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3. Einleitung

3.1. IgE-vermittelte Erkrankungen: Allergie und helminthische Parasitose

IgE ist die seltenste der Immunglobulinklassen im menschlichen Organismus. Doch ihre
Aktivierung, die vor allem bei Allergien und helminthischen Parasitosen auftritt, hat starke
Effekte auf viele Organsysteme, die im Folgenden ndher beschrieben werden.

Als Allergie wird ein Krankheitsbild bezeichnet, das durch eine Immunreaktion gegeniiber
einem sonst harmlosen Antigen ausgeldst wird, welches dann als Allergen bezeichnet wird.
Allergene sind kleine, 16sliche Proteine, die in geringer Dosis durch die Schleimhdute in
der Nase, der Lunge und dem Darm in den Korper gelangen, oder auch subkutan
(Insektenstiche) oder intravends (Medikamente, Serum) injiziert werden. Zwischen 20 und
30 Prozent der Weltbevolkerung, insbesondere in den industrialisierten Léndern, sind
gegenwairtig von einer Allergie betroffen, deren verschiedene Erscheinungsformen als Typ
I-Hypersensibilititsreaktion subsummiert werden [9]. Der Begriff der Hypersensibilitdts-
reaktion geht auf Coombs und Gell [11] zuriick, die die Hypersensibilititsreaktionen in
vier Typen unterteilt haben. Ursdchlich neben genetischer Veranlagung ([10], [41], [71],
[93]) werden unter anderem Umweltfaktoren fiir die Entwicklung allergischer
Erkrankungen verantwortlich gemacht [10].

Auch bei Wurminfektionen treten voriibergehende allergische Symptome auf [103]. Diese
unterscheiden sich im Pathomechanismus nicht wesentlich von der Allergie, sind aber im
Gegensatz dazu keine fehlgeleitete Immunantwort, sondern bilden die Abwehrreaktion
gegen den eindringenden Helminthen. Es wurde beispielsweise gezeigt, dass mit Trichuris
muris infizierte gesunde Méause eine Th2-Antwort entwickelten, die zur Elimination der
Wiirmer fiihrte, bevor diese das Ei-produzierende Stadium erreichen konnten. Méuse, die
ausschlieBlich zur Bildung von Thl-Antworten in der Lage waren, entwickelten dagegen
chronische Infektionen [20] (zur Verbindung Th2-Antwort und Allergie siche 3.4., S. 9
und Abb. 1, S. 11).

Interessanterweise besteht eine negative Korrelation zwischen helminthischen Parasitosen
und der Privalenz sowie der Auspriagung allergischer Erkrankungen ([1], [75]). Dies wird
darauf zuriickgefiihrt, dass zum Beispiel Schistosomen ein ,,Eigen-Antigen* produzieren,
welches von spezifischen Rezeptoren erkannt wird und letztendlich zu einer
Toleranzentwicklung gegen dieses Antigen fiihrt. So tduscht der Helminth das
Wirtsimmunsystem zum eigenen Vorteil. Gleichzeitig schiitzt sich der Wirtsorganismus

vor Schidigung durch den Helminthen, indem er die durch den Helminthen induzierte



3.Einleitung 7

Th2-Antwort herunterreguliert. Dabei ist er gleichzeitig vor exzessiven Th2-vermittelten
allergischen Reaktionen geschiitzt [101]. Dieses Phdnomen macht man sich in der Therapie
in jlingster Zeit bei Morbus Crohn- und Colitis ulcerosa-Patienten zu Nutze, denen die Eier

des Schweinebandwurms Taenia solium gegeben werden [102].

3.2. Die menschlichen basophilen Granulozyten

Erstmals beschrieben wurden die 10-14 pm durchmessenden basophilen Granulozyten
1879 von Paul Ehrlich ([18], [19]). Mit einem Anteil von knapp 1 % sind sie die kleinste
Subpopulation der Leukozyten. Sie entwickeln sich, wie ihr gewebsstindiges Pendant, die
Mastzellen, aus CD34+ pluripotenten hamatopoetischen Stammzellen des Knochenmarks.
Im Gegensatz zu Mastzellen werden diese physiologischerweise als reife Basophile in den
Blutkreislauf abgegeben ([2], [22], [29]), in dem sie zirkulieren und den sie bei
Anwesenheit bestimmter Mediatoren mittels Chemotaxis in Richtung Gewebe verlassen
konnen (Abb. 1, S. 11). Die Mastzellen hingegen reifen unter dem Einfluss von SCF im
Bindegewebe von Nase, Lunge, Darm sowie Haut und zirkulieren nicht im Blut.

Auf ihrer Oberfliche tragen die basophilen Granulozyten, wie die Mastzellen, hochaffine
IgE-Membranrezeptoren (Fc.RI-Rezeptoren), die sowohl fiir die Vermittlung IgE-
abhédngiger allergischer Reaktionen [45] als auch bei der Immunomodulation eine
bedeutende Rolle spielen, vor allem bei der Th2-Immunreaktion. Die Aktivierung des
Rezeptors fiihrt nach Ablauf einer intrazelluldren Signalkaskade zur Produktion und
Sekretion verschiedener entziindlicher und immunmodulatorischer Mediatoren. So werden
nach heutigem Wissensstand vor allem die basophilen Granulozyten zusammen mit den
Mastzellen fiir die Produktion des Amins Histamin im menschlichen Organismus
verantwortlich gemacht. AuBlerdem sind Basophile und Mastzellen in der Lage Heparin
freizusetzen. Zusétzlich konnen die basophilen Granulozyten verschiedene Zytokine,
Chondroitinsulfat [ 73] und Leukotrien-C,4 (LTC,) produzieren und abgeben.

Von tierischen basophilen Granulozyten unterscheiden sich die menschlichen durch ihren
Anteil im Differentialblutbild [29]. Im Gegensatz zu tierischen Basophilen bendtigen
humane Basophile zu einem frithen Zeitpunkt zur Reifung IL-3 ([55],[61]), ein Zytokin,
das auBerdem die Apoptose verhindert [112] und die Mediatorfreisetzung durch Allergene
erhoht [22]. Diese Unterschiede legen nahe, die Funktionen der humanen Basophilen nicht
nur in Tiermodellen, sondern auch an menschlichen Zellen zu erforschen, da die
Ergebnisse aus Tiermodellen moglicherweise nicht auf humane basophile Granulozyten

ibertragbar sind.
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3.3. Mediatoren der menschlichen basophilen Granulozyten

3.3.1. Histamin

Histamin ist ein biogenes Amin, das durch die Dekarboxylierung des Histidin entsteht. Es
wird beim Menschen hauptsidchlich in den Mastzellen und basophilen Granulozyten
gebildet, in Granula gespeichert und durch verschiedene Histaminliberatoren wie Antigene
(Typ I- Hypersensibilitdtsreaktion nach Coombs und Gell), Komplementspaltprodukte (bei
Endotoxinschock, Verbrennung und Entziindung), Gastrin, Pharmaka (u.a. Morphin) und
bestimmte Rontgenkontrastmittel freigesetzt.

Im Organismus werden die unterschiedlichen Wirkungen des Histamins nach spezifischer
Bindung an membranstindige Rezeptoren vermittelt, von denen vier Subtypen bekannt
sind: Uber H,-Rezeptoren bewirkt Histamin die Kontraktion von Darm, Uterus, Bronchien,
grofleren GefdBlen (@ > 80 pum), die Dilatation kleinerer Gefdle mit Hautrétung sowie
Quaddelbildung und die Dilatation der Koronargefile. Weiterhin kommt es zur
Endothelkontraktion an Kapillaren und Venolen mit Permeabilitidtserhohung und
Hémokonzentration sowie zu Schmerzen und Juckreiz durch Wirkung auf sensible
Nervenendigungen. Allergische Reaktionen resultieren {iberwiegend aus der H;-Rezeptor-
Aktivierung und dem nachfolgenden intrazelluldren Signalweg iiber Inositoltrisphosphat
und Diacylglycerol. Uber H,-Rezeptoren wird die Stimulation der Magensaftsekretion, die
positiv inotrope und chronotrope Wirkung am Herzen, die Beteiligung an der Dilatation
kleinerer Gefdfle und der KoronargefiBBe sowie die Suppression zelluldrer Funktionen
einiger immunkompetenter Zellen vermittelt. Im Gegensatz zu den in der Peripherie
vorkommenden H;- und H,-Rezeptoren ist der Hi;-Rezeptor vor allem im Nervengewebe
(Inhibition  verschiedener Transmitterfreisetzungen) und ZNS (Inhibition der
Histaminsynthese und —freisetzung) zu finden [24]. Der Hs-Rezeptor ist erst seit einigen
Jahren bekannt. Er ist auf verschiedenen Immunzellen der Peripherie exprimiert, unter
anderem auf basophilen Granulozyten und Mastzellen. Seine Funktion ist noch nicht
vollstindig verstanden. Allerdings ist seine Funktion an Mastzellen als Vermittler der

Chemotaxis und der intrazelluldren Kalziummobilisation nachgewiesen [40].

3.3.2. LTC,

LTC,s (Leukotrien-C4) fungiert im menschlichen Organismus als starker Broncho-
konstriktor. Es ist ein korpereigener Metabolit des Arachidonsdurestoffwechsels: Die
Arachidonséure ist eine vierfach ungesittigte essentielle Fettsdure in tierischen Fetten, die

in der Phospholipidmembran der Zellen eingebaut ist. Nach Aktivierung der zytosolischen
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arachidonsdure-spezifischen Phospholipase A, (PLA,) und unter dem Einfluss von
Kalzium wird die Arachidonsdure an der Zellmembran freigesetzt. In der Zelle wird diese
dann enzymatisch unter anderem durch die Wirkung der Lipoxygenase iiber mehrere
Zwischenprodukte zu dem Lipidmediator LTC, [78]. Dieses wird nach IgE-vermittelter
Stimulation durch Mastzellen und basophile Granulozyten innerhalb von circa 30 Minuten
neu produziert und umgehend freigesetzt und nicht wie Histamin in Granula gespeichert

[88].

3.3.3. IL-4 und IL-13

Die Interleukine IL-4 und IL-13 sind Kommunikationsproteine der Immunregulation, die
eine entscheidende Rolle bei der Imnmunmodulation und bei der Erhaltung der allergischen
Spétreaktion spielen [89]. Beide Interleukine verursachen eine erhohte VCAM-1-
Expression in Endothelzellen der Endstrombahn sowie eine erhdhte Eotaxinsynthese.
Dadurch wird ein Einstrom von Leukozyten inklusive der Basophilen in das entziindete
Gewebe glinstig beeinflusst ([64], [77], [110]). IL-4 und IL-13 sind auBerdem die einzigen
bekannten Zytokine, die einen Isotypenwechsel der B-Lymphozyten von IgM zu IgE
induzieren konnen [14]. Ebenfalls konnen beide Interleukine die Antikorperbildung (IgE)
durch Plasmazellen heraufregulieren. Nur IL-4 bewirkt die Differenzierung von CD4+ T-
Lymphozyten zu Th2-Helferzellen, was wiederum zur Produktion von IL-4, IL-13 und
anderen Zytokinen fiihrt [36]. Die Notwendigkeit der Anwesenheit von IL-4 zur Induktion
der Th2-Immunantwort wurde an knockout-Miausen gezeigt, denen entweder IL-4Ra oder
Stat6, das eine von IL-4 ausgehende Signaltransduktion vermittelt, fehlten. Beide
knockout-Méause zeigten eine beeintrichtigte Th2-Immunitdt ([79], [49]). Seit Mitte der
1990er Jahre weisen immer mehr Studien auf die Bedeutung der basophilen Granulozyten
als IL-4- und IL-13-produzierende Zellen hin ([8], [28], [30], [63], [69], [81], [90]). Die
IL-4- [50] und IL-13-Sekretion [15] von Leukozytensuspensionen konnte iiberwiegend auf

basophile Granulozyten zuriickgefiihrt werden.

3.4. Die Rolle der Basophilen bei IgE-vermittelten Erkrankungen

Den basophilen Granulozyten kommt bei IgE-vermittelten Erkrankungen eine wichtige
Bedeutung zu (Abb. 1, S. 11). Die aktuell giiltige Hypothese ist, dass bei der Allergie
spezifisches IgE, das an hochaffine Rezeptoren (Fc.RI) auf Basophilen und Mastzellen
gebunden ist, durch ein Allergen quervernetzt wird. Dies bewirke die Degranulation der

Zellen, die Freisetzung der in Granula gespeicherten Mediatoren und die rasche Synthese
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und Abgabe von unter anderem IL-4 und IL-13 [82] und Histamin.

Histamin und verschiedene Prostaglandine verursachen innerhalb von 30 Minuten die
sogenannte Sofortreaktion in Form einer schnellen Erhéhung der Gefadurchlissigkeit und
der Kontraktion glatter Muskulatur. Dies fiihrt unter anderem zur Quaddelbildung auf der
Haut sowie zur Verengung und Verschleimung der Atemwege. Es konnte gezeigt werden,
dass basophile Granulozyten wihrend der allergischen Reaktion bei allergischer Rhinitis,
allergischem Asthma bronchiale sowie Kontaktdermatitis frithzeitig in verschiedene
Gewebe wie Nasenschleimhaut [43], Haut [17] und Lunge [67] einwandern.

Die Spitreaktion, die acht bis zwolf Stunden nach Allergenexposition eintritt, wird
ebenfalls unter anderem durch die basophilen Granulozyten und die Mastzellen mittels
Freisetzung von Leukotrienen, Chemokinen und Zytokinen ausgelost. Diese bewirken eine
weitere Kontraktion der glatten Muskulatur und eine Odembildung. Die Ausschiittung von
Histamin durch die Basophilen und Mastzellen ist fiir die Spitreaktion ebenfalls von
Bedeutung, da dies in anderen Zelltypen die Synthese von Zytokinen induziert oder
moduliert. Im Lungengewebe von im Status asthmaticus Verstorbenen konnte mit dem
spezifischen monoklonalen Antikérper 2D7 eine erhdhte Anzahl von basophilen
Granulozyten nachgewiesen werden [54]. In einer weiteren Studie wurde bei antigen-
induziertem Asthma in der verzdgerten Sofortreaktion Histamin und LTC4 nachgewiesen,
nicht jedoch die Mastzell-spezifischen Mediatoren PGD, oder Tryptase [65]. Auch in der
Haut konnte nach antigeninduzierter Mediatorfreisetzung die persistierende Histamin-
freisetzung auf basophile Granulozyten zuriickgefiihrt werden, da diese nicht von einer
Tryptase- oder PGD,-Freisetzung begleitet war ([3], [44]).

Beim Menschen wurde gezeigt, dass der basophile Granulozyt der erste Zelltyp ist, der IL-
4 nach Allergenexposition sowohl im peripheren Blut als auch in asthmatischer
Bronchialschleimhaut exprimiert ([15], [80]). Schlussfolgernd daraus sollte aus Basophilen
freigesetztes IL-4 eine entscheidende Rolle in der Kontrolle der Entwicklung einer Th2-
Immunantwort spielen, zumindest aber eine verstirkende Wirkung auf eine vorbestehende
Th2-Polarisierung haben. Dass Basophile und Th2-Helferzellen miteinander in enger
Verbindung stehen, wird auBerdem durch die Beobachtung gestiitzt, dass eine spezifische
Allergenimmuntherapie die Th2-Antwort reduzieren und gleichzeitig zu einer Reduktion
der Basophilen sowohl in der Quantitit als auch in der Reaktivitét fithren kann [92]. Ein
weiterer Hinweis darauf, dass Basophile eine frithe Rolle in der Initiation der Th2-
Immunantwort spielen, rithrt von ihrer lange bekannten Funktion als ein

Hauptabwehrmechanismus gegen Parasiteninfektionen her [23]. Eines der Kennzeichen
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der Infektion mit parasitiren Helminthen ist der Anstieg des Serum-IgE und eine Tendenz
zur Th2-Antwort.

Beziiglich einer mdglichen Rolle von basophilen Granulozyten bei der angeborenen
Immunitdt ist von Interesse, dass Basophile von nicht-immunisierten Spendern eine
betrachtliche Menge an IL-4 und anderen Mediatoren nach Erstkontakt mit bestimmten

Parasitenantigenen ausschiitten ([4], [21], [86]).

vy Y -.
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IL-3
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IL-13 IL-4 Histamin | LTC,

’ \ VCAM-1- Juckreiz Broncho-

Induktion konstriktion

| I

Leukozytenmigration Gefalldurchlissighkeit

Thz2-
Zellentwicklung

Gewebe

Abbildung 1: IgE-vermittelte Hauptaktivitdten menschlicher basophiler Granulozyten

Abbildung 1 stellt die Hauptaktivititen menschlicher Basophiler nach IgE-abhingiger
Stimulation dar. Verschiedene ansdssige Zellen konnen die Migration der Basophilen aus
der Blutbahn ins Gewebe bei Entziindungsreaktionen durch  Ausschiittung
unterschiedlicher Mediatoren bewirken. Dazu zdhlen glatte Muskelzellen und epitheliale
Zellen durch Ausschiittung von Eotaxin ([12], [42]), endotheliale Zellen [53] und
Mastzellen durch Ausschiittung von PGD: ([7], [39], [111]), sowie bakterielle und virale
Peptide [70]. Weitere Mediatoren, die die Chemotaxis der Basophilen initiieren, sind IL-3,
IL-5, RANTES, NGF und GM-CSF [42].
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3.5. IgE-vermittelte Aktivierung menschlicher basophiler Granulozyten

3.5.1. Sensibilisierung

Die IgE-vermittelte intrazelluldre Signalkaskade beim menschlichen basophilen
Granulozyten beginnt mit der Bindung des IgE-Molekiils an den Fc.RI-Rezeptor. Das IgE-
Molekiil besteht aus zwei identischen schweren Ketten (heavy chains, H) und zwei
identischen leichten Ketten (/ight chains, L), die durch kovalente Disulfidbriicken
miteinander verkniipft sind. Die Leichtketten besitzen jeweils eine variable (Vi) und eine
konstante Doméne (C.), die schweren jeweils eine variable (Vh) und vier konstante
Domainen (C;1, C.2, C.3, C4). Die beiden Leichtketten bilden zusammen mit Vi und C;1
der schweren Ketten das Antigen-bindende Fragment Fab, welches enzymatisch von dem
darunterliegenden kristallinen Fragment Fc abgespalten werden kann. Dabei kommt es zu
einer Konformationsidnderung in den C.3- ([104], [107]) und méglicherweise auch in den
C:2-Dominen [72] des IgE-Molekiils, welche Bestandteile der konstanten Region der
schweren Ketten sind. Durch dieses ,,Einrasten* des IgE-Molekiils in den Fc.RI-Rezeptor
soll es zur Hochregulierung der Fc.RI-Rezeptor-Expression kommen, aber meist ohne

Degranulation ([51], [58], [S9])(Abb. 2).

Fab-Teil <<

Fe-Teil <<

D1

) |
B

Fc,RI-Rezeptor Fc,RI-Rezeptor

Inaktiv Sensibilisierung
durch IgE-Bindung

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Bindung des IgE an den Fc,RI-Rezeptor
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3.5.2. Stimulation

3.5.2.1. IgE-vermittelte Stimulation

Gegenwirtig wird die membrangebundene Antikérperquervernetzung als Voraussetzung
fiir die Immunglobulin/Rezeptor-vermittelte Aktivierung von Zellen angenommen ([74],
[60]). Der Fc.RI-Rezeptor auf basophilen Granulozyten kann folglich nach heutigem Stand
der Wissenschaft nur iiber eine Quervernetzung der Fab-Teile von IgE-Molekiilen
spezifisch durch bestimmte Antigene oder durch unspezifisches Anti-IgE aktiviert werden.
Lektine als auch B-Zell-Superantigene zeichnen sich dadurch aus, dass sie Basophile und
Mastzellen IgE-abhingig und antigen-unspezifisch aktivieren konnen. Fiir die Aktivierung
von Basophilen und Mastzellen durch Lektine wird, wie fiir die allergenspezifische
Aktivierung, eine Quervernetzung von Fc.RI-gebundenem IgE iiber die Kohlenhydrat-
seitenketten ausschlieBlich der Fc-Teile angenommen [91]. Die Voraussetzung dafiir ist
eine Multivalenz jedes Lektins mit mindestens zwei Bindungsstellen [37]. Im Gegensatz
dazu quervernetzen B-Zell-Superantigene die IgE-Molekiile auch oder ausschlieBlich tliber
die Fab-Teile. Protein L beispielsweise, ein Zelloberflichenprotein aus Peptostreptococcus
magnus (kappa leichte Kette vom IgE-Molekiil), vernetzt nur iiber die Fab-Teile [27].
Protein A aus Staphylococcus aureus vernetzt sowohl iliber den Fab-(Vu3-Region-
spezifisch, zwei oder mehr Fab-Bindungsstellen) als auch iiber den Fc-Teil [95]. Anti-IgE
aktiviert Basophile sowie Mastzellen ebenfalls IgE-abhingig und antigen-unspezifisch,
indem es zwei IgE-Molekiile iiber deren Fc-Teile quervernetzt. Dieses synthetische
Produkt wird experimentell zur Stimulation des Fc.RI-Rezeptors genutzt.

3.5.2.2. IgE-unabhingige Stimulation

Basophile und Mastzellen konnen auch IgE-unabhingig aktiviert werden, zum Beispiel
durch Complement und NGF. Auch N-formyl-L-Methionyl-L-Leucyl-Phenylalanin
(fMLP) aktiviert Basophile und Mastzellen IgE-unabhingig. fMLP ist ein synthetisches
Peptid, das die Aktivitit von bakteriellen Peptiden aufgrund seiner formylierten N-
terminalen Methioningruppen nachahmt. fMLP stimuliert, genau wie bakterielle Peptide,
basophile Granulozyten durch Bindung an den FRP (Formylpeptidrezeptor) oder den FRP
1 (FRP-like 1), die mit einem Pertussistoxin-sensitiven G-Protein gekoppelt sind [62].
Durch die Aktivierung des FRP wird das G-Protein aktiviert, das zur Senkung des
intrazellularen cAMP- Spiegels fiihrt. Diese Senkung bewirkt wiederum die Erhohung des
intrazelluldren Kalziumspiegels, was eine Mediatorfreisetzung zur Folge hat.

PTX blockiert die Hauptfunktionen der basophilen Granulozyten, die durch fMLP

induziert werden.
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Aullerdem gibt es die sogenannten Priming Faktoren, wie GM-CSF, verschiedene Zytokine
(IL-3, IL-5, IL-6, IL-8) und Chemokine (z.B. Eotaxin). Diese flihren zu einem verlédngerten
Uberleben von Basophilen und Mastzellen, sie konnen die IgE-Synthese hochregulieren

und eine erhohte Mediatorfreisetzung bewirken.

3.5.3. Intrazellulire Signalkaskade

Die intrazellulidre Signalkaskade, die nach Aktivierung des Fc.RI-Rezeptors abliauft und
die Produktion und Sekretion der verschiedenen Mediatoren kontrolliert, ist noch nicht
vollstindig verstanden. Bekannt ist, dass die IgE-abhingige Zellaktivierung zundchst zu
einer Aktivierung intrazelluldrer Tyrosinkinasen, Lyn und Syk, nachfolgend von
Inositoltrisphosphat  (IP;) iiber die Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI  3-K),
Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat (PIP;) und die Phospholipase C (PLC) fiihrt.
Dadurch wird eine Freisetzung intra- sowie extrazelluldren Kalziums initiiert (Abb. 3, S.
15) [22]. U-73122 (U73) ist ein spezifischer PLC-hemmer. Proteinkinase C (PKC), die
unter Katalyse durch Diacylglycerin (DAG) aus PLC entsteht, kann durch
Bisindolylmaleimid I+II (Bis I+Il) inhibiert werden. LY 294002 (LY) und Wortmannin
(Wm) inhibieren die PI 3-K, wobei LY 294002 die ATP-Bindungsstelle derselben
blockiert, Wortmannin dagegen an die katalytische Untereinheit bindet und dadurch die PI
3-K hemmt. Diese und die unten genannten Inhibitoren werden zur Erforschung der
intrazelluldren Signaltransduktion genutzt.

Nach Kepley et al. haben 20% aller von ihm untersuchten Blutspender eine Syk-defizienz,
aus der sich die Differenzierung in Releaser und Non-Releaser ergibt ([56], [57]). Die
basophilen Granulozyten der Spender mit Syk-defizienz setzen nach Stimulation mit
optimaler oder supraoptimaler Konzentration von Anti-IgE weniger als 5 % des in ihnen
enthaltenen Histamins frei und werden als Non-Releaser bezeichnet. Releaser werden
diejenigen Spender genannt, deren basophile Granulozyten mehr als 20 % ihres
Gesamthistamins nach Stimulation mit Anti-IgE in optimaler oder supraoptimaler
Konzentration freisetzen.

Die in der Signaltransduktion unterhalb von IP; befindlichen Extracellular Signal
Regulated Kinases 1+2 (ERK 1+42), die durch PD 98059 (PD) inhibiert werden kann,
beeinflussen iiber die Phospholipase A, (PLA,) liberwiegend die LTC4-Sekretion, weniger
die Histamin- oder Zytokinproduktion [76]. Das Signalprotein p38 Mitogen-Activated
Protein Kinase (p38 MAPK), das in der spéten Signalkaskade vor ERK 1+2 und hinter IP;
steht, spielt bei der Modulation der Histamin-, Zytokin- und Leukotrienproduktion
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ebenfalls eine essentielle Rolle [31]. SB 203580 (SB) ist ein spezifischer p38 MAPK-
Inhibitor.

Inhibitorische Signale, wie SH2-containing inositol 5’-phosphatase (SHIP), sind bei
Hochregulation in der Lage, die Signaltransduktion zu mindern oder zu unterbrechen, in
diesem Fall durch Katalyse der Dephosphorylierung von PIP; zu PIP,. Ein Tiermodell mit
SHIP-knock-out-Miusen zeigte, dass SHIP die Aktivierung von Basophilen terminiert, vor

allem im supraoptimalen Bereich der Allergenkonzentrationen [35].

Allergen
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Abbildung 3: IgE-vermittelte Signalkaskade im menschlichen basophilen Granulozyten
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3.6. Schistosoma mansoni und IPSE

Bereits 1960 wurden Faktoren aus Wurmextrakten beschrieben, die zu einer
Histaminfreisetzung aus Mastzellen von nicht-sensibilisierten Tieren ([96], [97], [98], [99],
[100]) oder generell zu einer Th2-Antwort im Menschen fiihrten [26]. Die Eier des
Bilharzioseerregers Schistosoma mansoni (S. mansoni), auch als Parchenegel bezeichnet,
wurden als das Th2-induzierende Stadium dieses in Afrika und Siidamerika weit
verbreiteten Parasiten des Menschen identifiziert [83]. 2003 beschrieben Schramm et al.
[86] die Isolierung und Charakterisierung eines Faktors aus S. mansoni-Eiern, der humane
Basophile zur Degranulation und Freisetzung von Histamin, IL-4 und IL-13 anregte.
Dieser Faktor wurde Interleukin-4-inducing Principle from S. mansoni Eggs (IPSE)
genannt. Natiirliches IPSE (nIPSE) zeigt eine Doppelbande mit einem Molekulargewicht
um 40 kD. Es handelt sich um ein stark glykosyliertes Homodimer mit einem reinen
Proteingewicht von 26,4 kD (aus der Sequenz berechnet); das heil}t, ein Drittel des
Molekulargewichtes beruht auf dem Zuckeranteil. Die Sequenz von IPSE wurde analysiert
und das Molekiil rekombinant in einer nicht-glykosylierten homodimeren Form mit einem
Molekulargewicht von 32 kD als His-getaggtes Fusionsprotein (rIPSE) exprimiert. Die
rekombinante Form weist ebenfalls in der SDS-PAGE mindestens zwei dicht beieinander
liegende Banden auf, die auf unterschiedlichen Faltungen beruhen kénnten [6].

In Abbildung 4 (S. 17) ist der Lebenszyklus von S. mansoni dargestellt. Die Parchenegel
konnen Jahrzehnte in ihrem Wirt [47] leben und mehrere hundert Eier pro Tag produzieren
[83]. Die Eier werden von eosinophilen Granulozyten, Makrophagen und Plasmazellen
umschlossen, es kommt zur Granulombildung. Da die Granulome aufgrund der sie
umgebenden Zellen mobil sind, ergab sich die Vermutung, der Parasit wiirde das
Immunsystem des Wirts flir den Transport der Eier nutzen ([13], [16]). Etwa ein Drittel der
Eier erreichen den Darm und kdnnen den Lebenszyklus vollenden, sofern sie in Gewésser
gelangen, die durch die Wasserschnecke (Biomphalaria) besiedelt sind. Die iibrigen Eier
verbleiben im Gewebe und werden dort eingeschlossen. Die Bildung der Granulome
erfolgt unter dem Einfluss von Th2-Zytokinen [109]. Losliche Schistosomenei-Antigene
stimulieren in vitro die Proliferation von Fibroblasten und steigern die Kollagensynthese,
was vermutlich zu der bei Bilharziose beobachteten Leberfibrose fiihrt ([84], [108]).
AulBlerdem fiihren die Granulome zu einer Minderdurchblutung des befallenen Organs, da
sie mit dem Blutstrom wandern und Mikroembolien verursachen. Der Wirt versucht dies

durch Neovaskularisierung auszugleichen, wobei es zur Organvergroflerung kommt [106].
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Adulte Schistosomen: }

Mannchen —F—J/
Weibchen / :

Leber (Pfortader):
Wachstum und Vereinigung

Mesenteriale Venen

Venengeflecht des Dickdarms:
Geschlechtsreife, Paarung und Eiablage

(3) Wasserschnecke:
Vervielfachung und Schlipfen der Zerkarien

Abbildung 4: Lebenszyklus von S. mansoni (aus [85], verdandert)

Abbildung 4 zeigt den Lebenszyklus von S. mansoni. Dessen Eier werden mit dem
Darminhalt abgegeben (1). Gelangen sie in SiiBwasser, schliipft das Mirazidium aus (2).
Die Mirazidien dringen in ihren Zwischenwirt, die Wasserschnecke (Biompholaris ssp.),
ein, in dem sie sich zu Muttersporozysten entwickeln. Die Muttersporozysten bilden
Tochtersporozysten, die verschiedene Organe der Schnecke befallen. Dabei findet eine
Vervielfachung des Parasiten statt (3). Aus den Tochtersporozysten schliipfen die
Zerkarien, welche die Schnecke verlassen (4) und in ihren Endwirt (Primaten, Nager)
eindringen, wobei sie ihren Schwanz verlieren und zu Schistosomula werden. Die
Schistosomula dringen in den peripheren Blutkreislauf ein und werden zum Herzen
transportiert. Sie verlassen die rechte Herzseite und erreichen die linke Herzseite iiber den
Lungenkreislauf. Von dort gelangen sie in die mesenterialen Blutgefd3e und erreichen die
Pfortader, in der sie heranwachsen. Kurz vor der Geschlechtsreife vereinigen sich
Minnchen und Weibchen und migrieren gemeinsam in die Venengeflechte von Darm und

Blase, wo sie sich paaren und das Weibchen Eier produziert (aus [85], verdndert).
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4. Ziele

Basophilen Granulozyten kommt bei IgE-vermittelten Erkrankungen eine wichtige Rolle
zu: Beim Menschen wurde gezeigt, dass der basophile Granulozyt der erste Zelltyp ist, der
IL-4 nach Allergenexposition exprimiert. Wie zuvor bereits erwihnt, sollte daher das aus
Basophilen freigesetzte IL-4 eine entscheidende Rolle in der Kontrolle der Entwicklung
einer Th2-Immunantwort spielen, zumindest aber eine verstirkende Wirkung auf eine
vorbestehende Th2-Polarisierung haben.

Jeder gesunde Mensch reagiert mit einer Th2-Antwort auf eine Infektion mit Helminthen,
aber nicht jeder entwickelt Allergien, die wie die Parasitose durch eine Th2-Antwort und
eine IgE-Erhohung gekennzeichnet sind. Um die Mechanismen einer Allergieentwicklung
zu ergriinden, bietet es sich daher an, die Infektion mit Helminthen und deren
Charakteristika zu studieren. IPSE, ein Faktor aus S. mansoni-Eiern, der humane Basophile
zur Degranulation und zur Freisetzung von Histamin, IL-4 und IL-13 anregt, scheint dafiir
verantwortlich zu sein, dass die Eier von S. mansoni zuverldssig eine Th2-Antwort

induzieren.

In Kooperation mit unserer Partnerforschungsgruppe aus Borstel unter Leitung von Herrn
PD Dr. Helmut Haas war es unser Ziel im Rahmen des SFB-TRR22 (TPA12) die
Mechanismen der Mediatorfreisetzung aus humanen Basophilen durch IPSE zu erforschen.
Dabei war es meine Aufgabe vor allem die funktionellen Eigenschaften des IPSE in Bezug
auf dessen Wirkung an humanen Basophilen zu ergriinden. Diese Aufgabe wurde durch
den Vergleich der funktionellen Eigenschaften von Anti-IgE und IPSE realisiert.

Weiterhin sollten die molekularbiologischen Ergebnisse der Partnerforschungsgruppe
durch Untersuchungen auf zelluldrer Ebene ergénzt werden. Dabei lag ein Schwerpunkt

auf der Erforschung der Bindungseigenschaften des IPSE an den Fc.RI-Rezeptor.
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5. Material

5.1.

5.2.

5.3.

Aufreinigung basophiler Granulozyten

Alcianblau 8G (Sigma, St. Louis, USA)

Basophil Isolation Kit (MACS, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach)

Cetyl Pyridinium Chlorid (Merck, Darmstadt)

EDTA (0,1% in NaCl) (Sigma, St. Louis, USA)

Elutriationspuffer (CMF mit 2 mg/ml BSA, Sigma, St. Louis, USA)

Elutriator mit JE-6B-Kammer (Beckmann Instruments, Palo Alto, USA)

Ficoll Paque (Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden)

Lanthanum Chlorid (Merck, Darmstadt)

MACS Séulentrennpuffer (5 mmol/l EDTA in CMF gelost und 0,5 % BSA
zugesetzt)

Magnetische Trennsdule (MACS, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach)
Menschliche basophile Granulozyten, isoliert aus frischen Buffy Coats (produziert
und zur Verfiigung gestellt durch das Institut fiir Immunologie und
Transfusionsmedizin der Universitédt zu Liibeck)

Separator VarioMACS (MACS, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach)
Tryptanblauldsung (Sigma, St. Louis, USA)

Stripping und Resensibilisierung basophiler Granulozyten

Humanes IgE, polyklonal (Acris Antibodies, Hiddenhausen)

IgE(Fc)-Fragmente (produziert und zur Verfiigung gestellt durch E. Spillner,
Universitdt Hamburg, Fachbereich Chemie)

Laktatpuffer (759,7 mg NaCl, 379,8 mg KCl, 90,08 mg Lactic acid ad 100 ml Aqua
dest.), pH 2,58

RPMI Medium (GIBCO BRL, Uxbridge, GroB3britannien)

Stimulantien

Anti-IgE (Sigma, St. Louis, USA)
fMLP (Sigma, St. Louis, USA)
IL-3 (Sigma, St. Louis, USA)
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* homodimeres, rekombinantes IPSE, nicht glykolisiert (produziert und zur

Verfligung gestellt durch H. Haas et al., Forschungszentrum Borstel)

5.4. Inhibitoren

* Bisindolylmaleimid I+II (Sigma, St. Louis, USA)

e LY 294002 (Calbiochem, San Diego, USA)

e PD 98059 (Alexis Biochemicals, Laufelfingen, Schweiz)
* PTX (Sigma, St. Louis, USA)

* SB 203580 (Alexis Biochemicals, Laufelfingen, Schweiz)
» U-73122 (Calbiochem, San Diego, USA)

e Wortmannin (Alexis Biochemicals, Laufelfingen, Schweiz)

5.5. Mediatorenbestimmung

+ IL-13 Elisa-Kit (Bender MedSystem, Wien, Osterreich)

* IL-4 Elisa-Kit (BioSource International, Camarillo, USA)

* LTC4 Enzyme Immunoassay Kit (Cayman Chemical, Michigan, USA)
* Microplate Reader Model 450 (Bio-Rad, Miinchen)

e Technicon Autoanalyser II (Bran & Luebbe, Hamburg)

5.6. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western Blotting

* Acrylamid/bis-Acrylamid 30 % (Sigma, St. Louis, USA)

* Anti-Kaninchen IgG HRP (Cell Signaling, Beverly, USA)

* Anti-Maus IgG HRP (Cell Signaling, Beverly, USA)

e APS 10% (Sigma, St. Louis, USA)

e ECL-Plus-Losung (Amersham Pharmacia, Buckinghamshire, Grof3britannien)
* Glycerin (Roth, Karlsruhe)

* Glycin (Merck, Darmstadt)

* Hyperfilm ECL (Amersham Pharmacia, Buckinghamshire, Grof3britannien)
* Kaleidoscope Prestained Standards (Bio-Rad, Hercules, USA)

* Kaninchen anti-p38 MAPK (Cell Signaling, Beverly, USA)

* Kaninchen anti-ERK-1&2 (Cell Signaling, Beverly, USA)

* Kaninchen anti-Syk (Cell Signaling, Beverly, USA)
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5.7.

Kaninchen anti-phosphoryliertes p38 MAPK (Cell Signaling, Beverly, USA)
Kaninchen anti-phosphoryliertes SHIP1 (Cell Signaling, Beverly, USA)
Kaninchen anti-phosphoryiertes Syk (Cell Signaling, Beverly, USA)

Laemmli Probenpuffer (Sigma, St. Louis, USA)

Maus anti-phosphoryliertes ERK-1+2 (Cell Signaling, Beverly, USA)

SDS Losung 10 % (Bio-Rad, Hercules, USA)

Stripping Reagent Re-blot plus (Chemicon international, Kalifornien, USA)
TBST (24,2 g Tris-Base, 80 g NaCl, 10 ml Tween 20 (Merck-Schuchardt,
Hohenbrunn) ad 10 1 Aqua dest.), pH 7,6

TEMED (Sigma, St. Louis, USA)

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris-Base) (Merck, Darmstadt)
Tris(hydroxymethyl)-aminomethanhydrochlorid (Tris-HCI) (Merck, Darmstadt)
Zell-Lyse-Puffer (Cell Signaling, Beverly, USA)

Perchlorsdure 70% (Merck, Darmstadt)

Sonstige Puffer und bendtigtes Material

CMF (kalziumfreier Standardpuffer aus 16 g NaCl, 2 g Glukose, 402 mg KClI,
124,8 mg Natriumdihydrogenphosphat (Merck, Darmstadt) sowie 5,72 g HEPES
(Sigma, St. Louis, USA) ad 2 1 Aqua dest.), pH 7.4

FHB (132 mg CaCl, (Merck, Darmstadt) ad 500 ml CMF (Endkonzentration von
CaCl, im Puffer: ImM), pH 7,4

Methanol (Merck-Schuchardt, Hohenbrunn)

DMSO (Serva, Heidelberg)
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6. Methoden

6.1. Aufreinigung basophiler Granulozyten

Das Institut fiir Transfusionsmedizin und Immunologie der Universitét zu Liibeck stellt aus
je 500 ml menschlichem vendsen Vollblut circa 70 ml umfassende Buffy Coats her, deren
Verwendung die Ethikkommission der Universitit zu Liibeck fiir die vorliegende
Dissertation genehmigte (Datum des Genehmigungsschreibens: 20.12.2004, Aktenzeichen:
03-003). Der Buffy Coat enthilt, neben allen anderen Blutbestandteilen, Leukozyten in
konzentrierter Form, von denen die basophilen Granulozyten in drei Schritten aufgereinigt
wurden: durch Dichtegradientenzentrifugation, Elutriation und negative Selektion.

Die Dichtegradientenzentrifugation beruht darauf, dass Ficoll mit 1077 g/ml eine grofere
Dichte als Lymphoyzten, Monozyten und basophile Granulozyten hat. Diese Dichte ist
jedoch kleiner als die von Erythrozyten, Thrombozyten, neutrophilen Granulozyten sowie
eosinophilen Granulozyten. Wihrend der Zentrifugation setzen sich die Bestandteile des
Bufty Coats, die eine groBere Dichte als Ficoll haben, als Pellet ab. Die mononukledren
Zellen (Lymphozyten und Monozyten) sowie die basophilen Granulozyten hingegen
reichern sich als Interphase zwischen Ficoll und Plasma an.

Durchfiihrung:

Drei Zentrifugenrohrchen wurden jeweils mit 15 ml Ficoll Paque befiillt, mit einer
dquivalenten Menge an Buffy Coat-Blut iiberschichtet und zentrifugiert (523 x g, 17 min,
10°C). Die Interphase zwischen Plasma und Ficoll-Paque wurde abpipettiert, auf 50 ml mit
CMF aufgefiillt, resuspendiert und abermals zentrifugiert (460 x g, 8 min, 10°C). Nach der
Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen, die herunterzentrifugierten Zellen (Pellet)
auf 21 ml mit CMF aufgefiillt und resuspendiert. Die Gesamtbasophilenzahl und deren
Reinheit wurde mittels Alcianblau-Farbelosung mikroskopisch ermittelt (6.2., S. 24).

Der Pilotversuch dient der Differenzierung von Releasern und Non-Releasern (3.5.3, S.14).
Durchfiihrung:

Von der nach der Dichtegradientenzentrifugation entstandenen Zellsuspension wurden
etwa 200 000 basophile Granulozyten pro Versuchsrohrchen entnommen und mit Anti-IgE
in supraoptimaler Konzentration stimuliert. Nach einer Inkubationszeit von 15 min wurde
der Versuch gestoppt und das Histamin gemessen, wobei die Releaser -eine
Histaminfreisetzung von > 20 %, die Non-Releaser von < 5% zeigten.

Die Elutriation (Abb. 5, S.23) ist als Zwischenschrittt der Aufreinigung zu verstehen, durch
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den die Basophilen von Erythrozyten sowie Thrombozyten ohne Zellverluste getrennt
werden konnen. Sie beruht auf dem Prinzip der Gegenstromzentrifugation. Dabei sind zwei
entgegengesetzt wirkende Krifte von Bedeutung: Die nach auflen gerichtete
Zentrifugalkraft, die durch die Rotationsgeschwindigkeit des Elutriatorrotors bestimmt
wird, und die Zentripetalkraft, die durch die Stromungsgeschwindigkeit des Mediums in
Richtung der Rotationsachse durch eine geeichte Pumpe bestimmt wird. Bei Vorgehen
nach dem unten aufgefiihrten Protokoll befinden sich diese beiden Kréfte in einem solchen
Verhiltnis zueinander, dass die Basophilen in der Elutriationskammer konzentriert werden.
Durchfiihrung:

Die nach der Dichtegradientenzentrifugation entstandene Zellsuspension wurde in die
Elutriationskammer eingesogen (Pumprate 20 ml/min Elutriationspuffer, Rotorgeschwin-
digkeit 2400 U/min). Der durch die Elutriationskammer flieBende Elutriationspuffer wurde
verworfen. Fiir 12-13 min wurde die Rotorgeschwindigkeit von 2400 U/min beibehalten,
dann erfolgte eine Umstellung auf 2250 U/min fiir eine Laufzeit von 2 min. Nach einer
Reduktion auf 2200 U/min fiir 1 min wurde die Elutriation beendet und 50 ml des

Elutriationspuffers mit den darin enthaltenen Zellen gesammelt.

Sichtfenster

Elutriationspuffer Pumpe Druckmess-

Sammelgefal
Elutriationskammer

Zelleinstrom

-ﬁ
Zellausstrom

«<— Zentrifugalkraft
Zentripetalkraft —p» . @

Abbildung 5: Prinzip der Elutriation (aus [5], verdndert)
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Bei der negativen Selektion (Abb. 6) binden mikroskopisch kleine, eisenhaltige Partikel
iiber eine Briicke aus einem primidren und einem sekundiaren Antikorper an verschiedene
nicht basophile Zellen in der Zellsuspension. B-Zellen, Monozyten, NK-Zellen,
dendritische Zellen, erythroide Zellen, Thrombozyten, neutrophile Granulozyten und
eosinophile Granulozyten sowie T-Zellen werden auf diese Weise markiert. Die
Suspension wird auf eine Trennsédule aufgetragen, die aus kunststoffumhiillten, magnetisch
aufladbaren Fasern besteht. Um die Sdule herum erzeugt ein Separator ein starkes
Magnetfeld. Wahrend die markierten Zellen an der Sdulenmatrix haften, werden die nicht
markierten basophilen Granulozyten hochrein gesammelt.

Dem Protokoll des Herstellers (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) wurde gefolgt [25].

Eisenpartike| —>
Sekundarantikbrper—>
Primarantikorper—

CD-Oberflachenmarker

Basophiler
Granulozyt

v
O
Kontaminierende 6

Zelle

Magnet —»

Basophile Granulozyten: > 90%

Abbildung 6: Prinzip der negativen Selektion (MACS)

6.2. Bestimmung von Zellzahl, Reinheit und Viabilitat der Basophilen

Die Quantifizierung der basophilen Granulozyten erfolgte mittels Alcianblau-Farbung nach

Gilbert und Ornstein [34]. Diese besteht aus 65ul EDTA (0,1%) in NaCl, 5 pul HCI (1M)
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und 65ul einer Alcianblau-Suspension (76 mg Cetyl Pyridintum Chlorid, 700 mg
Lanthanum Chlorid x 6 H,O, 900 mg NaCl, 21 ul Tween 20, 143 mg Alcianblau ad 100 ml
Aqua dest.). Zu dieser Alcianblau-Farbelosung wurden 10 pl der Zellsuspension gegeben.
Nach circa 5 min férbten sich die basophilen Granulozyten blau an und konnten mittels
Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer unter dem Lichtmikroskop ausgezéhlt werden.

Viabilitditsmessungen erfolgten mittels Tryptanblauldsung, die im Verhéltnis 1:1 mit der
Zellsuspension gemischt wurde. Nach zehnminiitiger Inkubation wurde die Viabilitdt im
Haemozytometer gemessen, wobei die Zellen, die nicht blau gefarbt waren, als viabel

angesehen werden konnten.
6.3. Stimulation der basophilen Granulozyten

6.3.1. Stimulationsprotokoll

Die aufgereinigten basophilen Granulozyten wurden in kalziumhaltigen Puffer (FHB)
gebracht und die Zellsuspension, 400 ul pro Rohrchen, 15 min im Wasserbad auf 37°C
erwarmt. Es folgte die Stimulation der Zellen mit jeweils 50 pl der verwendeten
Stimulantien. Die in den einzelnen Versuchen verwendeten Stimulantienkonzentrationen
wurden durch Verdiinnung mit FHB erreicht. Soweit nicht anders im Ergebnisteil
angegeben, betrugen die verwendeten Konzentrationen fiir Anti-IgE 1/ 30000-Verdiinnung,
fiir IPSE 300 ng/ml und fiir fmlp 50 nM. Nach einer Inkubationszeit von 30 min bei 37°C
fiir die Histamin- und LTC;-Bestimmung, sowie 5 Stunden bei 37°C fir die
Interleukinbestimmung, wurde die weitere Reaktion der Zellen unterbunden. Die Art der
Termination des Versuchs richtete sich nach dem Mediator, der bestimmt werden sollte:
Bei der Histaminbestimmung wurde nach der Inkubation die Reaktion durch Zugabe von 1
ml CMF und anschlieBender Zentrifugation (902 x g, 2 min, 10°C) beendet. Die
Uberstinde wurden abpipettiert und im Technicon Autoanalyser II (Bran & Luebbe,
Hamburg) gemill Gebrauchsanleitung des Herstellers gemessen. Nach Lyse der Pellets mit
50 pl Perchlorsdure pro Versuchsrohrchen und Zugabe von 1,5 ml CMF wurden diese
zentrifugiert (902 x g, 5 min, 10°C), um ausgeflockte Proteine und Zelltriimmer zu
eliminieren, und ebenfalls im Autoanalyser gemessen. Bei LTC, und den Zytokinen wurde
nach Inkubation die Reaktion durch Zentrifugation (902 x g, 2 min, 10°C) terminiert und
die entstandenen Uberstinde bei —30°C verwahrt. Fiir die Bestimmung von Signal-
transduktionsproteinen der intrazelluliren IgE-vermittelten Signalkaskade wurde die
Reaktion nach der Inkubationszeit durch rasche Abkiihlung der Proben mittels Eiswasser

(Dauer: 10 sec) und anschlieBender Zentrifugation (73 x g, 30 sec, Raumtemperatur)
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terminiert. Die Uberstinde wurden abpipettiert und fiir die Histaminmessungen verwendet.
Die Pellets wurden in 20 pl Lysepuffer (1:1-Gemisch aus kommerziellem Zell-Lyse-Puffer
und Laemmli-Probenpuffer) resuspendiert, fiir 4 min in kochendem Wasser erhitzt und bis

zur Bestimmung bei —80°C verwabhrt.

6.3.2. Modifikationen des Stimulationsprotokolls

Die Kinetikversuche wurden wie oben beschrieben durchgefiihrt mit dem Unterschied,
dass die Inkubationszeiten variierten.

Bei den Inhibitionsversuchen wurden die Zellen nach Erwérmung im Wasserbad mit 50 pl
des jeweiligen Hemmstoffes 15 min, bei der Verwendung von PTX 2 bis 3 Stunden
vorinkubiert, anschlieBend stimuliert und 30 min bei 37°C inkubiert. Die Konzentrationen
der Hemmstoffe betrugen 5 pM, auller bet Wm (20 nM) und PTX (1 pg/ml). Die
Konzentrationen wurden durch Ldsen der Inhibitoren in DMSO (10 mM) und
anschlieBender Verdiinnung in FHB erreicht.

Strippen bedeutet, die natiirlicherweise auf der Zelloberfliche der basophilen Granulozyten
vorkommendem IgE- und IgG-Molekiile zu entfernen. Resensibilisieren der gestrippten
Basophilen ist das Wiederzufiihren von IgE-Molekiilen, die dann an den entsprechenden
Rezeptoren der Zelloberflache binden. Das Strippen der basophilen Granulozyten erfolgte
nach folgendem Protokoll: Die Zellsuspension mit den aufgereinigten Zellen wurde
zentrifugiert (460 x g, 4 min, 10°C). Der Uberstand wurde abgegossen, das Pellet in 3 ml
Laktatpuffer resuspendiert und 3 min unter gelegentlichem Resuspendieren auf Eis
belassen. Die Strippingreaktion wurde anschlieBend durch Zugabe von 20 ml kaltem
Elutriationspuffer und Zentrifugation (460 x g, 4 min, 10°C) beendet. Ein weiterer
Waschgang mit Elutriationspuffer folgte (460 x g, 4 min, 10°C). Anschlieend wurden die
Zellen in RPMI resuspendiert, auf die Versuchsrohrchen aufgeteilt und ein weiteres Mal
zentrifugiert (460 x g, 4 min, 10°C). Diejenigen Zellen, die in gestripptem Zustand bleiben
sollten, wurden abermals in RPMI resuspendiert. Die Zellen, die resensibilisiert werden
sollten, wurden in IgE-haltigem (1 pg/ml), beziechungsweise IgE(Fc)-Fragment-haltigem
(1pg/ml) Puffer resuspendiert. Diese Zellsuspensionen wurden fiir 45 min bei 37°C
inkubiert. Nach dieser Zeit erfolgte die Resuspension und die anschlieBende Zentrifugation
(401 x g, 2 min, 10°C) der Zellen. Einem letzten Waschgang mit Elutriationspuffer (460 x
g, 4 min, 10°C) und der Resuspension in FHB folgte die Stimulation der Zellen nach
obigem Protokoll (6.3.1., S. 25).

Die IPSE-IgE-Gemische wurden nach folgendem Protokoll erstellt: IPSE (0,15 mg/ml)
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wurde 1:2 in FHB verdiinnt, was eine Stammldsung von 50 ug/ml ergab. Das IgE wurde
auf eine Stammlésung von 100 pg/ml oder 50 pg/ml verdiinnt. Ausgehend von einem
relativen Massenverhéltnis von 32:180 (IPSE:IgE) wurden die folgenden Verdiinnungen
vorgenommen: Fiir 0,5:1=10ul IPSE (immer 50 pg/ml) + 56,3 pl IgE (100 pg/ml). Fiir
1:1=10 pl IPSE + 56,3 pul IgE (50 pg/ml). Fiir 1:2=10 pl IPSE + 28,3 ul IgE (50 ug/ml) +
28,3 ul Puffer et cetera einschlieBlich IPSE- und IgE-Kontrollen, die in einem dquivalenten
Puffervolumen verdiinnt wurden. 50 pl von diesen Losungen wurden zu 450 pl
Zellsuspension gegeben. Auf diese Weise war die hinzugefiigte Menge an IPSE die

Gleiche fiir jedes Versuchsrohrchen (1 pg/ml Endkonzentration).
6.4. Mediatorenbestimmung

6.4.1. Histamin

Zur Auswertung der Histaminmenge diente ein Verfahren der Methode nach Shore et al.
[94]. Bei der Reaktion zwischen O-phthaldialdehyd (OPT) und Histamin unter basischen
Bedingungen entsteht ein fluoreszierendes Kondensationsprodukt, welches spektro-
fluorometrisch gemessen werden kann. Das Sensitivitatslimit liegt bei 0,5 ng/ml Histamin.
Die Ergebnisse sind in Prozent der Histaminfreisetzung im Uberstand vom Gesamt-

histamingehalt aus Uberstand und Pellet angegeben.

6.4.2. LTC, und Zytokine

Diese Mediatoren wurden mit Hilfe des ELISA-Prinzips bestimmt. Die gegen das zu
bestimmende Antigen gerichteten spezifischen Antikorper liegen an eine Tragersubstanz
gebunden vor. Bei Inkubation mit der Probe bindet das Antigen an diese Antikérper. An
den entstandenen Antigen-Antikorper-Komplex bindet ein HRP-konjugierter Antikdrper,
der gegen den Antikorper gerichtet ist. Ein Substrat wird hinzugefiigt, welches mit HRP
ein farbiges Produkt bildet. Je mehr HRP sich mit dem Substrat verbindet, desto intensiver
wird die Farbung. Somit ist die Stirke der Farbung proportional zu der in der Probe
vorhandenen Antigenkonzentration. Diese wird mittels photometrischer Messung
(Microplate Reader) durch Vergleich mit Standards bekannter Enzymaktivitit ermittelt.
Die LTC4-Bestimmung erfolgte mittels kommerzieller Enzym Immunoassay Kits und die
Interleukinbestimmung mittels kommerzieller ELISA-Kits nach Protokoll des Herstellers
und in Doppelbestimmung. Das Sensitivitétslimit liegt bei 1 pg/ml sowohl fiir IL-13 als
auch fiir IL-4. Die LTCs- und Interleukin-Angaben sind ausgedriickt als Prozenthemmung

oder als pg/10°basophile Granulozyten.
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6.5. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western Blotting

Es wurde eine SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli (1970)
mit anschlieBendem Western Blotting angewandt, um die in den Proben enthaltenen
Signaltransduktionsproteine zu differenzieren und zu quantifizieren (Abb. 7).

Bei der Gelelektrophorese werden Proteine aufgrund ihrer elektrischen Ladung im
Gleichstromfeld (50 mV, 3 Stunden) aufgetrennt. Dabei wandern kleinere Proteine
innerhalb eines bestimmten Zeitraums weiter als grofere. Eine GroBenbestimmung der
Proteine in der Probe ist durch Vergleich mit einem kommerziellen Kaleidoscope
Prestained Standard bekannter Molekulargewichte und Farben moglich [66].
Durchfiihrung:

Fiir die Herstellung eines Gels wurden 2 Glasplatten so verbunden, dass ein Spalt zwischen
ihnen entstand, in den die zuvor angesetzte, noch nicht polymerisierte Trenngel-Losung
(Tab. 1, S. 29) gegossen wurde. Es blieben 2 cm bis zum Abschluss der Platten frei. In
diesen Teil wurde nach Polymerisation der Trenngellosung die Sammelgellosung (Tab. 1,
S. 29) gegossen, in die anschlieBend ein Plastikkamm gesteckt wurde, so dass sich
Probentaschen a 30 pl bildeten. Nach Polymerisation der Sammelgellosung wurde die
Elektrophoresekammer mit Elektrodenpuffer gefiillt, der Plastikkamm entfernt, die Proben

hineinpipettiert und der Gleichstrom appliziert.

Kathode
=33 Probentaschen
Gelschicht || Kathoden-
zwischen || puffer
zwei
Glasplatten
Anoda Kiihlsystem
Anoden-
puffer

Abbildung 7: Experimenteller Aufbau der SDS-PAGE (aus [66])
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Sammelgel (5%) Trenngel (12%)
Aqua dest. 2,94 ml 3,5ml
Tris-Base (1,5 M, pH 8,8) - 1,78 ml
Tris-HCI (0,5 M, pH 6,8) 700 pl -
Acrylamid/bis-Acrylamid (30%) 812 ul 5,28 ml
Glycerin 250 ul 660 ul
Glycin (1IM) - 1,32 ml
SDS-Ldsung (10%) 200 pl 528 ul
TEMED 12 pl 16 pl
APS (10%) 100 pl 200 pl

Tabelle 1: Zusammensetzung der Gele fiir die SDS-PAGE

Western Blotting:

Nach Auftrennung der Proteine in dem Gel werden anschliefend die Proteine auf eine
Membran iibertragen und die Membran mit Antikorpern inkubiert, die jeweils ein
bestimmtes Protein markieren.

Durchfiihrung:

Nach der Gelelektrophorese wurden die Gele aus der Kammer entfernt und eine
Nitrozellulosemembran auf dieselben gelegt. Die Nitrozellulosemembran wurde in einer
mit Transferpuffer gefiillten Kammer fixiert. Das anschlieBende Anlegen von Gleichstrom
groBer Stirke fiir 72 min bewirkte die Ubertragung der Proteine auf die Membran. Die
noch unbesetzten Stellen auf derselben wurden mittels flinfprozentiger Magermilch, gelost
in TBST, blockiert, um unspezifische Bindungen zu verhindern. Nach einem Waschgang
(3 x 5 min mit TBST) wurde die Nitrozellulosemembran in eine Primérantikdrperlosung
gebracht und damit inkubiert. Die Inkubationszeiten wurden optimiert und sind je nach
Antikorper unterschiedlich. Nach erneutem Waschen erfolgte die Zugabe des
Sekundérantikdrpers fiir ungefdhr eine Stunde. Dieser ist spezifisch gegen den
Primérantikorper gerichtet und an HRP gekoppelt. AnschlieBend wurde nach einem
weiteren Waschgang die Membran mit ECL-Losung beschichtet. Diese reagiert mit
Peroxidase opaleszierend. Die benetzte und mit Kopierfolie abgedeckte Nitrozellulose-
membran wurde fiir circa 15 min in einer Dunkelkammer belassen, wobei ein unbelichteter
Rontgenfilm auf ihr platziert wurde. Die auf dem entwickelten Film sichtbaren Banden
konnten zur Kontrolle mit dem Kaleidoskope Prestained Standard und untereinander
verglichen werden. Nach der Detektion der Banden wurden die Magermilchproteine und

Antikorper mit Hilfe des Re-blot plus reagent nach Anleitung des Herstellers von den
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Membranen entfernt. Die Membranen wurden gewaschen (4 x 5 min in TBST) und erneut
mit anderen AntikOrpern inkubiert. Die entstandenen Banden wurden eingescannt und

durch densitometrische Messung gemittelt.

6.6. Statistik

Samtliche Statistiken wurden mit Hilfe des Programmes Microsoft Excel 2000 erarbeitet.
Die Signifikanzen wurden mittels Student t-Test erhoben; Werte mit p > 0,05 werden als
nicht signifikant (in den Abbildungen mit NS gekennzeichnet), Werte mit p < 0,05 werden
als signifikant (in den Abbildungen mit * gekennzeichnet), Werte mit p < 0,01 als
hochsignifikant bezeichnet (in den Abbildungen mit ** gekennzeichnet). Alle Werte sind
als Mittelwerte +/- SEM fiir den jeweiligen Stichprobenumfang n angegeben.
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7. Ergebnisse

7.1. Reinheit und Viabilitat der basophilen Granulozyten

Die durchgefiihrte Aufreinigung der basophilen Granulozyten steigerte deren Reinheit von
0,7 % +/- 0,4 im Buffy Coat auf 94 % +/- 5.

Mit der Dichtegradientenzentrifugation erreichten die Basophilenreinheiten 1 bis 5%. Mit
Hilfe der Elutriation nach oben beschriebenem Prozedere lie3 sich die Reinheit der
basophilen Granulozyten verdrei- bis verfiinffachen ausgehend von den Zellen, die wir
durch die Dichtegradientenzentrifugation erhielten. Nach der negativen Selektion mittels
MACS wurden Endreinheiten von 94 % +/- 5 erreicht.

Die Viabilitit der basophilen Granulozyten lag bei 97 % +/- 2.
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Abbildung 8: Aufgereinigte menschliche basophile Granulozyten (99,5%), mit May-
Griinwald gefarbt (Vergroferung x 359)
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7.2. IPSE ist ein IgE-abhangiger Basophilenaktivator

Gestrippte basophile Granulozyten lieBen sich signifikant schlechter durch Anti-IgE und
IPSE stimulieren als native (fiir Anti-Ig p=0,0004, fir IPSE p=0,0001) oder
resensibilisierte (fiir Anti-IgE p=9x10°, fiir IPSE p=3x107°). Bei Stimulation der
Basophilen mit fMLP ergab sich hingegen kein signifikanter Unterschied zwischen
nativen, gestrippten und resensibilisierten Basophilen in der Histaminfreisetzung (Abb. 9,
S. 33).

Non-Releaser lielen sich signifikant schlechter durch Anti-IgE und IPSE stimulieren als
Releaser (Abb. 10 A+B, S. 34). Durch die Stimulation mit fMLP (Abb. 10 C, S. 35)
dagegen war kein signifikanter Unterschied in der Histaminfreisetzung zu beobachten
(p=0,1-0,6).

Wir fanden eine Abhéngigkeit der Histaminfreisetzung aus basophilen Granulozyten vom
extrazelluldren Kalziumeinstrom in die Zelle bei Stimulation mit Anti-IgE und IPSE (Abb.
11, S. 36).

Weiterhin ergab sich ein signifikanter Unterschied zwischen der Histaminfreisetzung
sowohl nach erneuter als auch ohne erneute Stimulation mit Anti-IgE. Bei Stimulation mit
IPSE ist dieser Unterschied nicht signifikant (Abb. 12, S. 37). AuBlerdem zeigten die mit
IPSE stimulierten Zellen, die nicht restimuliert wurden, eine signifikant hohere

Histaminfreisetzung als die vergleichbaren mit Anti-IgE stimulierten Zellen (p=0,009).
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Abbildung 9: Histaminfreisetzung von menschlichen basophilen Granulozyten in nativem,
gestripptem und resensibilisiertem Zustand durch Stimulation mit Anti-IgE, IPSE und
fMLP. Die Zellen wurden nativ belassen, gestrippt oder resensibiliert, stimuliert und 30
min bei 37°C inkubiert. Die Prozentwerte sind als Mittelwert +/- SEM dargestellt
(NS=nicht signifikant, n=10). Sp=Spontanfreisetzung der Zellen ohne Stimulation
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Abbildung 10: dosisabhingige Histaminfreisetzung von menschlichen basophilen
Granulozyten durch Anti-IgE (A), IPSE (B) und fMLP (C) bei Releasern und Non-
Releasern. Die Zellen wurden stimuliert und 30 min bei 37°C inkubiert. Die Prozentwerte
sind als Mittelwert +/- SEM dargestellt (* = signifikante, ** = hochsignifikante Histamin-

freisetzung im Vergleich zu Sp, n=5). Sp=Spontanfreisetzung der Zellen ohne Stimulation
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Abbildung 11: Histaminfreisetzung aus menschlichen basophilen Granulozyten durch
Anti-IgE und IPSE in An- oder Abwesenheit von extrazellulirem Kalzium. Die Zellen
wurden in kalziumfreiem Puffer nach 15 min Aufwirmzeit stimuliert, 30 min bei 37°C
inkubiert, die Reaktion durch Zentrifugation beendet und die Uberstinde zur
Histaminbestimmung gesammelt. Es folgte die Resuspension der Zellen in kalzium-
haltigem Puffer und erneute Inkubation fiir 30 min bei 37°C. Die Prozentwerte sind als
Mittelwert +/- SEM dargestellt (NS=nicht signifikant, n=5). Sp=Spontanfreisetzung der

Zellen ohne Stimulation



7.Ergebnisse 37

80 NS p=0,02
- Ogewaschen ' ( \
5 70 - M restimuliert
g’ 60 -
=
N 50 4
&
S 30 -
g 20 -
0
T 10 -
0 ——— .
Sp IPSE Anti-IgE

Abbildung 12: Effekt des Entfernens von IPSE oder Anti-IgE nach kurzer (30 sec)
Stimulation der menschlichen basophilen Granulozyten verglichen mit Zellen, die mit
demselben Stimulus restimuliert wurden. Nach Erwirmung auf 37°C wurden die
basophilen Granulozyten stimuliert und nur 30 sec damit inkubiert. Es folgte die
Reaktionbeendigung durch Pufferzugabe und Zentrifugation (6.3.1., S. 25) und eine
weitere Inkubationszeit von 30 min bei 37°C in jeweils An- oder Abwesenheit des
Stimulus. Die Prozentwerte der iibrigbleibenden Histaminfreisetzungsaktivitit von IPSE
und Anti-IgE nach Stimulusentfernung wurden aus dem Vergleich zur Freisetzung bei
Restimulation errechnet. Die Prozentwerte sind als Mittelwert +/- SEM dargestellt

(NS=nicht signifikant, n=3). Sp=Spontanfreisetzung der Zellen ohne Stimulation
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7.3. Signaltransduktionsversuche

Die Histaminfreisetzung durch Anti-IgE und IPSE lieB sich signifikant durch Wortmannin,
LY 294002, SB 203580 und U-73122 hemmen. Die Vorinkubation mit PD 98059 und
Bisindolylmaleimid I+II ergab keine signifikante Hemmung der Histaminfreisetzung (Abb.

13).
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Abbildung 13: Histaminfreisetzung von menschlichen basophilen Granulozyten durch
Anti-IgE und IPSE. Die Zellen wurden mit dem jeweiligen Inhibitor vorinkubiert
(Konzentration von Wm: 20 nM, bei allen anderen Inhibitoren: 5 puM), anschlieBend
stimuliert und 30 min bei 37°C inkubiert. Die Prozentwerte sind als Mittelwert +/- SEM
dargestellt (* = signifikant, ** = hochsignifikant). Signifikanzen sind vom Unterschied der
Freisetzung ohne Inhibition (Stim.allein) zur Freisetzung mit Inhibitorvorinkubation

angegeben (n=7). Sp=Spontanfreisetzung der Zellen ohne Stimulation
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7.4. IPSE ist PTX-insensitiv

IPSE lief3 sich, wie Abbildung 14 zeigt, nicht signifikant durch PTX hemmen (p=0,08).
Auch Anti-IgE konnte nicht durch PTX gehemmt werden (p=0,15). fMLP hingegen wurde
durch PTX signifikant gehemmt.
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Abbildung 14: Histaminfreisetzung von menschlichen basophilen Granulozyten durch
Anti-IgE, IPSE und fMLP. Ein Teil der Zellen wurde zwei bis drei Stunden mit PTX (1
ug/ml) vorinkubiert, alle Zellen anschlieBend stimuliert und 30 min bei 37°C inkubiert.
Die Prozentwerte sind als Mittelwert +/- SEM dargestellt (NS=nicht signifikant, n=7).

Sp=Spontanfreisetzung der Zellen ohne Stimulation
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7.5. Funktionelle Untersuchungen

Die Dosiswirkungskurven der Histamin- und Zytokinausschiittunng nach Stimulation mit
Anti-IgE (Abb. 15 B, S. 41) und IPSE (Abb. 16 B, S. 42) sind glockenférmig. Ein
dhnliches  Muster konnte bei der  Aktivierung  (Phosphorylierung)  der
Signaltransduktionsproteine p38 MAPK und ERK 1+2 in den basophilen Granulozyten
beobachtet werden, die mit steigenden Konzentrationen von Anti-IgE (Abb. 15 A, S. 41)
und IPSE (Abb. 16 A, S. 42) stimuliert wurden. Auffillig ist, dass supraoptimale
Konzentrationen von Anti-IgE und IPSE zu einem schnellen Abfall der Zytokinproduktion
fiihren, wohingegen die Histaminfreisetzung dadurch weniger beeinflusst wird (Abb. 15 B
und 16 B).

Die Kinetik der Histaminfreisetzung von Anti-IgE und IPSE unterscheiden sich in ihrem
Grundmuster nicht, wenn die Konzentrationen so angeglichen werden, dass sie dieselbe
maximale Histaminfreisetzung ergeben (Abb. 17, S. 43). Eine Erkldrung dazu findet sich in
der Diskussion (8.3., S 52). Der einzige Unterschied ist, dass IPSE signifikant schneller
(p=0,03 fiir 1 min, p=0,03 fiir 5 min) zu einer Histaminausschiittung fiihrt als Anti-IgE.
Abbildung 18 A, 19 A und 20 A (S. 44-46) zeigen jeweils einen durch denselben Versuch
entstandenen reprisentativen Western Blot von Syk, p38 MAPK und ERK 1+2 in deren
aktiviertem (phosphoryliertem) Zustand sowie deren Gesamtgehalt in der Zelle. Die
Western Blots der drei Signaltransduktionsproteine weisen das gleiche Muster auf wie die
densitometrischen Daten (Abb. 18 B, 19 B, 20 B, S. 44-46) und die Histamindaten.

Ein frither Zeitpunkt in der Kinetik geht mit einer geringeren Menge an exprimierten
Protein bei p38MAPK und vor allem bei ERK 1+2 einher (Abb. 19 B, 20 B). Bei Syk ist
die Menge an exprimiertem Protein von Anfang an hoch (Abb. 18 B).
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Abbildung 15: dosisabhidngige Histamin- und Interleukinfreisetzung (B) sowie jeweils ein
reprasentativer Western Blot von p38 MAPK und ERK 1+2 in aktivierter Form sowie
deren Gesamtgehalt in der Zelle (A) von menschlichen basophilen Granulozyten durch
Anti-IgE. Die Zellen wurden stimuliert und 30 min bei 37°C inkubiert. Die Prozentwerte
sind als Mittelwert +/- SEM dargestellt (n=7). Sp=Spontanfreisetzung der Zellen ohne

Stimulation
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Abbildung 16: dosisabhidngige Histamin- und Interleukinfreisetzung (B) sowie jeweils ein
repriasentativer Western Blot von p38 MAPK und ERK 1+2 in aktivierter Form sowie
deren Gesamtgehalt in der Zelle (A) von menschlichen basophilen Granulozyten durch
IPSE. Die Zellen wurden stimuliert und 30 min bei 37°C inkubiert. Die Prozentwerte sind
als Mittelwert +/- SEM dargestellt (n=7). Sp=Spontanfreisetzung der Zellen ohne

Stimulation
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Abbildung 17: zeitabhingige Histaminfreisetzung von menschlichen basophilen
Granulozyten durch Anti-IgE und IPSE. Die Zellen wurden stimuliert und 5 min, 10 min,
15 min oder 30 min bei 37°C inkubiert. Die Prozentwerte sind als Mittelwert +/- SEM
dargestellt (* = signifikant). Signifikanzen sind angegeben vom Unterschied zwischen der
Kinetik nach Stimulation mit Anti-IgE und der Kinetik nach Stimulation mit IPSE (n=9).

Sp=Spontanfreisetzung der Zellen ohne Stimulation
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Abbildung 18: vergleichende Signalkinetik der Syk von Anti-IgE versus IPSE. Western
Blots von der aktivierten Form sowie von dem Gesamtgehalt des Signalproteins in der
Zelle (A) und die zugehorigen densitometrische Daten (B). Die Zellen wurden stimuliert
und 5 min, 10 min, 15 min oder 30 min bei 37°C inkubiert. Die Prozentwerte sind als

Mittelwert +/- SEM dargestellt (n=9). Sp=Spontanfreisetzung der Zellen ohne Stimulation
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Abbildung 19: vergleichende Signalkinetik der p38 MAPK von Anti-IgE versus IPSE.

Western Blots von der aktivierten Form sowie von dem Gesamtgehalt des Signalproteins in

der Zelle (A) und die zugehorigen densitometrische Daten (B). Die Zellen wurden

stimuliert und 5 min, 10 min, 15 min oder 30 min bei 37°C inkubiert. Die Prozentwerte

sind als Mittelwert +/- SEM dargestellt (n=9). Sp=Spontanfreisetzung der Zellen ohne

Stimulation



7.Ergebnisse 46

A
Phospho-ERK1
Sp (‘: Phospho-ERK2
u a— e SN tERK1
] Phospho-ERK1
Anti-IgE E2 &8 1 pocpho-ERK2
— — - ‘(;ERK1
— — — ERK2
Phospho-ERK1
IPSE - “ - tphospho-ERKz
R — ERK1
_— e —— """tERKZ
1 5 15 30
Zeit (min)
B
100 { °—Sp
—0— Anti-IgE

—8—|PSE

E

=

E  80-

X

s

£ 60 -

g

X 40

% 20

c

]

£ 0 - O—

0 1 5 15 30
Zeit (min)

Abbildung 20: vergleichende Signalkinetik der ERK 1+2 von Anti-IgE versus IPSE.
Western Blots von der aktivierten Form sowie von dem Gesamtgehalt des Signalproteins in
der Zelle (A) und die zugehorigen densitometrische Daten (B). Die Zellen wurden
stimuliert und 5 min, 10 min, 15 min oder 30 min bei 37°C inkubiert. Die Prozentwerte
sind als Mittelwert +/- SEM dargestellt (n=9). Sp=Spontanfreisetzung der Zellen ohne

Stimulation
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7.6. Vorinkubierte IPSE-IgE-Gemische koénnen menschliche Basophile

stimulieren

In den IPSE-IgE-Gemisch-Versuchen wurden IgE-Molekiile mit IPSE-Molekiilen in
verschiedenen Mischverhéltnissen inkubiert. Mit diesen Gemischen wurden die gestrippten
basophilen Granulozyten stimuliert. Es kam abhéngig vom Mischverhéltnis zu verschieden
hohen Histaminausschiittungen (Abb. 21, S. 48). Dabei ergab sich, dass bei einem
Mischverhiltnis von IPSE zu IgE von 1:2 die Histaminausschiittung sehr gering (auf
Niveau des IPSE allein) ausfiel. Bei einem Mischverhéltnis zwischen 2:1 und 4:1 war die
Histaminfreisetzung maximal. Ab einem Mischverhdltnis von 4:1 bis 32:1 fiel die
Histaminausschiittung bis auf das Niveau der Kontrolle ab, bei der IPSE allein auf die
gestrippten Basophilen gegeben wurde. So entstand eine glockenformige Histamin-
freisetzungskurve nach Stimulation mit den Gemischen. Resensibilisierte, aber nicht
stimulierte Basophile sowie mit IPSE allein stimulierte gestrippte basophile Granulozyten
wurden als Kontrollen eingesetzt. Als weitere Kontrolle dienten resensibilisierte Zellen, die
mit der gleichen Menge IPSE stimuliert wurden, wie fiir die IPSE-IgE-Gemische
eingesetzt wurde. Die Menge des IPSE war in jedem Mischverhiltnis gleich. Die
Mischverhiltnisse wurden durch Variation der IgE-Menge erreicht (6.3.2., S. 27). Die
Signaltransduktionsproteinexpression korrelliert mit der Hohe der Histaminfreisetzung
(Abb. 21 A, S. 48).

Um sicherzustellen, dass die fallende Histaminausschiittung ab einem Mischverhiltnis von
4:1 von IPSE zu IgE nicht durch eine zu geringe Menge an IgE zustande gekommen war,
inkubierten wir die gestrippten basophilen Granulozyten mit den gleichen Mengen an IgE
vor, wie sie fiir die jeweiligen IPSE-IgE-Gemische eingesetzt wurden. Das bedeutete, dass
zuerst das IgE an die Basophilen band und dann erst das IPSE wiederum an das IgE band.
Das Ergebnis war, dass die Histaminausschiittung bei allen Mischverhéltnissen nahezu
gleich hoch ausfiel. Die Histaminfreisetzung war so hoch wie bei einem IPSE-IgE-
Gemisch von 2:1 oder 4:1. Das beweist, dass die fallende Menge an IgE in den IPSE-IgE-
Gemischen nicht fiir die fallende Histaminausschiittung verantwortlich ist. Da es sich

hierbei um prilimindre Versuche handelt, werden die Daten nicht graphisch dargestellt.
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Abbildung 21: Histaminfreisetzung und reprédsentativer Western Blot von p38MAPK und
ERK 1+2 von menschlichen basophilen Granulozyten nach Strippen und anschlieBender
Stimulation mit IPSE-IgE-Gemischen unterschiedlicher Stochiometrie. Die IPSE-IgE-
Gemische (Herstellung siehe 6.3.2., S. 26) wurden fiir 45 min bei 37°C vorinkubiert, die
Basophilen gestrippt und ein Teil der Zellen in IgE-haltigem Puffer (1pg/ml)
resensibilisiert. Nach mehreren Waschgéngen wurden die Zellen vorgewédrmt und mit den
Gemischen stimuliert, bzw. der resensibilisierte Teil der Zellen mit IPSE allein stimuliert.

Die Prozentwerte sind als Mittelwert +/- SEM dargestellt (n=7).
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7.7. Die Unfahigkeit des IPSE, menschliche Basophile uber alleinige

Bindung an das IgE(Fc)-Fragment zu aktivieren

In Abbildung 22 ist zu erkennen, dass basophile Granulozyten, die mit IgE(Fc)-
Fragmenten resensibilisiert wurden, nicht durch Stimulation mit IPSE eine signifikant
erhohte Histaminfreisetzung im Vergleich zu gestrippten Basophilen zeigen (p=0,2). Der
Unterschied in der Histaminfreisetzung nach Stimulation mit IPSE bei mit IgE-Molekiilen
resensibilisierten Basophilen und bei mit IgE(Fc)-Fragmenten resensibilisierten Basophilen
ist signifikant (p=0,001). Bei Anti-IgE hingegen zeigt sich ein signifikanter Unterschied
zwischen Histaminfreisetzung bei gestrippten im Vergleich sowohl zu mit IgE-Molekiilen
resensibilisierten (p=0,002) als auch im Vergleich zu mit IgE(Fc)-Fragmenten
resensibilisierten (p=0,01) Zellen. Der Unterschied in der Histaminfreisetzung bei mit IgE-
Molekiilen resensibilisierten Zellen im Vergleich zu mit IgE(Fc)-Fragmenten

resensibilisierten Zellen ist nicht signifikant (p=0,07).
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Abbildung 22: Histaminfreisetzung von menschlichen basophilen Granulozyten in
nativem, gestripptem und in mit IgE-Molekiilen oder IgE(Fc)-Fragmenten
resensibilisiertem Zustand durch Stimulation mit Anti-IgE und IPSE. Die Zellen wurden
jeweils nativ belassen, gestrippt oder resensibiliert, stimuliert und 30 min bei 37°C
inkubiert. Die Prozentwerte sind als Mittelwert +/- SEM dargestellt (n=5).

Sp=Spontanfreisetzung der Zellen ohne Stimulation
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8. Diskussion

8.1. IPSE ist ein IgE-abhangiger Basophilenaktivator

IgE-Molekiile miissen auf den Basophilen vorhanden sein, damit IPSE seine Wirkung
entfalten kann. Fiir die Bestitigung dieser Arbeitshypothese konnten drei Beweise
erarbeitet werden: mit Hilfe der Strippingversuche, durch den Vergleich von Releasern und
Non-Releasern sowie durch die Untersuchung der Kalziumabhéngigkeit der Histamin-
freisetzung nach Stimulation mit IPSE.

Die Strippingversuche (Abb. 9, S. 33) liefern den ersten Beweis, dass IPSE IgE-abhéngig
menschliche basophile Granulozyten stimuliert. Als Positivkontrolle wurde Anti-IgE
gewdhlt. fMLP, das bekannterweise nicht iiber den Fc.RI-Rezeptor seine Wirkung
entfaltet, diente als Negativkontrolle. Schon 2003 hatten Schramm et al. mit Hilfe von
SDS-PAGE sowie Western Blotting von IPSE und anschlieBender Inkubation mit
humanem IgE Hinweise auf die Bindung von IPSE an IgE erhalten [86]. Silke Blindow
verwendete SDS-PAGE und Western Blotting um zu zeigen, dass IPSE nicht nur an IgE,
sondern auch an IgG, IgA und IgM(kappa) sowie IgG1(lambda), IgG3(lambda) bindet [6].
Da wir die Resensibilisierung der basophilen Granulozyten mit unspezifischem humanem
IgE vorgenommen haben, ergibt sich eine weitere Schlussfolgerung: IPSE ist demnach
unabhingig von IPSE-spezifischem IgE in der Lage, basophile Granulozyten zu
stimulieren. Unsere Schlussfolgerung in diesem Punkt wird durch Ergebnisse unserer
Partnergruppe in Borstel bestétigt, in denen Basophile verschiedener norddeutscher
Spender, die nie an Schistosomiasis litten, mit IPSE stimuliert wurden und trotzdem eine
Histaminausschiittung zeigten [38]. Auch in murinen basophilen Granulozyten wurde
dieser Effekt von IPSE vor kurzem nachgewiesen [87]. Diese Ergebnisse weisen des
Weiteren auf die Rolle der menschlichen basophilen Granulozyten bei der angeborenen
Immunitét hin, die erst in den letzten Jahren erkannt worden ist [29].

Releaser und Non-Releaser zeigten jeweils das gleiche Muster bei den Dosiswirkungs-
kurven nach Stimulation mit Anti-IgE und IPSE (Abb. 10 A+B, S. 34): Non-Releaser
lieBBen sich signifikant schlechter durch beide stimulieren als Releaser. Bei Stimulation mit
fMLP hingegen zeigten Releaser wie auch Non-Releaser gleich hohe Histamin-
freisetzungen (Abb.10 C, S. 35). Non-Releaser zeichnen sich durch eine Syk-defizienz aus
([56], [57]). Sie zeigen bei Stimulation mit IgE-abhéngigen Stimuli keine oder eine sehr

geringe Histaminfreisetzung, da Syk eines der ersten Signaltransduktionsproteine in der
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IgE-vermittelten Signalkaskade ist, das direkt mit dem Fc.RI-Rezeptor in Verbindung
steht. Somit erbringen wir mit Hilfe dieses Versuchs den zweiten Beweis, dass IPSE an
IgE bindet und iiber den Fc.RI-Rezeptor seine Wirkung entfaltet. Anti-IgE und fMLP
fungierten als Kontrollen.

Die Abhingigkeit der Histaminfreisetzung vom extrazelluldren Kalziumeinstrom in die
Zelle bei Stimulation mit IPSE (Abb. 11, S. 36) ist der dritte Beweis, dass das Wirkprinzip
des IPSE IgE-abhingig ist, da die IgE-vermittelte Signalkaskade abhingig vom extra-
zelluldren Kalzium abléduft [46]. Als Positivkontrolle wurde Anti-IgE verwendet.

In dem Versuch, der in Abbildung 12 (S. 37) dargestellt ist, wurden Basophile mit Anti-
IgE oder IPSE stimuliert, die Zellen gewaschen und entweder so belassen oder restimuliert.
Die mit IPSE stimulierten Zellen, die nicht restimuliert wurden, zeigten eine signifikant
hohere Histaminfreisetzung als die vergleichbaren mit Anti-IgE stimulierten Zellen.
AulBlerdem ist der Unterschied zwischen gewaschenen und restimulierten Basophilen bei
Stimulation mit IPSE nicht signifikant im Gegensatz zu Anti-IgE. Aus diesen beiden
Ergebnissen folgern wir, dass nach dem Waschen mehr IPSE am Fc.;RI-Rezeptor
verblieben ist als Anti-IgE. Also muss die Bindungsstdrke von IPSE zum Fc.RI-Rezeptor
grofBer sein als die von Anti-IgE zum Fc.RI-Rezeptor. Dies ist ein Hinweis darauf, dass
IPSE eine hohere Affinitdit zum IgE-Molekiil hat als Anti-IgE. Das unterschiedliche
Bindungsverhalten der beiden zum IgE-Molekiil konnte ein Grund hierfiir sein (8.4., S.54).

8.2. IPSE entfaltet seine Wirkung liber dieselbe Signalkaskade wie Anti-IgE

Die Hemmstoffversuche (Abb. 13, S. 38) deuten darauf hin, dass IPSE keinen ,,eigenen*
bisher unbekannten Signaltransduktionsweg einschldgt, nachdem es an den Fc.RI-
Rezeptor bindet. Demnach sind die Signaltransduktionsproteine PI-3-Kinase, p38MAPK
und PLC an der Signalkaskade des IPSE beteiligt, die alle der IgE-vermittelten
Signalkaskade angehoren. ERK 1+2 beeinflussen iiber die Phospholipase A, (PLA»)
tiberwiegend die LTC,-Sekretion, weniger die Histamin- oder Zytokinproduktion [76].
Demzufolge sind sie bei der Histaminbestimmung nicht aktiviert. Die Funktion der PKC-
Familie ist noch nicht vollstindig geklért ([105], [68]). An der IPSE-Signalkaskade ist sie
zumindest nicht beteiligt.

PTX blockiert die Hauptfunktionen, die durch fMLP induziert sind. Die PTX-Insensitivitit
von IPSE zeigt also, dass IPSE seine Wirkung nicht zusdtzlich iiber den
Signaltransduktionsweg des fMLP entfaltet (Abb. 14, S. 39).
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8.3. Funktionelle Untersuchungen

Die funktionellen Untersuchungen ergaben eine starke Ahnlichkeit von IPSE und Anti-IgE
im Dosiswirkungsprofil und in der Kinetik zeigten sich leichte Unterschiede:

Die Dosiswirkungskurven der Histamin- und Zytokinausschiittung nach Stimulation mit
Anti-Ig und IPSE sind glockenformig. Beachtenswert ist, dass supraoptimale
Konzentrationen von Anti-IgE und IPSE zu einem schnellen Abfall der Zytokinproduktion
filhren, wohingegen die Histaminfreisetzung dadurch weniger beeinflusst wird (Abb. 15
und 16, S. 41-42). Diese Unterschiede fiihrten uns zu der Annahme, dass moglicherweise
ein endogener Inhibitormechanismus und nicht ein Uberschuss an monovalenten Antigen-
IgE/Fc.RI-Komplexen, wie bisher angenommen [74], fiir die reduzierte Antwort nach
Stimulation mit supraoptimaler Anti-IgE-Konzentration verantwortlich sein konnte [33].
Die Western Blots von p38 MAPK und ERK 1+2 der korrespondierenden Versuchsreihe
zeigen eine “Glockenkurvigkeit” in der Expression ihrer aktivierten Form. Das deutet
darauf hin, dass der Mechanismus, der fiir die Glockenkurvigkeit verantwortlich ist, iiber
diesen Signalen liegt. SHIP war nach supraoptimaler Anti-IgE-Stimulation stark phos-
phoryliert im Vergleich zu niedrigeren Stimuluskonzentrationen (Daten nicht als Graphik
dargestellt). fMLP hingegen, das als Kontrolle diente, konnte SHIP nicht phosphorylieren
und zeigte keine glockenformige Dosiswirkungskurve. SHIP liegt in der Signalkaskade
oberhalb von p38 MAPK und ERK 1+2. Diese Ergebnisse fiithrten uns zu der Annahme,
dass SHIP ein inhibitorisches Signal der IgE-vermittelten Aktivierung von humanen
Basophilen ist, vor allem im supraoptimalen Bereich. Zur gleichen Zeit, als die ersten
Versuche zur Erforschung dieses Phdnomens von uns unternommen wurden,
verdffentlichen Huber et al. ein Tiermodell mit SHIP-knock-out-Mausen. Dieses zeigte,
dass SHIP die Fc.RI-induzierte Degranulation von Mastzellen im supraoptimalen Bereich
herunterregulieren kann [35].

Zur Ausfiihrung der Kinetikversuche, die Bestandteil dieser Dissertation sind, war es
notwendig, die Konzentrationen zu ermitteln, bei denen die maximale Histaminfreisetzung
nach Stimulation mit Anti-IgE und IPSE gleich ist. Nur so war ein direkter Vergleich der
Kinetiken moglich. Dabei war zu erkennen, dass die maximale Histaminausschiittung je
nach Konzentration des Stimulus unterschiedlich hoch ausfiel. Unsere Forschungsgruppe,
vor allem B.F. Gibbs, hat sich mit dem Thema ausfiihrlich auseinandergesetzt. Unsere
Daten demonstrieren, dass der Zeitverlauf der Phosphorylierung aktivierender sowie

inhibitorischer Signaltransduktionsproteine dosisabhingig ist. Dabei fiihren hohe Anti-IgE-
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und IPSE-Konzentrationen zu einer schnelleren Phosphorylierung als niedrige Anti-IgE-
und IPSE-Konzentrationen ([32], [33]). Zudem folgt die Phosphorylierungskinetik von
aktivierenden Molekiilen einer glockenférmigen Kurve, die weiter nach links, das heiflit zu
fritheren Zeitpunkten in der Kinetik verschoben ist, je hoher die Stimuluskonzentration ist.
Das lasst vermuten, dass in einem klinischen Zusammenhang die Quantitdt und nicht nur
die Qualitit eines Antigens ein wichtiger Parameter fiir die Festlegung eines Zeitrasters
einer allergischen Reaktion ist ([32], [33]).

Bei gleich hoher maximaler Histaminfreisetzung zeigte sich in den Kinetikversuchen, die
fiir die vorliegende Dissertation durchgefiihrt worden sind, dass IPSE signifikant schneller
zu einer Histaminausschiittung fiihrt als Anti-IgE (Abb. 17, S. 43). Die Western Blots von
Syk, p38MAPK und ERK 1+2, die durch denselben Versuch entstanden sind, weisen das
gleiche Muster auf wie die densitometrischen Daten und die Histaminfreisetzungsdaten.
Bemerkenswert ist, dass p38MAPK und vor allem ERK 1+2 zu einem frithen
Messzeitpunkt gering exprimiert waren (Abb. 19 B und 20 B, S. 45-46). Dies liegt mit
groBer Wahrscheinlichkeit daran, dass p38MAPK und ERK 142 spite Signale in der IgE-
vermittelten Signalkaskade sind. Im Gegensatz dazu ist Syk, welches ein friihes

Signaltransduktionsprotein ist, von Anfang an stark exprimiert.

8.4. IPSE und IgE formen aktivierende Komplexe

Das IgE-Molekiil ist in der Lage den Fc.RI-Rezeptor zu aktivieren, auch wenn es vor
Kontakt zu den Basophilen mit einer bestimmten Menge an IPSE beladen wird (Abb. 21,
S. 48). Wir gehen davon aus, dass IPSE und IgE Komplexe bilden. Das stochiometrische
Verhiltnis zwischen IPSE und IgE in den Komplexen, das zu einer maximalen
Histaminausschiittung fiihrt, scheint dabei zwischen 2:1 und 4:1 zu liegen. Wir vermuten,
dass 1:2- und 1:1-IPSE-IgE-Komplexe nur zu einer partiellen Aktivierung des Rezeptors
fithren, hingegen bei 8:1- bis 32:1-IPSE-IgE-Komplexen zum Teil die Bindungsstelle des
IgE-Molekiils mit dem Fc.RI-Rezeptor durch die IPSE-Molekiile blockiert ist, was zu einer
Minderung der Histaminausschiittung fiihrt. Die Expression von p38MAPK und ERK 1+2
korrelliert mit der Histaminfreisetzung, wie aus Abbildung 21 A (S. 48) ersichtlich ist.
Daraus ergibt sich, dass die Histaminfreisetzung tliber den IgE-vermittelten Weg zustande
gekommen ist, da p38MAPK und ERK Schliisselproteine in der IgE-vermittelten
Signalkaskade sind.

Dass IPSE IgE-vermittelt seine Wirkung an basophilen Granulozyten entfaltet, aber nicht

iiber eine Quervernetzung zweier IgE-Molekiile, sondern iiber monovalente Bindung,
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vermutete G. Schramm aufgrund von unter anderem folgendem Versuchsaufbau: Es
wurden verschiedene Sandwich Assays durchgefiihrt, wobei IgE im BIACORE oder auf
einem Dot-Blot immobilisiert und mit IPSE inkubiert, dann die weitere Bindung von
gelostem IgE tiberpriift wurde. Statt IPSE wurden als Kontrollen eine Pufferlosung und
Anti-IgE verwendet. Dabei konnte keine Quervernetzung der IgE-Molekiile durch IPSE
oder durch die Pufferlosung, wohl aber durch Anti-IgE nachgewiesen werden (G.
Schramm, unveroffentlicht).

Aufgrund unserer Ergebnisse und der Ergebnisse von Schramm et al. gehen wir davon aus,
dass ein Komplex aus zwei IPSE-Molekiilen an einem IgE-Molekiil an den Fc.RI-Rezeptor
bindet und so monovalent den menschlichen basophilen Granulozyten aktiviert.

Dass IPSE zwei Bindungsstellen an einem IgE-Molekiil hat, im Gegensatz zu Anti-IgE,
das jeweils eine Bindungsstelle an zwei IgE-Molekiilen besitzt, konnte eine Erklarung fiir
die hohere Affinitdt des IPSE zum IgE-Molekiil im Vergleich zur Affinitit von Anti-IgE
zum IgE bieten. Diese Beobachtung machten wir indirekt in Versuchen, bei denen die
Bindungsstirke von IPSE zum Fc.RI-Rezeptor grofer war als die von Anti-IgE zum
Fc.RI-Rezeptor (8.2., S. 51 und Abb. 12, S. 37). Die Feststellung von Silke Blindow im
Rahmen ihrer Dissertation, dass die Daten fiir die Bindung von IPSE an Immunglobuline
auf eine positiv kooperative Bindung hinweisen, sind eine Bestitigung unserer
Vermutungen. Die positiv kooperative Bindung schlieBt eine Bindung von mindestens
zwel Molekiilen IPSE an IgE ein, wobei die Bindung des ersten Molekiils IPSE die
Affinitdt fiir die Bindung des zweiten erhoht [6].

Wie aus Abbildung 22 (S. 49) ersichtlich, ist IPSE nicht in der Lage, den Fc;RI-Rezeptor
zu aktivieren und eine Histaminfreisetzung zu bewirken, wenn nur IgE(Fc)-Fragmente auf
den basophilen Granulozyten vorhanden sind. Schlussfolgernd daraus ergibt sich, dass eine
alleinige Bindung von IPSE an den Fc-Teil des IgE-Molekiils nicht zu einer Aktivierung
der IgE-abhdngigen Signalkaskade fiihren kann; IPSE kann, nach diesem Ergebnis
urteilend, nur den Fc.RI-Rezeptor aktivieren durch Bindung sowohl an den Fc- als auch an
den Fab-Teil des IgE-Molekiils oder aber durch alleinige Bindung an den Fab-Teil. Auch
Silke Blindow beschrieb in ihrer Dissertation, dass sie aufgrund von Ergebnissen aus SDS-
PAGE und Western Blotting von Fab- und Fc-Teilen und anschlieBender Inkubation mit
IPSE davon ausgeht, dass IPSE an die Fab- und die Fc-Teile des IgE bindet [6].

Wie in 3.5.1. (S. 12) beschrieben, wird davon ausgegangen, dass es zu einer
Konformationsédnderung im IgE-Molekiil bei dessen Bindung an den Fc:RI-Rezeptor

kommt ([104], [107]). Es ist denkbar, dass das IgE-Molekiil eine weitere Konformations-
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anderung durch die Bindung des IPSE an den Fab- sowie den Fc-Teil des IgE-Molekiils
erfahrt (Abb. 23, S. 55). Silke Blindow hat bereits beschrieben, dass es Hinweise auf das
Vorliegen konformationeller Bindungsstellen auf dem IPSE-Molekiil und bestimmter
daran beteiligter Aminosdurenkombinationen gibt [6]. Dies wiirde der bisher allgemein
akzeptierten Erkldrung der Signaltransduktion durch Aggregation von Fc.RI auf
Basophilen und Mastzellen nach Quervernetzung des daran gebundenen IgE durch
multivalente Antigene ohne Konformationsdnderung des IgE [74] widersprechen.
Aufgrund der oben dargestellten Ergebnisse kann IPSE weder den B-Zell-Superantigenen
noch den Lektinen im herkémmlichen Sinne zugeordnet werden (3.5.2.1., S. 13). Somit
liegt die Vermutung nahe, dass es sich hierbei um einen neuartigen, bisher unbekannten
Mechanismus der IgE-vermittelten Zellaktivierung handelt, der durch die Bindung und
Konformationsédnderung des monomeren IgE/Fc.RI-Rezeptorkomplexes ohne dessen
Quervernetzung vermittelt wird. Unter dieser Hypothese fiihrt die Bindung von zwei bis
vier Molekiilen IPSE an ein Molekiil IgE zu einer maximalen Mediatoraussschiittung.

Es stellt sich die Frage, ob IPSE mit seinen Bindungseigenschaften ein Einzelfall ist oder
ob es weitere Antigene oder andere Substanzen gibt, bei denen ein dhnlicher Bindungs-
und Wirkmechanismus vorliegt. Die These, dass grundsitzlich eine monovalente
Aktivierung des Fc.RI-Rezeptors moglich wiére, wird durch die Ergebnisse von
Kalesnikoff et al. gestiitzt. Sie untersuchten die Effekte der monomerischen IgE-Bindung
an murinen Mastzellen. Kalesnikoff et al. zeigten, dass monomerisches IgE in
Abwesenheit eines Antigens mehrere Phosphorylierungsvorginge in murinen Mastzellen
stimuliert. Diese Phosphorylierungsvorgiinge bewirken eine verstirkte Zytokinproduktion
und ein verldngertes Zelliiberleben [48]. AuBerdem wird in einigen Verdffentlichungen
beschrieben, dass es durch Bindung des IgE-Molekiils an den Fc:RI-Rezeptor zur
Hochregulierung der Fc.RI-Rezeptor-Expression kommt ([51], [58]). Kitaura et al. stellen
zur Diskussion, ob monomerische IgE-Molekiile in Abwesenheit eines Antigens den
Fc.RI-Rezeptor auf murinen Mastzellen aggregieren konnen und so eine Zytokin-
freisetzung bewirken [59]. Vor dem Hintergrund der von uns gewonnenen Ergebnisse stellt
sich allerdings die Frage, ob es nicht eher zu einer monovalenten Stimulation des Fc.RI-
Rezeptors durch IgE - ohne Quervernetzung - auf Grund von Konformationsdnderungen
im IgE-Molekiil kommt. Kitaura et al. selbst schreiben, dass neben der von ihnen
favorisierten Aggregationstheorie auch eine Konformationsidnderung des IgE die Ursache
fiir ihre Versuchsergebnisse sein konnte ([52], [59]).

Insofern scheint die monomerische IgE-Bindung an den Fc.RI-Rezeptor nicht allein ein
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passiver Vorsensibilisierungsschritt zu sein, wie bisher angenommen. Und es ist denkbar,
dass Antigene oder andere an IgE gebundene Substanzen durch monomerische Bindung an

den Fc;RI-Rezeptor ohne Quervernetzung ihre Wirkung auf die Zelle entfalten, sei es an

Mastzellen oder an Basophilen.
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9. Zusammenfassung

Basophile Granulozyten besitzen bei IgE(Immunglobulin E)-vermittelten Erkrankungen
eine wichtige Funktion: An humanen Basophilen wurde gezeigt, dass sie der Zelltyp sind,
der als erstes IL-4 (Interleukin 4) nach Allergenexposition exprimiert. Daher spielt das aus
Basophilen freigesetzte IL-4 hochstwahrscheinlich eine entscheidende Rolle in der
Kontrolle der Entwicklung einer Th2-Immunantwort. Jeder gesunde Mensch reagiert mit
einer Th2-Antwort auf eine Infektion mit Helminthen, aber nicht jeder entwickelt
Allergien, die wie die Parasitose durch eine Th2-Antwort und eine IgE-Erhéhung
gekennzeichnet sind. Um die Mechanismen einer Allergieentwicklung zu ergriinden, bietet
es sich daher an, die Infektion mit Helminthen und deren Charakteristika zu studieren.
IPSE (Interleukin 4-induzierendes Prinzip aus Schistosoma mansoni-Eiern) ist ein vor
kurzem entdeckter Faktor aus Schistosoma mansoni-Eiern. Er regt humane Basophile zur
Degranulation und zur Freisetzung von Histamin, IL-4 sowie IL-13 an und ist dafiir
verantwortlich, dass die Eier von Schistosoma mansoni zuverldssig eine Th2-Antwort
induzieren.

Ziel der vorliegenden Dissertation ist es, die funktionellen Eigenschaften des IPSE in
Bezug auf dessen Wirkung an humanen Basophilen vor allem im Vergleich mit Anti-IgE
zu ergriinden. Auflerdem sollten die molekularbiologischen Ergebnisse unserer Partner-
forschungsgruppe durch Untersuchungen auf zelluldrer Ebene verifiziert werden.

Die folgenden Ergebnisse sind das Produkt aus Stimulationsversuchen mit aufgereinigten
humanen basophilen Granulozyten. Es wurden Histamin im Technicon Autoanalyser II,
Leukotrien-C, und Interleukine mit Hilfe des ELISA(Enzym-linked immunosorbent assay)-
Prinzips, sowie verschiedene Signaltransduktionsproteine mittels SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese und Western Blotting bestimmt.

Die Untersuchungen ergaben eine starke Ahnlichkeit von IPSE und Anti-IgE im
Dosiswirkungsprofil und der Signaltransduktionskaskade, in der Kinetik zeigten sich
leichte Unterschiede. Der Bindungs- und Wirkmechanismus von IPSE am Fc.RI-Rezeptor
scheint sich dagegen grundlegend von dem des Anti-IgE zu unterscheiden.

Unsere Ergebnisse bestétigten nicht nur, dass IPSE IgE-abhéngig menschliche Basophile
stimuliert, sondern auch, dass es seine Wirkung iiber dieselbe Signalkaskade wie Anti-IgE
und nicht zusétzlich liber den Signaltransduktionsweg des fMLP (N-formyl-L-Methionyl-
L-Leucyl-Phenylalanin) entfaltet. Da die Resensibilisierung der basophilen Granulozyten

mit unspezifischem humanem IgE vorgenommen wurde, ergibt sich schlussfolgernd, dass
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IPSE unabhingig von Antigen-spezifischem IgE basophile Granulozyten zu stimulieren
vermag. Dieses Ergebnis weist auf die Rolle der humanen Basophilen bei der angeborenen
Immunitét hin, die erst in letzter Zeit zur Diskussion steht. Die Dosiswirkungskurven der
Histamin- und Zytokinausschiittung von IPSE und Anti-IgE sind jeweils glockenférmig. In
den Kinetikversuchen zeigte sich bei gleich hoher maximaler Histaminfreisetzung, dass
IPSE signifikant schneller zu einer Histaminausschiittung fiihrte als Anti-IgE.

Unsere Untersuchungen ergaben weiterhin, dass ein Komplex aus zwei bis vier IPSE-
Molekiilen und einem IgE-Molekiil an einen Fc.RI-Rezeptor bindet und so monovalent zu
einer maximalen Mediatorausschiittung des menschlichen basophilen Granulozyten fiihrt.
AuBerdem weisen unsere Ergebnisse darauf hin, dass IPSE seine Wirkung am Fc.RI-
Rezeptor durch Bindung sowohl an den Fab(Fragment antigen binding)- als auch an den
Fc(Fragment cristalline)-Teil des IgE entfaltet. Aufgrund dieser Ergebnisse kann IPSE
weder den B-Zell-Superantigenen noch den Lektinen im herkdmmlichen Sinne zugeordnet
werden, die zwar auch Basophile und Mastzellen IgE-abhingig und antigen-unspezifisch
aktivieren, aber sich in ihren Bindungseigenschaften grundlegend von IPSE unterscheiden.
Damit liegt die Vermutung nahe, dass es sich hierbei um einen neuartigen, bisher
unbekannten Mechanismus der IgE-vermittelten Zellaktivierung handelt, der durch die
Bindung und Konformationsénderung des monomeren IgE/Fc.RI-Rezeptorkomplexes ohne

dessen Quervernetzung vermittelt wird.
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