Daneben beeinflussen auch eine Reihe von Zytokinen,
Chemokinen und Wachstumsfaktoren die Anzahl und den Phédnotyp von Mastzellen.
Dazu gehort in der Maus insbesondere IL-3, jedoch scheinen auch IL-4, IL-9 und TGFp1
eine wichtige Rolle zu spielen (Kawakami and Galli, 2002).

Mastzellen lassen sich hauptséchlich in der Ndhe von Oberfldchen finden, welche der
Umwelt exponiert sind wie z.B. Haut, Atemwege und Verdauungsorgane. Daher sind sie
dhnlich wie dendritische Zellen ideal positioniert, um als eine der ersten Zellen Kontakt
mit Umweltantigenen oder auch Allergenen herzustellen. Die Lebensdauer von
Mastzellen betrdgt mehrere Wochen, wobei sie sogar in der Lage sind, wieder in den
Zellzyklus einzutreten und sich nach entsprechender Stimulation erneut zu teilen

(Kawakami and Galli, 2002; Kitamura et al., 1987). Daher kann neben einer verstarkten
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Rekrutierung und lokalen Ausreifung auch die Proliferation in situ zu einer lokalen
Anhéufung von Mastzellen (Mastozytose) flihren. Solch eine lokale Mastozytose beruht
in der Regel auf einer Infektion mit einem Parasiten, welcher eine klassische Th2-
Immunantwort auslost, oder auf einer chronischen Exposition zu einem Allergen (Ikeda
et al., 2003; Uber et al., 1980).

Mastzellen exprimieren wie basophile Granulozyten den hochaffinen Rezeptor fiir IgE
(FceRI). Nach Kreuzvernetzung durch ein multivalentes Antigen sezernieren Mastzellen
sehr rasch ihre Granula und setzen eine Reihe an biologisch aktiven Substanzen frei
(Galli et al., 2005; Kawakami and Galli, 2002). Die Reihe dieser Substanzen
iiberschneidet sich mit der von basophilen Granulozyten, ist aber nicht ganz identisch.
Diese Produkte konnen je nach Versuchsbedingungen eine entziindungsfordernde,
entziindungshemmende oder immunsuppressive Funktion haben (Galli et al., 2008). Die
bekanntesten Mediatoren von Mastzellen sind Histamin und Heparin, welche
gefdllerweiternd und durchblutungsférdernd wirken. Aufgrund dieser Eigenschaften und
der Lokalisierung in den umweltexponierten Organen eines Organismus (Haut, Darm)
werden Mastzellen meist mit Uberempfindlichkeitsreaktionen und asthmatischen

Erkrankungen in Verbindung gebracht.

2.5 Infektionen mit Nematoden

Rund 25% der Bevolkerung weltweit ist stindig mit intestinalen Nematoden infiziert, was
vornehmlich in Entwicklungsldndern zu einer Reihe von Problemen wie Untererndhrung,
Andmie und Wachstumsverzogerungen fiihrt. Ein Drittel aller Infektionen beruhen dabei
auf einer Infektion mit Hakenwiirmern. Diese blutsaugenden Wiirmer verankern sich in
der Mukosa des Diinndarms, wo sie fiir mehrere Jahre iiberleben konnen. Weibliche
Hakenwiirmer konnen dabei bis zu 10000 Eier pro Tag produzieren. Bis heute wurde
noch kein erfolgreicher Impfschutz gegen diese Parasiten entwickelt, was vor allem am
fehlenden Verstindnis der protektiven Effektormechanismen des Immunsystems gegen
Helmintheninfektionen liegt. Nematoden (auch Rund- oder Fadenwiirmer genannt) sind

ein Stamm der Helminthen (parasitische Wiirmer). Nematoden zeichnen sich durch ihre
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abgerundete Form ohne Segmente und ihre Getrenntgeschlechtlichkeit aus. Sie besitzen
eine kompliziert aufgebaute Korperhiille (Integument) und konnen sich schlingelnd
fortbewegen. Im Allgemeinen induzieren diese Parasiten eine starke Th2-Immunantwort,
welche durch hohe IgE-Titer und eine Anreicherung von Th2 T-Zellen und Mastzellen,
sowie von basophilen und eosinophilen Granulozyten gekennzeichnet ist. Welche
Bedeutung den einzelnen Komponenten fiir die Beseitigung der Infektion zukommen,
hiangt sehr wahrscheinlich auch von der Biologie des jeweiligen Parasiten ab. Bei der
Untersuchung der ausgeldsten Immunantwort muss allerdings auch bedacht werden, dass
Helminthen mit ihrem Wirt eine sehr lange Ko-Evolution verbindet, wihrend derer
Helminthen eine fiir ihr Uberleben und Verbreitung giinstige Modulation der
Immunantwort des Wirts entwickeln konnten (Maizels and Yazdanbakhsh, 2003). Die
Immunantwort des Wirts hingegen zielt auf eine effiziente Eliminierung der Parasiten

bei moglichst geringer Schidigung des korpereigenen Gewebes.

2.5.1 Das Nippostrongylus brasiliensis (/V. brasiliensis)-

Infektionsmodell

Der natiirliche Wirt des Nematoden N. brasiliensis ist die Ratte. In den 1970er Jahren
wurde der Parasit wurde auf die Maus adaptiert (Ogilvie and Jones, 1971), in der von
adulten Parasiten jedoch keine lebensfihigen Eier produziert werden konnen. Adulte
Wiirmer leben parasitisch im Diinndarm ihres Wirtes und produzieren dort Eier, welche
mit dem Kot den Wirt verlassen. Aus diesen Eiern schliipfen L1 Larven, welche sich
nach zwei weiteren Hiutungen in infektiose L3 Larven entwickeln. In der Natur klettern
Larven dieses Stadiums auf Grashalme und bohren sich dann aktiv durch die Haut von
vorbeikommenden Nagetieren. Experimentell werden diese L3 Larven subkutan in den
Riicken am Schwanzende einer Maus/Ratte gespritzt. Die Larven wandern mit dem
Blutkreislauf in die sauerstoffreiche Lunge, treten in die Atemwegsgefifle ein und
entwickeln sich dort bis zum Tag 4 nach Infektion zu L4 Larven. Daraufhin werden die
Larven hochgehustet, um anschlieBend wieder verschluckt zu werden. Die Ausreifung zu

adulten Wiirmern erfolgt von Tag 5-9 im Diinndarm. Wahrend ihrer Entwicklung 16sen
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diese Helminthen zunichst in der Lunge und spiter im Diinndarm lokale Entziindungen
aus. Dabei kommt es auch zu einer lokalen und systemischen Basophilie/Eosinophilie
und zur Akkumulation von Th2-Zellen, sowie zu einem massiven Anstieg des IgE-
Spiegels im Serum. Zeitlich etwas verzogert kommt es auch zu einer Mastozytose im
Diinndarm. Die meisten Inzuchtmausstimme konnen gegen Primérinfektionen mit N.
brasiliensis eine effektive Immunantwort generieren, wobei adulte Wiirmer binnen 9-10
Tagen eliminiert werden. Daneben entwickelt das Immunsystem auch einen protektiven
Schutz gegen Sekundirinfektionen. Die Infektion mit N. brasiliensis ist eine der stirksten
bekannten Stimulatoren fiir Th2-Immunantworten im Mausmodell und eignet sich
deshalb hervorragend, um die Funktion der an diesem Typ von Immunantwort beteiligten
Zelltypen zu studieren. AuBBerdem vermutet man heutzutage, dass sich die grundlegenden
Immunantworten von Wurminfektionen und allergischen Reaktionen sehr stark dhneln.
Insbesondere die Infektion mit N. brasiliensis induziert in der Lunge einen Phénotyp,
welcher auch bei allergischem Asthma beobachtet werden kann. Daher kdnnen mit
diesem Infektionsmodell grundlegende Mechanismen von Th2-Immunantworten studiert

werden, welche potentiell auch fiir die Behandlung von Krankheiten von Bedeutung sind.

2.5.2 Weitere Modelle zum Studium von Th2-Immunantworten

In der Forschung haben sich auch verschieden andere murine Wurminfektionsmodelle
zum  Studium von  Th2-Immunantworten etabliert:  Primérinfektionen  mit
Heligmosomoides polygyrus verursachen eine chronische Infektion, welche nur durch
Gabe von Helminth-spezifischen Medikamenten eliminiert werden kann. Experimentell
werden dabei L3 Larven oral verabreicht, worauf sie binnen Stunden die Wand des
Diinndarms durchbohren. Anschlielend wandern die Larven in die Muscularis externa,
wobei eine lokale Entziindungsreaktion mit einer hohen Infiltrationsrate an eosinophilen
Granulozyten initiiert wird. Nach 8-tdgiger Entwicklung wandern adulte Wiirmer zuriick
in das Darmlumen, paaren sich und konnen dort monatelang Eier produzieren. Der
Vorteil dieses Infektionsmodells liegt vor allem im Studium eines Immunsystems,

welches chronisch einer Helmintheninfektion ausgesetzt ist. Sekundérinfektionen 16sen
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eine Th2-Gedichtnisimmunantwort aus, welche zu einer raschen Eliminierung des
Parasiten fiihrt (Gause et al., 2003).

Dagegen induziert Trichuris muris eher eine gemischte Th1/Th2-Immunantwort. Der Typ
der ausgelosten Immunantwort ist abhdngig vom genetischen Hintergrund des
verwendeten Mausstammes und entscheidet dabei, ob der Parasit eliminiert werden kann
oder nicht. Die zugrundeliegenden Effektormechanismen sind bis heute allerdings noch
weitgehend unbekannt. Oral verabreichte L1 Larven wandern vom Diinndarm in den
Dickdarm, wo sie ihren Kopf in das Epithelium einbetten und ausreifen. Dabei wird aus
den Epithelzellen ein Syncytium gebildet (Cliffe and Grencis, 2004).

Infektionen mit Schistosoma mansoni fihren zunichst zu einer Th1/Th17-Immunantwort,
welche sich gegen die adulten Parasiten richtet. Nachdem die Parasiten Eier produziert
haben, kommt es zur Ausbildung von Granulomen in der Leber und die Immunantwort
andert sich in Richtung einer Th2-Immunantwort. Diese Th2-Immunantwort verhindert
eine ansonsten pathologische Th1l/Thl7-Immuantwort (Stadecker et al., 2004). Daher
kann in diesem Modell sehr gut die Balance zwischen verschiedenen Immunantworten
studiert werden.

Neben Infektionen mit diversen Wurmmodellen existieren auch zwei weitere Methoden
zur Auslosung von Th2-Immunantworten in der Maus: 1) Zum einen kann ein
Modellantigen (in der Regel Hiihnerovalbumin) zusammen mit dem Adjuvanz
Aluminiumkaliumsulfat verabreicht werden. Danach kann durch eine weitere Gabe des
Antigens eine Th2-Immunantwort induziert werden. 2) Alternativ kann auch Ziegen-
Antiserum gegen Maus-IgD (GaMD) verabreicht werden. Ziegen-IgG bindet an
membranstindiges IgD auf B-Zellen in der Maus und aktiviert diese. Zudem wird es
internalisiert, prozessiert und aktiviert nach Prisentation durch MHC-II-Molekiile T-
Zellen, welche spezifisch flir Ziegen-IgG sind. Eine groBle Zahl dieser B-Zellen aktiviert
somit CD4" T-Zellen und induziert die Differenzierung bevorzugt zu Th2-Effektorzellen.
Ziegen-Antiserum gegen KLH (Hamocyanin der Nacktschnecke; ,keyhole limpet
hemocyanin®) kann als erneuter Stimulus verwendet werden, da dabei dieselben
antigenen Determinanten wie in GaMD vorkommen, ohne dass direkt B-Zellen oder

indirekt T-Zellen zu einer Primérantwort stimuliert werden. Da man bis heute aber nicht
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genau verstanden hat, weshalb im Detail es bei diesen beiden Methoden {iberhaupt zur
Induktion von Th2-Immunantworten kommt, sind die Helmintheninfektionsmodelle
besser geeignet, um grundlegende Fragen zu Th2-Immunantworten unter physiologischen

Bedingungen zu kléren.
2.6 Zielsetzung der Arbeit

In dieser Arbeit sollten Zellen des angeborenen Immunsystems wéhrend einer Th2-
Immunantwort funktionell charakterisiert werden. Dazu wurden Maéuse mit dem
gastrointestinalen Nematoden N. brasiliensis infiziert und das Verhalten von
eosinophilen- und basophilen Granulozyten wihrend der Infektion ndher untersucht. Ein
besonderer Schwerpunkt lag dabei auf dem Vergleich der Lebensdauer dieser Zelltypen
unter homoostatischen und inflammatorischen Bedingungen, da es wéhrend der Infektion
mit N. brasiliensis zu einer massiven Zunahme dieser Zellen kommt. Bis heute konnte
nicht geklart werden, ob diese Zunahme durch vermehrte Neubildung der Zellen im
Knochenmark oder vielmehr durch ein verlingertes Uberleben dieser Zellen in der
Peripherie zustande kommt. Des Weiteren sollte die genaue Lokalisierung dieser Zellen
in verschiedenen Organen untersucht werden, um eventuell Riickschliisse auf ihre
Beteiligung an der ausgelosten Immunantwort zu ziehen. Entscheidend fiir eine
erfolgreiche Immunantwort gegen Parasiten sind letztendlich die Effektorfunktionen der
daran beteiligten Zellen. Daher wurden auch die Effektorfunktionen dieser Zellen

sowohl in vitro als auch in vivo ndher untersucht.
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Zielsetzung der Arbeit:
eosinophile und basophile Granulozyten wihrend einer
N. brasiliensis-Infektion
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Abbildung 1. Ubersicht iiber die Fragestellung. In dieser Arbeit soll die Bedeutung von eosinophilen
und basophilen Granulozyten wihrend einer Infektion mit dem gastrointestinalen Nematoden N.
brasiliensis geklart werden. Dazu sollten insbesondere die Mechanismen, die zur Akkumulation dieser
Zellen fiihren, deren genaue Lokalisierung in den betroffenen Organen und potentielle Effektorfunktionen
dieser Zellen wéhrend der Infektion aufgeklart werden.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

Alle Losungen, Medien und Puffer wurden mit zweifach destilliertem Wasser angesetzt.
Wenn nicht anders vermerkt, wurden alle Chemikalien von der Firma Roth (Karlsruhe)
bezogen. Die Herkunft speziell benétigter Reagenzien ist in der entsprechenden

Methodenbeschreibung angegeben.

3.1.2 Gerate

Fiir diese Arbeit wurden folgende Gerite verwendet:

Brutschrank (Heraeus, Kendro Laboratory Products, Deutschland), Chemikalienwaage
(Mettler PL1200, Mettler-Toledo, Greifensee, Schweiz), ELISA Reader und SoftmaxPro
Software (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA), Feinwaage (Mettler 32),
Inversmikroskop (Modell SZ, OPTECH, Miinchen, Deutschland), Kryostat (Jung
Frigocut 2800E (Leica Microsystems, Bensheim, Deutschland), Magnetriihrer,
Mikroskope (Zeiss, Oberkochen, Deutschland und Ernst Leitz, Wetzlar, Deutschland),
PCR-Maschine (Robocycler Gradient 96, Stratagene Agilent Technologies, Sedar Creek,
TX, USA), pH-Meter (Inolab, Weilheim, Deutschland), Photometer (Ultraspec3000,
Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland), Pipetten (Eppendorf, Hamburg,
Deutschland), Sonifiziergerdt (Cell Disruptor B15, Branson, Danbury, CT, USA),
Sterilbank (Heraeus), Zytospin-Zentrifuge (Cytospin 2, Shandon Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA), Zentrifugen (Rotixa RP, Hettich, Tuttlingen, Deutschland und
Sorvall RC-5B Superspeed, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA), Waschgerit fiir
96Loch-Platten (SLT Labinstruments, Achterwehr, Deutschland).
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3.1.3 Pufferlosungen und Zellkulturmedien

ACK-Puffer 8,29 g NH4Cl
1 g KHCO;
37,2 mg Na,EDTA
H,Oad 11
pH 7,2-7,4 mit 1 N HCI einstellen

PBS 9,55 g/l Dulbecco’s PBS ohne Ca*" und Mg”*
(Biochrom AQG)

FACS-Puffer Dulbecco’s PBS (Panbiotech) ohne Ca*" und Mg**
2% FKS (Invitrogen)
0,1% NaNj;

FACS-Blutpuffer Dulbecco’s PBS (Panbiotech) ohne Ca*" und Mg**
2% FKS (Invitrogen)
0,1% NaNj3;
2000 U/l Heparin (Biochrom AG)

MACS-Puffer Dulbecco’s PBS (Panbiotech) ohne Ca®" und Mg**
0,5% FKS (Invitrogen)
2mM EDTA

RPMI-Medium RPMI 1640 (PanBiotech)

10% FKS (v/v) (Invitrogen)

5x 10° M mM B-Mercaptoethanol

2 mM L-Glutamin

100 pg/ml Penicillin/Streptomycin (Biochrom AG)

DMEM-Medium DMEM (PanBiotech)
10% FKS (v/v) (Invitrogen, Carlsbad, CA)
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5x 10° M mM B-Mercaptoethanol
2 mM L-Glutamin
100 pg/ml Penicillin/Streptomycin (Biochrom AG)

50x TAE-Puffer 242 g Tris
57,1 ml Essigsdure (100% (v/v))
100 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)
H,O bis auf 1 1 auffiillen

Tyrode’s-Puffer 130 mM NacCl
5 mM KCl
1,4 mM CaCl,
1 mM MgCl,
5,6 mM Glukose
10 mM HEPES (pH 7.4)
0,1% BSA

3.1.4 Mausstamme

Alle Méuse und Ratten wurden im Tierstall des Instituts fiir Immunologie geméal3 den
Richtlinien des Instituts gehalten.

Folgende Maus-Inzuchtstimme wurden fiir die vorliegende Arbeit verwendet:

BALB/c
Dieser Mausstamm diente als Wildtyp-Kontrolle. Der MHC-Haplotyp ist H-2%. Die

Mause wurden urspriinglich von Jackson Laboratories (Bar Harbour, ME) bezogen.

C57BL/6
Dieser Mausstamm diente ebenfalls als Wildtyp-Kontrolle. Der MHC-Haplotyp ist H-2".

Die Mause wurden urspriinglich von Jackson Laboratories (Bar Harbour, ME) bezogen.
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c-Kit" "

Dieser Mausstamm auf C57BL/6-Hintergrund trigt eine natiirlich vorkommende
Mutation in einem noch nicht ndher lokalisiertem regulatorischen Element des c-Kit
Promotors (Tono et al., 1992). Daher fehlen diesen Mausen Mastzellen. Die Maiuse

wurden von D. Lee (Brigham & Women’s Hospital, Boston, MA) zur Verfiigung gestellt.

1L-4/13" (Thyl.1)

Dieser Mausstamm ist auf BALB/c-Hintergrund zuriickgekreuzt. In ihm wurden die Gene
fiir IL-4 und IL-13 in der Keimbahn deletiert (McKenzie et al., 1999). Thyl.1 und Thyl.2
sind kongene Marker, mit denen Zellen von genetisch ansonsten identischen Miusen
unterschieden werden konnen. Die Mause wurden von A. McKenzie (MRC, Cambridge,

UK) zur Verfligung gestellt.

1L-4 Reportermiuse (4get-Méuse)

In diesem auf BALB/c-Hintergrund zuriickgekreuzten Mausstamm wurde das Gen fiir
eGFP mit einer internal ribosomal entry site (IRES) 3’ in die nicht-transkribierte Region
des IL-4 Gens eingefligt, so dass bei der Transkription von IL-4 eine bicistronische
mRNA entsteht (Mohrs et al., 2001). Diese fiihrt zur Translation von eGFP unabhéngig
von der IL-4 Translation. eGFP verbleibt nach der Translation in der Zelle und kann
daher als Marker fiir IL-4-produzierende Zellen verwendet werden. IL-4 hingegen wird in
die Umgebung sekretiert. Die Mduse wurden von R.M. Locksley (UC San Francisco,
CA) zur Verfligung gestellt.

4get/rag'/ " (Thyl.2)

Dieser Stamm wurde durch Kreuzung von 4get-Mausen mit Mausen erhalten, in welchen
das Rag2-Gen selektiv deletiert worden war (Shinkai et al., 1992). Rag?2 ist essentiell fiir
die Rekombination der Keimbahn-kodierten Gensegmente fiir T- und B-Zell-Rezeptoren,
daher haben diese Miuse weder B- noch T-Zellen. Er ist ebenfalls auf BALB/c-
Hintergrund und trigt den Marker Thyl.2. Rag2” auf BALB/c-Hintergrund wurden

urspriinglich von Taconic farms (Germantown, NY) bezogen.

29



Material und Methoden

4get/AdblGata

Dieser Stamm stammt aus einer Kreuzung von 4get-Miusen mit Méusen, welche eine
Mutation in der hochaffinen Gata-1-Bindungsstelle proximal des gata-I Promotors
besitzen (Yu et al., 2002). Dies fithrt zum selektiven Verlust der eosinophilen
Granulozyten-Linie. Die Méuse wurden von C. Gerard (Harvard Medical School, Boston,

MA) zur Verfligung gestellt.

4get/IL-5tg

Diese Miduse stammen aus einer Verpaarung von Méausen des 4get-Mausstammes mit
Maiusen aus einem Mausstamm, in welchem IL-5 unter Kontrolle des T-Zell-spezifischen
CD3delta Promotors iliberexprimiert wird (Lee et al., 1997). IL-5 fordert die Entwicklung
von eosinophilen Granulozyten, daher fiihrt IL-5-Uberexpression zu einer massiven
systemischen Eosinophilie in diesem Mausstamm. Die Mduse wurden uns von J. Lee

(Mayo Clinic, Scottsdale, AZ) zur Verfligung gestellt.

R-DTA

In Mausen dieses Stammes wurde eine Insertion der Diphterietoxin alpha Untereinheit
(DTA) im genomischen ROSA26 Lokus direkt hinter einer loxP-flankierten Stopp-
Kassette durch homologe Rekombination in embryonale Stammzellen (129/Sv-
Hintergrund) eingefiigt (Voehringer et al., 2008). Werden diese Mduse mit Mausen
verpaart, in welche die Cre-Rekombinase eingefiigt wurde, sterben alle Cre-
exprimierenden Zellen. R-DTA-Méduse wurden vier Generationen auf CS57BL/6

Hintergrund zuriickgekreuzt.

CDl1l1c-Cre

Diese Mause auf C57BL/6-Hintergrund exprimieren die Cre-Rekombinase unter
Kontrolle des DC-spezifischen CD11c-Promotors (Caton et al., 2007) und wurden von
Boris Reizis (Columbia University, Ney York) zur Verfiigung gestellt. CD11c-Cre/R-
DTA-Miuse (ADC-Miuse) wurden durch Verpaarung von R-DTA-Méusen mit CD11c-
Cre-Madusen hergestellt, was zu einer konstitutiven Eliminierung von DCs fiihrt. ADC-

Mause wurden auf einem gemischten 129/Sv x C57BL/6-Hintergrund verwendet.
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3.2 Methoden

3.2.1 Molekularbiologische Methoden

3.2.1.1 RNA-Isolierung und semiquantitative Reverse

Transkriptase Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)

RNA von FACS-sortierten Zellen oder ganzem Lungengewebe wurde mit einem RNA
Isolationskit (Fluka, Buchs, Schweiz) gemidll den Herstellerangaben extrahiert. Menge
und Reinheit wurden mit einem Photometer vermessen und die RNA bis zur weiteren
Verwendung bei -80°C gelagert. 2 pg der erhaltenen RNA wurden fiir die
Erststrangsynthese mittels Superscript II Reverser Transkriptase (Invitrogen, San Diego,
CA, USA) unter Verwendung von oligo(dT) Oligonukleotiden (Invitrogen) verwendet.
Die PCR wurde mit 3-fach seriell verdiinnter cDNA als Matrize und den im Anhang
angegebenen Oligonukleotiden durchgefiihrt. Dabei wurde eine 7ag-Polymerase
(Genecraft, Ares Biosciences, Koln, Deutschland) verwendet. Folgende PCR-
Bedingungen wurden gewéhlt: 3 min initiale Denaturierung bei 94°C, 30-38 Zyklen mit
30 sec Denaturierung bei 94°C, 30 sec Oligonukleotidhybridisierung bei 56-58°C und 60
sec Amplifizierung bei 72°C, sowie 10 min abschlieBende Amplifizierung bei 72°C.

3.2.1.2 Agarose-Gelelektrophorese

Es wurden 1 g Agarose (Roth) in 100 ml TAE-Puffer (1% Agarose w/v) gelost und mit
0,005% Ethidiumbromidldsung (Roth) versetzt. Das auspolymerisierte Gel wurde in einer
Elektrophoresekammer mit TAE-Puffer {iberschichtet. Die PCR-Proben wurden mit 10%
Probenpuffer gemischt und auf das Gel aufgetragen. Als Langenstandard wurde die
pBR328 Basenpaar-DNA-Leiter (Roth) mit aufgetragen. Die Auftrennung der DNA-
Fragmente erfolgte bei einer konstanten Spannung von 130 V. Nach der Elektrophorese
wurden die Gele mit einem Geldokumentationssystem (Intas, Gottingen, Deutschland)

fotografiert.
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3.2.1.3 Herstellung von Interleukin 3-kodierenden Retroviren

Es wurden zunéchst Milzzellen einer BALB/c-Maus mit 0,2 pg/ml anti-TCR (H57-597;
Invitrogen Caltag) und 0,2 mg/ml anti-CD28 (37.51; eBioscience) monoklonaler
Antikorper (mAKk) fiir fiinf Tage in der Gegenwart von 20 ng/ml IL-2 (ImmunoTools), 20
ng/ml IL-4 (R&DSystems) und 20 pg/ml anti-IFNy mAk (XMG 1.2; laboreigene
Aufreinigung aus Hybridomiiberstdnden) stimuliert und aus dieser Th2-Kultur die RNA
isoliert. Die vollstindige Sequenz von Interleukin 3 (FL-IL-3) wurde von cDNA aus
diesen Th2-Kulturen mit den im Anhang angegebenen Oligonukleotiden FL-IL-3 fwd
und FL-IL-3 rev amplifiziert, welche auch eine EcoRI und eine Xhol Schnittstelle fiir
Restriktionsemzyme enthielten. Danach wurde das erhaltene Produkt mit dem ,,TOPO
TA Cloning Kit*“ (Invitrogen) gemidll den Angaben des Herstellers in einen TOPO
pCR2.1® Vektor (Invitrogen) kloniert und anschliefend sequenziert (Eurofins MWG
Operon, Martinsried, Deutschland). Nach der erfolgreichen Aufreinigung mittels eines
Plasmidaufreinigungskits (Quiagen, Hilden, Deutschland) gemi3 den Herstellerangaben
wurde das Plasmid mit den Restriktionsenzymen Xhol und EcoRI (New England
BioLabs, Ipswich, MA, USA) iiber Nacht verdaut. Hierauf wurde das erhaltene FL-IL3
Fragment in das bicistronische retrovirale IRES-GFP Plasmid pMXpie mittels des Quick
Ligation Kits (Invitrogen) gemdf3 den Herstellerangaben subkloniert und zusammen mit
dem Helferplasmid pCL Eco (Naviaux et al., 1996) in Phoenix E Verpackungszellen

(www.stanford.edu/group/nolan) transfiziert. Die Transfektion erfolgte mittels

Lipofectamin 2000 (Invitrogen) nach dem Protokoll des Herstellers. Der Zelliiberstand
mit den darin enthaltenen Retroviren wurde zwischen 48 h und 72 h nach Transfektion

entnommen und direkt flir die Transduktion polyklonaler T-Zellen verwendet.

3.2.14 Retrovirale Transduktion von T-Zellen

Polyklonale T-Zellen aus der Milz von BALB/c-Mausen wurden fiir zwei Tage mit 0,2
pg/ml anti-TCR (H57-597; Invitrogen Caltag) und 0,2 mg/ml anti-CD28 (37.51;
eBioscience) mAk in der Gegenwart von 20 ng/ml IL-2 stimuliert und anschlieend mit
den Retroviren durch Zentrifugation bei 2450 rpm und 37°C in der Gegenwart von 2

png/ml Polybren (Hexa-dimethrinbromid; Sigma-Aldrich) transduziert. Nach zweitidgiger
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Kultivierung wurden die T-Zellen durchflusszytometrisch auf die eGFP-Expression

untersucht.

3.2.2 Zell- und immunbiologische Methoden

3.2.2.1 Nippostrongylus brasiliensis Infektionen

Um den Lebenszyklus von N. brasiliensis aufrechtzuerhalten, wurden alle 2-3 Monate
Sprague-Dawley Ratten mit 2500 Larven des 3. Entwicklungsstadiums (L3) infiziert.
Dieser Zwischenschritt iiber die Infektion einer Ratte ist notwendig, da der natiirliche
Wirt von N. brasiliensis die Ratte ist und adulte N. brasiliensis Wiirmer in Méusen keine
entwicklungsfahigen Eier produzieren konnen. Die Ratten erhielten fiir die ersten 5 Tage
antibiotikahaltiges Trinkwasser (2 g/l Neomycin Sulfat, 100 mg/l Polymyxin B Sulfat;
Sigma-Aldrich). Zwischen Tag 6 und 10 wurde tiglich der Rattenkot mit den darin
enthaltenen Parasiteneiern gesammelt, in Wasser aufgeschlemmt und mit Aktivkohle
(Roth) vermengt. Der entstandene Brei wurde in die Mitte von grof3en Petrischalen auf
feuchtes Filterpapier aufgetragen und in einer leicht feuchten Kammer bei
Raumtemperatur gelagert. Nach einer Woche konnten die sich bis dahin zum Stadium L3
entwickelten Larven mit auf 37°C-vorgewidrmter 0,9%iger NaCl-Losung am
Petrischalenrand abgespiilt werden. Die L3 Larven von N. brasiliensis wurden mehrmals
in 0.9%iger NaCl-Losung gewaschen und schlieBlich subkutan (500 Organismen/Maus)
am Ende des Schwanzes in Méuse injiziert. Die Mause erhielten ebenfalls fiir die ersten 5

Tage oben beschriebenes antibiotikahaltiges Trinkwasser.

3.2.2.2 Herstellung von NEX| ; - und NES; ; - Extrakten

Zur Herstellung von Totalextrakten von L3 Larven (NEXy3) wurden 40 000 L3 Larven in
1 ml 0,9%iger NaCl-Losung fiir 3-5 min auf Eis sonifiziert. Die Lysate wurden fiir 10
min bei 14000 rpm zentrifugiert und anschlieBend mit einem Filter (0,2 um) steril filtriert
und bis zur weiteren Verwendung bei —20°C gelagert. Fiir die Herstellung sekretierter
Antigene von L3 Larven (NESi3;), wurden 25 000 L3 Larven mehrmals mit

antibiotikahaltigem PBS (100 pg/ml Penicillin/Streptomycin) gewaschen und fiir 7 Tage
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in 3 ml serumfreien Medium (HybridoMed DIF 1000, Biochrom AG) bei 37°C und 5%
CO, inkubiert. Die erhaltenen Uberstinde wurden bei —20°C bis zur weiteren

Verwendung gelagert.

3.2.23 Organentnahme und Herstellung von

Einzellzellsuspensionen

Zur Organentnahme wurde die Maus mittels zervikaler Dislokation getotet, &ullerlich mit

70%igem Ethanol desinfiziert und auf einem Sezierbrett fixiert.

Milz, Lymphknoten und Thymus

Die Milz wurde mit einer feinen und desinfizierten Pinzette herausgelost und in RPMI-
Medium auf Eis gelagert. Mesenterische, inguinale und tracheale Lymphknoten wurden
ebenfalls vorsichtig herausgelost und von eventuell mit herausgelostem Fett befreit und
anschlieend in RPMI-Medium auf Eis gelagert.

Zur Herstellung einer Einzelzellsuspension wurden die Organe entweder in einer
Petrischale mit etwas RPMI-Medium zwischen zwei Gazestiickchen (Maschenweite 70
pm; Schubert und Weiss, Miinchen, Deutschland) mit einem Spritzenstempel zerrieben.
Alternativ wurden Organe von ADC-Méusen zuvor mit Liberase HI und DNAse I (beide
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland) fiir 20 min bei 37°C verdaut. Die
Zellsuspension wurde in ein neues Reaktionsgefd3 iiberfiihrt, mit RPMI-Medium
aufgefiillt und die Zellen bei 1200 rpm und 4°C 5 min sedimentiert. Nach Absaugen des
Uberstandes wurden die Zellen je nach weiterer Verwendung im gewiinschten Medium

resuspendiert oder einer Erythrozytenlyse unterzogen.

Knochenmark

Tibia und Femur wurden mit einer feinen Schere und einer Pinzette vorsichtig
herausgelost, von Muskeln und Sehnen befreit und in RPMI- oder DMEM-Medium auf
Eis gelagert. Nach Uberfiihrung in eine Petrischale mit etwas Medium wurden mit einer
feinen Schere jeweils die Knochenenden abgeschnitten. Mittels einer 10 ml Spritze mit
einer feinen Kantile (Braun) wurde dann das Knochenmark herausgespiilt. Dieses wurde

einmal mit der Kaniile wiederaufgezogen, um eine Einzellsuspension herzustellen, und
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dann in ein frisches Reaktionsgefdl} iiberfiihrt. Nach flinfminiitiger Zentrifugation bei 4°C
und 1200 rpm wurde der Uberstand abgesaugt und die Knochenmarkszellen in frischem

Medium resuspendiert.

Lunge

Nach Priparierung des Brustkorbes wurde die Aorta durchtrennt. Danach wurde mittels
Punktion in die rechte Herzkammer die Lunge mit 10 ml PBS ausgespiilt, um
Blutleukozyten zu entfernen. AnschlieBend wurden die Lungenlappen herausgeldst und
in RPMI-Medium auf Eis gelagert.

Fiir die Herstellung einer Einzelzellsuspension wurde die Lunge mit etwas Medium in ein
Zellsieb (BD, Maschenweite 70um) tiberfiihrt und mit einer feinen Schere in kleine
Stiickchen zerschnitten. Diese wurden mit einem Spritzenstempel durch das Zellsieb
gedriickt, die Zellsuspension in ein neues Reaktionsgefdl liberfithrt und die Zellen bei
1200 rpm und 4°C 5 min sedimentiert. AnschlieBend wurde eine Erythrozytenlyse
durchgefiihrt.

Spiilung des Peritoneums

10 ml RPMI-Medium wurden mittels einer 10 ml Spritze und einer feinen Kaniile in das
Peritoneum gespritzt. Dann wurde das Peritoneum vorsichtig massiert, um eventuell an
Organen anhaftende Zellen abzuldsen. AnschlieBend wurde mit derselben Spritze das
Medium aus dem Peritoneum wieder aufgezogen, in ein Reaktionsgefal3 {iberfithrt und

auf Eis gelagert.

Fotale Leber

Am Tag E16.5 der Emryonalentwicklung wurden die Féten entnommen, in eine 6-
Lochplatte mit etwas PBS iiberfiihrt und auf Eis gelagert. Unter einem Stereomikroskop
wurden anschliefend die fotalen Lebern mit zwei feinen Pinzetten herauspripariert und
zusammen in ein Reaktionsgefdll mit RPMI-Medium iiberfiihrt. Danach wurde wie fiir

die Milz beschrieben eine Einzelzellsuspension hergestellt.
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Blutentnahme

Fiir die Blutabnahme wurde die Maus unter einer Infrarotlampe kurz erwarmt, um eine
Vasodilatation zu erreichen. Durch einen Schnitt in die untere Schwanzvene wurden der
Maus einige Tropfen Blut entnommen und direkt in ein Reaktionsgefdl mit 5 ml FACS-
Blutpuffer tiberfiihrt. Die Blutsuspension wurde auf Eis gelagert. Schlielich wurden die
ReaktionsgefaBe fiir fiinf min bei 4°C und 1200 rpm zentrifugiert. Nach Absaugen des
Uberstandes bis auf ca. 100 ul wurde direkt die Antikorperfirbung fiir die
durchflusszytometrische Analyse durchgefiihrt. Die Erythrozytenlyse erfolgte bei
Blutproben erst nach der Antikérperfarbung.

Ervthrozytenlyse

Um die Erythrozyten zu entfernen, wurden die sedimentierten Zellen kurz aufgelockert
und mit 1 ml ACK-Puffer fiir 2 min bei gelegentlichem Schiitteln bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Zellsuspension mit 10 ml RPMI-Medium oder
5 ml FACS-Puffer (nach Farbungen von Blutleukozyten) aufgefiillt und 5 min bei 1200
rpm und 4°C zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandes wurden die Zellen in RPMI-
Medium oder FACS-Puffer resuspendiert und auf Eis gelagert.

Bestimmung der Zellzahl

Dazu wurden zunichst die Einzelzellsuspensionen mit RPMI-Medium verdiinnt.
AnschlieBend wurden 20 pl der Zellsuspension mit 180 pl Trypanblau (Fluka) vermischt
und in eine Neubauer-Zihlkammer (Roth) pipettiert, welche zuvor mit einem
Deckgldschen (Roth) geschlossen worden war. Dann wurden unter einem Mikroskop 16
Kleinquadrate ausgezéhlt. Tote Zellen wurden durch Blaufarbung ausgeschlossen.

Die Zellzahl pro ml ergab sich dann aus:

Gezihlte Zellzahl x Kammerfaktor (10%) x Verdiinnungsfaktor (10).

Wird der erhaltene Wert mit dem totalen Zellsuspensionsvolumen multipliziert, so erhélt

man die gewiinschte Totalzellzahl.
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3.2.24 Zelllinien und Knochenmarkskulturen

Die nicht-adhédrente Zelllinie IC-2 (Lunderius et al., 2000), welche murinen basophilen
Granulozyten stark dhnelt, wurde in RPMI-Medium gehalten, welches zusétzlich mit 1
ng/ml rekombinatem Maus IL-3 (ImmunoTools) versetzt worden war. Alle 3-4 Tage
wurden die Zellen verdiinnt und erhielten frisches Medium.

Fiir Knochenmarkskulturen wurde zunéchst eine Einzelzellsuspension aus Knochenmark

von 4get- oder c-Kit"*"

-Méusen hergestellt. Die Knochenmarkszellen wurden dann in
DMEM-Medium resuspendiert, gezihlt und auf 3x10° Zellen/ml eingestellt. 3 ml der
erhaltenen Suspension wurden anschlieBend in 6-Lochplatten ausgesdt und mit den
angegebenen Konzentrationen an IL-3 oder SCF (ImmunoTools) versetzt. Alle zwei bis
drei Tage wurde die Hilfte des Mediums vorsichtig abgesaugt und durch frisches
Medium mit den entsprechenden Zytokinen ersetzt. Fiir die Generierung von basophilen
Granulozyten aus Knochenmark wurde routineméfig DMEM-Medium mit 0,3 ng/ml IL-
3 ohne Zusatz von SCF verwendet (siche Abb. 6 B und C). Basophile Granulozyten aus

Knochenmarkskulturen wurden nach 11-tdgiger Kultur fiir Experimente verwendet.

3.2.25 Magnetische Zellseparation (MACS: magnetic cell

separation)

Die magnetische Zellseparation (MACS, Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach,
Deutschland) beruht auf der Separation von Zellen mit Antikérpern, welche an
paramagnetische Partikel (Microbeads) gekoppelt sind. Die Separation erfolgt dann
mittels einer Sdule, welche in einem starken Magnetfeld plaziert wird.

Die Separation von Zellen aus Knochenmarkskulturen von 4get-Méusen wurde gemal
den Herstellerangaben durchgefiihrt mit der Ausnahme, dass die erhaltene Zellsuspension
zundchst mit biotinyliertem anti-c-Kit Antikorper (2BS8; Invitrogen Caltag) inkubiert
worden war. AnschlieBend wurden die Zellen mit anti-Biotin-Microbeads (Miltenyi
Biotech) markiert. Der daraus erhaltene Sdulendurchflu3 erhielt im Allgemeinen weniger
als 1% Mastzellen (IL-4/eGFP’, c-Kit"). Dies wurde routinemiBig im

Durchflusszytometer kontrolliert.
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3.2.2.6 Durchflusszytometrie (FACS: fluorescence activated cell

sorting)
Die FACS-Messungen erfolgten mit einem FACSCalibur-Durchflusszytometer (BD,
Biosciences, San Jose, CA). Fiir die Datenaufnahme wurde die CellQuestPro Software
(BD) verwendet. Die Datenanlyse erfolgte mit Hilfe der Software ,,FlowJo* (Tree-star,
Ashland, OR).

Fiarbung von Lymphozyten mit fluorochrommarkierten Antikorpern

50-100 ul Zellsuspension wurde zundchst fiir 5 min bei RT mit anti-CD16/32
monoklonalem  Antikérper (mAk) (2.4G2; laboreigene  Aufreinigung von
Hybridomiiberstinden) inkubiert, um unspezifische Bindungen an Fc-Rezeptoren zu
blockieren. Falls der Primdrantikérper mit einem anti-Ratte Sekundérantikorper detektiert
werden musste, wurde stattdessen mit normalem Mausserum geblockt. AnschlieBend
wurden direkt 100 pl 4°C-kalter FACS-Puffer mit entsprechend vorverdiinnten
Antikorperlosungen zugegeben, gemischt und fiir 20 min auf Eis und im Dunkeln
inkubiert. Danach wurden die Zellen mit FACS-Puffer gewaschen, um ungebundene
Antikérper zu entfernen, und der Uberstand abgesaugt. Im Falle der Detektion mit einem
anti-Ratte Ak wurde nach Zugabe von 5 ul Rattenserum durch Inkubation fiir 5 min bei
RT alle wunspezifischen Bindungsstellen abgesittigt. Falls notwendig, wurden
anschlieBend 100 upl vorverdiinnte Sekundérantikdrper- oder Streptavidinlosung
zugegeben und ebenfalls fiir 20 min im Dunkeln auf Eis inkubiert. Nach einem
abschlieBenden Waschschritt wurden die Zellen in 300 pul FACS-Puffer resuspendiert und
bis zur Analyse auf Eis im Dunkeln aufbewahrt. Alle verwendeten Antikorper (Ak) fiir

die Durchflusszytometrie sind im Anhang in Tabelle 2 angegeben.

Durchflusszytometrische Zellsortierung

Um hochaufgereinigte Zellpopulationen zu erhalten, wurden die Zellen zunichst wie
unter 3.2.2.F beschriecben mit fluorochrommarkierten Antikérpern gefarbt und
anschlieBend in PBS mit 2% (v/v) FKS resuspendiert. Die Zellsortierung erfolgte mit
einem FACSAria Gerdt (BD Biosciences, San José, CA), welches mit der FACSDiva
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Software (BD) ausgestattet ist. Die erreichte Reinheit der Zielpopulation lag
routinemaBig bei 95-99%.

3.2.2.7 5-Bromo-2’-Desoxyuridin (BrdU)-Farbung

Fiir Kurzzeitmarkierungen (15 h) wurden 1 mg BrdU in 100 pl PBS ip. in die
entsprechenden Méause gespritzt. Fiir Langzeitmarkierungen (36 h oder 84 h) wurde BrdU
nach 0, 12 oder 24 h gespritzt. Einzelzellsuspensionen von gesamtem Lungengewebe,
Knochenmark, Milz oder Blut fiir Oberflachen-gebundenes IgE oder Siglec-F gefarbt, mit
anti-B220 (B-Zellmarker), -CD4 und -CD8 (T-Zellmarker) Ak gegengefirbt und
anschlieBend zweimal in PBS gewaschen. Die Zellen wurden in 0,15 M NaCl
resuspendiert, mit tropfenweise zugegebenem, -20°C kaltem Ethanol fixiert
(Endkonzentration 70%) und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Nach einem zusitzlichen
Waschschritt mit PBS wurden die Zellen iiber Nacht in PBS, 1% Paraformaldehyd (Roth)
und 0,01% Tween-20 (Sigma-Aldrich) fixiert. Daraufhin wurden die Zellen in PBS
gewaschen und in 0,15 M NaCl; 4,2 mM MgCl, (pH 5,0) resuspendiert. Dann wurde die
genomische DNA durch Zugabe von 50 Kunitz-Einheiten DNAse I (Sigma-Aldrich)
fragmentiert und fiir 10 min bei 20°C, sowie anschliefend fiir 30 min auf Eis inkubiert.
Nach einem weiteren Waschschritt wurden die Zellen mit FITC-markiertem anti-BrdU
Ak (3D4; BD Pharmingen, Heidelberg, Deutschland) fiir 30 min bei 20°C gefarbt. Nach
einem abschlieBenden Waschschritt wurden die Zellen durchflusszytometrisch analysiert.
Basophile  Granulozyten = wurden als IgE'B220°CD4 CD8 Zellen im
Lymphozytenfenster identifiziert. Eosinophile Granulozyten wurden als Siglec-F* Zellen
mit hoher Granularitit identifiziert. Mause, welche kein BrdU bekommen hatten, dienten

hierbei als Kontrolle.

3.2.2.8 Analyse der Zellmorphologie
FACS-isolierte basophile Granulozyten (eGFP ¢c-Kit") und Mastzellen (eGFP'c-Kit") von

Tag 11 Knochenmarkskulturen wurden mittels Zytospin-Zentrifugation auf einen
Objekttrager aufgetragen und mit einem Hemacolor-Féarbe-Kit (Merck, Darmstadt,

Deutschland) geméll den Herstellerangaben angefarbt.

39



Material und Methoden

3.2.2.9 Immunfluoreszenzfarbungen von Geweben

Fiir Immunfluoreszenzfarbungen von Gewebeschnitten wurden die angegebenen Organe
von Mdéusen entnommen, welche 10 Tage zuvor mit N. brasiliensis infiziert worden
waren. Diese wurden fiir 2 h in 4%-iger Paraformaldehydlosung in PBS fixiert und
anschlieBend fiir 15 h in 50 ml PBS bei 4°C gewaschen. Danach wurden die Organe mit
Einbettmedium (Tissue-Tek, Jung) eingedeckt, langsam in fliissigem N, eingefroren und
bis zur weiteren Verwendung bei —80°C gelagert. Alternativ wurden Organe auch ohne
vorherige Fixierung fiir die Farbung mit anti-MBP Ak eingefroren.

Am Tag vor der Farbung wurden 5 um dicke Schnitte am Kryostat angefertigt, welche
iiber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet wurden. Bei nicht-Paraformaldehyd-fixierten
Organen wurden die Schnitte am ndchsten Tag mit —20°C kaltem Azeton fiir 10 min
fixiert und anschliefend fiir 2-3 h getrocknet. Wihrenddessen wurden die Schnitte mit
einem Fettstift (Vector Laboatories, Burlingame, CA) umrandet. Zwischen den einzelnen
Inkubationen erfolgte jeweils fiir einige Minuten ein Waschschritt in einem PBS-Bad.
Alle Schnitte wurden zundchst fiir 30 min mit aufgereinigtem anti-CD16/32 mAk (2.4G2;
laboreigene Aufreinigung von Hybridomiiberstinden) in Blockpuffer mit 2% Maus- und
2% Rattenserum inkubiert, um nicht-spezifische Bindungen an Fc-Rezeptoren zu
vermeiden. Anschliefend wurde eventuell endogenes Biotin oder Streptavidin mit einem
Streptavidin/Biotin-Blocking-Kit (Vector Laboratories) gemil3 den Herstellerangaben
blockiert. Alle Antikdrper und Farbereagenzien wurden, sofern nicht anders angegeben,
in Blockpuffer aus dem TSA-Kit (Perkin-Elmer, Boston, MA) verdiinnt.

Um eGFP in der Milz von 4get-Miusen zu detektieren, wurden die Schnitte mit
polyklonalem Kaninchen anti-GFP Ak (Abcam, Cambridge, UK) fiir 1 h bei RT
inkubiert. AnschlieBend wurde fiir 30 min mit einem biotinyliertem Esel anti-Kaninchen
F(ab’),-Sekundirfragment (Jackson ImmunoResearch Labs., Suffolk, UK) inkubiert.
Dieses wurde mittels Streptavidin-HRP und Tyramid-FITC aus dem TSA-Fluorescein-
System (Perkin Elmer) gemil den Herstellerangaben detektiert. Dann wurden die
Schnitte zusétzlich entweder mit PE-markiertem anti-Siglec-F (E50-2440; BD
Pharmingen) Ak oder biotinyliertem anti-IgE (R35-118; BD Pharmingen) Ak fiir 1 h
gefarbt, nachdem zuvor alle nicht besetzten Bindungsstellen nochmals mit dem

Streptavidin/Biotin-Blocking-Kit blockiert worden waren. Biotinylierter anti-IgE mAk
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wurde mit Cy3-markiertem Streptavidin (Jackson ImmunoResearch) detektiert.
Schlielich wurden die Schnitte noch mit Alexa647-markiertem anti-B220 Ak (RA3-
6B2, Invitrogen Caltag) gegengeférbt.

Um Mastzellen zu detektieren, wurden die Schnitte zunédchst mit biotinyliertem anti-c-Kit
mAk (2BS; Invitrogen Caltag) inkubiert. Dieser wurde mittels Streptavidin-HRP und
Tyramid-Biotin aus dem TSA Biotin System (Perkin FElmer) gemél den
Herstellerangaben amplifiziert und anschliefend durch Inkubation mit Cy3-markiertem
Streptavidin visualisiert. Diese Schnitte wurden ebenfalls mit Alexa647-markiertem anti-
B220 mAk gegengefirbt.

Um basophile Granulozyten in Lunge und Diinndarm von infizierten BALB/c- oder c-
Kit™*"-Mzusen zu detektieren, wurden die Schnitte mit Alexa647-markiertem anti-B220
mAk und biotinyliertem anti-IgE mAk doppelgeféarbt. AnschlieBend wurde ebenfalls das
TSA Biotin System zur Signalamplifizierung verwendet und Cy3-markiertes Streptavidin
zur Visualisierung eingesetzt.

Um eosinophile Granulozyten in der Lunge und im Diinndarm zu detektieren, wurden
Azeton-fixierte Schnitte von infizierten BALB/c Miusen mit aufgereinigtem anti-MBP
Ak (Lee Labor, Mayo Klinik, Scottsdale, AZ) inkubiert. Dieser wurde mit einem Cy3-
markierten Esel anti-Ratte Ak (Jackson ImmunoResearch) detektiert.

Bei einigen Farbungen wurde nach dem letzten Féarbeschritt noch fiir 10 min mit 1 pg/ml
DAPI (Sigma-Aldrich) in PBS gegengefarbt, um die DNA in den Zellkernen sichtbar zu

machen.

Die Férbung von Langerhans-Zellen in der Haut (Ohren) wurde wie bereits beschrieben
durchgefiihrt (Larsen et al., 1990) mit der Ausnahme, dass biotinylierter anti-I-A/I-E
(M5/114;  eBioscience) mAk und  Alexa-Fluor555-markiertes  Streptavidin

(SouthernBiotech) fiir die Detektion verwendet wurde.

Nach der Farbung wurden alle Schnitte mit Flouromount G (SouthernBiotech) eingedeckt
und bis zur Bildaufnahme im Dunkeln bei 4°C gelagert. Die Bilder wurden mit einem
10x UplanSApo Objektiv auf einem Olympus BX41 Mikroskop aufgenommen, welches

mit einer F-View II Kamera ausgestattet ist. Dazu wurde die Software ,.cell*F*
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(Olympus) verwendet. Die Originalvergroerung war 160x fiir Milzschnitte und 80x fiir

Lungen-und Diinndarmschnitte, sowie Langerhans-Zellen im Ohr.

3.2.2.10 Adoptiver Transfer und Depletion verschiedener

Zellpopulationen

Fiir einen Zelltransfer wurde die Aufarbeitung der Organe und die nachfolgende
Erythrozytenlyse unter sterilen Bedingungen vorgenommen. Danach wurde die
entsprechende Zellsuspension zweimal in einem groen Volumen PBS gewaschen, um
fotales Kilberserum zu entfernen. Die Zellen wurden in 300-1000 ul PBS resuspendiert,
kurz vor Transfer mit einem 70 um Zellsieb (BD) filtriert und auf Eis gelagert.

Vor dem Zelltransfer wurden die Méause kurz mit einer Infrarotlampe erwérmt, um eine
Vasodilatation zu erreichen. Die Zellen wurden mit Hilfe einer sterilen 1 ml
Injektionsspritze mit entsprechender Kaniile intravenos (i.v.) in die laterale Schwanzvene
gespritzt. Bei allen Zelltransfers wurde darauf geachtet, dass Zellen nur in syngene,

gleichgeschlechtliche Tiere transferiert wurden.

Transfer von basophilen Granulozyten aus Knochenmarkskulturen

2,5-4 x 10° aufgereinigte basophile Granulozyten aus Knochenmarkskulturen von 4get-
Maiusen wurden entweder in naive oder vier Tage zuvor mit N. brasiliensis-infizierte
BALB/c-Méuse transferiert. Die transferierten basophilen Granulozyten wurden im Blut

als IgE"/B220" IL-4/eGFP" in einem Lymphozytenfenster identifiziert.

Transfer von eosinophilen Granulozyten

Es wurden 4get/IL-5tg-Mause als Quelle fiir eosinophile Granulozyten verwendet. In
diesen Méiusen enthalten Einzellsuspensionen der Milz ungefihr 50% eosinophile
Granulozyten wihrend in einer Spiilung des Peritoneums ungefihr 80% eosinophile
Granulozyten zu finden sind. 5-10 x 107 an totalen Zellen dieser Organe wurden entweder
i.v. in die laterale Schwanzvene oder in das Peritoneum von naiven oder N. brasiliensis-
infizierten BALB/c-Méusen gespritzt. Fiir einige Experimente wurden eosinophile
Granulozyten vor dem Transfer fiir 2 h bei 37°C in RPMI-Medium mit 100 ng/ml
Pertussistoxin (Sigma-Aldrich) vorbehandelt. Pertussistoxin hemmt die Wirkung Gi-
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Protein gekoppelter Rezeptoren (GPCR), welche sehr hdufig an der Signaltransduktion

von Chemokinen beteiligt sind.

Depletion von basophilen Granulozyten in 4get/ras”’-Miiusen und Rekonstitution

mit IL-4/IL-13""-Milzzellen

7 x 107 Zellen aus der Milz und den mesenterischen Lymphknoten von kongenen IL-
4/IL-13""-Méusen mit dem Marker Thyl.1 wurden acht Tage vor der Infektion mit N.
brasiliensis i.v. in 4get/rag”-Miuse gespritzt. Diese 4get/rag”-Miuse tragen den Marker
Thyl.2. Um die Funktion von basophilen Granulozyten wahrend einer N. brasiliensis-
Infektion untersuchen zu konnen, wurden sowohl rekonstituierte als auch nicht-
rekonstituierte 4get/rag'/ -Méuse untersucht. Dazu wurden basophile Granulozyten durch
zwel bis fiinf Injektionen von 0,2-1 mg anti-Thyl.2 mAk (30HI12; laboreigene
Aufreinigung von Hybridomiiberstdnden) depletiert. Die erste Injektion erfolgte dabei
zwei Tage vor der N. brasiliensis-Infektion. Da die resultierenden Méuse iiber kein
funktionierendes humorales Immunsystem verfiigen, wurden basophile Granulozyten
durch eine zweimalige i.v. Gabe (an Tag 0 und Tag 4 der N. brasiliensis-Infektion) von

50 pl Serum von infizierten Wildtypmausen sensitiviert.

Depletion von basophilen Granulozyten und CD4" T-Zellen wihrend der

Gediichtnis-Immunantwort in c-Kit" *"-Miusen

c-KitV*"-Mause wurden mit N. brasiliensis infiziert und nach 4-5 Wochen erneut
infiziert. Zwei Tage vor der zweiten Infektion wurden CD4" T-Zellen durch eine
Injektion von 0,4 mg anti-CD4 mAk (GKI1.5; laboreigene Aufreinigung von
Hybridomiiberstinden) depletiert. Basophile Granulozyten wurden durch eine i.v.
Injektion von 30 pg anti-CD200R3 mAk (Bal03; Labor von H. Karasuyama, Japan) zwei
Tage vor der zweiten Infektion depletiert. Alternativ wurden zweimal tiglich bis zur
Analyse 5 pg anti-FceRI mAk (MAR-1; eBiosciences) i.v. gespritzt, wobei zwei Tage

vor der zweiten Infektion begonnen wurde.
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Depletion von Makrophagen

Zur Depletion von Makrophagen wurden 200 ul Clodronat-Liposomen (N. van Rooijen,
Vrije Universitidt, Amsterdam, Niederlande) zwei Tage vor dem Transfer eosinophiler

Granulozyten intraperitoneal in BALB/c-Mduse gespritzt.

3.2.2.11 Stimulation basophiler Granulozyten und Bestimmung der

Degranulation

Um die Degranulation basophiler Granulozyten zu bestimmen, wurde die Freisetzung
von B-Hexosaminidase mit kleinen Einschrankungen wie bereits beschrieben gemessen
(Metzger, 1992). B-Hexosaminidase ist intrazelluldr in Granula lokalisiert, daher dient die
Messung der Aktivitit dieses Enzyms im Uberstand von stimulierten Zellen als ein Maf3
fiir den Grad der Degranulation. Aus Knochenmark generierte basophile Granulozyten
oder die basophil-dhnliche Zelllinie IC-2 wurden dazu entweder mit TNP-spezifischem
Maus-IgE (Igelb4; H.-M. Jaeck, Universitdt von Erlangen, Deutschland) oder mit Serum
von N. brasiliensis-infizierten BALB/c- oder IL-4/IL-13"-Miusen fiir 1 h bei 20°C
vorinkubiert. Dann wurden die Zellen mit Tyrode’s-Puffer gewaschen und anschlieBend
im selben Puffer mit oder ohne NES;3 oder NEX;; fiir 1 h bei 37°C inkubiert, um
anschlieBend im Uberstand die p-Hexosaminidase-Aktivitit zu bestimmen. Bevor RNA
fiir eine RT-PCR Analyse isoliert wurde, wurden die Zellen fiir 6 h in Kultur belassen.

Zur Bestimmung von Zytokin-Konzentrationen —wurden Uberstinde von

W-sh_Miusen mit Serum von

knochenmarksgenerierten basophilen Granulozyten von c-Kit
N. brasiliensis-infizierten BALB/c-Mausen fiir 1 h bei 20°C vorinkubiert. Nach einem
Waschschritt wurden die Zellen iiber Nacht mit 1:10 Verdiinnungen von NES;3; oder
NEX; s kultiviert und anschlieBend die Uberstinde entnommen. Diese wurden bis zur

Analyse bei —20°C gelagert.

3.2.2.12 Enzymgekoppelter Inmunadsorptionstest (ELISA)
IL-4- und IgE-Konzentrationen wurden durch Standard ELISA-Methoden bestimmt.
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IL-4: Fiir die Beschichtung der Platte wurde ein aufgereinigter IL-4 mAk (11B11;
laboreigene Aufreinigung von Hybridomiiberstinden) und zur Detektion ein Biotin-
gekoppelter anti-IL-4 mAk (BVD6-24G2; BioLegend San Diego, CA) verwendet.

IgE: Die Platte wurde mit aufgereinigtem anti-Ig (R35-72; BD Pharmingen)
beschichtet. Gebundenes IgE wurde mit einem biotinyliertem anti-IgE (R35-118; BD
Pharmingen) detektiert.

Folgende Zytokine und Proteine wurden mittels kommerzieller Kits gemil den
Herstellerangaben bestimmt:

IL-5 (OPT EIA; BD Pharmingen)

IL-13 (PeproTech, Hamburg, Deutschland)

Histamin ELISA-Kit (Cayman, Tallinn, Estland)

MMCP-1 (Moredun Scientific, Midlothian, UK)

Zur Visualisierung wurde standardmifig Streptavidin-gekoppelte alkalische Phosphatase
(SouthernBiotech) und 4-Nitrophenylphosphat (Sigma-Aldrich) verwendet. Falls vom
Hersteller vorgegeben, wurde auch der TMB Substrat-Reagenz-Kit (BD) gemdll den

Herstellerangaben zur Detektion verwendet.

3.2.2.13 Statistiken

Die Berechnung der Statistik erfolgte entweder nach dem Mann-Whitney U-Test
(GraphPad Prism software) oder gemi3 dem Student’s T-test (SigmaPlot 2000). Dabei
wurden P-Werte kleiner als 0,05 als statistisch signifikant betrachtet.
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4 ERGEBNISSE

4.1  Invivo Untersuchungen zur Homoostase und

Wanderung eosinophiler Granulozyten.

4.1.1 Die Akkumulation eosinophiler Granulozyten nach einer N.
brasiliensis-Infektion beruht auf einem verlingerten Uberleben in

peripheren Geweben.

Die Ansammlung eosinophiler Granulozyten (Eosinophilie) wird hdufig bei allergischen
Entziindungen oder Parasiteninfektion beobachtet. Die Infektion mit dem Hakenwurm N.
brasiliensis ist hierfiir ein eindrucksvolles Beispiel, da wihrend der Akutphase der
Infektion ein bis zu tausendfacher Anstieg an eosinophilen Granulozyten in der Lunge
beobachtet werden kann. AuBerdem tritt in diesem Infektionsmodell auch eine
Eosinophilie im Blut, in der Milz und im Peritoneum auf (Abb. 2 A). Bis heute ist
allerdings unklar, ob die Akkumulation eosinophiler Granulozyten auf einer verstdrkten
Generierung im Knochenmark oder auf einer verldngerten Lebensdauer reifer
eosinophiler Granulozyten im Gewebe beruht, wobei bei beiden Moglichkeiten IL-5 eine
entscheidende Rolle spielen konnte. Deshalb wurden die Inkorporationsraten von
Bromodesoxyuridin (BrdU) von eosinophilen Granulozyten in mehreren Geweben
durchflusszytometrisch untersucht. BrdU ist ein Thymidin-Analogon, das in die DNA
neugebildeter Zellen eingebaut wird und mit einem Antikérper detektiert werden kann.
Da eosinophile Granulozyten das Knochenmark als reife Zellen verlassen und sich in der
Peripherie nicht mehr teilen, kann mit der BrdU-Férbung die de novo Bildung und damit
der Umsatz eosinophiler Granulozyten verfolgt werden.

Eosinophile Granulozyten wurden mittels Siglec-F-Farbung in naiven und NMN.
brasiliensis-infizierten Maiusen identifiziert, welche zuvor fiir verschieden lange
Zeitrdume BrdU erhalten hatten (Abb. 2 B). Nicht-infizierte Miuse hatten nach 15-
stiindiger BrdU-Gabe bereits 50% BrdU" eosinophile Granulozyten im Knochenmark,

was bereits auf einen relativ hohen Grundumsatz dieser Zellen hindeutet. In der Milz
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konnten in diesem Zeitfenster nur ~10% der eosinophilen Granulozyten mit BrdU
markiert werden. 36 h nach Start der BrdU-Gabe waren im Knochenmark nahezu alle und
in der Milz die Mehrheit der eosinophilen Granulozyten BrdU™ (Abb. 2 C).
Interessanterweise zeigten infizierte Miuse nach 15-stiindiger BrdU-Gabe dieselbe
Frequenz an BrdU' eosinophilen Granulozyten im Knochenmark und in der Milz,
wogegen keine BrdU' eosinophilen Granulozyten im Blut, in der Lunge und im
Peritoneum gefunden wurden. Dies deutet darauf hin, dass mehr als 15 h bendtigt
werden, um eosinophile Granulozyten in diesen Organen durch neu gebildete Zellen zu
ersetzen.

Nach 36-stiindiger BrdU-Gabe hatte der GroBteil eosinophiler Granulozyten im
Knochenmark, im Blut und in der Milz BrdU eingebaut, wohingegen in der Lunge und
im Peritoneum immer noch relativ wenig eosinophile Granulozyten BrdU" waren. Erst 84
h nach Start der BrdU-Gabe waren 50% der eosinophilen Granulozyten in der Lunge und
75% im Peritoneum BrdU" (Abb. 2 C). Dies beweist, dass es zumindest wihrend einer N.
brasiliensis-Infektion mehrere Tage dauert, bis alle eosinophile Granulozyten in der
Lunge und im Peritoneum durch neu gebildete Zellen ersetzt worden sind.

In der Lunge kann zwischen aktivierten und nicht-aktivierten eosinophilen Granulozyten
durch das Expressionsniveau von Siglec-F unterschieden werden (Voehringer et al.,
2007). Nach Infektion gehort die Mehrheit der eosinophilen Granulozyten zur Siglec-F"-
Population, welche jedoch nach 36-stiindiger BrdU-Gabe nur einen geringen Anteil an
BrdU" Zellen aufwiesen, wohingegen iiber 50% der Siglec-F'® Zellen in diesem Zeitraum
BrdU inkorporiert hatten (Abb. 2 D). Daher reprédsentiert diese Subpopulation
neugebildete und neurekrutierte eosinophile Granulozyten. Siglec-F" eosinophile
Granulozyten sind daher schon vor der BrdU-Gabe gebildet worden, und werden ohne
weitere Zellteilungen aus dem Blut oder aus der Milz in die Lunge rekrutiert. Da es
wihrend der Infektion zu einer dramatischen Zunahme an eosinophilen Granulozyten in
der Lunge kommt, aber nur wenige eosinophile Granulozyten BrdU inkorporieren, haben
Zellen der Siglec-Fhi Population eine verldngerte Lebensdauer. Insgesamt deuten diese
Ergebnisse darauf hin, dass die Parasiten-induzierte Eosinophilie eher auf einer
verstirkten Uberlebensrate und der Rekrutierung bereits existierender eosinophiler

Granulozyten als auf einer verstérkten de novo Bildung im Knochenmark beruht.
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Abbildung 2. Analyse des Umsatzes eosinophiler Granulozyten. (A) Von Blut- (BL), Lungen- (LU) und
Zellen aus einer Spiilung des Peritoneums (PEC) von naiven (offene Balken) und N. brasiliesis-infizierten
BALB/c-Méusen an Tag 10 (geschlossen Balken) wurde nach Farbung von Einzellsuspensionen fiir Siglec-
F die Frequenz eosinophiler Granulozyten bestimmt. (B) Punktwolkendiagramm von Totalmilzzellen aus
naiven Mausen, welche entweder fiir die letzten 36h (links) BrdU oder nichts (rechts) erhalten hatten,
wurden fiir Siglec-F und BrdU gefarbt. (C) Analyse der BrdU-Inkorporation eosinophiler Granulozyten im
Knochenmark (BM), Milz (SP), Blut (BL), Lunge (LU) und Peritoneum (PEC) von naiven (links) oder N.
brasiliensis-infizierten Maiusen (rechts) nach 15-, 36- oder 84-stiindiger BrdU-Gabe. (D)
Einzelzellsuspensionen vom gesamten Lungengewebe wurden fiir CD4, Siglec-F und BrdU geférbt. Die
Punktwolkendiagramme zeigen die Frequenz von Siglec-F"€" und Siglec-F*°" eosinophilen Granulozyten in
der Lunge von naiven (links) und N. brasiliensis-infizierten Méusen (rechts). Die Histogramme zeigen die
Frequenz von BrdU" Zellen von Siglec-F"¢" und Siglec-F*°" eosinophilen Granulozyten in der Lunge von
N. brasiliensis-infizierten Mausen.

Um diese Ergebnisse zu bestitigen und das Migrationsverhalten in vivo zu untersuchen,

wurden eosinophile Granulozyten aus der Milz von 4get/IL-5tg-Mé&usen i.v. in naive oder
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N. brasiliensis-infizierte Mause transferiert. Eosinophile Granulozyten dieser Méuse sind
konstitutiv eGFP" und kénnen daher von endogenen eosinophilen Granulozyten
unterschieden werden. Im Blut und in der Milz nahm der Anteil an transferierten
eosinophilen Granulozyten rasch ab (Abb. 3 A). Eosinophile Granulozyten verschwanden
auch sehr schnell aus der Lunge von naiven Méusen, blieben jedoch in der Lunge von N.
brasiliensis-infizierten Miusen prisent, was mit einer hdheren Uberlebensrate aufgrund
von IL-5-produzierenden Th2-Zellen erklirt werden konnte (Abb. 3 B).
Uberraschenderweise blieb der Anteil an transferierten eosinophilen Granulozyten im
Peritoneum sowohl von naiven als auch von N. brasiliensis-infizierten Mausen {iber drei
Tage konstant. Dieser Effekt beruht nicht auf einer lokalen Akkumulation von
transferierten Th2-Zellen, da nur wenige transferierte CD4" Thyl.1" T-Zellen in das
Peritoneum migrierten (Abb. 3 C).
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Abbildung 3. Adoptiver Transfer eosinophiler Granulozyten in naive und N. brasiliensis-infizierte
Miuse. 5 x 10 eosinophile Granulozyten aus der Milz von 4get/IL-5tg-Miusen wurden in die
Schwanzvene von naiven (A) oder von 9 Tage zuvor mit N. brasiliensis-infizierten BALB/c-Mausen (B)
injiziert. 4, 24 und 72 h nach Transfer wurden Einzelzellsuspensionen von Blut, Milz, Lunge und
Peritoneum (PEC) fiir Siglec-F geférbt und der Anteil transferierter eosinophiler Granulozyten (Siglec-
F'/IL-4/eGFP") von allen lebenden Zellen durchflusszytometrisch bestimmt. Es wurden drei Miuse pro
Zeitpunkt analysiert. Das Experiment ist mit dem gleichen Ergebnis wiederholt worden. (C) Bestimmung
der Frequenz von Spender-T-Zellen (CD4 Thyl.1") im Blut und im Peritoneum (PEC) von naiven
Empfingertieren einen Tag nach Transfer von 10® Totalmilzzellen von 4get/IL-5tg/Thy1.1-Mausen.
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Diese Transfer-Experimente zeigen, dass eosinophile Granulozyten unter bestimmten
Bedingungen mehrere Tage in vivo lberleben konnen und bestitigen die BrdU-

Inkorporationsexperimente.

4.1.2 Das Peritoneum dient als Reservoir fiir reife eosinophile

Granulozyten.

Die Rekrutierung eosinophiler Granulozyten in periphere Gewebe wird vermutlich durch
Gradienten entziindlicher Chemokine und Lipidmediatoren wie Eotaxin-1 und-2, LTB,,
PAF, Prostaglandin D2 oder Komplementfaktoren (C3 und CS5a) reguliert, welche alle
mittels G; Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR) Signale ins Zellinnere libermitteln.
GPCR konnen durch das Pertussistoxin (PTX) inhibiert werden. Um zu bestimmen, ob
die Rekrutierung eosinophiler Granulozyten in die verschiedenen Gewebe einen aktiven
Prozess darstellt, welcher GPCR-abhidngige Signalwege bendtigt, wurden PTX-
vorbehandelte eosinophile Granulozyten von 4get/IL-5tg-Mdusen in naive Maéuse
transferiert. Uberraschenderweise wanderten auf solche Art vorbehandelte Zellen in die
Lunge, in die Milz und sogar in das Knochenmark ein, jedoch nicht in das Peritoneum
(Abb. 4 A und B). Daher scheint fiir die Rekrutierung eosinophiler Granulozyten in das
Peritoneum ein chemotaktischer Faktor notwendig zu sein, welcher GPCR-abhingig ist.
CCR3 oder BLTI, zwei der wichtigsten Rezeptoren fiir die Chemotaxis muriner
eosinophiler Granulozyten, scheinen jedoch nicht fiir dieses Migrationsverhalten
verantwortlich zu sein (Daten nicht gezeigt).

Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass wéhrend einer Infektion mit N. brasiliensis
alternativ aktivierte Makrophagen (AAM) die Rekrutierung eosinophiler Granulozyten in
die Lunge und das Peritoneum regulieren (Voehringer et al., 2007). Um zu testen, ob
gewebsstindige Makrophagen im Peritoneum auch fiir die Rekrutierung eosinophiler
Granulozyten unter homdostatischen Bedingungen notwendig sind, wurden vor dem
Transfer alle peritonealen Makrophagen durch Injektion Clodronat-haltiger Liposomen
depletiert. Diese Vorgehensweise fiihrte jedoch nur zu einer teilweisen Reduktion der
Frequenz von endogenen als auch transferierten eosinophilen Granulozyten (Abb. 4 C).
Da auch keine Unterschiede in der Rekrutierung eosinophiler Granulozyten in Rag2- und

IL-4/IL-13-defizienten Rezipienten beobachtet wurden (Ohnmacht et al., 2007), scheinen
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eosinophile Granulozyten in naiven Maidusen unabhdngig von Zellen des adaptiven
Immunsystems oder Makrophagen in das Peritoneum rekrutiert zu werden, wahrend die
Rekrutierung in das Peritoneum wéhrend einer N. brasiliensis-Infektion von AAM

abhingig ist (Voehringer et al., 2007).
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Abbildung 4. Die homoostatische Rekrutierung eosinophiler Granulozyten ist Pertussistoxin-sensitiv
und unabhiingig von Makrophagen. (A und B) 5 x 10’ Pertussistoxin-behandelte (PTX) oder
unbehandelte (Kontrolle) eosinophile Granulozyten aus der Milz von 4get/IL-5tg-Mausen wurden in die
Schwanzvene von naiven BALB/c-Méusen gespritzt. 16 h spéiter wurden die angegebenen Organe auf ihre
Frequenz an transferierten eosinophilen Granulozyten (Siglec-F'/eGFP") hin untersucht. Die
Punktwolkendiagramme zeigen lebende, nicht-autofluoreszierende Zellen. (B) Das Diagramm zeigt die
mittlere Frequenz von unbehandelten (gefiillte Balken) und PTX-vorbehandelten transferierten,
eosinophilen Granulozyten (schraffierte Balken) im Blut (BL), in der Milz (SP), in der Lunge (LU), im
Knochenmark (BM) und im Peritoneum (PEC). Das Ergebnis stammt von zwei unabhingigen
Experimenten mit insgesamt vier Mausen. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung an. ND = nicht
detektierbar. (C) 5 x 10’ eosinophile Granulozyten von 4get/IL-5tg-Méausen wurden in unbehandelte
BALB/c-Méuse (Kontrolle) oder in Méuse, in welchen zuvor durch die Gabe von Clodronat-Liposomen die
peritonealen Makrophagen depletiert worden waren (depletiert), i.v. injiziert. Am néchsten Tag wurde die
Frequenz von Makrophagen (F4/80'Siglec-F'™) (links) und transferierten eosinophilen Granulozyten (IL-
4/eGFP'/Siglec-F") (rechts) durchflusszytometrisch bestimmt. Die Punktwolkendiagramme zur
Bestimmung eosinophiler Granulozyten (rechts) zeigen nur F4/807-Zellen.
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Um festzustellen, ob eosinophile Granulozyten das Peritoneum auch wieder verlassen
und in den Blutkreislauf eintreten kdnnen, wurden peritoneale eosinophile Granulozyten
von 4get/IL-5tg-Mausen direkt in das Peritoneum von BALB/c-Méusen transferiert.
Tatsdchlich konnte eine kleine Anzahl transferierter eosinophiler Granulozyten im Blut,
in der Milz und in Lymphknoten wiedergefunden werden. Im mediastinalen
Lymphknoten, welcher das Peritoneum ableitet, wurden dabei ~10mal mehr transferierte
eosinophile Granulozyten entdeckt als im inguinalen Lymphknoten (Abb. 5 A). Eine
Vorbehandlung mit PTX blockierte hierbei nicht den Austritt aus dem Peritoneum. Daher
stellt wohl nur der Eintritt, nicht aber der Austritt eosinophiler Granulozyten aus dem

Peritoneum einen aktiven Prozess dar, welcher durch GPCRs vermittelt wird.
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Abbildung 5. Austritt eosinophiler Granulozyten aus dem Peritoneum und Lokalisierung in
Lymphknoten. (A) 5 x 10’ unbehandelte (geschlossene Balken) oder mit Pertussistoxin-vorbehandelte
eosinophile Granulozyten (schraffierte Balken) aus dem Peritoneum von 4get/IL-5tg-Mausen wurden in das
Peritoneum von BALB/c-Méusen transferiert und auf die Frequenz an transferierten eosinophilen
Granulozyten (Siglec-F/IL-4/eGFP") im Blut (BL), Milz (SP), inguinalen (ILN) und mediastinalen
Lymphknoten (medLN) analysiert. Die Balken zeigen den Mittelwert + die Standardabweichung von vier
verschiedenen Maiusen aus 3 unabhédngigen Experimenten. (B) Gewebeschnitte des mediastinalen
Lymphknotens von 4get-Mausen (links) oder 4get/AdblGata-Mausen (rechts), welche 10 Tage zuvor mit N.
brasiliensis infiziert worden waren. Eosinophile Granulozyten (rot), B-Zellen (blau) und T-Helferzellen
(griin). Siche Material und Methoden. T = T-Zellzone, B = B-Zellfollikel, ss = subkapsuldrer Sinus.
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GPCRs scheinen auch beim Eintritt in die Lymphknoten beteiligt zu sein, da sich PTX-
vorbehandelte eosinophile Granulozyten in der Milz ansammelten und nur zu einem
geringeren Anteil in die Lymphknoten rekrutiert wurden. Die detaillierte Lokalisierung
eosinophiler ~ Granulozyten erfolgte mittels Immunfluoreszenzfirbungen im
mesenterischen Lymphknoten von N. brasiliensis-infizierten Méusen. Eosinophile
Granulozyten akkumulierten dabei bevorzugt im marginalen Sinus und in der T-Zellzone
(Abb. 5 B). Dies ldsst vermuten, dass eosinophile Granulozyten unter physiologischen
Bedingungen in die Lymphknoten {iber afferente Lymphbahnen eintreten und dann in der
T-Zellzone moglicherweise T-Zellabhéngige Immunantworten modulieren konnen.
AuBlerdem konnte nachgewiesen werden, dass die mit einer Aktivierung einhergehende
Hochregulierung von Siglec-F von eosinophilen Granulozyten in der Lunge und im
Peritoneum reversibel ist (Ohnmacht et al., 2007). Interessanterweise sind langlebige
eosinophile Granulozyten aus dem Peritoneum schon teilweise degranuliert, da sie etwas
weniger eosinophile Peroxidase (EPO) gespeichert hatten als Zellen aus der Milz
(Ohnmacht et al., 2007). Daher dienen diese langlebigen eosinophilen Granulozyten mit
threm geringeren EPO-Gehalt eventuell eher als Regulatoren von Immunantworten durch
Interaktionen mit anderen Immunzellen statt als Effektorzellen.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen zur Wanderung und Homdostase von
eosinophilen Granulozyten wurden im Journal of Immunology publiziert (Ohnmacht et

al., 2007).

4.2 Untersuchungen zur Effektorfunktion und

Homoostase basophiler Granulozyten.

4.2.1 Differenzierung und Entwicklung von basophilen Granulozyten.

Mastzellen und basophile Granulozyten sind die einzigen beiden Zelltypen in der Maus,
welche den hochaffinen Rezeptor fiir IgE (FceRI) exprimieren. Beide Zelltypen
exprimieren IL-4 mRNA, so dass sie in 4get-Mausen durch Expression von eGFP
identifiziert werden konnen. Jedoch unterscheiden sie sich durch die Expression des

Rezeptors fiir den Stammzellfaktor (SCF) c-Kit, welcher auf Mastzellen, jedoch nicht auf
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reifen basophilen Granulozyten exprimiert wird. Zunichst sollten die Bedingungen fiir
die Differenzierung basophiler Granulozyten aus adultem Knochenmark etabliert werden,
um diese anschlieBend von den parallel ausdifferenzierten Mastzellen phéanotypisch
abzugrenzen. Knochenmarkszellen von 4get-Médusen, welche in der Gegenwart von IL-3
und SCF kultiviert wurden, differenzierten zu basophilen Granulozyten (IL-4/eGFP"/c-
Kit) und Mastzellen (IL-4/eGFP"/c-Kit") aus (Abb. 6 A). Eine histologische
Untersuchung dieser beiden Zelltypen ergab, dass die IL-4/eGFP/c-Kit" Population
einen runden Zellkern besitzt, wihrend die IL-4/eGFP'/c-Kit~ Population einen
segmentierten Zellkern aufweist. Diese Ergebnisse stimmen mit der bereits beschriebenen
Kernmorphologie von Mastzellen und basophilen Granulozyten {iberein. Die besten
Bedingungen zur Ausdifferenzierung basophiler Granulozyten waren die Zugabe von 0,3
ng/ml IL-3 in der Abwesenheit von SCF; daher wurden diese Bedingungen fiir alle
weiteren Experimente zur in vitro Generierung von basophilen Granulozyten verwendet
(Abb. 6 B und C).

Mastzellen konnen durch die Expression von verschiedenen Mastzell-assoziierten
Serinproteasen (MMCPs) charakterisiert werden (Welle, 1997). Um zu untersuchen, ob
auch basophile Granulozyten MMCPs exprimieren, wurden hochaufgereinigte
Zellpopulationen aus Knochenmarkskulturen von basophilen Granulozyten und
Mastzellen mittels semiquantitativer RT-PCR Analyse miteinander verglichen. MMCP-4,
-6 und —7 wurden in beiden Zelltypen exprimiert, wogegen MMCP-1 und —5 nur in
Mastzellen exprimiert wurden. Im Gegensatz dazu wurde MMCP-8 exklusiv von
basophilen Granulozyten exprimiert (Abb. 6 D). Ein charakteristischer Bestandteil von
Granula in Mastzellen ist Histamin. Daher wurde auch der Histamingehalt von
basophilen Granulozyten bestimmt: Mastzellen wiesen einen ungefdhr sechsmal héheren
Histamingehalt auf als basophile Granulozyten (Abb. 6 E). Eine durchflusszytometrische
Analyse der beiden Zelltypen ergab, dass beide Zelltypen IL-3Ra, FceRIa, FcyRIIb/IIT
(CD16/32), CD200R1, 2B4 und CCR2 exprimieren, wohingegen CD49b und Thy1.2 nur
von basophilen Granulozyten exprimiert wurde (Abb. 6 F). Daher konnten basophile
Granulozyten in 4get/rag”-Méusen mit einem anti-Thyl.2 mAk selektiv und effizient
depletiert werden, ohne dass Mastzellen depletiert und/oder aktiviert wurden (siche

unten).
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Abbildung 6. Charakterisierung von knochenmarksgenerierten basophilen Granulozyten und
Mastzellen. (A) Reanalyse nach Aufreinigung und nukleare Morphologie von basophilen Granulozyten
(IL-4/eGFP"c-Kit") und Mastzellen (IL-4/eGFP'c-Kit") nach 11-tigiger Kultur von Knochenmarkszellen
von 4get-Mausen in der Gegenwart von IL-3. (B) Titration von IL-3 und Stammzellfaktor (SCF), um die
optimalen Bedingungen fiir die Generierung von basophilen Granulozyten in vitro zu bestimmen. Das
Experiment ist mit gleichem Ergebnis wiederholt worden. (C) Absolute Zellzahlen von basophilen
Granulozyten und Mastzellen nach 11-tdgiger Kultur in Gegenwart der angegebenen IL-3-Konzentration
und verschiedenen SCF-Konzentrationen (Raute = 0 ng/ml, Quadrat = 0,1 ng/ml, Dreick = 1 ng/ml, Kreuz
= 10 ng/ml). Das Experiment ist mit dem gleichen Ergebnis wiederholt worden. (D) Semiquantitative RT-
PCR-Analyse von aufgereingten, in vitro-generierten basophilen Granulozyten und Mastzellen, um den
Expressionslevel verschiedener Mastzellproteasen (MMCP) zu bestimmen. Die PCR wurde mit 1:3 seriell
verdiinnter, komplementdrer DNS durchgefiihrt. (E) Histamingehalt von sortierten basophilen
Granulozyten (offener Balken) und Mastzellen (geschlossene Balken). Die Konzentration wurde in 100 pl
Totalzelllysat von jeweils 1000 Zellen bestimmt. Die Balken zeigen den Mittelwert + die
Standardabweichung von drei identischen Proben. (F) Expression von verschiedenen Oberflichenmarkern
von Mastzellen (c-Kit™ Zellen) und basophilen Granulozyten (c-Kit™ Zellen). Die Punktwolkendiagramme
zeigen nur Autofluoreszenz /IL-4/eGFP" Zellen.
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4.2.2 Basophile Granulozyten gehoren zu den ersten IL-4-

exprimierenden Zellen und iiberleben etwa 60 Stunden.

Die frithe Himatopoese in der fotalen Leber fiihrt zu vielen hamatopoetischen Zelllinien,
einschlieBlich zur eosinophilen Granulozyten Zelllinie. Um zu bestimmen, ob sich
Basophil-dhnliche Zellen auch in der fotalen Leber befinden, wurden Leberzellen von
Tag 16,5 Foten mit Basophil-assoziierten Oberflichenmarkern gefdrbt und mit dem
Féarbemuster von basophilen Granulozyten aus Knochenmark und Milz verglichen. Eine
kleine Population von nicht-CD4" T-Zellen, nicht-eosinophilen Granulozyten, welche
jedoch IL-4/eGFP und IL3-Ra exprimierten, konnte in der fotalen Leber identifiziert
werden (Abb. 7 A). Obwohl diese Zellen noch nicht FceRlo exprimierten und noch
negativ fiir Oberflichen-gebundenes IgE waren, dhneln sie morphologisch basophilen
Granulozyten von adulten Maiusen. Mastzellvorlduferzellen exprimieren zu diesem
Zeitpunkt bereits c-Kit und sind IL-4/eGFP", womit sie nicht mit der hier beschriebenen
Population identisch sind. AuBerdem exprimiert ein Teil dieser Basophil-dhnlichen
Population in der fotalen Leber zwei Basophil-assoziierte Oberflaichenmarker, CD49b
und 2B4, welche von allen basophilen Granulozyten in der Milz und im Knochenmark
exprimiert werden (Abb. 7 A). Daher gehoren eosinophile und basophil-dhnliche
Granulozyten aus der fotalen Leber zu den ersten IL-4-exprimierenden Zellen des sich
entwickelnden Immunsystems.

Die Anzahl basophiler Granulozyten nimmt wéhrend einer Th2-Immunantwort stark zu
(Abb. 7 B), was entweder durch eine erhdhte de novo Produktion im Knochenmark, einer
verldngerten Lebensdauer oder einer Kombination beider Moglichkeiten verursacht
werden kann. Um die Lebensdauer dieser Zellen zu bestimmen, wurden BrdU-
Inkorporationsraten zu verschiedenen Zeitpunkten bestimmt (Abb. 7 C). In naiven
Maiusen hatten nach 15 h ~44% der basophilen Granulozyten aus dem Knochenmark
BrdU eingebaut, wihrend in der Milz nur 9% BrdU" waren. Diese Differenz kann durch
die Verzogerung der de novo Bildung bis zum Austritt der Zellen aus dem Knochenmark
erklart werden. Nach 36-stiindiger BrdU-Gabe waren im Knochenmark 78% und in der
Milz 41% der basophilen Granulozyten BrdU", daher wurde in beiden Organen innerhalb
von 21 h ein Anstieg an BrdU" Zellen von ca. 33% beobachtet (Abb. 7 D). Da die Zahl
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Abbildung 7. Entwicklung und Umsatz von basophilen Granulozyten. (A) Die Expression von
Oberflaichenmarkern auf sich entwickelnden basophilen Granulozyten. Die Punktwolkendiagramme von
Tag E16.5 fotalen Leberproben von 4get-Miusen zeigen nur nicht-eosinophile Granulozyten (Siglec-F")
und nicht-Erythroblasten (Ter119"), wohingegen bei den Knochenmarks- und Milzzellen nur
CD4 ™ und Siglec-F~ Zellen in einem FSC'/SSC"-Fenster gezeigt und somit Mastzellen ausgeschlossen
werden. Da Th2-Zellen, NKT-Zellen, Mastzellen, eosinophile — und basophile Granulozyten die einzigen
IL-4/eGFP-exprimierenden Zelltypen in 4get-Mausen sind, werden mit diesem Ausschlussverfahren nur
basophile Granulozyten in der IL-4/eGFP’ Population angezeigt. Das Experiment ist mit einem
vergleichbaren Ergebnis wiederholt worden. (B) Das Diagramm zeigt die Frequenz von basophilen
Granulozyten im Knochenmark (BM), Milz (SP), Blut (BL) und Lunge (LU) vor (offene Balken) oder 9
Tage nach Infektion mit N. brasiliensis (geschlossene Balken). Der Mittelwert + Standardabweichung von
mindestens 3 Mausen wird angezeigt. (C) Die Identifizierung von inkorporiertem BrdU in basophilen
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Granulozyten (IgE"™ Zellen) von BALB/c-Miusen. (D) Die Diagramme zeigen die Inkorporation von BrdU
in basophilen Granulozyten (IgE B220~ Zellen) von naiven (links) oder N. brasiliensis-infizierten BALB/c-
Mausen (rechts) zu den angegebenen Zeitpunkten nach BrdU-Gabe mit 3-5 Miusen pro Gruppe. Die
zusammengefassten Ergebnisse stammen von zwei unabhédngigen Experimenten. (E) Die Kinetik des
Verschwindens von transferierten basophilen Granulozyten von 4get-Méusen in naiven (links) und N.
brasiliensis-infizierten BALB/c-Midusen (rechts). Die Diagramme zeigen den Mittelwert + die
Standardabweichung von drei individuellen Méusen von zwei unabhidngigen Experimenten. (F) Die
Abnahme von transferierten basophilen Granulozyten in der Lunge von N. brasiliensis-infizierten BALB/c-
Maéusen. Das Diagramm zeigt den Mittelwert + die Standardabweichung von drei individuellen Méusen pro
Zeitpunkt.

basophiler Granulozyten in naiven Maiusen konstant bleibt, wird die Population
basophiler Granulozyten im Knochenmark und der Milz in weniger als 60 h ersetzt, was
somit der Lebensdauer basophiler Granulozyten entspricht. In N. brasiliensis-infizierten
Miusen konnte im Vergleich zu naiven Mausen ein erhohter Anteil an BrdU" basophilen
Granulozyten beobachtet werden. Dies ldsst darauf schlieBen, dass die beobachtete
Basophilie zumindest teilweise auf eine erhdhte de novo Produktion im Knochenmark
zuriickzufiihren ist (Abb. 7 D). Da eosinophile Granulozyten in bestimmten Geweben ein
verlidngertes Uberleben zeigten, wurde auch untersucht, wie lange in vitro differenzierte
basophile Granulozyten in naiven, bzw. N. brasiliensis-infizierten Méusen liberleben. Die
transferierten Zellen verschwanden jedoch rasch aus dem peripheren Blut und héuften
sich auch nicht in der Lunge von infizierten Mausen an (Abb. 7 E und F). Daher beruht
eine Basophilie im Gegensatz zur Eosinophilie wahrend der N. brasiliensis-Infektion auf

einer erhohten de novo Produktion dieser Zellen im Knochenmark.

4.2.3 Lokalisierung von Zellen des angeborenen Immunsystems

wihrend einer N. brasiliensis-Infektion.
Es st bereits bekannt, dass sich eosinophile Granulozyten bei allergischen
Atemwegsentziindungen in perivaskuldren und peribronchialen Regionen anhéufen,
wohingegen die Lokalisierung basophiler Granulozyten in der Lunge noch unbekannt ist.
Mastzellen sind normalerweise wéhrend einer akuten Entziindung der Lunge nicht
vorhanden; ihre Zahl erhoht sich erst nach chronischer Gabe von Allergenen (Ikeda et al.,
2003). AuBerdem ist noch unbekannt, ob sich basophile Granulozyten ebenso wie
eosinophile Granulozyten und Mastzellen im Diinndarm von N. brasilensis-infizierten

Maiusen identifizieren lassen und in welchen Regionen sich basophile Granulozyten in

58



Ergebnisse

A IL-4/eGFP/Siglec-FIB220 IL-4/eGFP/IgE/B220 c-Kit/B220

o

Milz

B MBP/DAPI IgE/B220 c-Kit/B220

Lunge

C MBP/DAPI IgE/B220/DAPI c-Kit /DAPI

WT

c-Kit"™"

IL-4/13"

59



Ergebnisse

Abbildung 8. Die Lokalisierung von basophilen und eosinophilen Granulozyten, sowie von
Mastzellen in der Milz, in der Lunge und im Diinndarm nach einer N. brasiliensis-Infektion. (A) Die
Pfeile zeigen die Lokalisierung von eosinophilen Granulozyten (linkes Bild; Siglec-F TL-4/eGFP'B220"),
basophilen Granulozyten/Mastzellen (mittleres Bild; IgE TL-4/eGFP'B2207) und Mastzellen (rechtes Bild;
¢-Kit'B2207) in der Milz von 4get-Miusen, die 10 Tage zuvor mit N. brasiliensis infiziert worden waren. T
= T-Zellzone, B = B-Zellfollikel, MZ = Marginalzone. Die gestrichelte Linie reprisentiert den
Marginalsinus. (B) Lokalisierung von eosinophilen (linkes Bild; MBP® Zellen) und basophilen
Granulozyten (mittleres Bild; IgE'B220~ Zellen), sowie das Fehlen von Mastzellen (rechtes Bild; c-Kit"
Zellen) in der Lunge von infizierten 4get-Miusen. (C) Lokalisierung von eosinophilen (linkes Bild; MBP"
Zellen), basophilen Granulozyten/Mastzellen (mittleres Bild; IgE*/B220~ Zellen) und Mastzellen (rechtes
Bild; c-Kit" Zellen) im Diinndarm von Wildtyp- (WT), Mastzell-defizienten c-Kit" - und IL-4/IL-13-
defizienten Méusen an Tag 10 nach Infektion mit N. brasiliensis. Die Pfeile zeigen hyperplasierende
Becherzellen. Der Messbalken kennzeichnet 200 pm.

der Milz befinden. Daher sollte mittels Immunfluoreszenzmikroskopie die Lokalisierung
dieser Zelltypen in der Milz, Lunge und im Diinndarm von N. brasiliensis-infizierten
Maiusen bestimmt werden. Eosinophile — und basophile Granulozyten akkumulierten in
der roten Pulpa ganz in Ndhe der Marginalzone von Lymphfollikeln (weile Pfeile),
wihrend Mastzellen im oder in der Ndhe des Marginalsinus zu finden waren (Abb. 8 A).
In der Lunge konzentrierten sich eosinophile Granulozyten in perivaskuldren und
peribronchialen Gebieten, wéhrend basophile Granulozyten gleichméBig tiiber das
gesamte Lungenparenchym verteilt waren. Mastzellen konnten in der Lunge nicht
detektiert werden (Abb. 8 B). Im Diinndarm konnte eine grole Anzahl eosinophiler — und

W-sh

basophiler Granulozyten in Wildtyp- und Mastzell-defizienten c-Kit" ™"-Méduse innerhalb

der Lamina propria identifiziert werden. AuBerdem konnte eine Hyperplasie von

W-sh_Miusen beobachtet

Schleim-produzierenden Becherzellen in Wildtyp- und c-Kit
werden (weile Pfeile in Abb. 8 C). In IL-4/IL-13"-Miusen, welche die Wiirmer nicht
oder nur sehr ineffizient eliminieren konnen, konnte keine Hyperplasie beobachtet
werden (Abb. 8 C). Welcher Zelltyp das IL-4/IL-13 fiir die beobachtete Hyperplasie im

Diinndarm sezerniert, ist bis heute noch nicht geklért.

4.2.4 Effektorfunktion von basophilen Granulozyten.

Es ist bekannt, dass basophile Granulozyten durch die Kreuzvernetzung von Rezeptor-
gebundenem IgE oder IgG1 auf der Zelloberflache aktiviert werden konnen. Allerdings
ist noch unklar, ob Pathogen-spezifisches IgE oder IgGl auch entscheidend fiir die
Aktivierung basophiler Granulozyten wéhrend einer Helminthen-Infektion ist. In der Tat

konnten basophile Granulozyten in vitro durch sekretierte Antigene von L3 Larven
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Abbildung 9. Die Aktivierung basophiler Granulozyten mittles sekretierter Substanzen von N.
brasiliensis. (A, C) B-hexosaminidase-Freisetzung der basophil-dhnlichen murinen IC-2 Zelllinie (A) oder
knochenmarksgenerierten basophilen Granulozyten (C) ohne (schwarze Balken) oder mit vorheriger
Sensitivierung mit Serum von N. brasiliensis-infizierten Wildtypmausen (weifle Balken). Die Kulturen
wurden mit Antigenen aus einem totalem Larvenextrakt (NEX; ;) oder sekretierten Antigenen der Larven
(NES.3) behandelt. Diese wurden wie in Material und Methoden beschrieben hergestellt. ,,Kontrolle*
bezeichnet Proben, die sensitiviert, aber keinen Antigenen ausgesetzt worden waren. ,,TNP*“ bezeichnet
Proben, die mit anti-TNP IgE mAk (schwarze Balken) oder nicht (weile Balken) sensitiviert und
anschlieBend mit TNP-BSA als positive Kontrolle stimuliert worden waren. *, P<0,005. (B) f-
hexosaminidase-Freisetzung von IC-2 Zellen, die entweder mit Serum von N. brasiliensis-infiziertem
Serum von Wildtypméusen (weiler Balken) oder mit anti-TNP IgE mAk (grauer Balken) sensitiviert und
mit NES; 5 stimuliert worden waren. Der schwarze Balken zeigt die unstimulierte Kontrolle. (D,E) 1L-4-
und IL-13-Freisetzung von knochenmarksgenerierten basophilen Granulozyten nach Sensitivierung und
Stimulierung wie unter (C) beschrieben. *, P<0,005. Die Balken zeigen Mittelwert + die
Standardabweichung von drei identischen Proben. Die Ergebnisse zeigen ein reprisentatives von insgesamt
drei unabhéngigen Experimenten. (F) Semiquantitative RT-PCR Analyse der IL-4, IL-5 und IL-13
Expression von knochenmarksgenerierten basophilen Granulozyten, welche entweder unbehandelt
(Kontrolle) oder fiir 6 Stunden mit NES, ; (stimuliert) behandelt worden waren, nachdem die Zellen zuvor
mit Serum von N. brasiliensis-infizierten Wildtypmausen sensitiviert worden waren.

(NES;3) aktiviert werden, wenn sie zuvor mit N. brasiliensis-spezifischem Serum
sensitiviert worden waren (Abb. 9 A). Die Aktivierung war abhédngig von Antigen-
spezifischem IgE oder IgG1, da weder eine Sensitivierung mit Serum von IL-4/IL-13""-
Mausen, welche nicht zum Klassenwechsel von IgE und IgG1 féhig sind, noch eine
Sensitivierung mit anti-TNP spezifischem IgE zur Degranulation von basophilen
Granulozyten oder Zellen der Basophil-dhnlichen Zelllinie IC-2 (Lunderius et al., 2000)
nach Aktivierung mit NES;; fiihrte (Abb. 9 B und C). Totales Larvenextrakt (NEXj3)
hatte keine aktivierende Funktion, daher scheint die Immunantwort hauptsiachlich gegen
sekretierte Antigene von N. brasilensis Larven gerichtet zu sein. Die Aktivierung fiihrte

in basophilen Granulozyten sowohl zur Expression von IL-4, IL-5 und IL-13 als auch zur
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Degranulation und zur Sezernierung von IL-4 und IL-13 (Abb. 9 D, E und F). Basophile
Granulozyten konnten auch IL-5 nach Antigen-spezifischer Aktivierung sezernieren.
Dies ldsst darauf schliessen, dass basophile Granulozyten auch die Mobilisierung und das

Uberleben eosinophiler Granulozyten beeinflussen kénnen ((Ohnmacht and Voehringer,

2009) und siehe unten).

4.2.5 Basophile Granulozyten fordern die Eosinophilie und tragen zur

Eliminierung von N. brasiliensis beli.
Um die Rolle von basophilen Granulozyten in vivo zu untersuchen, miissen diese selektiv
und effizient depletiert werden. Friihere Studien benutzten dazu anti-FceRlo- oder anti-
CD200R3 mAk (Obata et al., 2007; Sokol et al., 2008). Jedoch werden diese beiden
Molekiile auch von Mastzellen exprimiert, wodurch diese ebenfalls depletiert und/oder
aktiviert werden konnten. Um diese Effekte zu vermeiden, wurden anti-Thy1.2 mAk zur
Depletion basophiler Granulozyten benutzt, da dieser Marker weder auf eosinophilen
Granulozyten noch auf Mastzellen exprimiert wird (Abb. 6 F und Daten nicht gezeigt). In
normalen 4get-Mausen konnten jedoch basophile Granulozyten nicht effizient depletiert
werden, da hochstwahrscheinlich der Hauptteil des anti-Thyl.2 mAk von T-Zellen
gebunden wurde. In 4get/rag'/ -Méusen jedoch konnten basophile Granulozyten durch
eine einzige Injektion von 0,5 mg anti-Thy1.2 fiir 10 Tage depletiert werden, da T- und
B-Zellen in diesen Méusen fehlen (Abb. 10 A und B). Dabei wurde in diesem Zeitraum
keine Depletion von eosinophilen Granulozyten beobachtet, was darauf hindeutet, dass
der anti-Thy1.2 mAk keine potentiell gemeinsame Vorlduferpopulation von eosinophilen
und basophilen Granulozyten depletiert (Abb. 10 C). Um basophile Granulozyten
antigenspezifisch in vivo aktivieren zu konnen, wurden basophile Granulozyten in
4get/rag”-Miusen durch Injektion von Serum aus N. brasiliensis-infizierten Wildtyp-
Maiusen sensitiviert (Abb. 10 D und E). Die Depletion von auf solche Weise passiv
,bewaffneter basophilen Granulozyten ermdglicht die Untersuchung der Zellfunktion

wihrend der Effektorphase einer Th2-Immunantwort.
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Abbildung 10. Die Depletion von basophilen Granulozyten durch eine anti-Thyl.2 Behandlung und
deren Sensitivierung durch Serumtransfer. (A) Punktwolkendiagramm von Blutproben von 4get/rag” -
Maiusen vor (links) und nach (rechts) der anti-Thyl.2 Behandlung. Die Diagramme zeigen nur
Autofluoreszenz /IL-4/eGFP" Zellen und reprisentieren eosinophile (Siglec-F'FceRI") und basophile
(Siglec-F FceRI") Granulozyten. (B) Kinetiken der Depletion von basophilen Granulozyten im Blut nach
Gabe von 0,5 mg oder 1 mg anti-Thyl.2 mAk. Die Ergebnisse reprasentieren Durchschnittswerte von zwei
Méusen pro Zeitpunkt und Bedingung. (C) Die Frequenz eosinophiler Granulozyten im Blut von zwei
einzelnen Méusen nach der Depletion basophiler Granulozyten (anti-Thy1.2) oder Kontrollmdusen am Tag
zwei nach der Antikorpergabe. (D) Punktwolkendiagramm von Blutproben von 4get/rag”-Miusen vor
(Kontrolle) oder nach (Serumtransfer) dem Transfer von Serum von N. brasiliensis-infizierten
Wildtypmiusen. Die Diagramme zeigen nur Autofluoreszenz /IL-4/eGFP" Zellen und reprisentieren
eosinophile (Siglec-F") und basophile (Siglec-F7) Granulozyten. (E) Kinetik der IgE-Abnahme. Die
angezeigte Menge an Serum von N. brasiliensis-infizierten Wildtypmausen wurde in 4get/rag”-Miuse
transferiert und die durchschnittliche Fluoroeszenzintensitdt (MFI) von auf der Zelloberfldche-gebundenem
IgE von basophilen Granulozyten an Tag 1, 5 und 8 bestimmt.

Zunichst wurden 4get/rag”"-Miuse mit Serum von N. brasiliensis-infizierten oder naiven
Kontroll-Méusen sensitiviert und entweder basophile Granulozyten depletiert oder nicht.
Maiuse, welche mit Serum von N. brasliensis sensitiviert worden waren, zeigten nach
Infektion mit N. brasiliensis eine starke Zunahme an eosinophilen und basophilen
Granulozyten im Vergleich zu Méusen, welche nur ein Kontrollserum erhalten hatten.
Die Gabe von anti-Thyl.2 mAk fiihrte zur beinahe vollstindigen Depletion von
basophilen Granulozyten in der Lunge, der Milz und im Blut (Abb. 11 A).
Interessanterweise hatten basophil-depletierte und sensitivierte Mause auch weniger
eosinophile Granulozyten in der Lunge, der Milz und im Blut. Dagegen waren die
Zellzahlen von Mastzellen und eosinophilen Granulozyten im Peritoneum, in dem sich im

Allgemeinen keine basophilen Granulozyten befinden, zwischen den beiden Gruppen
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vergleichbar (Abb. 11 B). Zusétzlich wurde mittels RT-PCR Analyse festgestellt, dass
erhohte Expressionsspiegel der Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13 an Tag 4 nach Infektion in
4get/rag'/ -Méusen von der Anwesenheit sensitivierter basophiler Granulozyten abhingig

sind (Abb. 11 C).
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Abbildung 11. Die Depletion von basophilen Granulozyten wihrend einer Infektion in sensitivierten
4get/rag”-Miusen. (A) Die Diagramme zeigen den Anteil und die absolute Anzahl an basophilen (links)
und eosinophilen (rechts) Granulozyten im Blut, der Milz und der Lunge von anti-Thy1.2-behandelten
(weiBie Balken) oder Kontoll- (offene Balken) 4get/rag”-Miusen, welche zuvor mit Serum von
Wildtypmaéusen sensitiviert und 10 Tage zuvor mit N. brasiliensis infiziert worden waren. Als Kontrolle
erhielten Mause auch Serum von naiven Maiusen (schraffierte Balken). Die Diagramme zeigen die
zusammengefassten Ergebnisse von zwei unabhidngigen Experimenten mit insgesamt 5-6 Méusen. *,
P<0,001; **, P<0,05 nach Mann-Whitney U-Test. (B) Das Diagramm zeigt die Anzahl an Mastzellen und
eosinophilen Granulozyten im Peritoneum von sensitivierten und infizierten 4get/rag”"-Méusen, welche mit
anti-Thy1.2 behandelt wurden (geschlossene Balken) oder nicht (offene Balken). (C) Semiquantitative RT-
PCR Analyse vom gesamten Lungengewebe von Th2-assoziierten Zytokinen und Markern von alternativ
aktivierten Makrophagen. Folgende Bedindungen wurden verglichen: naiv = nicht-infizierte 4get/rag”-
Miuse; infiziert = infizierte 4get/rag”-Miuse an Tag 4; sensitiviert und infiziert = 4get/rag”-Mus, welche
zusétzlich vor der Infektion mit Serum von N. brasiliensis-infizierten Wildtypmé&usen sensitiviert worden
waren; sensitiviert, infiziert und anti-Tyl.2 = sensitivierte und infizierte 4get/rag’”-Mause, welche
zusitzlich durch eine anti-Thy1.2 Injektion von basophilen Granulozyten depletiert worden waren.

IL-4 und IL-13 sind essentiell fiir die Ausdifferenzierung von alternativ aktivierten
Makrophagen (AAM), einem kiirzlich identifizierten Zelltyp, welcher unter anderem an
der Immunantwort gegen Helminthen beteiligt ist (Anthony et al., 2006; Zhao et al.,
2008). Daher wurden die Expressionsspiegel von drei charakteristischen Markern fiir

AAM (Yml, Fizzl und Arg I) in der Lunge mittels RT-PCR bestimmt. Erhohte
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Expressionslevel von AAM-Markern wurden in infizierten Rag-defizienten Méusen im
Vergleich zu naiven Kontroll-Mausen gemessen. Eine vorherige Sensitivierung mit
Serum von N. brasiliensis-infizierten Wildtyp-Mausen erhohte die Expression noch
weiter. Die Depletion basophiler Granulozyten konnte diesen Effekt nicht unterbinden
(Abb. 11 C). Da basophile und eosinophile Granulozyten die einzigen IL-4/eGFP-
produzierenden Zellen in der Lunge von 4get/rag”-Miusen sind, miissen entweder die
verbleibenden, nicht-depletierten basophilen Granulozyten oder aber eosinophile
Granulozyten geniigend IL-4/IL-13 fiir die Ausdifferenzierung von AAM produzieren.

Es wurde bereits frither gezeigt, dass die effiziente Rekrutierung eosinophiler und
basophiler Granulozyten zu Orten der eigentlichen Immunantwort und die
Wurmausscheidung auf CD4" T-Zellen beruhen. Jedoch sind fiir diesen Effekt keine IL-
4/IL-13-produzierende Th2-Zellen notwendig (Min et al., 2004; Voehringer et al., 2006).
Um die Rolle von basophilen Granulozyten fiir die Eosinophilie und die
Wurmausscheidung in Mausen mit einem adaptiven Immunsystem ohne Th2-Zellen zu
untersuchen, wurden 4get/rag'/ -Méuse mit Totalmilz- und Lymphknotenzellen von
kongenen IL-4/IL-13-defizienten Thyl.1-Médusen rekonstituiert. Mit diesem Ansatz
konnen nun basophile Granulozyten depletiert werden, wihrend T-Zellen, eosinophile
Granulozyten und Mastzellen weder depletiert noch aktiviert werden. Wie erwartet,
filhrte eine N. brasiliensis-Infektion auch in den rekonstituierten Miusen zu einer
massiven Eosinophilie und Basophilie in der Lunge und der Milz. Die Depletion
basophiler Granulozyten verhinderte auch in diesen Miusen eine Eosinophilie im selben
Maf wie in nicht-rekonstituierten 4get/rag”-Miusen (Abb. 12 A). Interessanterweise
wurde keine Esoinophilie beobachtet, wenn die Basophilie durch einen Transfer von T-
Zellen, welche zuvor mit einem IL-3-kodierenden Retrovirus transfiziert worden waren,
ausgelost wurde (Abb. 12 B). Dies deutet darauf hin, dass nicht allein der Anstieg von
basophilen Granulozyten zu einer Eosinophilie fiihrt, sondern dass basophile
Granulozyten auch aktiviert werden miissen, um eine Eosinophilie hervorzurufen,
beispielsweise durch den Transfer von Serum von infizierten Méusen und eine
anschliessende Infektion (Abb. 11 A und 12 A).

Die Ausscheidung von N. brasiliensis kann auch in der Abwesenheit von Mastzellen

erfolgen (Crowle and Reed, 1981), beruht jedoch auf der Expression von IL-4/IL-13
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eines nicht-Eosinophilen Zelltyps des angeborenen Immunsytems (Voehringer et al.,
2006). Diese Befunde deuteten auf eine wichtige Rolle von basophilen Granulozyten bei
der Wurmausscheidung hin. Daher wurde die Eliminierung der Parasiten in Basophil-
depletierten 4get/rag”-Mausen untersucht, welche zuvor mit IL-4/IL-13-defizienten
Leukozyten rekonstituiert worden waren. Basophil-depletierte Méuse zeigten eine
signifikant verminderte Eliminierung an Tag 10 nach Infektion, wéhrend die
Wurmausscheidung in nicht-depletierten Mausen sehr effizient war (Abb. 12 C). 2 von 9
anti-Thy1.2-behandelte Méuse konnten die Wiirmer trotzdem eliminieren, was vermuten
lasst, dass entweder die Depletion basophiler Granulozyten in diesen Médusen nicht
effizient genug war oder dass andere Zelltypen ausreichend fiir die Wurmausscheidung
waren.

Dieser Teil der Ergebnisse zur Effektorfunktion und Homdostase von basophilen
Granulozyten wurden kiirzlich in der Fachzeitschrift Blood publiziert (Ohnmacht and

Voehringer, 2009).

Basophile Eosinophile Basophile Eosinophile
600 - 12 80
= ~ 500 . = *
E £ 400 c 10 g 60
% % .
b= £ 300 ,,% 8 G 40 .
3 S 200 e 6 g ks
N N 100 s 4 = 20 ° o
0 >, 0o e
2
600 3 6 @
500 ° RS
o3 N 03 7 03 7 N S
2 30 * 3, 400 x_® Tage nach T-Zell-Transfer PSR
z Z 300 Lunge
5 . S 200 e
E 10 N 100 °
ool I &
anti- Kontrolle anti-  Kontrolle
Thy1.2 Thy1.2

Abbildung 12. Reduzierte Eosinophilie und verminderter Eliminierung von N. brasiliensis in
Basophil-depletierten Miusen. (A) 4get/rag”-Miuse wurden mit 7x10” Leukozyten von IL-4/IL-13"-
Maiéusen rekonstituiert, mit N. brasiliensis infiziert und mit Serum von N. brasiliensis-infizierten
Wildtypméusen sensitiviert. Zusitzlich wurden entweder basophile Granulozyten depletiert (geschlossene
Balken) oder nicht (offene Balken). Die Anzahl an basophilen und eosinophilen Granulozyten in der Lunge
und in der Milz wurde am Tag 10 nach der Infektion bestimmt. Die Diagramme zeigen die Ergebnisse von
zwei unabhédngigen Experimenten mit insgesamt 6 Méusen pro Gruppe. *, P<0,01 nach Mann-Whitney U-
Test. (B) IL-3-induzierte Basophilie fiihrt nicht zur Eosinophilie. Polyklonale T-Zellen wurden mit einem
IL-3-kodierenden Retrovirus transfiziert und in normale 4get-Méause transferiert. Das Diagramm zeigt die
Frequenz basophiler (links) und eosinophiler (rechts) Granulozyten von den gesamten peripheren
Blutlymphozyten (PBL) zu den angegebenen Tagen nach Transfer der T-Zellen. (C) Das Diagramm zeigt
die Anzahl adulter Wiirmer im Diinndarm an Tag 10 nach Infektion der in (A) beschriebenen Méuse. Die
Miéuse waren ebenfalls Basophil-depletiert (geschlossene Balken) oder nicht (offene Balken). Das
Diagramm zeigt die zusammengefassten Ergebnisse von drei unabhéngigen Experimenten mit insgesamt 8-
9 Miusen pro Gruppe. **, P=0,021 nach Mann-Whitney U-Test.
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4.2.6 Mastzellen und basophile Granulozyten in c-Kit" ~ -Miusen.

Mastzellen sind funktionell eng verwandt mit den zuvor untersuchten basophilen
Granulozyten und konnten daher auch eine Rolle bei der raschen Eliminierung von
Hakenwiirmern spielen. Tatsdchlich zeigten friihe Studien, dass Mastzellen die
Eliminierung von N. brasiliensis beschleunigen konnen (Crowle and Reed, 1981). Diese
Studien benutzten dazu vor allem den Mastzell-defizienten c-Kit"'"“-Mausstamm,
welcher allerdings zusédtzlich zum Fehlen von Mastzellen eine Reihe anderer Defekte wie
Andmie, Sterilitit, das Fehlen von y/60 T-Zellen im Diinndarm, das Fehlen der
interstitiellen Zellen von Cajal, verminderte Melanogenese, relativ wenige neutrophile
Granulozyten, sowie eine anormale Schrittmacher-Aktivitdit im Diinndarm aufweist
(Maeda et al., 1992). All diese Defekte konnten jedoch auch zu einer verzdgerten
Eliminierung der Parasiten beitragen und erschweren somit die Interpretation dieser
friihen Experimente. Daher wird fiir die Untersuchung zur Funktion von Mastzellen

wihrend der Infektion mit Hakenwiirmern ein physiologischeres Modell benétigt. Die

W/W-v W-sh_

meisten der oben beschriebenen Effekte im c-Kit -Mausstamm werden im c-Kit
Mausstamm (Lyon and Glenister, 1982), einem anderen Mastzell-defizienten
Mausstamm, nicht beobachtet. Zudem ist dieser Mausstamm auch auf C57BL/6
Hintergrund verfiigbar und scheint somit ein gutes Modell zum Studium zur Funktion
von Mastzellen in vivo darzustellen.

Daher wurde der Mastzell-defiziente c-Kit" *"-Mausstamm verwendet, um die Rolle von
Mastzellen wihrend einer primiren und sekunddren Infektion mit N. brasiliensis zu

Wsh_Miuse Mastzell-defizient sind, kénnen Mastzellen

untersuchen. Obwohl adulte c-Kit
10 Tage nach Geburt in der Haut detektiert werden (Tono et al., 1992). Dies ldsst
vermuten, dass die ,,Sash“-Mutation vor dem c-Kit Promotor nicht grundsitzlich die
Differenzierung von Mastzellen blockiert. Daher wurde untersucht, ob Mastzellen aus
Knochenmarkszellen in Anwesenheit von IL-3 differenziert werden kdnnen. Das Zytokin
IL-3 fiihrt zur Entwicklung von Mastzell-Vorlduferzellen in der Abwesenheit von c-Kit
Ligand (SCF). Knochenmarkszellen von Wildtyp-Miusen differenzierten mit der Zeit
zunehmend in c-Kit FceRI" Mastzellen, wohingegen diese Population in Kulturen von c-

Kit"*"-Miusen komplett abwesend war (Abb. 13 A). Allerdings konnte in diesen

Kulturen eine groBe Population an c-Kit™ FceRI™ Zellen beobachtet werden, welche
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potentielle Mastzellvorlduferzellen darstellen konnten. Die Entwicklung von basophilen
Granulozyten (c-Kit FceRI'TL-3Ra."*CD49b CD200R1°'CD200R3") hingegen wurde
durch die ,,Sash* Mutation nicht beeintrachtigt (Abb. 13 B).

A Tag 6 Tag10 Tag 21 B
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Abbildung 13. Mastzellen, aber nicht basophile Granulozyten fehlen in c-Kit""-Miusen. (A)
Knochenmarkszellen von ¢-Kit"*"- und Wildtyp (wt)-Miusen wurden bis zu den angegebenen Zeitpunkten
in der Gegenwart von IL-3 kultiviert. Mastzellen wurden durch die Expression von c-Kit und FceRI
identifiziert. (B) Knochenmarkskulturen von c-Kit"*"-Mausen wurden an Tag 10 fiir FceRI und CD49b
gefirbt, um den Phiinotyp von FceRI'/c-Kit™ Zellen zu bestimmen. Die Histogramme zeigen den Phiinotyp
von CD49b'-Zellen, welche zusitzlich fiir IL-3Ra, CD200R1 oder CD200R3 (offen) oder Isotyp-
Kontrollen (geschlossen) gefirbt worden waren. Die Punktwolkendiagramme zeigen nur Autofluoreszenz-
Zellen. (C) Die Punktwolkendiagramme zeigen eine IgE- und c-Kit-Férbung von Zellen aus dem
Peritoneum von naiven oder N. brasiliensis-infizierten c-Kit" *"- und Wildtyp-Méusen. (D) Gefrierschnitte
von der Milz von N. brasiliensis-infizierten c-Kit"*"- oder Wildtyp-Miusen wurden fiir c-Kit (rot) und
B220 (blau) geféirbt. Die Pfeilspitzen zeigen auf Mastzellen. T = T-Zellzone, B = B-Zellfollikel. Der
Messbalken kennzeichnet 200 pm. (E) Das Diagramm zeigt den Spiegel von MMCP-1 im Serum von
naiven oder N. brasiliensis-infizierten c-Kit"*"- (offene Balken) oder Wildtyp-Miusen (geschlossen
Balken). Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung. Es wurden mindestens drei Méuse pro
Bedingung verwendet. nd = nicht detektierbar.
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Da die meisten Helminthen in Wildtyp-Méausen eine starke Mastozytose hervorrufen,
wurde auch untersucht, ob sich Mastzellen in ¢-Kit"*"-Méusen nach Infektion mit N.
brasiliensis entwickeln konnen. Eine Analyse der Milz, des Diinndarms und von Zellen
aus einer Spiilung des Peritoneums bestitigte das vollstindige Fehlen von Mastzellen in
N. brasiliensis-infizierten c-Kit" *"-Méusen (Abb. 8 C, Abb. 13 C und D). AuBerdem
wurde die Konzentration von mouse mast cell protease 1 (MMCP-1) im Serum bestimmt,
da dieses Protein exklusiv von Mastzellen exprimiert wird und als Marker fiir die
Aktivierung von Mastzellen verwendet werden kann (Abb. 6 D und (Huntley et al.,
1990)). Wie erwartet fiihrte eine Infektion von Wildtyp-Méusen mit N. brasilensis zu
einem mehr als 60-fachen Anstieg von MMCP-1. Im Serum von naiven c-Kit" *"-Miusen
konnte jedoch kein MMCP-1 detektiert werden und auch die Infektion mit N. brasiliensis
fiihrte nur zu einem minimalen Anstieg iiber die Nachweisgrenze (Abb. 13 E).
Zusammengefasst ldsst sich feststellen, dass sich keine Hinweise fiir die Anwesenheit
von Mastzellen in Knochenmarkskulturen oder adulten, N. brasiliensis-infizierten c-Kit"

*"_Mausen finden lassen, wihrend sich basophile Granulozyten normal entwickelten.

4.2.7 c-Kit"*"-Miuse haben niedrigere IgE-Spiegel und zeigen eine

verzogerte Eliminierung von N. brasiliensis.
Im Blut und in der Milz von c-Kit"*"-Miusen wurde eine normale Frequenz an
basophilen Granulozyten festgestellt (Abb. 14 A). Jedoch konnten diese im Gegensatz zu
basophilen Granulozyten von gleichaltrigen Wildtyp-Mausen nicht fiir IgE auf der
Zelloberflache angefiarbt werden; entweder, weil die IgE-Bildung, oder weil die Bindung
von IgE an FceRI auf basophilen Granulozyten in c-Kit" *"-Miusen gestért ist. Um diese
beiden Mdoglichkeiten zu unterscheiden, wurde Serum von N. brasiliensis-infizierten
Wildtyp-Mausen, welches eine hohe Konzentration an IgE enthélt, transferiert. Dieser
Serumtransfer war ausreichend, um IgE" basophile Granulozyten im peripheren Blut
nachzuweisen (Abb. 14 B). Daher sind reduzierte IgE-Spiegel, und nicht ein genereller
Defekt von basophilen Granulozyten IgE zu binden, fiir den beobachteten Phinotyp
verantwortlich. Um diese Ergebnisse zu bestitigen, wurden die Serum IgE-Spiegel auch
direkt mittels eines ELISA gemessen. Die basalen IgE-Spiegel waren in naiven c-Kit" -

Maiusen im Vergleich zu Wildtyp-Méusen rund 40fach reduziert. Obwohl die IgE-Spiegel

69



Ergebnisse

in beiden Mausstdmmen nach Infektion mit N. brasiliensis anstiegen, blieben diese in c-
Kit"*"-Miusen doch signifikant niedriger (Abb. 14 C). Daher spielen Mastzellen eine
entscheidende Rolle sowohl bei der Regulierung des basalen- als auch des antigen-

spezifischen Serum IgE-Spiegels.

B Serum
Kontrolle transfer

CD200R3 ——>»

"

naiv Nb

Abbildung 14. Die basalen IgE-Spiegel sind in c-Kit"*"-Miusen drastisch reduziert. (A) Blut- oder
Milzzellen von c-Kit"*"- oder Wildtyp-Méusen wurden fiir CD49b und CD200R3 (obere Diagramme)
gefirbt, um basophile Granulozyten (CD49b"'CD200R3") zu identifizieren. Alternativ wurde fiir CD49b
und IgE (untere Diagramme) gefdrbt, um an basophile Granulozyten gebundenes IgE (CD49b'IgE") zu
detektieren. (B) Blut von ¢-Kit" *"-Mausen wurde entweder vor (links) oder 15 h nach dem Transfer von 80
ul Serum von N. brasiliensis-infizierten Méausen (rechts) fiir CD49b und IgE geférbt. (C) zeigt die Serum
IgE-Spiegel von naiven oder 10 Tage zuvor mit N. brasiliensis-infizierten Méausen. Die offenen Balken

stehen fiir c-Kit"*"-Miuse und die geschlossenen Balken stehen fiir Wildtyp-Miuse. Die Fehlerbalken

zeigen die Standardfehler des Mittelwertes von zwei unabhéngigen Experimenten mit n = 6-7 Miausen pro
Bedingung. *, P<0,001; **, P<0,05 gemal Student’s T-test.

Um eine direkte Rolle von Mastzellen auf den erfolgreichen Ausstol von adulten
Wiirmern zu untersuchen, wurde auch die Eliminierung von N. brasiliensis in diesen
Miusen analysiert. Dabei zeigte sich, dass c-Kit" ™"-Miuse im Vergleich zu Kontroll-
Mausen N. brasiliensis nur deutlich verzogert eliminieren konnten (Abb. 15), obwohl die
Th2-Differenzierung in c-Kit"*"-Miusen nicht beeintrachtigt war und diese sogar eine
hohere Frequenz an eosinophilen und basophilen Granulozyten in der Milz aufwiesen
(Daten nicht gezeigt). Es wurde bereits gezeigt, dass CD4" T-Zellen nur fiir die
Eliminierung bei einer Primdrinfektion, nicht jedoch bei einer Sekundirinfektion

entscheidend sind (Grencis et al., 1985). Dieser Effekt beruht wahrscheinlich auf der T-
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Zell-abhdngigen Bildung von N. brasiliensis-spezifischem IgE oder IgG1 wihrend der
Primérinfektion, welches dann zur Sensitivierung von basophilen Granulozyten und
Mastzellen fiihrt. Diese beiden Zelltypen kénnen dann wiederum nach IgE- oder I1gGl-
vermittelten Aktivierung IL-4 und IL-13 sezernieren, welche wichtig fiir die

Eliminierung der Parasiten sind.
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Abbildung 15. Mastzellen sind fiir die effiziente Eliminierung von N. brasiliensis wihrend einer
Primirinfektion erforderlich. c-Kit"™"- (unteres Diagramm) und gleichaltrige Wildtyp-Mause (oberes
Diagramm) wurden mit N. brasiliensis infiziert und die adulten Wiirmer im Diinndarm wurden zu den
angegebenen Zeitpunkten nach Infektion gezdhlt. Die Abbildung zeigt zusammengefasste Ergebnisse von
zwel unabhédngigen Experimenten.

4.2.8 Basophile Granulozyten sind entscheidend an der Eliminierung

von N. brasiliensis wihrend einer Gedichtnisantwort beteiligt.
Um zu untersuchen, ob Mastzellen als Effektorzellen an einer Gedéachtnisantwort

W-sh_Miuse vier bis fiinf Wochen nach der Erstinfektion

beteiligt sind, wurden c-Kit
erneut mit N. brasiliensis infiziert und die Eliminierung der Wiirmer an Tag 5 analysiert.
Wildtyp-Mause haben zu diesem Zeitpunkt die Wiirmer bereits ausgeschieden. Zusétzlich
wurden zwei Tage vor der Zweitinfektion entweder CD4  T-Zellen, basophile
Granulozyten oder auch beide Zelltypen depletiert, um deren Rolle wihrend einer
Gedéchtnisantwort zu untersuchen (Abb. 16 A und B). Nicht-depletierte und CD4" T-
Zell-depletierte ¢-Kit" *"-Miuse zeigten keinen Defekt bei der Eliminierung. Das heiBt,
weder T-Zellen noch Mastzellen scheinen fiir die Bekdmpfung der Parasiten wihrend
einer Zweitinfektion benétigt zu werden (Abb. 16 C). Jedoch war die Eliminierung stark

beeintrdchtigt, wenn basophile Granulozyten zuvor entweder mit einem anti-FceRI oder

anti-CD200R3 mAk depletiert worden waren. Diese Ergebnisse zeigen, dass basophile
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Granulozyten bei einer Zweitinfektion entscheidend an der raschen Eliminierung beteiligt
sind, wihrend Mastzellen und CD4" T-Zellen nur bei einer Primirinfektion fiir die

erfolgreiche Bekdmpfung der Parasiten benotigt werden.
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Abbildung 16. Weder Mastzellen noch CD4" T-Zellen, sondern basophile Granulozyten sind
entscheidend fiir die Wurmbeseitigung wihrend einer Gedichtnisantwort. Mastzell-defiziente ¢-Kit""
s"_Mzuse wurden mit N. brasiliensis infiziert und dann nach 4-5 Wochen erneut infiziert. Zwei Tage vor der
zweiten Infektion wurden die Mé4usen entweder unbehandelt belassen, die CD4" T-Zellen mittels anti-CD4
mAk-Injektion und/oder die basophilen Granulozyten mittels anti-CD200R3 oder anti-FceRIa mAk
Injektion eliminiert. (A und B) Effizienz der Eliminierung von CD4" T-Zellen (A) und basophilen
Granulozyten (B) im Blut an Tag 5 der zweiten Infektion. (C) Das Diagramm zeigt die Anzahl adulter
Wiirmer im Diinndarm an Tag 5 der zweiten Infektion. Das Diagramm zeigt die zusammengefassten
Ergebnisse von drei unabhingigen Experimenten mit insgesamt drei bis sieben Mausen pro Gruppe.
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4.3 Die Rolle von dendritischen Zellen fiir die

Entwicklung einer Th2-Immunantwort.

Antigen-prasentierende Zellen, insbesondere DCs, spielen eine entscheidende Rolle bei
der Induktion einer Immunantwort, da sie bei entsprechenden Stimuli effizient naive T-
Zellen aktivieren kénnen. Um die Funktion von DCs in vivo zu untersuchen, wurden
genetisch DC-defiziente Maduse hergestellt. Dazu wurden Méiuse, welche die Cre-
Rekombinase selektiv in DCs exprimieren (CD11c-Cre-Maiuse) (Caton et al., 2007), mit
Maiusen verpaart, welche die alpha Untereinheit des Diphterietoxins unter Kontrolle einer
loxP-flankierten Stopp-Kassette im ubiquitdr exprimierten Rosa26 Lokus tragen (R-
DTA-Miuse) (Voehringer et al., 2008). Als Resultat wird das Diphterietoxin direkt in
DCs exprimiert, was zu ihrer konstitutiven Eliminierung fiihrt.

In CD11c-Cre/R-DTA-Miusen (ADC-Maiuse) fehlen mehr als 90% aller DCs in Thymus,
Milz und Lymphknoten (Abb. 17 A). Die Eliminierung beinhaltete alle DC-
Subpopulationen wie myeloide, lymphoide und plasmazytoide DCs, wihrend die kiirzlich
beschriebene Interferon-produzierende Killer-DC Population (IKDC; CDI1 1c
NK1.1"B220") (Chan et al., 2006) nicht betroffen war (Abb. 17 B). AuBerdem konnten
nur wenige Langerhans-Zellen in der epidermalen Zellschicht von Ohren aus ADC-
Maiusen gefunden werden (Abb. 17 C). Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass
CD11c-Cre/R-DTA-Miuse nur noch sehr wenige DCs besitzen, wihrend alle anderen
Zelltypen von der Depletion nicht betroffen sind (Daten werden nicht gezeigt).

Um zu untersuchen, ob DCs auch eine Rolle bei der Induktion einer effizienten
Immunantwort gegen gastrointestinale Nematoden spielen, wurden ADC-Méduse mit M.
brasiliensis infiziert. N. brasiliensis-infizierte ADC-Méuse zeigten im Vergleich zur
Kontrolle eine verminderte Rekrutierung eosinophiler Granulozyten in die Lunge (Abb.
17 D). AuBerdem hatten ADC-Méuse an Tag 10 noch sehr viele adulte Wiirmer im
Diinndarm, wéhrend Kontroll-Mé&use die Parasiten effizient eliminieren konnten (Abb. 17
E). Daher kommen DCs auch bei der Immunantwort gegen Parasiten eine entscheidende
Funktion zu. Allerdings zeigen ADC-Miuse auch massive Anzeichen von

Autoimmunitdt; daher haben DCs neben der Antigenprdsentation zur Induktion von
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primiren Immunantworten auch eine entscheidende Funktion fiir die Aufrechterhaltung
der immunologischen Toleranz unter homoostatischen Bedingungen ((Ohnmacht et al.,

2009)).
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Abbildung 17. Dendritische Zellen (DC) sind essentiell fiir die Eliminierung von N. brasiliensis. (A-
C) Effizienz der DC-Depletion in naiven ADC-Méusen. (A) Einzelzellsuspensionen von Thymus (TH),
mesenterischen Lymphknoten (LN) und Milz von ADC- und Kontroll-M&usen wurden fiir CD11c und
MHC-II (I-A") gefirbt. (B) Firbung fiir verschiedene DC-Subpopulationen in der Milz von ADC- und
Kontroll-Méusen. Die Punktwolkendiagramme zeigen nur Gr-1"-Zellen. Das CD11¢/NK1.1-Diagramm
zeigt nur B220"-Zellen. (C) Epidermale Zellschichten aus den Ohren von ADC- und Kontroll-Miusen
wurden fiir I-A® gefirbt, um Langerhans-Zellen anzufirben. Die OriginalvergroBerung war 80x. Alle
Ergebnisse sind reprisentativ fiir 2-3 unabhéngige Experimente. (D und E) zeigen Ergebnisse von N.
brasiliensis-infizierten Mausen am Tag 10 nach Infektion. (D) Das Punktwolkendiagramm zeigt die
Frequenz von CD4" T-Zellen (CD4'Siglec-F") und eosinophilen Granulozyten (CD4 Siglec-F") in der
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Lunge von ADC- und Kontroll-Méusen. Die Diagramme sind reprisentativ fiir vier verschiedene Mause
pro Gruppe. (E) zeigt die Anzahl adulter Wiirmer im Diinndarm von vier verschiedenen Mausen pro
Gruppe am Tag 10 nach einer Infektion mit N. brasiliensis. Das Ergebnis beruht auf zwei unabhidngigen
Experimenten.

Diese Ergebnisse sind vor kurzem zusammen mit weiteren Untersuchungen zur
Bedeutung von DCs zur Aufrechterhaltung der immunologischen Toleranz im Journal of

Experimental Medicine publiziert worden (Ohnmacht et al., 2009).
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S DISKUSSION

Infektionen mit Wurmparasiten fithren zu einem starken Anstieg an Effektorzellen des
angeborenen Immunsystems. Obwohl sehr wahrscheinlich nicht immer alle
Eftektorzellen fiir die Eliminierung eines bestimmten Parasiten notwendig sind, scheint
sich solch eine Akkumulation als vorteilhaft fiir die Bekdmpfung der meisten
Wurminfektionen erwiesen zu haben. Bisher war allerdings noch nicht bekannt, wie
lange eosinophile und basophile Granulozyten unter homdostatischen und
inflammatorischen Bedingungen {iberhaupt iiberleben und wie es zu der erwéhnten
Akkumulation dieser Zellen nach einer Helmintheninfektion kommt.

Nach 15stiindiger BrdU-Gabe waren bereits 50% der eosinophilen Granulozyten im
Knochenmark mit BrdU markiert. Da sich eosinophile Granulozyten unter
homdostatischen Bedingungen nicht im Knochenmark ansammeln, miissen 50% der
eosinophilen Granulozyten in diesem Zeitfenster das Knochenmark verlassen haben. In
der Peripherie werden beinahe alle eosinophilen Granulozyten in der Milz binnen zwei
Tagen durch neu differenzierte Zellen aus dem Knochenmark ersetzt. Daher werden
eosinophile Granulozyten mit einer hohen Rate im Knochenmark gebildet, bis jedoch alle
eosinophilen Granulozyten in der Peripherie ersetzt worden sind, vergehen bis zu zwei
Tage. Uberraschenderweise fiihrte eine Infektion mit N. brasiliensis nicht zu einer
erhohten Neubildungsrate von eosinophilen Granulozyten im Knochenmark, obwohl es
dabei zu einer massiven Akkumulation eosinophiler Granulozyten in der Peripherie
kommt. Zumindest die parasiten-induzierte Eosinophilie beruht daher eher auf einer
erniedrigten Apoptoserate als auf einer erhohten de novo Syntheserate eosinophiler
Granulozyten im Knochenmark (Ohnmacht et al., 2007). Diese Ergebnisse werden auch
durch die Tatsache gestiitzt, dass eine Infektion mit Trichinella spiralis nur zu einer
dreifach erhohten Anzahl an Vorlduferzellen von eosinophilen Granulozyten im
Knochenmark fiihrt, was nicht ausreicht, um die beobachtete massive Eosinophilie zu
erkldren (Iwasaki et al., 2005). Interessanterweise kann auch die Anzahl neutrophiler

Granulozyten, welche eine vergleichbare Lebensdauer wie eosinophile Granulozyten
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aufweisen, durch eine Senkung der spontanen Apoptoserate rasch gesteigert werden
(Ward et al., 1999).

Im Gegensatz dazu konnen eosinophile Granulozyten im Peritoneum unter
homdostatischen Bedingungen bis zu zwei Wochen iiberleben. In vitro konnte bereits
gezeigt werden, dass hypoxische Bedingungen ebenfalls zu einem verldngerten
Uberleben eosinophiler Granulozyten fiihren (Gardai et al., 2003). Die Tatsache, dass
auch im Peritoneum nur ein geringer Sauerstoffpartialdruck herrscht, konnte zum
verlidngerten Uberleben eosinophiler Granulozyten beitragen (Sawyer et al., 1991). Im N.
brasiliensis-Infektionsmodell konnte aulerdem eine Korrelation zwischen der Expression
von Siglec-F und der Lebensdauer eosinophiler Granulozyten beobachtet werden.
Kiirzlich konnte jedoch gezeigt werden, dass die Kreuzvernetzung von Siglec-F auf
eosinophilen Granulozyten eine erhéhte Apoptoserate zur Folge hat. Aulerdem scheinen
Siglec-F ' -Miuse in einem Modell fiir allergische Entziindungen der Lunge eine leicht
erhohte Akkumulation eosinophiler Granulozyten aufzuweisen, welche eventuell auf
einer verminderten Apoptoserate in diesen Mdusen beruht (Zhang et al., 2007). Die
Autoren dieser Studie postulierten daher eine negative Riickkopplungsschleife fiir die
Akkumulation eosinophiler Granulozyten durch inhibitorische Signale nach Aktivierung
von Siglec-F, was sich allerdings nicht mit den hier vorgestellten Ergebnissen zur BrdU-
Inkorporation in diesen Zellen in Lunge und Peritoneum deckt. Moglicherweise wird der
Ligand fiir Siglec-F in den beiden Modellen unterschiedlich reguliert oder es kommt zu
einem sekundiren Effekt in Siglec-F " -Méusen durch CD4" T-Zellen, welche nach
Aktivierung ebenfalls Siglec-F exprimieren konnen (Zhang et al., 2007). Ob, bzw. wie
das Expressionsniveau von Siglec-F die Induktion von Apoptose in eosinophilen
Granulozyten beeinfluBen kann, mull daher im Detail noch weiter untersucht werden.
Eine Aufkldrung der Apoptose-induzierenden Regulationsmechanismen hat in jedem Fall
ein grofles therapeutisches Potential fiir die Behandlung von Krankheiten wie z. B.
allergischem Asthma.

Bereits frither konnte gezeigt werden, dass eosinophile Granulozyten wéhrend einer M.
brasiliensis-Infektion durch alternativ aktivierte Makrophagen in das Peritoneum
rekrutiert werden, obwohl N. brasiliensis selbst iiberhaupt nicht durch das Peritoneum

migriert (Voehringer et al., 2007). In dieser Arbeit konnte nun gezeigt werden, dass
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eosinophile Granulozyten unter homoostatischen Bedingungen in das Peritoneum aktiv
rekrutiert werden, wobei Gi-Protein gekoppelte Rezeptoren auf eosinophilen
Granulozyten entscheidend beteiligt sind (Ohnmacht et al., 2007).

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass das Peritoneum ein Reservoir fiir reife
eosinophile Granulozyten darstellt, von wo aus sie wieder in andere Organe, und zwar
insbesondere in den mediastinalen Lymphknoten, emigieren konnen. In einem Modell fiir
allergische Entziindungen der Atemwege konnte ebenfalls die Rekrutierung eosinophiler
Granulozyten in die T-Zell Zone des paratrachealen Lymphknotens beobachtet werden.
AuBerdem konnte in vitro gezeigt werden, dass eosinophile Granulozyten eine Antigen-
prasentierende Funktion besitzen konnen (Shi et al., 2000). Auch in einem
Wurminfektionsmodell konnte gezeigt werden, dass eosinophile Granulozyten, welche
zuvor mit Antigenen von Strongyloides inkubiert worden waren, im selben Ausmal} wie
DCs naive T-Zellen stimulieren (Padigel et al., 2006). Nach Infektion mit N. brasiliensis
hielten sich eosinophile Granulozyten vor allem im subkapsuldren Sinus und in der T-
Zell Zone des mesenterischen Lymphknotens auf (Abb. 5 B). Dieser Befund deutet auf
eine Interaktion von eosinophilen Granulozyten mit T-Zellen hin. Tatséchlich konnte in
diversen murinen Modellen fiir Th2-Immunantworten gezeigt werden, dass eosinophile
Granulozyten bevorzugt eine Differenzierung naiver T-Zellen zu Th2-Zellen induzieren
(MacKenzie et al., 2001). Umgekehrt fordert allerdings auch die IL-5 Expression von
Th2-Zellen die Mobilisierung eosinophiler Granulozyten (Akuthota et al., 2008). Noch
nicht geklédrt ist die Funktion eosinophiler Granulozyten wihrend einer Infektion mit
Parasiten. Es gibt zwar Hinweise, dass eosinophile Granulozyten im Peritoenum wahrend
einer Infektion mit Eiern von Schistosomen fiir die rasche Expression von Th2-Zytokinen
verantwortlich sind (Sabin et al., 1996); bei Infektionen mit N. brasiliensis jedoch
scheinen eosinophile Granulozyten fiir die Auslosung einer Th2-Immunantwort nicht

essentiell zu sein (Voehringer et al., 2006).

Uber die Funktion von basophilen Granulozyten wihrend einer Th2-Immunantwort ist
bisher noch relativ wenig bekannt. Dabei konnen diese Zellen trotz ihres geringen Anteils
an allen Leukozyten die induzierte Immunantwort beeinflussen, und zwar insbesondere

bei einer Geddchtnisantwort, nachdem basophile Granulozyten durch Antigen-
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spezifisches IgE, welches wihrend der Primdrantwort gebildet worden war, sensitiviert
worden sind. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass bereits in der fotalen Leber
von 4get-Mausen Zellen existieren, welche basophilen Granulozyten sehr &hnlich sind.
Diese Zellen exprimieren zwar noch kein FceRI und haben auch noch kein IgE auf der
Oberfliche gebunden. Allerdings exprimieren sie bereits das IL-4/eGFP-Transkript und
gehoren somit zu den ersten Zellen des sich entwickelnden Immunsystems, welche 1L-4
synthetisieren konnen. Im Gegensatz zu unreifen eosinophilen Granulozyten konnten
diese Zellen jedoch nicht die Basophilen-Zelllinie in subletal bestrahlten Mé&usen
etablieren ((Voehringer et al., 2007) und Daten nicht gezeigt). Eine potentielle
Vorlauferpopulation von basophilen Granulozyten (BaP; Lin CD34 FceRIoMc-Kit))
konnte kiirzlich im Knochenmark von adulten Mausen identifiziert werden (Arinobu et
al., 2005). Der Transkriptionsfaktor ¢/EBPa scheint dabei die Entwicklung von BaP zu
regulieren, obwohl er fiir die terminale Differenzierung nicht essentiell ist. Nach der
Infektion mit Helminthen nimmt die Anzahl von BaP stark zu (Arinobu et al., 2005).
Diese Tatsache deckt sich mit den hier vorgestellten Ergebnissen, da eine Infektion mit
N. brasiliensis zu einer erhohten Anzahl BrdU" basophiler Granulozyten im Vergleich zu
nicht-infizierten Mausen fiihrte. Offensichtlich scheint die Akkumulation eosinophiler
und basophiler Granulozyten wihrend einer Helmintheninfektion unterschiedlich
reguliert zu sein: Basophile Granulozyten akkumulieren in der Peripherie aufgrund einer
erhohten Bildungsrate im Knochenmark, wohingegen die Anzahl eosinophiler
Granulozyten eher durch eine erniedrigte Apoptoserate stark ansteigt. Infektionen mit M.
brasiliensis filhren mit zweiwdchiger Verzdgerung auch zu einem Anstieg der
Mastzellzahlen im Diinndarm (Uber et al., 1980). Mastzellen verlassen das Knochenmark
im Gegensatz zu basophilen Granulozyten bereits in einem unreifen Stadium und
differenzieren erst in Bindegeweben und Mukosa zu verschiedenen Subpopulationen aus.
Auflerdem benétigt eine vollstindige Differenzierung zu reifen Mastzellen zumindest in
vitro bis zu vier Wochen, was die verzogerte Akkumulation dieser Zellen nach einer
Infektion mit N. brasiliensis erklaren konnte (Galli et al., 2008). Daher sind Mastzellen
eher dazu geeignet, bei ldngerfristigen, bzw. chronischen Helmintheninfektionen als bei

schnellen und akuten Infektion wie mit N. brasiliensis eine entscheidende Funktion bei
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der Eliminierung des Parasiten zu iibernehmen, sofern fiir diesen Prozess Mastzell-
abhingige Effektormechanismen iiberhaupt notwendig sind.

Basophile und eosinophile Granulozyten sind in der Milz nicht gleichmaBig in der roten
Pulpa verteilt, sondern akkumulieren in der Ndhe der Marginalzone. Mastzellen dagegen
konnten bevorzugt in der Ndhe des Marginalsinus der Milz identifiziert werden (Abb. 8
A). Da das Blut iiber den Marginalsinus in die Milz eintritt, sind Mastzellen ideal
positioniert, um Pathogene aus dem Blutkreislauf zu erkennen. Tatséchlich konnte
bereits gezeigt werden, dass Carboxypeptidase A von Mastzellen fiir den Abbau von
Schlangen- und Honigbienengift im Blutkreislauf essentiell ist, wofiir fiir sie durch ihre
Lokalisierung in der Ndhe des Marginalsinus in der Milz perfekt geeignet sind (Metz et
al., 2006). Eosinophile und insbesondere auch basophile Granulozyten fanden sich
aulerdem in der Lamina propria des Diinndarms von N. brasiliensis-infzierten Miusen,
wo sie durch lokale IL-4-Sekretion moglicherweise dazu beitragen, Becherzellen zu einer
verstirkten Schleimproduktion anzuregen und Makrophagen alternativ zu aktivieren

(siehe auch Abb. 18).

In dieser Arbeit konnte sowohl in vitro als auch in vivo gezeigt werden, dass basophile
Granulozyten nach Antigen-spezifischem Stimulus IL-5 produzieren konnen und dass
basophile Granulozyten unabhidngig von Th2-Zellen und Mastzellen eine Eosinophilie
hervorrufen kénnen. Ahnliche Beobachtungen wurden in einem murinen Modell fiir eine
IgE-abhéngige allergische Entziindung gemacht, bei der basophile Granulozyten wéhrend
der spiten Phase der allergischen Reaktion die Akkumulation eosinophiler Granulozyten
in der Haut regulieren (Mukai et al., 2005; Obata et al., 2007). Schon ldnger war auch
vermutet worden, dass basophile Granulozyten eine Rolle bei der Abwehr von
Wurmparasiten spielen konnten. Hier konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass eine
Reduzierung der Anzahl basophiler Granulozyten mittels Antikdrpergabe eine effiziente
Eliminierung der Parasiten in der Abwesenheit von Th2-Zellen und Mastzellen
verhindert. Die durch die Depletion basophiler Granulozyten hervorgerufene
Reduzierung der Eosinophilie ist hierfiir allerdings hochstens nur teilweise
verantwortlich, da bereits frither gezeigt werden konnte, dass eosinophile Granulozyten

fiir eine effiziente Eliminierung wahrend einer Primédrinfektion nicht entscheidend sind
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und nur bei einer Sekundirinfektion einen partiellen Schutz vermitteln (Voehringer et al.,
2006). So konnte bisher nur in vitro gezeigt werden, dass eosinophile Granulozyten ein
gewisses Potential fiir die Totung von N. brasiliensis Larven besitzen (Shin et al., 2001).
Neuere Studien legen sogar den Verdacht nahe, dass eosinophile Granulozyten bei
bestimmten Infektionen das Uberleben von Larven sogar fordern konnen, in dem sie die
Auslosung einer Thl-Immunantwort blockieren (Fabre et al, 2009). Die hier
vorgestellten Ergebnisse deuten darauf hin, dass basophile Granulozyten trotz ihrer
geringen Frequenz entscheidende Regulatoren fiir die Akkumulation eosinophiler
Granulozyten wihrend einer Th2-Immunantwort sind (Ohnmacht and Voehringer, 2009).
Daher konnte ein besseres Verstindnis des Verhaltens basophiler Granulozyten neue
Behandlungsmethoden bei {iberschieBenden, pathologischen Th2-Immunantworten
ermoglichen. Insbesondere bei der Induktion allergischen Atemwegserkrankungen
konnten basophilen Granulozyten eine wichtige Bedeutung zukommen (Koshino et al.,
1993).

In dieser Arbeit wurde auch der kiirzlich vorgestellte Mausstamm c-Kit" "

verwendet,
um die Funktion von Mastzellen nach N. brasiliensis-Infektion in vivo zu untersuchen.
Dabei konnten frithere Ergebnisse bestdtigt werden, dass dieser Mausstamm komplett
Mastzell-defizient ist (Grimbaldeston et al., 2005). Auch eine Infektion mit N.
brasiliensis lieferte keine Hinweise auf die Entwicklung von Mastzellen, wéhrend die
Entwicklung basophiler Granulozyten durch die ,,Sash*“-Mutation nicht beeintrachtigt
war. Interessanterweise scheinen die basalen und Antigen-induzierten IgE-Spiegel
Mastzell-abhédngig reguliert zu werden. Da Mastzellen IL-4 und IL-13 exprimieren, fiihrt
eine Kreuzvernetzung von an FcegRI-gebundenem IgE durch N. brasiliensis-Antigene
moglicherweise zur Sekretion von IL-4 und IL-13, welche dann in einer positiven
Riickkopplungsschleife zum Immunglobulinklassenwechsel in B-Zellen fithren konnten.

W-sh

Die Abwesenheit von Mastzellen in c-Kit" ~'-Méusen fithrte zu einer verzogerten

Eliminierung von N. brasiliensis nach einer Primdrinfektion. Diese Ergebnisse decken

WIW-v_Miusen ebenfalls

sich mit fritheren Studien, in denen bei Mastzell-defizienten c-Kit
eine verzdgerte Eliminierung von N. brasiliensis beobachet wurde (Crowle and Reed,
1981). Auch ADC-Mause, in welchen nur noch sehr wenige dendritische Zellen prasent

waren, konnten die Parasiten nicht eliminieren. Dendritische Zellen sind also wie
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erwartet flir die Auslosung einer Th2-Immunantwort wichtig; gleichzeitig konnte
allerdings in ADC-Maiusen auch eine fatale Autoimmunitdt beobachtet werden
(Ohnmacht et al., 2009). Daher sind dendritische Zellen ebenfalls essentiell fiir die
Aufrechterhaltung der immunologischen Toleranz.

Im folgenden Abschnitt soll ein Modell vorgestellt werden, wie die Eliminierung von M.
brasiliensis ablaufen konnte. Dabei soll die Frage geklart werden, welche Faktoren fiir
die Eliminierung eines Nematoden entscheidend sind.

Anscheinend wird durch die Infektion mit verschiedenen Parasiten immer eine dhnliche
Immunantwort mit diversen Effektormechanismen ausgelost, obwohl fiir die
Eliminierung des jeweiligen Nematoden gar nicht alle Mechanismen notwendig wéren.
Auf zellulirer Ebene kommen sowohl DCs als auch CD4" T-Helferzellen wihrend der
Primérinfektion eine entscheidende Bedeutung zu, da in beinahe allen parasitiren
Infektionsmodellen die Verwendung von zytotoxischen Antikérpern gegen CD4 oder
genetisch CD4 T-Zell-defizienten Miusen eine erfolgreiche Primédrantwort verhindert
(Finkelman et al., 1997; Katona et al., 1988). Dendritische Zellen sind als Antigen-
prasentierende Zellen fiir die Auslosung einer priméren Th2-Immunantwort ebenfalls
unersetzlich (Abb 17 E). Dabei kann auch die Art und Weise, wie DCs aktiviert werden,
iiber das Differenzierungsprogramm der aktivierten CD4" T-Zellen entscheiden (Amsen
et al., 2004; Liu et al., 2007). Klassischerweise ist fiir die Differenzierung von naiven
CD4" T-Zellen zu Th2-Zellen IL-4 wichtig, wobei allerdings noch unklar ist, von
welchem Zelltyp das frithe IL-4 stammt. In einem Allergiemodell mit Proteasen konnte
bereits gezeigt werden, dass basophile Granulozyten im Lymphknoten fiir die
Differenzierung von Th2-Zellen wichtig sind (Sokol et al., 2008). In murinen
Infektionsmodellen konnten bisher jedoch noch keine signifikante Population von
basophilen Granulozyten in Lymphknoten identifiziert werden. Allerdings wurde auch in
dem erwidhnten Allergiemodell nur eine transiente Rekrutierung weniger basophiler
Granulozyten in Lymphknoten festgestellt. Daher besteht die Mdglichkeit, dass basophile
Granulozyten zeitlich sehr begrenzt, auch wihrend Helmintheninfektionen, in
Lymphknoten rekrutiert werden, was jedoch experimentell erst untersucht werden muss.
Bei der Betrachtung der Effektormechanismen, welche zu einer erfolgreichen

Eliminierung adulter Wiirmer im Diinndarm fiihrt, scheint vor allem bemerkenswert, dass
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den beiden Zytokinen IL-4 und IL-13 eine zentrale Rolle zukommt. Diese beiden
Zytokine induzieren die Differenzierung naiver CD4" T-Zellen zu Th2-Effektorzellen
und 16sen auch die alternative Aktivierung von Makrophagen aus, welche wiederum eine
wichtige Funktion bei der Eliminierung von N. brasiliensis zu haben scheinen (Siracusa
et al., 2008; Zhao et al., 2008). AuBBerdem wirken diese beide Zytokine auch auf nicht-
hamatopoetischen Zellen und kénnen in diesen eine Vielzahl an Parasiten-feindlichen
Reaktionen hervorrufen (Finkelman et al., 1997). IL-4 und IL-13 induzieren zum Beispiel
die Differenzierung, bzw. Aktivierung von Becher- und Muskelzellen im Diinndarm
(Abb. 8 C und (Zhao et al., 2003)). Die Folge sind eine erhohte Peristaltik des
Diinndarms und eine verstirkte Schleimproduktion der Becherzellen. Schliesslich konnen
diese Zytokine auch direkt auf epitheliale Zellschichten einwirken und die Ausschiittung
diverser bioaktiver Molekiile als auch einen erhdhten Umsatz der Epithelzellen bewirken
(Artis and Grencis, 2008; Finkelman et al., 2004). Insgesamt tragen alle diese
Effektormechanismen dazu bei, moglichst lebensfeindliche Bedingungen fiir
gastrointestinale Parasiten hervorzurufen (Anthony et al., 2007). Binden IL-4 und IL-13
an ihre Rezeptoren, so kommt es zur Aktivierung des Transskriptionsfaktors Stat6,
welcher darauthin in den Zellkern wandert und die Expression von Genen, die an einer
Th2-Immunantwort beteiligt sind, veranlasst. Stat6”-Mause konnen N. brasiliensis nicht
eliminieren, was die Bedeutung IL-4/IL-13-abhingiger Signalwege fiir eine effiziente
Immunantwort unterstreicht (Finkelman et al., 2004; Urban et al, 1998).
Interessanterweise ist fiir die Eliminierung IL-4/IL-13 von Zellen des angeborenen
Immunsystems notig, wobei bisher unklar blieb, welcher Zelltyp bei diesem Prozess die
entscheidende Rolle spielt (Voehringer et al., 2006). Die hier vorgestellten Ergebnisse
deuten darauf hin, dass IL-4/IL-13 von Mastzellen und basophilen Granulozyten zur
Eliminierung von N. brasiliensis wahrend einer Primérinfektion beitragen, wihrend eine
Sekundérinfektion hauptsdchlich durch basophile Granulozyten kontrolliert wird (Abb.
18 und (Ohnmacht and Voehringer, 2009)).
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Modell der primaren Inmunantwort nach
Infektion mit N. brasiliensis
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Abbildung 18. Modell der Immunantwort gegen primire Infektionen mit N. brasiliensis. Die Infektion
mit N. brasiliensis filhrt zur DC-abhéngigen Differenzierung von Th2-Zellen im Lymphknoten, welche die
Differenzierung zu IgG1/IgE-sezernierenden Plasmazellen bewirken. Welcher Zelltyp das dafiir bendtigte
IL-4 ausschiittet, ist noch nicht bekannt. Im Diinndarm kommt es zur Akkumulation und Aktivierung von
basophilen und eosinophilen Granulozyten, sowie von Mastzellen und Th2-Zellen. Die sekretierten
Produkte dieser Zellen (insbesondere IL-4 und IL-13) bewirken eine erhohte Proliferationsrate und
Durchléssigkeit des Diinndarmepithels, sowie die Differenzierung und Aktivierung von
Schleimproduzierenden Becherzellen. Aulerdem konnen die Epithelzellen des Diinndarms eventuell auch
direkt toxische Substanzen in das Darmlumen abgeben. Insgesamt werden damit lebensfeindliche
Bedingungen fiir adulte Wiirmer im Darmlumen geschaffen. Mdglicherweise tragen auch eine verstirkte
Durchblutung sowie Kontraktionen der longitudinalen Muskelzellen, welche durch sezernierte Produkte der
akkumulierten Granulozyten ausgelost werden konnen, direkt oder indirekt zum erfolgreichen
Wurmausstof3 der Parasiten bei.

Fiir die Effektorfunktionen wihrend einer Sekundirinfektion scheinen CD4" T-Zellen
zumindest im N. brasiliensis-Modell nicht erforderlich zu sein ((Katona et al., 1988) und
Abb. 16 C), obwohl sie bei Sekundirinfektionen mit H. polygyrus und T. spiralis eine
entscheidende Rolle spielen (Grencis et al., 1985; Urban et al., 1991). Auch Mastzellen
sind fiir die rasche Eliminierung im N. brasiliensis-Infektionsmodell nicht erforderlich,
da c-Kit"*"-Miuse nach Sekundirinfektionen die Parasiten genauso effektiv eliminieren
konnten wie Kontroll-Méuse. Bei Sekundérinfektionen mit N. brasiliensis richtet sich die
Immunantwort sehr wahrscheinlich bereits gegen L3/L4-Larvenstadien in der Lunge, da
in Kontroll-Miusen keine adulten Wiirmer im Diinndarm gefunden werden kdnnen. Im
Gegensatz zu Mastzellen konnen basophile Granulozyten sehr rasch in der Lunge
akkumulieren und sind entscheidend bei der effizienten Beseitigung der Larven beteiligt
(Abb. 16 C). Moglicherweise fordern diese die rasche Rekrutierung eosinophiler
Granulozyten oder AAM, welche dann nachgeschaltete Effektorfunktionen ausiiben

(Abb. 19).
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Modell der protektiven Inmunantwort bei
Sekundarinfektionen mit N. brasiliensis
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Abbildung 19. Protektive Immunantwort gegen sekundire N. brasiliensis-Infektionen in der Lunge.
Wihrend einer sekundéren Immunantwort gegen N. brasiliensis kommt es zu einer raschen Eliminierung
der Parasitenlarven in der Lunge unabhéngig von der Anwesenheit von Mastzellen oder Th2-Zellen.,
Stattdessen bewirkt die Aktivierung basophiler Granulozyten iiber Antigen-spezifisches IgG1/IgE die
rasche Mobilisierung eosinophiler Granulozyten und die alternative Aktivierung von Makrophagen. Diese

beiden Zelltypen sind fiir eine protektive Immunantwort essentiell.

Stunden haben, fiir

lingerlebigen CD4" T-Zellen nur fiir die Eliminierung der Parasiten nach einer

Wieso scheinen basophile Granulozyten, welche nur eine Lebensspanne von rund 60

Primérinfektion essentiell sind?

86

die Gedichtnisantwort entscheidend zu sein, wahrend die



Diskussion

Die Primédrantwort fiihrt zur Differenzierung von Th2-Zellen, welche N. brasiliensis-
spezifische IgGl- und IgE-produzierende Plasmazellen induziert. Diese langlebigen
Plasmazellen stellen eine konstante Quelle fiir Antikorper dar, so dass basophile
Granulozyten stindig sensitiviert bleiben. Diese Annahme wird von der Beobachtung
gestiitzt, dass sensitivierte basophile Granulozyten aus Personen mit einer
vorangegangenen Filarieninfektion isoliert werden konnten, obwohl diese jahrelang kein
Antigenkontakt mehr hatten (Mitre and Nutman, 2006). Tatsdchlich konnten im
Knochenmark langlebige IgG-produzierende Plasmazellen identifziert werden, welche
fiir einen geringen, aber konstanten Antikorperspiegel im Serum sorgten (Manz et al.,
1997; Slifka et al., 1998). AuBBerdem kann der Transfer von Serum aus N. brasiliensis-
infizierten Ratten zu einer protektiven Immunitdt naiver Ratten fiihren (Miller, 1980).
Auch aufgereinigte IgE-Antikdrper von 7. spiralis-infizierten Ratten schiitzten naive
Tiere vor einer erneuten Infektion (Ahmad et al., 1991).

Bis heute ist noch nicht bekannt, ob bzw. wo langlebige IgE-produzierende Plasmazellen
im Immunsystem iiberhaupt vorkommen. Das Studium dieser Komponente des adaptiven
Immunsystems sollte in Kombination mit der Verwendung von Méiusen, welche
genetisch defizient fiir basophile Granulozyten sind, zu einem besseren Verstdndnis der
Wechselwirkungen zwischen adaptivem und angeborenem Immunsystem wihrend einer
Th2-Immunantwort beitragen. Dies erscheint umso wichtiger, da basophile Granulozyten
zunehmend auch eine Rolle bei diversen Krankheitsbildern wie der IgG-vermittelten
systemischen Anaphylaxis oder Hypersensibilititsreaktionen zugewiesen wird.

Insgesamt deuten die Ergebnisse dieser Arbeit darauf hin, dass effiziente Impfstrategien
fir den Schutz vor Hakenwurminfektionen auch auf die Erzeugung von langlebigen
Plasmazellen zielen sollten. Aullerdem sollten bei Krankheiten, bei denen nachweislich
die Akkumulation eosinophiler Granulozyten zur Pathologie beitrdgt, auch die
Beteiligung basophiler Granulozyten als regulatorische Zellen beriicksichtigt werden. Die
Herstellung von genetisch Basophil-defizienten Méusen konnte in Zukunft zur besseren
Charakterisierung Basophil-assoziierter Effektorfunktionen beitragen und
moglicherweise  zur  Entwicklung neuer  therapeutischer  Ansdtze  gegen

Helmintheninfektionen und Allergien fiihren.
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6 Abkiirzungsverzeichnis

AAM
Ak
APC

BaP
BCR
BSA
BrdU
CCR3
CD
cDNA
DAPI
DC
DNA
DTA
EDTA
ECP
EDN
eGFP

EPO
Fab
FACS

FITC
FKS
GaMD

alternativ aktivierte Makrophagen

Antikorper

1. Antigen-priasentierende Zelle (antigen presenting cell)

2. Allophycozyanin

Vorlduferpopulation basophiler Granulozyten (basophil precursor)
B-Zell-Rezeptor (B cell receptor)

bovines Serumalbumin

Bromodesoxyuridin

Chemokine Rezeptor 3

Oberflachenantigen (cluster of differentiation)

komplementidre DNA (complementary DNA)
4’,6-Diamidino-2-Phenylindol

Dendritische Zelle (dendritic cell)

Desoxyribonukleinsiure (desoxyribonucleic acid)
Diphterietoxin alpha Untereinheit (diphteria toxin alpha subunit)
Ethylendiamintetraessigsdure (ethylene diamin tetra acetic acid)
eosinophil cationic protein

eosinophil-derived neuroprotein

verstirktes Griin-fluoreszierendes Protein (enhanced green
fluorescent protein)

eosinophil peroxidase

(antibody-) fragment with specific antigen-binding
Fluoreszenzaktivierter Zellsortierer (flourescence activated cell
sorter)

Fluoresceinisothiocyanat

Fotales Kélberserum

Ziegenserum gegen Maus-IgD (goat anti-mouse IgD)
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GM-CSF

GPCR

HEPES
HPRT
HRP
IFN-y
Ig

IL

int

1.p.
IRES
IR
KLH
mAk
MBP
MFI
MHC

MMCP
mRNA
NES3
NEX3
NK-Zellen
PAF
PAMP

PBS
PCR
PE

Wachstumsfaktor flir Granulozyten/Makrophagen (granulocyte-
macrophage colony stimulating factor)

G;j protein gekoppelter Rezeptor (G protein coupled receptor)
Stunde (hour)

N-(2-Hydroxyethyl) piperazine-N’(2-ethanosulfonic acid)
Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transfrase I
Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase)

Interferon-y

Immunglobulin

Interleukin

intermediér

intraperitoneal

interner ribosomaler Eintrittsort (internal ribosomal entry site)
intravends

Hémozynin der Nacktschnecke (keyhole limpet cyanin)
monoklonaler Antikorper

major basic protein

mittlere Fluoreszenzintensitit (mean fluorescence intensity)
Haupthistokompatibilitdtskomplex (major
histocompatibilitycomplex)

Mastzellprotease der Maus (mouse mast cell protease)

Boten RNA (messenger RNA)

sekretorisches Extrakt von L3 Larven von N. brasiliensis
Totalextrakt von L3 Larven von N. brasiliensis

Natiirliche Killerzellen

plattchenaktivierender Faktor (platelet activating factor)
pathogenassoziierte molekulare Muster (pathogen associated
molecular patterns)

Phosphat-gepufferte Kochsalzlosung (phosphate buffered saline)
Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction)

Phycoerythrin
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Abkiirzungsverzeichnis

PTX
RNA
ROS
RT

SA
SCF
sec
Stat6
TCR
tg
TLR
Treg
TSLP

Pertussistoxin

Ribonukleinsédure

Reaktive Sauerstoffverbindungen (reactive oxygen species)
1. Reverse Transkriptase

2. Raumtemperatur

Streptavidin

Stammzellfaktor (stem cell factor)

Sekunde (second)

signal transducer and activator of transcription 6
T-Zell-Rezeptor (T cell receptor)

transgen

Toll-like receptor

regulatorische T-Zelle

thymic stromal lymphopoietin
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7  Glossar

Hyperplasie

Integument

Lamina propria

Marginalzone

Marginalsinus

Muscularis externa

Parenchym

bezeichnet die Vergroflerung eines Organs oder

Gewebes durch vermehrte Zellteilung.

bezeichnet die Hiille von Nematoden. Setzt sich

zusammen aus Cuticula und Hypodermis.

bezeichnet eine diinne Bindegewebsschicht, die
sich direkt unterhalb des (Darm-)Epithels
befindet.

bezeichnet die Randzone von Lymphfollikeln der
Milz, welche viele Lymphozyten und
Makrophagen enthiilt.

bezeichnet ein Gefilisystem, welches die
Lymphfollikel umgibt und in welches die Lymphe

aus der Milz abgeleitet wird.

bezeichnet eine Region in vielen Organen von
Vertebraten, welche sich an die mukose
Membran anschlieft. Sie ist zusammen mit der
longitudinalen Muskelschicht fiir die

Darmperistaltik verantwortlich.

bezeichnet das durch die Funktionszellen eines

Organes gebildete Gewebe.
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Peritoneum

Subkapsuliirer Sinus

Syncytium

bezeichnet die Bauchhohle, in der die inneren

Organe liegen.

bezeichnet eine Region direkt unterhalb der
Kapsel eines Lymphknotens, in welche afferente
Lymphbahnen miinden und somit Lymphozyten

in den Lymphknoten einwandern konnen.
bezeichnet eine durch Verschmelzung vieler

Zellen nach Auflosung der Zellgrenzen

entstandene, vielkernige Plasmamasse.

92



Anhang

8 Anhang

Tabelle 1: Verwendete Oligonukleotide

Die folgenden Oligonukleotide wurden bei der Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg,
Deutschland) bestellt und fiir die RT-PCR-Analysen eingesetzt:

hprt fwd 5’-GAGGGTAGGCTGGCCTATAGGCT-3’,

hprt rev 5’-GTTGGATACAGGCCAGACTTTGTTG-3;
mmcpl fwd 5’-AGGTGCATTACAGGGAACAAA-3’,
mmcpl rev 5’-AGCTCACCAAGGCTGCAC-3’;

mmcp2 fwd 5’-TTGTTCACCCAAAGTTTCAG-3’,

mmcp2 rev 5’-CCTGGAGTTGATAATCGTAATC-3;
mmcp4 fwd 5°-GACAGAATCCACACAGCAGAAG-3’,
mmcp4 rev 5’-CCTCCAGAGTCTCCCTTGTATG-3;
mmcpS twd 5’-TCCAGTTCCAGATTTCCTCA-3’,

mmcpS rev 5’-CTACATGGCCTATCTGGAAA-3’;

mmcp6 fwd 5°-GTGTGCTGGAAATACCAGGAGAGAC-3’,
mmcp6 rev 5°-GCAAGGGTTCCACCTGACCAGG-3’;
mmcp7 fwd 5°-GAGGCATAGCAGAGAGCGGCGCCTG-3’,
mmcp7 rev 5’-ATCCAGGATGACCTCCGTTCCTCCC-3;
mmcp8 fwd 5°-CAGTCAACGCTGAAGGAG-3’,

mmcp8 rev 5’-TGGATGGAGTCGTTGTAG-3’;

argl fwd 5’>-GTATGACGTGAGAGACCACG-3’,

argl rev 5’-CTCGCAAGCCAATGTACACG-3’;

yml fwd 5’-TGGAATTGGTGCCCCTACAA-3’,

yml rev 5’-AACTTGCACTGTGTATATTG-3’;

fizzl fwd 5’-CCATAGAGAGATTATCGTGGAG-3’,

fizzl rev 5°-TGGTCCAGTCAACGAGTAAG-3’;

fl-il3 fwd 5°-CTCGAGATTCAGACTTTAGGTGC-3,
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fl-il3 rev 5’-GAATTCACCATGGTTCTTGCCAGC-3’,
il4 fwd 5’-AGCTAGTTGTCATCCTGCC-3’,

il4 rev 5’-TGGTGGCTCAGTACTACGAG-3’,

il5 fwd 5’-AGGATGCTTCTGCACTTGAG-3’,

il5 rev 5’>-TCTGTACTCATCACACCAAG-3’,

il13 twd 5’-GCAGTCCTGGCTCTTGCTTG-3’,

il13 rev 5’-TGCTTTGTGTAGCTGAGCAG-3".

Tabelle 2: Verwendete Antikorper fiir die Durchflusszytometrie

Die verwendeten Antikorper waren zur durchflusszytometrischen Detektion mit einem
der folgenden Fluoreszenzfarbstoffe konjugiert:

FITC (Fluoresceinisothiozyanat), PE (Phycoerythrin), APC (Allophycozyanin), PerCP
(Peridin-Chlorophyll-Protein), Biotin (Biotin-gekoppelte Antikdrper wurden mittels eines
Streptavidin Konjugats nachgewiesen). PE und APC-konjugiertes Streptavidin (SA)
wurde von der Firma SouthernBiotech bezogen; FITC-markiertes SA wurde von der
Firma Invitrogen Caltag bezogen. APC-konjugierter Ziege anti-Ratte IgG Antikorper
(Invitrogen Caltag) oder PE-markierte Ziege anti-Ratte F(ab’), (H+L) Fragmente wurden

fiir die Detektion von unmarkierten Ratte-Antikorpern (-) verwendet.

Epitop Zellspezifitit Konjugat Klon Bezugsquelle
(Anti-Maus-)

2B4 NK-Zellen, - 9.1 BD Pharmingen
T-Zellsubpopulationen

B220 B-Zellen Alexa647 RA3-6B2 Invitrogen Caltag

CCR2 Monozyten, - MC-21 Von M. Mack, Universitit von
Basophile Granulozyten Regensburg, Deutschland

CDh4 T-Zellsubpopulationen PE-Alexa700 | RM4-5 Invitrogen Caltag

APC RM4-5 eBioscience

CDS8 T-Zellsubpopulationen APC 5H10 Invitrogen Caltag

CDllc Dendritische Zellen PE N418 eBioscience

CD16/32 Granulozyten, - 2.4G2 Laboreigene Aufreinigung aus
Makrophagen, Hybridomiiberstand
Monozyten
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CD49b NK-Zellen, Biotin DX-5 Invitrogen Caltag
T-Zellsubpopulationen, | APC HMa.2 Invitrogen Caltag
Basophile Granulozyten

CD200R1 Basophile Granulozyten, |- OX-110 MorphoSys Serotec,
Mastzellen Diisseldorf, Deutschland

CD200R3 Basophile Granulozyten, |- Bal03 Von H. Karasuyama,
Mastzellen Universitdt von Tokio, Japan

c-Kit Mastzellen, Biotin 2B8 Invitrogen Caltag
Melanozyten PE 2B8 Invitrogen Caltag

F4/80 Makrophagen APC BM8 eBioscience

FceRla Basophile Granulozyten, |- MAR-I eBioscience
Mastzellen Biotin MAR-I eBioscience

I-A° Dendritische Zellen, Biotin M5/114.15.2 | eBioscience
B-Zellen, Makrophagen | APC M5/114.15.2 | eBioscience

IgE Basophile Granulozyten, | Biotin 23G3 SouthernBiotech
Mastzellen, B-Zellen

IL-3Ra Basophile Granulozyten, | Biotin 5B11 eBioscience
Mastzellen

NKI1.1 NK-Zellsubpopulationen | APC PK136 eBioscience

Siglec-F Eosinophile Granulozyten | PE E50-2440 BD Pharmingen

Ter-119 Erythroblasten PE Ter-119 eBioscience

Thyl.1 T-Zellen PE HIS 51 eBioscience

Thyl.2 T-Zellen Biotin 5a8 Invitrogen Caltag
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