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1 Einleitung

1.1 Allergische Erkrankungen und die Bedeutung

basophiler Granulozyten

... canst thou quake, and change thy colour,
Murder thy breath in the middle of a word,
And then begin again, and stop again,

As if thou wert distraught and mad with terror?
William Shakespeare, Richard III.

Dieses Zitat beschreibt die typischen Symptome einer anaphylaktischen
Reaktion. Die tauschend echte Darstellung durch den englischen Koénig Richard
lll. (1483-1485) Dberuhte keinesfalls auf einem herausragenden
schauspielerischen Talent. Der Monarch litt vielmehr unter einer
Nahrungsmittelallergie gegen Erdbeeren, die er nach Shakespeare politisch
geschickt zu nutzen wusste. Durch den Verzehr einiger Erdbeeren Uberzeugte
er seinen Hof, dass ein in Ungnade gefallener Lord ihn verhexen wolle,

woraufhin dieser per Lynchjustiz sofort enthauptet wurde.
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Der Begriff Allergie wurde 1906 durch den Wiener P&adiater Clemens von
Pirquet eingefuhrt. Allergische Erkrankungen zeigen in den westlichen
Industrienationen einen raschen Anstieg der Pravalenz. In Schweden z.B. hat
sich die Pravalenz bei Kindern innerhalb von 12 Jahren verdoppelt. Am
haufigsten kommen dabei Allergien gegen Hausstaubmilbenallergene
(Dermatophagoides pteronyssinus) vor. Die Ursache dieser Zunahme wird
haufig mit der verminderten Antigenexposition unserer westlichen Kultur in
Verbindung gebracht. Dabei spielen Faktoren wie exzessive Hygiene,
Antibiotika im frihen Kindesalter oder Impfungen eine Rolle. Daneben gibt es
aber auch genetische Veranlagungen, wie bestimmte HLA-Allele oder
Polymorphismen des hochaffinen IgE-Rezeptors [56].

Normalerweise fuhrt die Reaktion des Immunsystems auf ein Antigen zu
einer Thl-Zell-vermittelten Reaktion mit der Ausschittung von Interferon-y und
der Bildung von IgG1 und IgG4 Antikorpern. Atopiker, Menschen mit einer
Anlage zu allergischen Reaktionen, bilden gegen einige Substanzen IgE
Antikorper. Dies wird durch Th2-Zellen und die Bildung von bestimmten
Cytokinen, wie Interleukin 4 und 13 vermittelt. Diese sind neben den
Costimulatoren CD40 und dessen Ligand CD154 entscheidend fiur die
Transkription von IgE in B-Zellen [56].

Die IgE vermittelte allergische Reaktion lasst sich in zwei Phasen
einteilen: Zunéchst kommt es innerhalb von Minuten zu einer lokalen, durch
Mastzellen vermittelten Entzindungsreaktion, die in Abh&ngigkeit von der
Allergenmenge nach ca. 6- 9 Stunden von einer Spatreaktion (late-phase-
reaction= LPR) gefolgt wird. Nach Bindung des Allergens durch IgE-Antikdrper,
die an hochaffine IgE-Rezeptoren auf Mastzellen gebunden sind, kommt es
durch Quervernetzung dieser Rezeptoren zur Ausschuttung einer Vielzahl von
Mediatoren. Dabei wird auch Tryptase freigesetzt, die proteaseaktivierte
Rezeptoren auf Endothelien und Epithelien stimuliert, was zur
Oberflachenexpression von Adhasionsmolekilen fuhrt [56]. Diese vermitteln

unter anderem die Einwanderung von Basophilen und Eosinophilen in das
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betroffene Gewebe, die dann die allergische Reaktion weiter unterhalten. Die
transendotheliale Migration von Basophilen wird dabei in erster Linie durch
Eotaxin und B1-Integrine vermittelt [50]. Basophile produzieren auch Th2-
typische Mediatoren wie IL-4 und IL-13 und exprimieren den CD40 Liganden,
der fur den Klassenwechsel in B- Zellen zur Produktion von IgE wichtig ist [9,
34, 56, 59, 88, 96].

Neben der etablierten Funktion bei allergischen LPRs kénnten Basophile
auch bei anderen Erkrankungen eine wichtige Rolle spielen. Erst kirzlich wurde
gezeigt, dass sie Magenmucosa infiltrieren, die mit Helicobacter pylori infiziert
ist. Bestimmte Peptide des Bakteriums sind dabei chemotaktische Reize fur
Basophile [26].

1.2 Eigenschaften basophiler Granulozyten

1.2.1 Entdeckung und Entstehung

Ein Jahr nach seiner Entdeckung der Mastzellen beschrieb Paul Ehrlich im Jahr
1879 erstmals basophile Granulozyten [29, 30]. Ebenso wie Mastzellen
zeichnen sie sich durch ihre auffélligen, mit basischen Farbstoffen anfarbbaren
Granula aus. Mit nur 1% aller Leukozyten, stellen Basophile die kleinste
Granulozytensubpopulation des peripheren Blutes dar. Bei Allergikern kann sich
ihre Zahl allerdings verdoppeln. Sie sind mit ihrem Durchmesser von ungefahr
10-14pm auch die kleinste Granulozytenspezies [53]. Wahrend Mastzellen als
unreife Vorlauferzellen das Knochenmark verlassen und sich im normalen
Bindegewebe verschiedener Organe spezifisch differenzieren, erhalten

Basophile bereits im Knochmark ihre terminale Differenzierung und zirkulieren
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im peripheren Blut. Erst aufgrund bestimmter chemotaktischer Signale
verlassen sie die Blutbahn [88].

Lange Zeit hielt man Basophile fir eine Form zirkulierender Mastzellen.
Als sicher gilt inzwischen, dass Mastzellen nicht aus reifen Basophilen
hervorgehen [96]. Beide entstehen aus CD34" Vorlauferzellen. Das wichtigste
Cytokin fur die Differenzierung Basophiler ist Interleukin 3 (IL-3). Mastzellen
bendétigen dagegen fir die Differenzierung SCF (= stem cell factor, auch als c-
kit Ligand bezeichnet) [34]. Die genaue ldentitdt der Basophilen-Stammzelle ist
nicht abschlielend geklart. In vitro Untersuchungen bzw. Experimente mit
Leukadmiezelllinien ergaben einerseits Hinweise auf eine gemeinsame
Vorlauferzelle von Basophilen und Eosinophilen, andererseits auf eine
Gemeinsame Entwicklung von Basophilen und Megakaryozyten [4]. Die
Moglichkeit eines gemeinsamen Ursprungs von Basophilen und Mastzellen legt
der Oberflachenmarker CD203c nahe. Dieser erkennt neben reifen Mastzellen
und Basophilen eine gemeinsame Vorlauferpopulation dieser Zellen. Diese
Moglichkeit wird auch durch die Beobachtung unterstitzt, dass bei manchen
Allergikern Zellen mit einem gemischten Basophilen-Mastzellen Phanotyp

beobachtet werden [4].

1.2.2 Phéanotyp

Basophile exprimieren ein charakteristisches Muster von
Oberflachenmolekilen, das sich deutlich von dem auf Mastzellen oder
Eosinophilen unterscheidet. Neben den basophilenspezifischen Markern Bsp-1
und BB1 exprimieren Basophile im Gegensatz zu Mastzellen in hohem MalRe
CD123, einen Rezeptor fir IL-3. Die Expression von c-kit (CD117) ist hingegen
im Vergleich zu Mastzellen sehr gering [4].
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Die Oberflachenmarker lassen sich in verschiedene Gruppen einteilen,
die im Folgenden tabellarisch aufgelistet sind. Marker die von Basophilen, nicht

aber von Mastzellen exprimiert werden sind mit * gekennzeichnet:

Cytokinrezeptoren:  IL1-R2 (CD121b)*, IL2-R (CD25)*, IL3-R (CD123), IL4-R
(CD124), IL5-R (CD125), IL8-R (CD128), IL18-R, GM-CSFR (CD116), IFN-
a/BR (CD118), IFN-yR (CD119), NGFR related (CD40)*

Chemokinrezeptoren: CCR1, CCR2, CCR3, CCR5 (CD195), CXCR1
(CDw128a), CXCR2 (CDw128b), CXCR4 (CD184), CRTH2

Immunglobulinrezeptoren:  FceRIl, FCyRIl (CD32w).

Komplementrezeptoren: CR1* (CD35), CR2 (CD21), CR4 (CD11lc), C5aR
(CD88), MCP (CD46), DAF (CD55), MACIF (CD59)

Adhéasionsmolekiile:

1. Integrine: B1 common (CD29), VLA-1 (CD29+CD49a), VLA-3
(CD29+CD49c), VLA-4 (CD29+CD49d), VLA-5 (CD29+CD49¢), 2 common
(CD18)*, LFA-1 (CD18+CD11la)*, C3biR/Mac-1 (CD18+CD11b)*, p150
(CD18+CD11c), Pgp-1 (CD44)

2. Selektine: Lewis-x/Lex (CD15s), L-selectin/LAM-1 (CD62L), P-selectin/
PSGL-1 (CD162)*

3. Andere Adhéasionsmolekile: ICAM-1 (CD54), ICAM-2 (CD102), ICAM-3
(CD50), PECAM (CD31)*, LFA-3 (CD58), Leukosialin (CD43)

Andere: Basophil activation antigen (CD63), DRAP27/MRP-1 (CD?9),
Aminopeptidase N (CD13)*, Lactosylceramid (CDw17)*, Dipeptidylpeptidase IV
(CD26), Leukocyte common antigen (CD45), Neurophilin/IAP (CD47), activation
inducer molecule/AIM (CD69), MIC2 gene product (CD99), PETA-3 (CD151),
BST-1 (CD157), MGC-24v (CD164), E-NPP3 (CD203c), Bsp-1*, BB1*, 212H6*

[1, 4, 10, 12, 13, 40, 42, 75, 101, 107, 109, 118]
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1.3 Aktivierung basophiler Granulozyten

1.3.1 Signaltransduktion tber den hochaffinen IgE-R  ezeptor

Sowohl Basophile als auch Mastzellen exprimieren den hochaffinen IgE-
Rezeptor FceRI. Auf diesen Zellen liegt er als Tetramer, bestehend aus a-, -
und zwei y-Untereinheiten vor. Er kommt auch auf anderen Zellen vor, z.B. auf
Monozyten. Diese exprimieren aber nur a- und y-Untereinheiten [88]. Zur
Aktivierung kommt es, wenn zwei Rezeptoren durch die Quervernetzung des
rezeptorgebundenen IgE mit einem Antigen (Allergen) miteinander verbunden
werden. Die nahere Charakterisierung der Siganaltransduktionsmechanismen,
die in Abbildung 1 graphisch dargestellt sind, verwendet Daten aus
verschiedenen experimentellen Systemen. Pharmakologische Untersuchungen
mit verschiedenen Inhibitoren zeigen aber, dass die dargestellten
Signalkaskaden vermutlich auch bei der Basophilenaktivierung beteiligt sind
[71]. Der genaue Mechanismus der Aktivierung des Rezeptorkomplexes ist
ausfuhrlich untersucht worden [31, 52, 57]. Dabei spielt offenbar auch die
rdumliche  Organisation und damit die fokale Konzentration von
Signalmolekilen in Membrankompartimenten eine wichtige Rolle [36]. Durch
die Quervernetzung des Rezeptors kommt es zu einer Aktivierung der
Tyrosinkinasen Lyn und Syk. Lyn katalysiert die Phosphorylierung von ITAMs
(immunoreceptor tyrosine-based activation motifs) in den (- und Y-
Untereinheiten des Rezeptors, wodurch weitere Lyn-Molekile und Syk binden
konnen. Diese Bindung wird Uber phosphotyrosinbindende Doménen (SH2
domain= src homology 2 domain) vermittelt. Syk wird von Lyn phosphoryliert
und dadurch aktiviert [106].

Ein Substrat von Syk ist das Adapterprotein LAT (=linker for activation of
T cells), das unter anderem GRB2 (= growth factor receptor bound protein 2)

bindet. Dieses aktiviert SOS (son of sevenless), ein Nukleotidaustauschfaktor,
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der die GTPase Ras aktiviert. Diese fuhrt schlie3lich zu einer Aktivierung der
ERK MAPK-Kaskade (ERK= extracellular signal regulated kinase; MAPK=
mitogen activated protein kinase). ERK spielt eine zentrale Rolle fir die
Synthese des Lipidmediators Leukotrien C4 (LTC4). Uber einen &ahnlichen
Mechanismus kommt es zur Assemblierung von LAT, SLP76 (SH2 domain
containing leukocyte protein of 76kDa) und dem Nukleotidaustauschfaktor VAV,
der die GTPase Rac aktiviert. Diese aktiviert die Kaskaden der MAP- Kinasen
JNK (Jun amino-terminal kinase) und p38. Die MAP-Kinase p38 vermittelt unter
anderem die Produktion der Cytokine IL-4 und IL-13 [43, 55].

Ein weiteres Substrat von Syk ist GAB2 (= GRB2 associated binding
protein 2). Uber eine SH2 Domane bindet die Phosphatidylinositol 3-Kinase
(PI3K) an das tyrosinphosphorylierte GAB2 und wird so an die Plasmamembran
transloziert. Dort wird sie durch Tyrosinphosphorylierung aktiviert und
katalysiert die Phosphorylierung von Phosphatidylinositol zu
Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat (PtdinsP3). Phospholipase Cy (PLCy)
bindet nun dber eine phospholipidbindende PH Doméane (PH domain=
Pleckstrin homology domain) an dieses Lipid und wird durch die Tyrosinkinase
Btk (= Bruton’s tyrosine kinase) aktiviert. PLCy spaltet PtdinsP; in die
Signalmolekile Inositoltrisphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG). IP3
vermittelt die Ausschittung von Calcium aus dem endoplasmatischen
Retikulum, welches gemeinsam mit DAG die Proteinkinase C (PKC) aktiviert.
Diese spielt im Zusammenhang mit Calcium eine zentrale Rolle fur die
Degranulation. Ein weiteres, direktes Substrat der PI3-Kinase ist PDK1, eine
Kinase die unter anderem Akt aktiviert. Akt hat in vielen Zellen eine wichtige
antiapoptotische Funktion [55, 106].

Ein Mechanismus der negativen Regulation dieses Systems wird Uber
den 1gG-Rezeptor FcyRIIB vermittelt. Uber ein allergenspezifisches 1gG wird er
mit dem aktivierten FceRI-Komplex verbunden. Die Tyrosinkinase Lyn kann
hierdurch ein im Carboxyterminus des IgG-Rezeptors befindliches ITIM

(immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif) phosphorylieren. Dies
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ermdglicht die Bindung der Inositolphosphatase SHIP (Src-homology 2-domain
containing inositol polyphosphate 5 phosphatase) und des Adapterproteins
DOK1. Durch die Hydrolysierung der Inositolphosphate wird die Bindung von
PISK, PLC und Akt an die Plasmamembran, und damit die Aktivierung
unterbrochen. DOK1 aktiviert das die GTPase-Aktivitat von Ras stimulierende
Protein RasGAP (=Ras GTPase activating protein). Durch die Hydrolysierung
des an Ras gebundenen Guanosintrisphosphat zu Guanosinmonophosphat wird
Ras deaktiviert. Daneben spielt vermutlich auch die Bindung von
Tyrosinphosphatasen an die phosphorylierten ITAMs des FceRI eine Rolle [89].

Neben diesem allergeninduzierten Mechanismus gibt es noch weitere, die
z.B. bei der Stimulation mit IL-3 aktiviert werden. Es wurde auch ein Effekt
verschiedener Pharmaka, die das intrazellulare cAMP beeinflussen, gezeigt.
Diese Signalkaskade ist mit einigen dieser Wirkstoffe ebenfalls in Abbildung 1
gezeigt [32, 71].

Abbildung 1 Schema der intrazellularen Signaltr ~ ansduktion in

basophilen Granulozyten und Mastzellen (Seite  11)
Zur Erlauterung siehe Text und Abkirzungsverzeichnis. Die Produkte von
Basophilen und Mastzellen unterscheiden sich zum Teil; nur von Basophilen
ausgeschuttete Produkte sind mit °, solche die nur von Mastzellen ausgeschuttet
werden sind mit * gekennzeichnet.

Modifiziert nach Kawakami et al [55].
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1.3.2 Degranulation

Histomorphologisches Hauptmerkmal der Aktivierung von Basophilen ist die
Degranulation. Dabei wird eine Vielzahl von Mediatoren freigesetzt, die sich in
drei Gruppen einteilen lassen [55]:

1. In Granula gespeicherte Mediatoren wie Histamin, Chondroitinsulphat,
neutrale Proteasen mit bradykinininduzierender Aktivitat, Peroxidase,
Carboxypeptidase A, Cathepsin G-like Enzym, major basic protein, [-
Glucoronidase, Elastase, Charcot-Leyden crystal protein.

2. Lipidmediatoren: Leukotrien Cj.

3. Cytokine: Interleukin 4 und Interleukin 13.

Mastzellen unterscheiden sich auch hier zum Teil deutlich von
Basophilen. Sie bilden unter anderem ein wesentlich breiteres Spektrum an
Cytokinen [55, 81].

Ein neues sekretorisches Produkt erkennt der Antikérper BB1. Dieser
wurde 1999 von Walls et al. als basophilenspezifischer Antikdrper entwickelt
[75]. Die Identifizierung des Antigens, das sie auf Grund der Lokalisation in den
basophilen Granula Basogranulin nannten, hat sich als auf3erordentlich
schwierig erwiesen. Offenbar ist es Bestandteil eines Proteinkomplexes mit
einer GroRe von ungefahr 2,000,000 Dalton [76]. Basogranulin wird nach
Aktivierung der Zellen mit anti-IgE Antikdrper oder einem Calciumionophor
sezerniert [76, 81]. Wahrend die Histaminausschittung bis ca. 30 Minuten nach
der Stimulation zunimmt, erreicht Basogranulin bereits nach 15 Minuten ein
Maximum. Ein Teil lasst sich dabei durchflusszytometrisch auch auf der
Zelloberflache nachweisen [81].

Die klassische Degranulation erfolgt durch Verschmelzung der Granula
mit der Plasmamembran. Dieser Vorgang wird auch als anaphylaktische
Degranulation (AND) bezeichnet. 1973 beschrieb Ann Dvorak erstmals

Basophile, die teilweise entleerte Granula und zahlreiche kleine Vesikel



Kapitel 1 Einleitung Seite 13

zwischen diesen Granula und der Plasmamembran enthielten [24]. Einige
dieser Vesikel waren mit den Granulamembranen oder der Plasmamembran
verschmolzen. Sie  bezeichnete diese Form der ,stickweisen®
Granulaentleerung als Piecemeal-Degranulation (PMD). PMD wurde daraufhin
auch bei Mastzellen und Eosinophilen beschrieben. In einer Vielzahl chronisch
entzuindlicher Lasionen, in denen diese Zellen vorkommen, ist PMD ein
Hauptsekretionsmechanismus [24]. Ex vivo lasst sich der PMD-Phanotyp in
Basophilen durch Aktivierung mit verschiedenen Stimuli erzeugen. TPA, ein
Aktivator der Proteinkinase C ist in der Lage, PMD uUber einen langeren
Zeitraum zu induzieren. AND wird bei TPA-Stimulation dagegen verspatet und
vermindert beobachtet. Bei anti-IgE-Aktivierung zeigen die Zellen nach 2
Minuten deutlich PMD, nach 7 Minuten fast ausschlie3lich AND. Bei der
allergenvermittelten Aktivierung kommt es also zunachst zu vortubergehender
PMD, gefolgt von AND [28]. Welche physiologischen Stimuli den anhaltenden
PMD-Phanotyp von Basophilen in chronisch entzindlichen L&sionen
aufrechterhalten ist derzeit noch unbekannt. Ebenfalls vollig unbekannt ist,

welche Signalmechanismen bei der Induktion von PMD beteiligt sind.

1.4 Aktivierungsmarker basophiler Granulozyten

Die Aktivierung von Basophilen wird von Veranderungen der Expression von
Oberflachenmolekiilen begleitet. Einige dieser SO genannten
Aktivierungsmarker sind dabei auch schon auf ruhenden Basophilen deutlich
nachweisbar und zeigen eine eher schwache Hochregulierung nach
Stimulation. Hierzu z&hlen Molekile wie CD11b, CD11c, CD18, CD26, CD35
und CDA45. Eine Ausnahme bildet CD203c, das zwar auch auf ruhenden
Basophilen deutlich vorhanden ist, aber stark hochreguliert wird. Bislang ist

CD63 der einzige Marker, der auf ruhenden Basophilen nicht, bzw. nur schwach
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vorhanden ist, und erst nach Aktivierung auf der Zelloberflache erscheint.
Andere Molekule zeigen dagegen nach Aktivierung eine verminderte
Oberflacheexpression wie CD31, CD62L und CD162 (PSGL-1) [9,11].

Neben den beiden wichtigsten Aktivierungsmarkern, CD63 und CD203c,
soll im Folgenden naher auf die in dieser Arbeit erstmals als Basophilen-
Aktivierungsmarker beschriebenen Molekile CD107a, CD107b, CD164 und

CD13 eingegangen werden.

1.4.1 CD63

CD63, auch als LIMP, MLA1, PTLGP40, gp55, Granulophysin, LAMP-3,
ME491, oder NGA bezeichnet, ist ein Mitglied der Familie der Tetraspanine
(TSTF= tetraspan transmembrane family oder auch TM4SF= transmembrane 4
superfamily). Diese Familie zeichnet sich  strukturell durch vier
Transmembrandomé&nen (TMD), zwei ungleiche extrazellulare Schleifen (=
Loops) und den kurzen, jeweils zytoplasmatisch lokalisierten Amino- und
Carboxyterminus aus. Weitere Tetraspanine sind CD9, CD53, CD81, CD82 und
CD151. Die meisten Gewebe exprimieren mehrere dieser Moleklle, mit
Ausnahme von Erythrozyten. Funktionell sind sie in unterschiedlichen
biologischen Prozessen, wie Zelladhasion und Signaltransduktion beteiligt
[105]. Im Rahmen der Zelladhé&sion spielen sie unter anderem eine wichtige
antimetastatische Rolle [94].

CD63 hat, wie alle Tetraspanine, eine Vielzahl von Bindungspartnern mit
denen es auf der Plasmamembran grof3e Komplexe formt. Solche Komplexe
wurden unter anderem beschrieben mit CD11 und CD18 [99], a*B1-Integrin und
CD9 [7] und mit VLA-3 und VLA-6 Integrinen [6]. In Neutrophilen wurde auch
eine mit dem Komplex assoziierte Tyrosinkinaseaktivitdt beschrieben [99].
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Aufgrund dieser ,organisierenden® Eigenschaften, werden sie als ,molecular
facilitators” betrachtet [69].

Neben der aktivierungsabhangigen Expression auf der Plasmamembran
findet sich CD63 vor allem in lysosomalen Membranen, fur die es in der kurzen
carboxyterminalen Domane (CTD) ein spezifisches Zielsignal enthalt [78].
Dieses Signal mit der Sequenz Glycin-Tyrosin-Glutamat-Valin bindet an die p3-
Untereinheit des Adapterkomplexes AP-3, der unter anderem auch fir die
lysosomale Lokalisation von CD107a wichtig ist [63, 91]. In Basophilen ist es
mit der Granulamembran assoziiert, mit der es bei der Degranulation an die
Zelloberflache transloziert wird [58, 76, 78]. Ursprunglich als Aktivierungsmarker
fur Thrombozyten beschrieben, hat sich die Detektion von CD63 auf aktivierten
Basophilen besonders in der durchflusszytometrischen Diagnostik von Allergien

als hilfreich erwiesen [58, 102].

A N- Glykosylierungen

- Y
nH,—TMD1 TMD2 TMD3 EZL ITMD4 CTD—coo
— — — —

YEV.
AP-3
Bindung
B luminal

Abbildung 2 Schemazeichnung der Struktur von CD63

A: CD63 besteht aus vier Transmembrandomanen (TMD1-4), zwei
extrazytoplasmatischen Loops (EZL) und einer carboxyterminalen Doméne
(CTD). Der erste EZL zwischen TMD1 und 2 ist sehr kurz und in der Grafik nicht
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extra bezeichnet. Der EZL zwischen TMD3 und 4 tragt die N- Glykosylierungen
von Asparaginresten. Die CTD beinhaltet das lysosomale Zielsignal Tyrosin(Y)-
Glutamat(E)- Valin(V), das an den Adapterproteinkomplex AP-3 bindet.

B: Vereinfachte Darstellung der rdumlichen Organisation von CD63. Amino-
und Carboxyterminus sind beide cytoplasmatisch orientiert. Die glykosylierte

EZD ist in Granula luminal und in der Plasmamembran extrazellular orientiert.

1.4.2 CD107a/ LAMP-1 und CD107b/LAMP-2

CD107a und CD107b, auch als LAMP-1 und LAMP-2 (LAMP= lysosomal
associated protein) bezeichnet, sind ubiquitar exprimierte Glykoproteine. Als
Hauptbestandteil lysosomaler Membranen (ca. 50%), bilden sie gemeinsam bis
zu 0,2% des gesamten Eiweil3gehaltes einer Zelle [3, 21, 23, 38].

Der Proteinkern von CD107a besteht aus 385 Aminosduren, mit einem
ungefdhren Molekulargewicht von 40kD [112]. Durch die gewebespezifische
Glykosylierung an insgesamt 18 Asparaginresten schwankt die Masse des
Gesamtmolekils zwischen 115-160kD [23]. Das Gen befindet sich auf
Chromosom 13q34, das von CD107b auf Chromosom Xq24-25 [74]. Beide
Moleklle weisen eine ahnliche Grol3e und Struktur auf: Der grofdte Teil des
Molekils wird durch die beiden extrazytoplasmatischen Doménen (EZD)
gebildet. Diese tragen eine Vielzahl von Glykosylierungen, und sind durch eine
bewegliche Scharnierregion (hinge) miteinander verbunden. Uber eine
Transmembrandoméne (TMD) sind sie mit der Kkurzen, cytosolischen
carboxyterminalen Doméne (CTD) verbunden. Diese enthalt ein lysosomales
Zielsignal mit der Sequenz Tyrosin-Glutamin-Threonin, das mit dem AP-3
Adapterkomplex interagiert [63]. Eine ahnliche AP-3 bindende Domane findet
sich auch am C- Terminus des ansonsten strukturell vollstdndig verschiedenen
CD63 [20, 45, 63, 91, 117].
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LAMP-1 und 2 finden sich innerhalb der Zelle fast ausnahmslos in
lysosomalen Membranen [23]. Eine aktivierungsabhéngige Translokation an die
Zelloberflache wurde zuerst auf Thrombozyten, spater auch auf Monozyten,
zytotoxischen T-Zellen und FMLP-aktivierten neutrophilen Granulozyten
beobachtet [35, 54, 66, 92, 98]. In Neutrophilen sind sie mit sekretorischen
Vesikeln, nicht aber mit azurophilen Granula assoziiert [25]. Kirzlich wurden
LAMP-1 und LAMP-2 als Aktivierungsmarker fur Mastzellen beschrieben.
Interessanterweise fanden die Autoren, trotz des &hnlichen Zielsignals,
fluoreszenzmikroskopisch keine Kolokalisation mit CD63 [44].

Auch nach intensiver Forschung ist die Funktion dieser Molektle immer
noch unklar. Aufgrund ihrer Menge bedecken sie vermutlich mit ihren
Kohlehydraten vollstandig die innere Lysosomenmenbran. Es wurde vermutet,
dass sie die Membran so vor aggressiven Enzymen schitzen [37]. Die
Glykosylierungen sind auf3erdem Trager von N- Acetyllactosaminen, welche E-
Selektin- bindende Epitope bilden konnen. Damit wéaren LAMPs auch
Adhasionsmolekule. Dies kdnnte ihre Expression auf besonders metastatischen
Tumorzellen und auf aktivierten peripheren Blutzellen erklaren [95, 41]. In der
Tat vermittelt LAMP-2 die Adhasion von mononukleéaren Zellen des peripheren
Blutes an Endothelien [54].

Der Morbus Danon, eine aul3erordentlich seltene lysosomale
Speicherkrankheit, wird verursacht durch Mutationen des LAMP-2-Gens auf
Chromosom Xg24-25 [85]. Histomorphologisch ist er durch die intrazellulare
Akkumulation von autophagozytischen Vakuolen gekennzeichnet, klinisch durch
das Auftreten von Kardiomyopathien und Myopathien. LAMP-2 Knock-out-
Mause zeigen einen ahnlichen Phanotyp und eine erhohte Sterblichkeit [103].
LAMP-1  Knock-out-Mause haben  hingegen kaum  pathologische
Veranderungen. Das Fehlen des Proteins wird durch die Uberexpression von
LAMP-2 kompensiert [3]. Doppel-Knock-out-Mause sterben hingegen um den

15. Tag der Embryonalentwicklung. Die Lysosomenfunktion scheint auch hier
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nicht grundlegend gestdrt zu sein. Embryonale Zelllinien dieser Mause zeigen
aber eine Akkumulation von Cholesterol [33].

A
N- Glykosylierungen
e T e et
NH5 EZD1 hinge EZD2 TMD CTD —coo

e ——— = s ———————— . "

C C CcC —=¢C C——¢C cC —¢C YQ;I'

Disulfidbriicken AP-3

Bindung
B
NH,
_| luminal
COO-

Abbildung 3  Schemazeichnung der Struktur von C ~ D107a/LAMP-1

A: CD107a besteht aus zwei extrazytoplasmatischen Domanen (EZD1 und 2),
eine Transmembrandoméne (TMD) und eine kurze carboxyterminale Domane
(CTD). Die beiden EZDs sind Uber eine variable ,Scharnierregion” (hinge)
verbunden. Sie tragen viele N- Glykosylierungen, und ihre Struktur wird Uber
Disulfidbriicken zwischen Cysteinresten (C) stabilisiert. Die CTD enthalt die
lysosomale Zielsequenz  Tyrosin(Y)-Glutamin(Q)-Threonin(T), die den
Adapterproteinkomplex AP-3 bindet.

B: Vereinfachte Darstellung der raumlichen Organisation von CD107a. Die
kurze CTD ist zytoplasmatisch orientiert, der N- Terminus luminal, bzw.
extrazellular.
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1.4.3 CD203c

CD203c ist eine Ektonukleotidpyrophosphatase/-phosphodiesterase (E-NPP)
und wird als drittes Mitglied dieser Familie auch als E-NPP3 bezeichnet.
Weitere Namen sind PD-IB, B10, gp1307**'® und PDNP3. E-NPPs spalten
Phosphodiester und Phosphosulphate [19].

Das Gen ist auf Chromosom 6922 lokalisiert und kodiert fir ein Protein
mit 875 Aminoséauren. Es handelt sich um ein Klasse Il Transmembranprotein.
Den N-Terminus bildet die kurze cytoplasmatische Domane, gefolgt von einer
Transmembrandoméne (TMD). Dieser schlieBen sich zwel
somatomedinahnliche Domanen (SLD1 und 2), die katalytische Doméane (CD)
und am Carboxyterminus eine endonuklease&hnliche Domane (ELD) an [19].

Im hamatopoetischen System wird CD203c nur von Basophilen,
Mastzellen und deren Vorlaufern exprimiert [17, 18]. Daneben findet es sich
auch in Uterus, Prostata und Kolonkarzinomen [19, 121].

Uber die biologische Funktion ist nur wenig bekannt. Ein monoklonaler
Antikbrper gegen die extrazellulare Domane von CD203c blockiert die
Differenzierung von CD34" Knochenmarkszellen zu Basophilen und Mastzellen,
was auf eine wichtige Rolle bei der Differenzierung dieser Zellen hinweist. Auf
reifen Basophilen hat es moglicherweise eine adhasive Funktion [19].

Als  Basophilen-  Aktivierungsmarker hat CD203c in  der
durchflusszytometrischen Diagnostik verschiedener Allergien zunehmend an
Bedeutung gewonnen [8, 46]. Die Vorteile gegenuber dem Kklassischen
Basotest, der eine Kombination von IgE und CD63 als Marker verwendet, liegen
einerseits in der Spezifitdt von CD203c fiur Basophile. Aul3erdem scheint
CD203c in der Diagnostik sensitiver zu sein. Dies wird allerdings derzeit noch
kontrovers diskutiert [14, 116].
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Von besonderem Interesse fiur diese Arbeit sind vergleichende
Untersuchungen zur Regulation von CD203c und CD63 [19, 70]. So wurde
gezeigt, dass die Hochregulierung von CD203c wesentlich schneller erfolgt, als
die von CD63. Die Expression von CD203c erreicht dabei bereits nach ca. 5
Minuten ein Maximum, wahrend die von CD63 bis ca. 15- 20 Minuten weiter
ansteigt. Nach Stimulation mit TPA zeigen Basophile eine rasche
Hochregulation von CD203c. CD63 wird dagegen erst nach 40- 60 Minuten
schwach hochreguliert. Dabei sind beide Molekile offenbar von der PI3- Kinase
abhangig, da Wortmannin die Hochregulierung dosisabhéangig inhibiert [19].
Interessant ist die Beobachtung, dass eine Inkubation von Basophilen mit den
HMG-CoA-Reduktasehemmern Atorvastatin  und Cerivastatin  zu einer
verminderten Hochregulierung von CD203c nach anti-lgE Stimulation fahrt. Fur
CD63 wurde dieser Effekt nicht beobachtet. Die Inkubation von KU-812 Zellen,
einer basophilen Leukamiezelllinie, fuhrte zur verminderten Expression von
CD203c und zu einer erhdhten Expression von CD63 und CD117 [70].

Abbildung 4  Schemazeichnung der Struktur von C ~ D203c/ENPP-3
CD203c bestent dem kurzen, zytoplasmatischen N- Terminus, einer

Transmembrandoméne (TMD), zwei somatomedinanlichen Domanen (SLD1
und 2), der katalytischen Doméne (CD) und einer endonukleaseahnlichen

Doméne (ELD) am carboxyterminalen Ende.
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1.4.4 CD164/ MGC- 24

1992 beschrieben Masuzawa et. al. erstmals ein Glykoprotein mit einem
Molekulargewicht von 24kD, das sie aus Magenkarzinomzellen isoliert hatten
und das eine weit verbreitete Expression zeigte [72]. Einige Zeit spater
isolierten Zannettino et al. den cDNA-Klon eines 80- 90 kD schweren
Transmembranproteins, das sich als Isoform des von Masuzawa
beschriebenen, l6slichen MGC-24 (multiglycosylated core protein of 24kD)
herausstellte. Das neue Protein wurde als hamatopoetischer Stammzellmarker
identifiziert und als CD164 geclustert [16, 123].

CD164 gehort in die Gruppe der Zelladhasionsmolekile (CAM= cell
adhesion molecule). Diese unterteilen sich aufgrund struktureller und
funktioneller Eigenschaften in verschiedene Gruppen wie Integrine, Cadherine,
Selectine, Immunglobuline und Sialomuzine. Zu letzterer Gruppe zahlen vor
allem Glykoproteine des hamatopoetischen Systems und auf Epithelien und
Endothelien exprimierte Molekile. Neben CD164 gehodren zu den Sialomuzinen
auch GlyCAM-1, CD34, CD162, MadCAM-1, CD43, CD45RA, CD68 und CD96.
Sie zeichnen sich in Bezug auf ihre Aminosduresequenz durch eine
ausgepragte Heterogenitat aus und werden aufgrund ihres hohen Gehaltes an
Prolin, Threonin und/ oder Serin und der mit diesen Aminoséauren verknupften
Kohlenhydratresten klassifiziert [114, 123].

Das CD164-Gen ist auf Chromosom 6921 lokalisiert. Es besteht aus
sechs Exons und funf Introns. Differentielles SpleiRen fihrt zu drei mRNA-
Varianten, wobei die vollstdandige Form mit allen sechs Exons (CD164(E1-6))
die vorwiegend exprimierte ist. Dieses Transkript findet sich ubiquitar in einer
Vielzahl menschlicher Gewebe und codiert fir ein Typ | Transmembranprotein.
Es besitzt zwei extrazellulare Muzindomanen, eine Transmembrandomane und
eine kurze zytoplasmatische Doméne [22, 60, 114]. Auch aus Maus und Ratte
sind cDNAs kloniert worden, die als MGC-24v bzw. Endolyn bezeichnet werden
[22, 49].
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Die Funktion von CD164 ist im Einzelnen noch ungeklart. Es wurde
gezeigt, dass monoklonale Antikorper gegen CD164 die Adhasion an
Knochenmarksstroma sowie die Proliferation h&matopoetischer Stammzellen
hemmen. Das Molekll fungiert also vermutlich als Homingrezeptor fur
Stammzellen und hat auferdem einen Einfluss auf die intrazellulare
Signaltransduktion. Bis heute ist allerdings kein physiologischer Ligand
beschrieben [114, 123]. CD164 wird auf besonders unreifen Stammzellen mit
CD34 koexprimiert. Die Darstellungen mithilfe der konfokalen Lasermikroskopie
auf der Oberflache von primitiven hamatopoetischen Stammzellen zeigen eine
hohe Kolokalisation mit CD34 in ringféormigen Ansammlungen, mit
Verdichtungen an den Adhasionspunkten mit dem Objekttrager [77]. Allerdings
ist der Grof3teil des Proteins intrazellular in Endosomen und Lysosomen
lokalisiert [22]. FlUr das orthologe Rattenprotein konnte gezeigt werden, dass
eine spezifische Sequenz im zytoplasmatischen Schwanz hierfur zustandig ist
[49]. Lee et al fanden heraus, dass CD164-Uberexpression zur
Differenzierung von Myoblasten fuhrt, wahrend die Depletion des Proteins die
Differenzierung inhibiert [65] und Matsui et. al. fanden einen Zusammenhang
zwischen einer erhdohten Metastasierung kolorektaler Karzinome und einer
verminderten Expression von CD164 [73].

Die starke Glykosylierung eroffnet durch die unterschiedliche Expression
von Glykosyltransferasen die Mdoglichkeit zelltypspezifischer posttranslationaler
Modifikationen. Die vier verschiedenen monoklonalen Antikérper gegen CD164
(105.A5, 103.B2, 67D2 und N6B6) sind von der Glykosylierung des Proteins
abhangig, und =zeigen in Abhangigkeit vom Zelltyp unterschiedliche
Reaktivitaten [114, 123].
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Abbildung 5  Schemazeichnung der Struktur von C D164

A: CD164 besteht aus zwei Muzindoménen (MD1/2), einer
Transmembrandoméne (TMD) und der kurzen carboxyterminalen Doméne
(CTD). Die beiden MDs sind uber eine kurze Region verbunden, die Uber
Disulfidbriicken zwischen Cysteinresten (C) stabilisiert wird. Der gesamte
extrazytoplasmatische Teil des Molekils ist stark O- und N-glykosyliert. Die
CTD enthalt die Sequenz Tyrosin(Y)-Histidin(H)-Threonin(T)-Leucin(L), die
vermutlich als Zielsignal fur die lysosomale Lokalisation dient.

B: Vereinfachte Darstellung der rAumlichen Organisation von CD164. Die CTD
ist zytoplasmatisch orientiert, der N-Terminus luminal, bzw. extrazellular. Das
Molekdl liegt als Homodimer vor. Die Stellung der MDs wird durch die zwei

Disulfidbriicken fixiert.
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1.4.5 CD13/ Aminopeptidase N

CD13, auch als Aminopeptidase N oder gpl50 bezeichnet, gehoért in die
Familie der zinkabhangigen Metalloproteasen. Es handelt sich um ein Typ I
Transmembranprotein mit 967 Aminosauren, das stark O- und N-glykosyliert ist.
Diese posttranslationalen Modifikationen sind vermutlich zelltypspezifisch, da
verschiedene monoklonale Antikérper gewebeabhéngig unterschiedliche
Reaktivitaten zeigen. Auf der Zelloberflache liegt es als Homodimer vor. Die
extrazellular gelegene enzymatische Domane katalysiert die Abspaltung
einzelner Aminosauren vom N-Terminus des Substrats. CD13 wird sowohl von
frihen Vorlaufern als auch von reifen Monozyten und Granulozyten exprimiert.
Weiterhin findet sich das Molekil auf einer Vielzahl von Geweben, unter
anderem auf Endothelien, Epithelien und auf Knochenmarksstromazellen [126].

Es gibt eine Vielzahl unterschiedlichster Erkrankungen, mit denen die
dysregulierte Expression des Moleklls assoziiert ist. Dazu zéhlen die akuten
myeloischen Leukdmien, Pankreascarcinome und multiple Sklerose [51, 104,
125]. Hierbei scheint CD13 durch die Degradierung von Matrixstrukturen eine
wichtige Rolle fur die Invasivitat der Zellen zu spielen [90]. Aulerdem regt es
die Neubildung von GefalRen (Angiogenese) an [5, 86], spielt eine Rolle in der
Zellzyklusregulation [67] und schitzt Zellen vor Apoptose [80]. Besondere
Bedeutung hat CD13 fur die Virologie, da es als Rezeptor fur verschiedene
Coronaviren und das Cytomegalievirus dient [100, 122].

Die physiologische Bedeutung des Molekiils auf Leukozyten ist noch
weitgehend ungeklart [67]. Der Grol3teil der Untersuchungen bezieht sich auf
monozytare Zellen. Auf diesen Zellen konnte gezeigt werden, dass CD13 mit so
genannten lipid rafts (,Lipidflésse”) assoziiert ist, komplexartig organisierter
Einheiten aus verschiedenen Molekilen auf der Plasmamembran [84]. Die
Bedeutung von CD13 liegt sowohl in seiner enzymatischen Aktivitdt als

Ektopeptidase, als auch in seiner Funktion als Rezeptor. Obwohl noch kein
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natirlicher Ligand beschrieben werden konnte, fuhrt die Bindung monoklonaler
Antikorper in Monozyten zu einer Erhéhung des intrazellularen Calciums und
zur Aktivierung von MAP-Kinasen [93]. In Endothelzellen fuhrt die Aktivierung
dieser Signalkaskade zur Transkription des CD13 Gens [87]. Die Expression
auf monozytoiden Zellen ist zellzyklusabhéngig, und Inhibition der
Enzymaktivitat, bzw. Bindung monoklonaler Antikorper fuhrt zu einer
Verlangsamung des Zellzyklus [67]. Eine erhohte Oberflachenxpression wurde
auf bronchoalveolaren eosinophilen Granulozyten von Asthmatikern nach
Allergenstimulation beschrieben (ca. 2- 3 fache Erhohung) [15]. Far die
Expression auf antigenprasentierenden Zellen (APC) wurde ein
Zusammenhang mit der extrazellularen Prozessierung von Antigenen, die von

T-Zellen auf MHCII-Molekilen préasentiert werden, gezeigt [62].

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Ziel der Arbeit war es, die Reaktivitaten von GUber 250 Antikorpern, die im
Rahmen des 8. Internationalen Leukozytenworkshops (HLDAS8) zur Verfigung
standen, auf ruhenden und Uber FceRI aktivierten Basophilen zu bestimmen.
Dadurch sollten einerseits das Expressionsmuster der erkannten Moleklle auf
Basophilen bestimmt und andererseits potentielle neue Aktivierungsmarker
identifiziert ~ werden.  Solche  Marker  kénnen  sowohl  fur  die
durchflusszytometrische Diagnostik von Allergien hilfreich sein, als auch zum
Verstandnis der molekularen Grundlagen allergischer Erkrankungen beitragen.
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Methoden

Puffer und Losungen

FACS-Puffer:

- PBS

- 1% BSA

- 0,1% Na- Azid

TRIS pH 8,8:

- 1,5M Tris base

- pH 8,8 mit HCI/ NaOH einstellen
- 0,4% SDS

TRIS pH 6,8:

- 0,5M Tris base

- pH 6,8 mit HCI/ NaOH einstellen
- 0,4% SDS

500ml
5ml, 10%
2,5ml, 20%

91g in 500ml dH,O

29

6,05g in 100ml dH,0O

0,49
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Probenpuffer 6x

- 70% SDS- Tris 0,5M, pH 6,8
- 3% Glycerol

- 10% SDS

- Bromophenol blau

- 10% - Mercaptoethanol

- 0,5ml Aliquots bei -70 lagern

Laemmli-Laufpuffer
- 124mM Tris base
- 960mM Glycin

- 0,5% SDS

- dH,0

RIPA |

- 1% NP40 substitute
- 0,5% Deoxycholat
-4mM EDTA

- PBS

RIPA I

- 150mM NacCl

- 1% Triton X-100
- 1% Deoxycholat
- 0,1% SDS
-4mM EDTA

- PBS

7ml
3ml
19
1,2mg
Iml

15,1g

729

59

auf 1000ml auffullen

0,5ml
0,25¢g
0,4ml 500mM

auf 50ml auffullen

5ml 1,5M

0,5ml

0,25¢g

0,5ml 10%

0,4ml 500mM

auf 50ml auffillen
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30% Acrylamid/ 0,8% Bisacrylamid

- 30% Acrylamid 30g
- 0,8% Bisacrylamid 0,89
- dH0 auf 100ml auffullen

- LAsung filtrieren

Coomassie-Farbeldsung

- 50% Methanol 500ml

- 10% Essigsaure 100ml

- dH20 auf 1000ml auffullen
- Coomassie Brilliant Blue R 2,50

Coomassie-Entfarbeldsung

- 15% Methanol 150ml

- 10% Essigsaure 100ml

- dH,0O auf 1000ml auffillen
Vollmedium

- 500ml RPMI Medium

- 50ml FCS Gold 10% (fetal calf serum)
- 5ml Penicillin/ Streptomycin

- 5ml MEM

- 5ml Na- Pyruvat 1%

- 2,5ml Monothioglycerol
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2.2 Markierung basophiler Granulozyten aus Vollblut

2.2.1 Aktivierung basophiler Granulozyten

Fur die vorliegenden Experimente wurde das Blut von gesunden Spendern
verwendet. Im Fall der allergeninduzierten Aktivierung mit Lischgrasallergenen
wurde nach Einverstandniserklarung Blut eines entsprechenden Allergikers
verwendet.

Venoses Vollblut wurde zur Gerinnungshemmung mit Lithium-Heparinat
versetzt (Sarstedt Monovetten, 5,5ml). Anschlie3end wurde das Blut mit 0,5ug/
ml eines anti-IgE-Antikorpers fur 20 Minuten bei 37T inkubiert. Als Kontrolle
wurde Blut mit PBS inkubiert. Zur Aktivierung wurde ein spezieller Antikérper
verwendet, der zu einer Vernetzung der IgE-Molekile fuhrt. Aufgrund der im
Folgenden beschriebenen komplexen Markierung konnte hier nicht der
gebrauchliche Mausantikorper verwendet werden, sondern es wurde ein
Ziegenantikdrper benutzt. Die kalziumabhéngige Aktivierung der Basophilen
wurde mit 20mM EDTA gestoppt. Danach wurden die Zellen fir 7 Minuten bei
6T und mit 1200 RPM zentrifugiert.

Zum Absattigen freier Immunglobulinbindungsstellen auf den Zellen
wurde das Pellet mit Img/ml humanem Polyglobulin resuspendiert und fur
mindestens 10 Minuten auf Eis inkubiert. Schliel3lich wurde die Probe 1:1,5- 1:2
mit FACS-Puffer verdunnt.

2.2.2 Kombinierte indirekte und direkte Markierung

Zu PBS bzw. anti-IgE aktivierten Basophilen wurden nun jeweils 10ul des

monoklonalen Mausantikdrpers gegeben und fur 15 Minuten auf Eis inkubiert.
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Danach wurden die Proben zweimal mit 1ml FACS-Puffer gewaschen und mit
10ul eines auf 60pg/ml vorverdinnten FITC- konjugierten Kaninchen anti-
Mausantikorpers versetzt. Nach erneuter Inkubation fur 15 Minuten und
einmaligem Waschen mit 1ml FACS-Puffer wurde dem Ansatz mit 20ul einer
auf 25ug/ml vorverdiinnten Lésung von Mausimmunglobulinen zugegeben, und
fur 10 Minuten auf Eis inkubiert. Im letzten Schritt wurden 10ul eines CD203c-
PE-Konjugats (97A6) dazugegeben und die Proben fir 15 Minuten auf Eis
inkubiert. In Abbildung 6 ist das Prinzip dieser Markierung graphisch dargestellt.

2.2.3 Erythrozytenlyse

Zur Lyse der Erythrozyten und zur Fixierung der Zellen wurden 100ul Optilyse B
dazugegeben und die Proben sofort gevortext. Nach 15 Minuten Inkubation bei
Raumtemperatur wurden sie mit 2ml destilliertem Wasser versetzt und nach
weiteren 5 Minuten abzentrifugiert (4C, 7 Minuten, 1200 RPM). Nach
nochmaliger Inkubation mit 2ml destilliertem Wasser fur 10 Minuten wurden sie
einmal mit FACS-Puffer gewaschen und schlie3lich in 150ul FACS-Puffer

resuspendiert.

2.2.4 Besonderheiten der Markierung in 96-Napf
Mikrotiterplatten

Fur das Screening der Workshopantikorper wurde die Markierung und
Erythrozytenlyse in 96-Napf Mikrotiterplatten ausgefuhrt. Da das maximale

Volumen eines Napfes 200yl fasst, mussten die Waschvolumina entsprechend
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reduziert werden. Fur die Messung wurden die Proben in FACS- Rohrchen

Uberpipettiert.

’ Monoklonaler Mausantikérper
gegen Antigen 1

Y
- *

—
/Antigen 1

N

2 FITC- konjugierter anti- Maus
Kaninchenantikérper

N

—a
/Antigen 1

Antigen 2 Antigen 2
waschen
3 4
Unspezifisches Maus- PE- konjugierter Mausantikrper
Immunoglobulin gegen Antigen 2
; !
/Antigen 1 ) /Antigen 1 )
Antigen 2 Antigen 2
waschen
L
Abbildung 6  Kombinierte indirekte und direkte Markierung

Zur Erlauterung siehe Kapitel 2.2.2 und Abkilrzungsverzeichnis.
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2.2.5 Doppelmarkierung mit konjugierten Antikérpern

Zur Doppelmarkierung mit konjugierten Antikérpern wurden die Proben wie in
2.2.1 beschrieben vorbereitet und anschlie3end direkt mit beiden Konjugaten
markiert. Nach 15 Minuten Inkubation erfolgte die Lyse wie in 2.2.3

beschrieben.

2.2.6 Messung verschiedener Zeitpunkte nach Stimula  tion und

Versuche mit Wortmannin, TPA und Prostaglandin D2

Bei der Messung verschiedener Zeitpunkte nach der Aktivierung mit anti-IgE
wurde bei der Stimulation jeweils mit der l&angsten Inkubationszeit begonnen
und die Reaktion wie oben beschrieben mit 20mM EDTA gestoppt. Wortmannin
wurde 15 Minuten vor anti-IgE-Stimulation in einer Endkonzentration von
500nM zu den Proben gegeben. TPA wurde ebenfalls in einer Endkonzentration
von 500nM eingesetzt. FUr die Stimulation mit Prostaglandin D2 wurden

10pmol/Liter verwendet.

2.2.7 Messung und Auswertung der Zellen

Zur Analyse der Zellen wurde ein FACSCalibur Durchflusszytometer von
Becton- Dickinson verwendet. Die Auswertung erfolgte an einem Macintosh
Computer mit der Cellguest Software.

Zur Quantifizierung der Antigenexpression auf der Zelloberflache von
Basophilen wurde im Scatterbild (Darstellung des Vorwartsscatters gegen den
90° Scatter) auf die Lymphozyten gegated (Abb. 7 A). Anhand der Doppel-
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fluoreszenz-Darstellung wurde dann auf CD203c™- (ruhende, Gate R2) bzw.
CD203c™". (aktivierte, Gate R3) Basophile gegated (Abb. 7 B). Von Zellen in
diesem Gate wurde dann die Fluoreszenzintensitat bestimmt. Abbildung 7 C
zeigt das Histogramm der in R2, bzw. R3 gegateten Zellen fur das FITC-Signal,
und den dazugehdrigen Wert der medianen Fluoreszenzintensitat.

Die Berechnung des Stimulationsindexes ist in Abbildung 8 A gezeigt.
Hierfir wurde die mediane Fluoreszenzintensitat der aktivierten Basophilen
durch die der Ruhenden dividiert.

Bei der Bestimmung des Prozentanteils der Basophilen, die ein Antigen
nach Stimulation hochregulieren, wurden die Basophilen in der Dot-Plot
Darstellung in vier Quadranten unterteilt (Abb. 8 B). AnschlieRend wurde aus
den absoluten Zellzahlen der relative Anteil der fir ein Antigen Positiven Zellen
berechnet. Dabei ergibt sich die Zahl der CD203c"-Zellen aus der Summe von
Region R1 und R3 und die der CD203c¢*"".Zellen aus R2 und R4. Beispielhaft
fir die CD164"-Zellen errechnet sich die Zahl aus der Summe von R3 und RA4.
Zur Bestimmung der Prozentanteile wurden die Werte wie in Abbildung 8 B

dargestellt eingesetzt.
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ruhende anti-IgE aktivierte
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Abbildung 7 Ermittlung der medianen Fluoreszenz fi

Basophilenantigen

Dargestellt ist die Messung von CD203c-PE gegen CD107a-FITC.

A: Zunachst wurden im Scatterbild die Lymphozyten ausgewdahlt (Gate R1).

B: Im Dot-Plot zeigen sich dann in y-Richtung (PE-Signal) die Basophilen, die

nach Aktivierung mit anti-lgg CD203c hochregulieren.

Fir ruhende und

aktivierte Basophile wurde jeweils ein Gate R2 bzw. R3 gewahlt, und die

Fluoreszenzintensitat des FITC-Signals gemessen.
C: Histogramme der Gates R2 und R3.
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CD203c-PE ——
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(R2+ R4)ruhend 35+ 15
[(R1+R2+R3+R4)ruhend 100% = | 031+ 35 +16+ 15 | 100%= 4.6%
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Abbildung 8  Stimulationsindex und Prozentsatz positiver Zellen
Rechenbeispiele fur A: den Stimulationsindex und B: den Prozentsatz der
CD203c™"9" hzw. CD164"" Basophilen.
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2.3 Immunprazipitation unbekannter Antigene

2.3.1 Proteinlysat von KU812-Zellen

KU812-Zellen wurden mit Vollmedium (s. 2.1) in einem Inkubator mit 5% CO,
bei 37T kultiviert. Nach Abzentrifugation und zwei maligem Waschen mit PBS
wurden sie gezahlt und auf Eis gestellt. Zur Vorbereitung wurden 10ml des
verwendeten Lysepuffers (s. 2.1) mit 20ul Aprotinin 2mg/ml und 100ul PMSF
100mM versetzt. AnschlieRend wurde das Zellpellet in 500pl Lysepuffer/ 5107
Zellen resuspendiert und in Eppendorfgefal3e Uberpipettiert. Mit einer gelben
Kanile und einer 1ml-Spritze wurden die Zellen 10mal auf und ab pipettiert.
Nach 10 Minuten Inkubation und wiederholtem auf und ab pipettieren wurde
das Lysat 30 Minuten bei 14.000 RPM und 4<C zentrif ugiert. Der Uberstand
wurde sorgféaltig abpipettiert und in Kryogefal3en bei -70C eingefroren, bzw.

direkt verwendet.

2.3.2 Immunprazipitation

Der Lysepuffer wurde wie in 2.3.1 beschrieben vorbereitet und auf Eis gestellt.
25ul Protein G Sepharose Beads wurden 3mal mit jeweils 1ml des verwendeten
Lysepuffers gewaschen (Abzentrifugation jeweils mit 12.000 RPM fur 1 Minute
bei 4C). Zur Vorreinigung (Preclearing) wurde das Zelllysat flr eine Stunde mit
den gewaschenen Beads inkubiert. Nach Abzentrifugation wurden jeweils 500pl
des Uberstands mit 7ug gereinigtem 80274-Antikorper, 100yl E-63-
Kulturiberstand, bzw. entsprechenden Mengen eines Kontrollantikbrpers
versetzt und fur eine Stunde bei 4C inkubiert. Ans chlieRend wurde der Ansatz
mit jeweils 50yl frisch gewaschenen Beads versetzt und erneut fur eine Stunde
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bei 4C inkubiert. Nach Zentrifugation wurde der Ub erstand abgenommen und
das Pellet 4mal mit 1ml Lysepuffer gewaschen. Fiur die SDS-PAGE Analyse (=
Sodiumdodeacylsulphate-Polyacrylamid-Gelelectrophorese) wurden die Proben
mit 25ul 6x Probenpuffer (siehe 2.1) 10 Minuten bei 100C gekocht und nach

der Abzentrifugation auf das Gel geladen.

2.3.3 SDS-PAGE

Fur die Gelanalyse wurde ein 10% Laemmli- Gel verwendet. Die Separation
erfolgte mit dem Protean-Minigelsystem von Biorad. Zur Herstellung des
Trenngels wurden 5ml 30% Acrylamid/0,8% Bisacrylamid (siehe 2.1), 3,75ml
Tris pH8,8 (siehe 2.1) und 6,25ml dH,O gemischt. Als Katalysatoren wurden vor
dem Giel3en des Gels 100uyl Ammoniumpersulphat 10% (APS) und 20pl
TEMED dazugegeben. Die Oberkante des Gels wurde bis zum Abschluss der
Polymerisation mit 1ml 100% Ethanol bedeckt. Fur das Stacking (Ladegel)
wurden 0,65ml 30% Acrylamid/0,8% Bisacrylamid, 1,25ml Tris pH 6,8 (siehe
2.1), 3,05ml dH,O und zum Starten 50ul APS und 10ul TEMED verwendet. Die
Separation erfolgte bei 100 Volt und max. 15mAmpere.

Zur Farbung wurde das Gel 5 Minuten in Coomasie Farbelésung (2.1)
gelegt und anschlieend ca. 1 Stunde mit Entfarbeldsung (2.1) entfarbt.

Die Banden wurden mit einem Skalpell ausgeschnitten und in dH,O bei
4<C bis zur NanoHPLC-ESI-MS Analyse aufbewahrt.
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2.4 NanoHPLC-ESI-MS

Die NanoHPLC-ESI-MS Analyse wurde freundlicherweise durch das Tubinger
Proteome Center von Professor A. Nordheim durchgefuhrt. Hier soll nur kurz

das Prinzip der Messung erlautert werden.

Die ausgewdahlten Banden wurden mit Trypsin (Promega, Deutschland)
verdaut, und die dabei entstandenen Peptidfragmente mittels HPLC (= high
pressure liquid chromatography) separiert (Dionex LC Packings, Deutschland).
AnschlieBend wurde eine ESI-MS Analyse durchgefuihrt (= electrospray
lonization mass spectrometry). Diese Technik ermdglicht, ahnlich wie die
MALDI Analyse (= matrix-assisted laser desorption/ ionisation), eine schonende
Vaporiesierung von Probenmolekilen. Dabei wird aufgrund
elektromagnetischer Eigenschaften des Ldsungsmittels ein Aerosol erzeugt,
dessen Tropfchen mit einer Grél3e von etwa 1nm nur jeweils ein Probenmolekdl
enthalten. Durch Desolvatisierung entstehen schlief3lich gasférmige lonen. Die
Masse dieser Teilchen kann dann mit einem TOF-Massenspektrometer (= time
of flight) bestimmt werden.

Durch den Verdau mit Endoproteasen wie Trypsin, entsteht ein
hochspezifisches Muster verschiedener Fragmente (mass map), das sich durch
den Abgleich mit Datenbanken einem bestimmten Protein zuordnen Ilasst.
Voraussetzung ist jedoch, dass die Sequenz des gesuchten Proteins bekannt
ist. Eine Mischung verschiedener Proteine, z.B. Verunreinigungen mit
Zytokeratinen, kdnnen bis zu einer bestimmten Grenze toleriert, das heif3t vom

Computer ,herausgerechnet” werden.
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2.5 Konfokale Immunfluoreszenzmikroskopie

KU812-Zellen wurden zum Blocken der Immunglobulinrezeptoren mit 1mg/ml
Polyglobulin fir mindestens 10 Minuten bei 4T inku biert. Jeweils 5x10* Zellen
in 100pl wurden mit einer Cytozentrifuge fir 10 Minuten bei 800 RPM auf einen
Objekttrager aufgebracht. AnschlieRend wurden sie in vorgekihltem Methanol
fur mindestens 20 Minuten bei -20C inkubiert. Die so fixierten und
permeabilisierten Zellen wurden zweimal fir 5 Minuten in PBS gewaschen,
danach wurden sie zum Blocken unspezifischer Bindungen in PBS mit 10%
FCS (= foetal calf serum) fur eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Zur
Antikdrpermarkierung wurden die jeweiligen konjugierten Antikérper in einer
Konzentration von 0,25- 1mg/ml und in einem Volumen von 40ul auf Parafilm
gegeben und die Objekttrager fur 1 Stunde umgekehrt daraufgelegt.
AnschlieRend wurde jeweils 3mal fir 10 Minuten mit PBS/10% FCS und 3mal
mit PBS gewaschen. Die leicht angetrockneten Zellen wurden mit einer
Einbettlosung (NeoMount) Uberschichtet und mit Deckglasern abgedeckt.

Zur Analyse wurden ein konfokales Lasermikroskop, eine Kamera und

eine entsprechende Software von Leica verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Screening der Reaktivitat der Workshopantikdrpe r

auf ruhenden und aktivierten Basophilen

Zur Identifizierung mdoglicher neuer Aktivierungsmarker wurden die
Reaktivitdten von 252 monoklonalen Antikérpern jeweils auf ruhenden und
aktivierten Basophilen verglichen. Die Antikorper wurden im Rahmen des
Workshops der 8. Konferenz fir humane Leukozytenantigene (HLDA= human
leukocyte differentiation antigens) zur Verfligung gestellt. Der Workshop gliedert
sich in verschiedene Sektionen. Fur diese Arbeit wurden vor allem Antikorper
aus den Sektionen Blind panel, Cytokine/ Chemokine und NK-Zellen
verwendet.

Zur ldentifizierung der basophilen Granulozyten wurde ein CD203c-
(97A6) PE-Konjugat eingesetzt und die Workshopantikérper tber eine indirekte
Markierung mit einem FITC-Konjugat gegengefarbt. Die Aktivierung der
Basophilen erfolgte mit einem vernetzenden anti-IgE Antikorper. Die Markierung
wurde wie in Kapitel 2.2 beschrieben auf 96-Napf Mikrotiterplatten durchgefihrt.
Tabelle 1 fasst die Ergebnisse zusammen. In der ersten Spalte sind die

Antikbrpernummern des HLDA-Workshops aufgefiihrt, die zweite Spalte enthalt
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Angaben zu dem erkannten Antigen. In der dritten und vierten Spalte ist jeweils
die mediane Fluoreszenzintensitat fir ruhende und aktivierte Zellen angegeben
(zur Ermittlung des Medianwertes siehe Kapitel 2.2.7). Als signifikant positiv
wurden nur Werte Uber 10 Fluoreszenzeinheiten gewertet. AuRerdem wurde
anhand der Dot-Plots die Qualitat der Messung berlcksichtigt. Die eindeutig als
positiv gewerteten Antikorper sind in Tabelle 1 fett gedruckt. In Abbildung 9 sind
die Dot-Plots und Histogramme von ausgewahlten, positiv getesteten
Antikdrpern dargestellt. In den Histogrammen sind die jeweiligen Medianwerte
eingetragen.

Die Antikorper 80216- 80220 sind gegen CD203c gerichtet. Da sie
teilweise das gleiche Epitop wie das CD203c-PE-Konjugat erkennen,

entstanden in der Doppelmarkierung Interaktionen.

Tabelle 1  Reaktivitat der Workshopantikérper auf ru ~ henden und anti-

IgE aktivierten Basophilen
Primare Basophile aus peripherem Vollblut wurden wie in Kapitel 3.2
beschrieben markiert. Spalte 1 gibt die Antikérpernummer an, Spalte 2 das
erkannte Antigen und Spalten 3 und 4 die jeweilige mediane
Fluoreszenzintensitat (MFI) von ruhenden und aktivierten Basophilen. Positiv

getestete Antikorper sind fett gedruckt.

1. Sektion blind panel

MFI MFI

HLDA- . L auf auf
Antikdrper- Antigenspezifizierung ruhenden  aktivierten
Nummer Basophilen Basophilen

lgG1 Kontrolle 5,28 1,72

80002 Neue Form von CD43 54,74 43,71

80004 CD117 8,62 4,47

80018 CD138 8,43 5,88

80019 CD138 7,23 4,83

80020 TF1-,MO7-, CHO- und U937- Zellen 8,58 4,96
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80023 CD62L 180,24 134,56
80032 CD109 14,92 10,65
80033 PRR2 4,03 2,08
80060 TRAIL R2 514 5,62
80061 TRAIL R2 4,37 2,43
80063 TRAIL R1 55 3,85
80064 TRAIL R1 8,54 5,05
80081 TRAIL R3 8,17 5,83
80082 TRAIL R3 7,27 6,32
80094 Auf MER2 und Erythrozyten 30,23 56,74
80095 neutrophil nuclear protein? 11,76 2,11
80096 Human MRP8/MRP14 Komplex 9,06 2,15
80097 Human MRP8/MRP14 Komplex 14,59 4,74
80098 Auf Macrophagen 4,57 4,07
80099 Auf Eosinophilen 4,74 2,83
80100 Glycoprotein mit Kell- Antigenen 3,65 6,67

(CD238)

80101 ART4 Dombrock Blutgruppenantigen 9,14 2,53
80102 ART4 Dombrock Blutgruppenantigen 7,27 2,39
80103 Eventuell anti-CD75- &hnlich 3,8 3,96
80104 anti-Rh 17 126,35 210,97
80105 Anti-Xga gebunden an CD99 9,52 55

80115 CD125 (IL-5 Receptor) 5,19 2,67
80116 CD1d 10,56 1,81
80117 Integrin beta 1 Untereinheit 7,84 2,62
80118 CD146 5,38 2,59
80119 TAP1 6,15 1,96
80120 TAP2 4,66 2,05
80121 DC-SIGN (CD209) 6,26 2,35
80122 DC-SIGNR 7,81 3,25
80123 CXCR2 25,03 7,33
80124 CXCR3 6,98 3,02
80125 CXCR4 24,8 18,94
80126 CXCR5 7,3 3,8

80127 CXCR6 6,64 3,13
80128 CCR1 39,95 31,06
80129 CCR2 44,91 26,66
80131 CCR5 17,94 7,3

80132 CCR6 5,8 2,31
80133 CCR7 30,37 8,51
80134 CCR9 7,7 2,19
80135 CXCR1 13,1 54,74
80149 CD153 5,88 2,37
80150 NGF- Rezeptor 6,29 2,41
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80151 CD88 10,23 2,81
80154 F11 Rezeptor 15,54 16,4
80160 CD164 (N6B6) 41,23 469,76
80161 CD133 4,41 3,52
80162 CD164 (67D2) 18,43 537,61
80163 SIRP- beta 4,41 3,19
80164 SIRP- beta 5,09 4,66
80165 CD203c 16,25 6,07
80166 CD109 5,83 3,6
80167 E-Cadherin 3,72 3,16
80168 Ep-CAM 4,1 5,33
80170 Auf neuronalen und mesenchymalen 4,78 2,27

Stammzellen
80172 Auf neuronalen und mesenchymalen 4,94 3,25
Stammzellen

80173 CD123 248,05 255,98
80174 CD56 8,74 5,09
80175 CD56 10,14 5,19
80177 CD141 8,74 3,44
80178 BDCA-2 transfizierte U937- Zellen 10,41 4,78
80179 anti-BDCA-2 9,73 5,67
80180 anti-BDCA-2 7,99 3,22
80181 CD141 7,77 2,71
80183 Neuropilin-1 8,13 4,03
80184 LIF- Rezeptor 6,98 2,71
80185 LIF- Rezeptor 7,84 4,37
80186 Calpainl 8,2 4,07
80187 CD95 10,94 4,01
80188 fMLP- Rezeptor 9,06 3,89
80191 Aminopeptidase A (APA) 7,99 3,31
80192 Auf CD4+CD8+ Thymozythen 7,32 1,89
80193 Auf dendritischen Zellen 11,44 4
80216 CD203c 3,43 2,57
80217 CD203c 12,08 1,17
80218 CD203c 4,94 22,98
80219 CD203c 6,55 45,93
80220 CD203c 10,75 16,7
80223 CD153 10,46 5
80224 CD140b 4,7 5,14
80230 IL 18Ra 20,54 24,14
80231 IL 18Ra 26,9 16,55
80264 CD130 9,91 4,66
80265 CD106 10,27 5,07
80266 CD106 10,27 3,89
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80274 Auf Knochenmarksstromazellen 28,9 1124
80275 Auf Knochenmarksstromazellen 15,26 15,96
80276 Auf Knochenmarksstromazellen 9,18 2,48
80272 6A8 alpha- Mannosidase 8,58 3,25
80280 Auf dendritischen Zellen 5,94 716,92
80281 CD244 28,77 25,95
80282 DEC-205 (CD205) 11 5
80283 DEC-205 (CD205) 9,47 5,33
80284 DEC-205 (CD205) 15,61 7,3
80285 Auf dentritischen Zellen 7,4 2,21
80286 CD179a 7,04 3,72
80287 Siglec 6 10,46 6,73
80288 Siglec 9 7,81 5,99
80289 EGF- Tm7 19,28 20,35
80294 epithelial specific antigen 8,02 4,33
80295 Poly(ADP-Ribose) Polymerase 7,33 2,59
80296 Poly(ADP-Ribose) Polymerase 7,77 3,19
80297 Auf dentritischen Zellen 7,64 3,82
80298 Auf dentritischen Zellen 9,06 2,57
80303 Auf reifen B-Zellen 8,2 2,92
80304 Fetales Hamoglobin (HbF) 4,1 3,54
80305 ICAM-3 Rezeptor auf dentritischen 6,58 2,53
Zellen

80306 Grb2- ahnliches Adaptorprotein 10,32 3,01

80307 Auf unreifen dentritischen Zellen 9,02 4,01

80308 CD205 16,25 12,52

80314 Cub domain containing protein 1 7,04 3,89
(CDCP1)

80315 Cub domain containing protein 1 4,89 3,75
(CDCP1)

80316 Cub domain containing protein 1 7,5 4,14
(CDCP1)

80317 Cub domain containing protein 1 7,33 3,96
(CDCP1)

80318 Cub domain containing protein 1 5,57 2,97
(CDCP1)

80323 ICOS Ligand 11,34 5,47

80340 natural killer cell like antigen 11,09 6,15

80341 Betakette von DP, DQ, DR 4,33 4,96

80357 Thomsen-Friedenreich Antigen 6,85 3,16

80390 NKG2D 7,81 3,72

80391 VEGF-R2 (KDR) 3,19 6,49

80392 Folliculare dentritische Zellen 4,57 3,55

80393 Folliculare dentritische Zellen 4,7 4,22
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80394 Folliculare dentritische Zellen 3,16 3,62
80426 PAIL 7,37 3,59
80427 NK-T 9,52 4,03
80428 PAIl1 9,56 5,03
80429 ABCG2 (BCRP1) 9,06 4,1
80430 TWEAK R 3,19 3,75
80431 BSP1 (basophil specific protein) 22,27 6,79
80432 NKG2D 4,96 3,46
80435 Siglec-7 2,48 4
80436 MICA/B 5,47 4,45
80441 TLR4 10,84 11,65
80442 Nkp46 4,94 3,91
80443 HI302 (antigen unbekannt) 6,85 4,14
80448 CCR8 7,81 4,22
80454 OX116 3,19 4,39
80455 0X108 46,56 102,74
80459 RANK 3,59 3,62
80460 TACI 3,82 4,22
80461 TRANCE 2,56 4,87
80462 Jagged-1 3,13 3,73
80463 Leptin-R 2,75 4,53
80464 BMPR1alpha 4 4,7
80465 BMPR1lalpha 3,01 4,74
80466 FGF R1 3,55 3,65
80467 FGF R2 4,68 5,47
80468 FGF R2 4,03 5,45
80469 FGF R2 4,18 5,09
80470 FGF R2 3,67 4,31
80471 FGF R3 3,52 4,59
80472 FGF R3 2,18 5.00
80473 FGF R4 3,41 4
80474 CD226 10,09 5,47
80475 LAIR 35,55 47,83
80476 LAIR 27,14 25,48
80477 LAIR 22,88 48,25
80478 TRAIL 5,67 7,53
80479 TRAIL 4,37 5,73
80480 TRAIL 4,18 6,18
80481 TACI 6,32 10,37
80482 TACI 5,52 6,64
80483 Blys 3,16 5,26
80484 Blys 4,94 4,26
80485 Light 12,47 31,34
80486 Light 4,03 7,84
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80488  Light 7,88 18,94
80489  APRIL 6,92 8,82
80490  APRIL 8,86 12,41
80497  BAFF-R 3,11 5,78
80498  BAFF-R 3,31 5,65
80504 BCMA 3,09 4,49
80505 LAIR2 3,92 6,15
80506  LAIR2 7,77 19,28
80507 LAIR2 4,37 5,52
80508  LAIR2 5,83 7,91
80509  TRAIL-R4 3,96 3,79
80510 TRAIL-R4 5,62 7,17
80511  TRAIL-R3 4,68 8,9
80512  TRAIL-R2 5,78 4,35
80513  TRAIL-R2 3,13 3,64
80515 EpCAM 5,03 3,11
80516  EpCAM 5,45 2,94
80517 EpCAM 3,01 3,48
80525  NKP44 3,19 3,28
80526 NKP30 3,98 8,74
80527  NKP46 3,16 5,67
80528  NKG2D 6,41 4,41
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2. Sektion Cytokine/Chemokine

MFI MFI

'_.'L..DA : o auf auf
Antikorper Antigenspezifizierung ruhenden aktivierten
Nummer Basophilen  Basophilen

80061  TRAIL R2 9,73 3,91
80062  TRAIL R2 4,53 4,53
80065  TRAIL R2 5,14 3,59
80069 TRAIL R1 4,35 4,01
80072  TRAIL 4,18 4,61
80075 TRAIL 4,37 4,68
80077 TRAILR1 4,16 2,55
80083  TRAILR5 8,7 4,45
80087  TRAIL R4 4,22 2,79
80089 TRAIL R4 4,78 4,53
80123 CXCR2 3,92 5,52
80124  CXCR3 4,49 2,89
80125 CXCR4 22,27 16,85
80126 CXCR5 6,32 3,68
80127 CXCR6 7,14 3,34
80128 CCR1 40,5 24,36
80129 CCR2 35,87 27,14
80131 CCR5 9,56 3,34
80132 CCR6 8,13 4,22
80133 CCRY 10,99 3,89
80134 CCR9 11,44 3,43
80135 CXCR1 18,27 20,72
80184 LIF Rezeptor 12,19 4,43
80185 LIF Rezeptor 7,99 4,26
80228 IL18Ra 4,45 5,67
80232 IL18Rb 13,16 13,7
80438 IL18Ra, alpha c 13,1 10,94
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3. Sektion NK- Zellen

MFI MFI

HLDA- , L auf auf
Antikorper- Antigenspezifizierung ruhenden aktivierten
Nummer Basophilen  Basophilen

80174 CD56 5,52 2,76
80175 CD56 6,79 4,18
80176 CD56 6,67 2,78
80255 CD16 4,96 3,79
80263 CD56 4,29 3,89
80279 auf T- und NK- Zellen 92,22 154,69
80281 CD244 42,94 21,87
80290 KIR2D- Epitop 7,04 4,22
80335 CD56 3,02 4,29
80340 NK CLA (NK cell like antigen) 12,19 4,91
80390 NKG2D 7,64 12,13
80427 NK-T 10,94 15,82
80432 NKG2D 12,63 5,42
80442 NKp46 14,52 4,61
80452 CRACC 8,98 5,28
80475 LAIR 39,6 43,71
80476 LAIR 27,63 22,67
80477 LAIR 22,07 50,48
80525 NKP30 5,09 5,28
80527 NKP46 4,78 7,43
80528 NKG2D 5,33 7,04
80543 LAIR-1 22,88 38,2
80544 NKp30 3,25 7,1
80545 NKp30 4,03 2,46
80546 NKp46 5,33 2,5
80547 NKp46, nicht spezifisch 4,87 2,62
80548 NKp46 5,52 8,28
80549 CD9%4 9,82 4,57
80550 CD9%4 8,13 4,7
80551 CD158b1/b2/j 5,62 4,91
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Abbildung 9  Ausgewahlte positiv getestete Work  shopantikdrper

Es sind jeweils die Dot-Plots und die dazugehoérigen Histogramme fir ruhende
(linke Seite) und aktivierte Basophile (rechte Seite) gezeigt. In den
Histogrammen sind die Werte der medianen Fluoreszenzintensitat angegeben.
Oberhalb der Plots ist die Antikrpernummer des Workshops, unterhalb die

Information Uber das entsprechende Antigen angegeben.
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3.2 ldentifizierung neuer Aktivierungsmarker

Durch das Screening der Workshopantikorper konnten drei neue
Aktivierungsmarker identifiziert werden: 1. CD164 (Antikérper 80160 und
80162) mit einem Sl von 10- 22; 2. Antikdrper Nummer 80274 mit einem
Stimulationsindex (SI) von 3- 6; 3. Antikérper Nummer 80280 mit einem Sl von
bis zu 120. Weitere Antigene sind mdglicherweise  schwache
Aktivierungsmarker, wie zum Beispiel Antikérper 80455 (OX108) mit einem Sl
von 2. Ein uneinheitliches Bild ergab sich fur die verschiedenen Antikdrper
gegen LAIR und Light. Auch wiederholte Messungen erbrachten kein
eindeutiges Ergebnis. Moglicherweise handelt es sich um schwache

Aktivierungsantigene.

3.2.1 Expression der neuen Aktivierungsmarker auf K  U812-

Zellen

Zur ldentifizierung der Antigene von Antikérper 80274 (A8) und 80280 wurde
eine  geeignete  Zelllinie  gesucht. KU812-Zellen, eine basophile
Leukamiezelllinie, zeigten in der indirekten Fluoreszenzmarkierung mit einem
PE-Konjugat eine starke Expression des 80274-Antigens (Median: 85,05; siehe
Abb. 10). 80280 zeigte nur eine sehr schwache Reaktivitat, die sich kaum
signifikant von der Kontrolle unterschied (Median: 6,98; siehe Abb. 10). Da
dieses Antigen allerdings auch auf ruhenden Basophilen offenbar
ausschlief3lich intrazellular lokalisiert ist, wurden die KU812-Zellen trotzdem
ausgewahlt. Die direkte Markierung mit einem CD164-PE Konjugat zeigte fur
dieses Antigen eine schwache Reaktivitat (Median: 16,85; siehe Abb. 10).
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Abbildung 10 Expression der neuen Aktivierungsmark

er auf KU812-Zellen

KU812-Zellen wurden indirekt mit einem PE-konjugierten Sekundarantikdrper

fur die unbekannten Antigene A8 und E-63 markiert. Fir CD164 wurde ein PE-

Direktkonjugat verwendet. Als Kontrolle wurde unspezifisches IgG1 verwendet.

3.2.2 Identifizierung der Spezifitdt von Antikorper
80280

80274 und

Zur Immunpréazipitation des Antigens wurden ca. 2 ‘10 KU812-Zellen jeweils in
RIPA | und RIPA Il Lysepuffer lysiert (siehe 2.1 und 2.3.1). RIPA | wurde als

milder Lysepuffer mit wenig Detergenzien (NP40 substitute, Deoxycholat)

gewahlt, um die Effizienz der Antikérper- Antigen Interaktion moéglichst wenig zu

beeinflussen. RIPA Il enthédlt dagegen mehrere, starkere Detergenzien (Triton

X-100, SDS und andere), um vor allem Membranproteine besser in Lésung zu
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bringen. Die Proben wurden auf einem 10% Laemmli-Gel separiert (siehe
2.3.3). Banden, die spezifisch mit den Antikérpern prazipitierten (siehe Abb. 11),
wurden ausgeschnitten und mit einer NanoHPLC-ESI-MS/MS Analyse
identifiziert. Daftr wurden die mit RIPA Il erhaltenen Banden verwendet, da hier
insgesamt weniger unspezifische Banden prazipitiert wurden. Die Analyse
wurde freundlicher Weise durch die Arbeitsgruppe von Professor A. Nordheim
am Tubinger Proteomcenter durchgefihrt (siehe 2.4). Die Analyse erbrachte fur
Antikérper 80274 (A8) als wahrscheinliches Antigen CD13 und fiir 80280 (E-63)
CD107a. Die Spezifitat des Antikdrpers 80274 fiur CD13 wurde von Dr.
Stockinger in Wien, die von 80280 fur CD107a von Dr. Meikle in Adelaide durch
Messung auf entsprechenden Transfektanten bestatigt.

A MW  IgGl 80274 IgGl 80274
170—> [N i B «— CD13
16—

B MW IgG1 80280 IgGl 80280
e L 4 «— CD107a

116—> §

RIPAI RIPAII

Abbildung 11  Spezifisch mit Antikérper 80274 ( A8) und 80280 (E-63)
prazipitierte Banden

Gezeigt ist das Coomassie- gefarbte SDS-Gel der spezifisch mit A: Antikorper

80274/A8 und B: Antikdrper 80280/E-63 prazipitierten Banden. In der ersten

Reihe ist der GroRenmarker (MW) aufgetragen; die GroRe der Banden ist in

kiloDalton angegeben. Die zweite und dritte Reihe enthalten jeweils die

Préazipitate von Kontrolle und Reaktion der mit RIPA | hergestellten Lysate.

Reihe vier und finf enthalten die Prazipitate der mit RIPA 1l lysierten Zellen.
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3.3 CD164 als Aktivierungsmarker auf Basophilen

3.3.1 Reaktivitat verschiedener CD164 AntikGrper mi t

Basophilen

Fur CD164 standen insgesamt vier monoklonale Antikdrper zur Verfigung. Ihre
Reaktivitdat mit unterschiedlichen Geweben ist sehr verschieden und hangt
stark von der Glykosylierung des Molekils ab. Dadurch lassen sich drei
Klassen von Epitopen unterscheiden: Klasse | umfasst gegen Sialidase
sensitive, Klasse Il gegen N-Glycosidase sensitive und Klasse Il gegen
Glycosidase resistente Epitope [47, 114, 123]. Bei der vergleichenden Messung
dieser Epitope mit spezifischen monoklonalen Antikérpern auf ruhenden und
aktivierten Basophilen zeigte sich eine deutlich unterschiedliche Reaktivitét.
Verwendet wurden jeweils 20ul Kulturiberstand. Die Antikorper gegen die
Klasse Il Epitope N6B6 und 67D2 erkennen CD164 auf Basophilen mit
ahnlicher Effizienz. Der Stimulationsindex (SI) fur 67D2 betrug 18, bei einer
medianen Fluoreszenzintensitat (MFI) auf aktivierten Basophilen von 371,80.
Der SI fir N6B6 betrug 11, bei einer entsprechenden MFI von 469,76. Das
Klasse Il Epitop 103B2 zeigt nur auf aktivierten Basophilen eine geringe
Reaktivitdt (Median: 28,90), wahrend das Klasse | Epitop 105A5 gar keine
Reaktivitdt mit Basophilen zeigt. Dies deutet darauf hin, dass CD164 in
basophilen Granulozyten in anderer Weise glykosyliert wird wie zum Beispiel in
CD34" hamatopoetischen Stammzellen; auf diesen Zellen zeigt sich eine hohe

Reaktivitat mit 105A5. Die Messungen sind in Abbildung 12 gargestellt.
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3.3.2 Aktivierungskinetik von CD164

Zur ndheren Charakterisierung wurden Basophile unterschiedlich lang mit 0,5ug
anti-Igg stimuliert und auf ihre Reaktivitat mit CD164-Antikorper (67D2)
untersucht. Die Inkubation erfolgte in einem Inkubator bei 37<C. Der Zeitpunkt
to minuten) €ntstand durch Messung einer unstimulierten Probe. Die langeren
Zeitpunkte wurden jeweils zuerst stimuliert, so dass zum Schluss alle Proben
gleichzeitig mit 20mM EDTA gestoppt wurden. Die Markierung erfolgte fir
CD164 indirekt mit einem FITC-konjugierten anti-Mausimmunglobulin
Antikorper, die fur CD203c direkt mit einem PE-Konjugat (siehe auch 2.2.2).

Abbildung 13 zeigt die Aktivierungskinetik der CD164-Hochregulierung.
Die Stimulierungszeiten sind in den Plots angegeben. Die fiir CD203c positiven
Zellen sind in vier Quadranten unterteilt, in denen der jeweilige Prozentsatz
bezogen auf alle CD203c" Zellen angegeben ist. Man erkennt deutlich, dass
sich die doppelt positive Population annédhernd diagonal verschiebt. Dies lasst
auf eine zeitgleiche und ahnlich starke Hochregulierung von CD203c und
CD164 schliel3en.



Kapitel 3 Ergebnisse Seite 58

ruhend aktiviert
T g g
g 3
O s . IgG1
% = =
| g 7 R1 g
. . 0 200 400 600 800 1000 FSC o 200 400 600 800 100():
L 1gG1
5,62 4,96
67D2
20,54 371,80
L
o =
& N6B6
Q
@)
(@) =
= 469,76
2 103B2
E 28,90

105A5

R2

6,15

Anti- mAb- FITC

Abbildung 12  Reaktivitdten verschiedener CD164  Antikdrper

PB Basophile wurden auf die Expression unterschiedlicher CD164 Epitope
untersucht. Die Antokorper N6B6 und 67D2 erkennen Klasse Ill, Antikorper
103B2 Klasse Il und Antikdrper 105A5 Klasse | Epitope. Ruhende (linke Seite)
und Aktivierte Zellen (rechte Seite) wurden wie in Kapitel 2.2 beschrieben
gefarbt und analysiert. Neben den Plots sind die Werte der medianen
Fluoreszenzintensitat innerhalb der CD203c*-Population angegeben.
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Abbildung 13  Aktivierungskinetik von CD164 und CD203c

Heparinisierte PB-Zellen wurden unterschiedlich

lang mit 0,5ug eines

aktivierenden anti-IgE Antikorpers inkubiert. Die Stimulation erfolgte bei 37<C.

Die Reaktion wurde mit 20mM EDTA gestoppt. CD203c wurde direkt mit einem

PE-Konjugat, CD164 indirekt mit einem FITC-konjugierten Sekundarantikérper

markiert. Angegeben sind

jeweils die Prozentsatze der

Populationen und die Stimulationszeit mit anti-lgE in Minuten.

verschiedenen
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3.3.3 Allergeninduzierte Hochregulierung von CD164 bei einem

Lischgrasallergiker

Die Stimulation von Basophilen mit vernetzenden anti-IgE Antikérpern simuliert
die allergeninduzierte Aktivierung. Um die Hochregulation von CD164 durch
den physiologischen Stimulus eines Allergens zu testen, wurde Blut eines
Lischgrasallergikers untersucht. Gesichert war bei diesem Patienten der
Universitatshautklinik TUbingen eine Allergie gegen Graserpollen (Pricktest
zweifach positiv, spezifisches IgE positiv). Als Kontrolle wurden Zellen mit PBS,
bzw. mit 1ug/ml anti-lgE Antikorper inkubiert. Die Allergene wurden in einer
Konzentration von 2ug/ml eingesetzt. Die Inkubation erfolgte 20 Minuten bei
37T in einem Wasserbad. Der Stimulationsindex (SI) von CD164 fur die mit
anti-lgE stimulierte Probe betrug 18,76. Fur Phlpl, Phlp5 und Phlp6 ergaben
sich jeweils SI-Werte von 14,48, 3,88 und 7,77. Ein Vergleich mit den Werten
fur CD203c ist in Tabelle 2 abgebildet. Die Messungen sind in Abbildung 14

dargestellt.

Tabelle 2  Vergleich der medianen Fluoreszenzintensi  taten und der SI-
Werte von CD164 und CD203c nach Allergenstimulation

CD164 CD203c
MFI Sl MFI Sl
PBS 13,22 1 40,32 1
anti- IgE 248,05 18,76 557,31 13,82
Phip1 1911 14,48 441,31 10,93
Phlp5 47,4 3,88 429,35 10,65

Phlp6 102,74 1,77 445,08 11,04
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Abbildung 14  Allergeninduzierte Hochregulierun g von CD164

Heparinisierte PB-Zellen wurden unterschiedlich lang entweder mit 1ug der
verschiedenen Lischgrasallergene, mit PBS oder mit 0,5ug eines aktivierenden
anti-lgg Antikorpers bei 37T inkubiert. Die Reaktion wurde mit 20mM EDTA
gestoppt. CD203c wurde direkt mit einem PE-Konjugat, CD164 indirekt mit
einem FITC-konjugierten Sekundarantikdrper markiert. In den Plots ist die

jeweilige mediane Fluoreszenzintensitat fir CD164 angegeben.
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3.4 CD13 als Aktivierungsmarker auf Basophilen

Ruhende Basophile zeigen auf ihrer Oberflache eine moderate Expression von
CD13 mit einer relativen medianen Fluoreszenzintensitat (MFI-Ratio) von 8- 10.
Die fur CD13 beobachtete Hochregulation nach anti-IgE Stimulation war mit
einem Stimulationsindex von 3- 6 am schwachsten unter den hier
beschriebenen Aktivierungsmarkern. Die Aktivierungskinetik von CD13 wurde
analog wie in Kapitel 3.3.2 fir CD164 beschrieben durchgefiihrt. Die Messung
erfolgte mit dem monoklonalen CD13-Antikorper A8 aus dem Workshop, der
indirekt mit einem FITC-konjugierten Sekundarantikérper markiert wurde.
Abbildung 15 zeigt die Plots dieser Untersuchung. Die Stimulierungszeiten sind
in den Plots angegeben. Die fur CD203c positiven Zellen sind in vier
Quadranten unterteilt, in denen der jeweilige Prozentsatz bezogen auf alle
CD203c" Zellen angegeben ist. Dabei zeigte sich, wie auch bei CD164, eine
annahernd parallele Verschiebung der doppelt positiven Population. Das heif3t,
dass Zellen die CD203c und CD164 hochregulieren auch gleichzeitig CD13
hochregulieren.
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Abbildung 15  Aktivierungskinetik von CD13 (A8)

Heparinisierte PB-Zellen wurden unterschiedlich lang mit 0,5ug eines
aktivierenden anti-IgE Antikorpers inkubiert. Die Stimulation erfolgte bei 37<C.
Die Reaktion wurde mit 20mM EDTA gestoppt. CD203c wurde direkt mit einem
PE-Konjugat, CD13 indirekt mit einem FITC-konjugierten Sekundarantikérper
markiert. Angegeben sind jeweils die Prozentsatze der verschiedenen
Populationen und die Stimulationszeit mit anti-lgE in Minuten.
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3.5 CD107a und CD107b als Aktivierungsmarker auf

Basophilen

CD107a und CD107b (LAMP1/2) sind ubiquitar exprimierte Proteine
lysosomaler Membranen. Antikorper zeigen auf ruhenden Basophilen keine,
bzw. nur eine sehr schwache Reaktivitdt. Auch andere Zellen des peripheren
Bluts zeigen keine signifikante Oberflachenexpression. Im Gegensatz dazu
lasst sich nach anti-lggE Aktivierung fir CD107a eine MFI-Ratio von tber 100
messen. Diese hohen Werte wurden aber nur mit dem neuen monoklonalen
Antikorper E63-880 aus dem Workshop beobachtet. Ein FITC-Konjugat der
Firma Becton-Dickinson ergab eine schwachere Hochregulierung (MFI-Ratio
30- 40). Moglicherweise hat der neue Antikdrper eine hoéhere Aviditat far
CD107a. Zur Messung von CD107b stand ebenfalls ein FITC-Konjugat von
Becton-Dickinson zur Verfugung. Es zeigte sich eine schwache
Hochregulierung mit einem Sl von 2- 3.

Die Aktivierungskinetik von CD107a wurde analog wie in Kapitel 3.3.2 fur
CD164 beschrieben durchgefiuihrt. Die Messung erfolgte mit dem FITC-
konjugierten Antikdrper von Becton-Dickinson. Abbildung 16 zeigt die Plots
dieser Untersuchung. Die Stimulierungszeiten sind in den Plots angegeben. Die
fur CD203c positiven Zellen sind in vier Quadranten unterteilt, in denen der
jeweilige Prozentsatz bezogen auf alle CD203c” Zellen angegeben ist. Dabei
zeigte sich im Vergleich zu CD203c eine verzbgerte Hochregulierung von
CD107a. Bemerkenswerterweise kam es nur bei einem Teil der Zellen zu einer
starken Hochregulierung, so dass zwei Populationen entstanden. Basophile
zwischen diesen beiden Populationen, also Zellen mit einer intermediaren
Expression von CD107a, wurden praktisch nicht beobachtet. Das heil3t, dass
CD107a erstens langsamer hochreguliert wird als CD203c, CD164 und CD13.

Zweitens scheint, im Gegensatz zu der kontinuierlichen Verschiebung in der
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CD203c-Gruppe nach Aktivierung, die Hochregulierung einer alles-oder-nichts
Regel zu folgen. Dies entspricht dem fiir CD63 publizierten Profil [19].
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Abbildung 16  Aktivierungskinetik von CD107a

Heparinisierte PB-Zellen wurden unterschiedlich lang mit 0,5ug eines
aktivierenden anti-IgE Antikorpers inkubiert. Die Stimulation erfolgte bei 37<C.
Die Reaktion wurde mit 20mM EDTA gestoppt. Die Messung erfolgte fir beide
Marker direkt mit konjugierten Antikbrpern. Angegeben sind jeweils die
Prozentsatze der verschiedenen Populationen und die Stimulationszeit mit anti-

IgE in Minuten.
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3.5 Vergleich der verschiedenen Aktivierungsmarker

3.5.1 Vergleich der anti-IgE Aktivierungskinetiken

Abbildung 17 stellt die kinetischen Daten der verschiedenen Aktivierungsmarker
zusammen. Die Messung und Auswertung der Daten erfolgte gemaf der in
Kapitel 2.2.7 beschriebenen Methode. Es wurde jeweils die Zahl der Zellen
bestimmt, die nach Aktivierung fur den jeweiligen Marker starker positiv waren.
Diese wurde dann durch die Zahl aller CD203c" Zellen, also aller Basophilen
dividiert und in Prozent berechnet (siehe auch Abbildung 8 B).

Der Vergleich zeigt deutlich, dass es zwei Gruppen von
Aktivierungsmarkern gibt. CD164 und CD13 folgen der schnellen Kinetik von
CD203c, und zeigen nahezu auf allen Zellen eine vermehrte Expression.
CD107a und CD107b dagegen folgen der langsameren Kinetik von CDG63.
Charakteristischer Weise zeigt auch nur eine Subpopulation von Basophilen

eine Hochregulierung dieser Marker.

3.5.2 Vergleich der TPA Aktivierungskinetiken

12-O-Tetradecanoyl-Phorbol-13-Acetat (TPA) ist ein Aktivator der Proteinkinase
C (PKC). Mit TPA stimulierte Basophile zeigen eine rasche Hochregulierung
von CD203c. Eine deutlich vermehrte Oberflachenexpression von CD63 wird
dabei allerdings erst nach 40- 60 Minuten beobachtet [19].

Um die Einteilung der neuen Aktivierungsmarker in eine CD203c-
Gruppe und eine CD63-Gruppe zu prazisieren, wurde eine vergleichende
Kinetik dieser Marker nach TPA-Stimulation erstellt. Dazu wurde TPA in einer
Endkonzentration von 500mM eingesetzt. Die Stimulation erfolgte bei 37C°in
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einem Inkubator (siehe auch 2.2.6). Abbildung 18 zeigt die graphische
Darstellung dieses Experiments. Die Auswertung erfolgte wie oben
beschrieben. Es konnte gezeigt werden, dass CD164 und CD13 ebenso wie
CD203c nach Zugabe von TPA rasch hochreguliert werden. CD107a und
CD107b werden hingegen erst verzdgert hochreguliert, und folgen damit der
Kinetik von CD63.
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Abbildung 17  Vergleich der anti-IgE Aktivierun  gskinetiken

Die Grafik zeigt das kinetische Profil der neuen Aktivierungsmarker, sowie das
von CD203c und CD63. Angegeben sind die Zellen mit hochregulierter
Expression des jeweiligen Markers, bezogen auf alle CD203c™ Zellen. Dabei
wird deutlich, dass CD164 und CD13 parallel mit CD203c hochreguliert wird,
und auch &hnliche Werte erreicht. CD107a und CD107b folgen dagegen der
Kinetik von CD63, und werden nur von einem Teil der Zellen hochreguliert. Die

Daten sind Mittelwerte von drei unabhangigen Experimenten.
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Abbildung 18  Vergleich der TPA Aktivierungskin etiken

Die Grafik zeigt das kinetische Profil der verschiedenen Aktivierungsmarker
nach TPA-Stimulation (500nM). Angegeben sind die Zellen mit hochregulierter
Expression des jeweiligen Markers, bezogen auf alle CD203c* Zellen. CD164
und CD13 werden sehr rasch und parallel mit CD203c hochreguliert. CD107a
und CD107b folgen hingegen der stark verzdgerten Kinetik von CD63.

3.5.3 Stimulation mit Prostaglandin D2

Die Stimulation von Basophilen mit Prostaglandin D2 (PGD2) zeigt &hnlich wie
mit TPA, einen differentiellen Effekt auf die Oberflachenexpression von CD203c
und CD63. Wahrend CD203c deutlich hochreguliert wird, zeigt sich keinerlei
Veréanderung von CD63 [82].
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Um den Effekt des Lipidmediators auf die verschiedenen
Aktivierungsmarker zu vergleichen, wurde Vollblut mit 10uM PGD2 stimuliert.
Die Inkubation erfolgte fur 10 Minuten bei 37C in einem Wasserbad (siehe
auch 2.2.6). Anschlielend wurde die Probe geteilt und mit den jeweiligen
Markern gefarbt. Fir CD63 und CD107a/b wurden FITC-konjugierte Antikdrper
verwendet. Fiur CD203c ein PE-Konjugat. CD13 und CD164 wurden indirekt mit
einem FITC-konjugierten Sekundarantikbrper markiert. Abbildung 19 zeigt das
Ergebnis dieser Untersuchung. Wie bereits von Monneret et al. [82] publiziert,
zeigte sich eine Hochregulierung von CD203c, nicht aber von CD63. Wie
erwartet, wurden CD164 und CD13 ebenfalls hochreguliert, CD107a und
CD107b jedoch nicht. Dabei scheint PGD2 allerdings keine stabile
Hochregulierung zu erzeugen. Nach 40 und 60 Minuten zeigte sich bereits eine
deutliche Abnahme des Effektes.

3.5.4 Inhibition mit Wortmannin

Wortmannin ist ein haufig verwendeter Inhibitor der PI3-Kinase. Die
Prainkubation mit Wortmannin vor anti-lgg Stimulation, fuhrt zu einer deutlichen
Reduktion der Hochregulierung von CD203c und CD63 [19].

Fur ein vergleichendes Experiment wurde frisches Vollblut 15 Minuten
mit 500nM Wortmannin bei 37C°in einem Wasserbad in kubiert. Anschliel3end
wurden die Basophilen mit 1ug/ml anti-IgE fir 20 Minuten stimuliert (siehe auch
2.2.6). Nach dem Stoppen der Reaktion mit 20mM EDTA, wurden die Zellen fur
die verschiedenen Marker gefarbt. CD13, CD63, sowie CD107a und CD107b
wurden direkt mit FITC-konjugierten Antikérpern, CD203c mit einem PE-
Konjugat markiert. Fir CD164 erfolgte die Farbung mit einem FITC-
konjugierten Sekundarantikérper. Abbildung 20 zeigt die graphische
Zusammenfassung der Ergebnisse. Die Prozentangaben der fir das
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hochregulierte Antigen positiven Basophilen beziehen sich jeweils auf alle
CD203c" Zellen.

Unter den Bedingungen einer submaximalen Inhibition zeigte sich ein
deutlicher Unterschied in der Effektivitdt gegeniber den verschiedenen
Aktivierungsmarkern. Die Hochregulierung von CD203c, CD13 und CD164
wurde im Vergleich zur Kontrolle ohne Wortmannin nur um etwa die Halfte
reduziert. Dagegen wurde die Hochregulierung von CD63, CD107a und
CD107b vollstandig inhibiert.
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Abbildung 19  Stimulation mit Prostaglandin D2 (PGD2)

Periphere Blutzellen wurden mit 10uM PGD2 fir 10 Minuten stimuliert.
Anschlieend wurden die Proben geteilt und fur die angegebenen
Oberflachenmolekile markiert. Angegeben sind die Zellen mit hochregulierter
Expression des jeweiligen Markers, bezogen auf alle CD203c” Zellen. Fiir
CD203c, CD164 und CD13 sieht man eine deutliche Hochregulierung, wahrend
PGD2 keinen Effekt auf CD63 oder CD107a/b hat.
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Abbildung 20  Inhibition mit Wortmannin

Frisches Vollblut wurde 15 Minuten mit 500nM Wortmannin vor anti-IgE
Aktivierung (1pg/ml) prainkubiert. Nach der 20minttigen Stimulation wurden die
Zellen fur die verschiedenen Marker gefarbt. Angegeben sind die Zellen mit
hochregulierter Expression des jeweiligen Markers, bezogen auf alle CD203c”
Zellen. Die Abbildung zeigt, dass bei dieser Konzentration des Inhibitors die
Hochregulierung von CD203c, CD13 und CD164 nur teilweise reduziert wird.
Die Hochregulierung von CD63 und CD107a/b wird dagegen vollstandig

inhibiert.
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3.6.5 Konfokale Lasermikroskopie

Der Vergleich der verschiedenen Aktivierungsmarker hinsichtlich ihrer Kinetik
und ihres Verhaltens auf Stimulatoren und Inhibitoren legt die Existenz zweier
Gruppen von Aktivierungsmarkern nahe. Diese unterscheiden sich offenbar in
ihren intrazellularen Regulationsmechanismen. Eine nahe liegende Vermutung
ist, dass sie sich ebenfalls durch ihre intrazellulare Lokalisation unterscheiden.
Eine etablierte Methode zur Darstellung der Verteilung von Antigenen in
subzellularen  Kompartimenten ist die konfokale Lasermikroskopie.
Insbesondere die Verwendung unterschiedlicher Fluoreszenzstoffe ermdéglicht
den direkten Vergleich verschiedener Marker in einer Zelle.

Die Aufreinigung von Basophilen, insbesondere in grof3eren Mengen, ist
ein aufwendiges Verfahren. Deshalb wurde die basophile Leukamiezelllinie KU-
812 verwendet. Um die in Suspension wachsenden Zellen auf einem
Objekttrager zu farben, musste zunachst ein Protokoll erarbeitet werden
(Einzelheiten siehe Kapitel 2.5). Es wurden jeweils 5x10* Zellen auf einen
Objekttrager aufgebracht. Die Fixierung und Permeabilisierung erfolgte durch
Inkubation mit Methanol bei -20 C°in einem Schritt. Als Antikérper wurden die
PE-Konjugate von CD203c und CD164, sowie die FITC-Konjugate von CD63
und CD107a verwendet. Hierbei erwies sich in der Doppelfarbung die
Kombination von FITC und PE als problematisch, da erstens beide Fluorophore
durch die gleiche Wellenlange angeregt werden und zweitens ein sich teilweise
Uberlappendes  Spektrum  emittieren. Dies machte aussagekréftige
Overlayassays zum Vergleich der intrazellularen Lokalisation unmdglich.
Weiterhin war das Signal der meisten Konjugate zu schwach, insbesondere das
von CD203c. Lediglich mit CD164 konnte ein zuverlassiges Signal in praktisch
allen Zellen erzeugt werden. CD107a ergab nur in wenigen Zellen ein
deutliches Signal.
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Abbildung 21 A zeigt verschiedene Zellen in der Einfachmarkierung ftr
CD107a-FITC wund CD164-PE. Man erkennt jeweils ein granulares
Verteilungsmuster. Fir CD164 zeigten sich zum Teil auch tubular erscheinende
Strukturen, wie sie in der rechts abgebildeten Zelle in der Einfachmarkierung zu
sehen sind. Abbildung 21 B zeigt eine Doppelmarkierung dieser Marker. Es
handelt sich jeweils um die gleiche Zelle, die einmal mit einem FITC- und
einmal mit einem PE-Filter aufgenommen wurde. Das Signal ist sehr schwach
und die Auswertung aus den oben genannten Grinden zurlckhaltend zu
bewerten. Man erkennt aber, dass sich das Signalmuster von CD164 und
CD107a deutlich unterscheidet.

Als wesentliches Ergebnis konnte in diesem Kapitel ein Protokoll fur die
Immunfluoreszenzmarkierung in Suspension wachsender KU-812 Zellen
erarbeitet werden. AulRerdem wurde gezeigt, dass sowohl CD164, als auch
CD107a mit granularen Strukturen assoziiert sind. Vermutlich handelt es sich
dabei um unterschiedliche Granula, da die beiden Marker anscheinend nicht

kolokalisiert sind.
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Abbildung 21 Intrazellulare Lokalisation von C D164 und CD107a
KU812-Zellen wurden auf einem Objekttrager fixiert, permeabilisiert und
entweder mit CD164-PE, CD107a-FITC oder mit beiden Konjugaten gleichzeitig
gefarbt. A: Unterschiedliche Zellen mit einer Einfachmarkierung fir CD107a
und CD164. Man sieht deutlich das granuldre Verteilungsmuster. B:
Doppelmarkierung einer Zelle fir CD164 und CD107a, jeweils mit einem
entsprechenden Filter fotografiert. Man erkennt, dass sich die beiden Signale in
ihrer Verteilung deutlich unterscheiden.
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4 Diskussion

Basophile Granulozyten sind wichtige Effektorzellen allergischer Erkrankungen.
Durch die rasche Zunahme der Préavalenz dieser Erkrankungen in den letzten
Jahren ist das Verstandnis ihrer molekularen Mechanismen von besonderem
Interesse. Dabei geht es einerseits um neue Methoden in der Diagnostik, und
andererseits um neue Strategien in der Therapie. Hier kobnnen neue
Erkenntnisse Uber die Aktivierung von Basophilen hilfreich sein. Deshalb wurde
in dieser Arbeit die Oberflachenexpression verschiedener humaner

Leukozytenantigene vor und nach Aktivierung dieser Zellen verglichen.

Von den getesteten 252 monoklonalen Antikorpern aus dem 8.
Internationalen Leukozytenworkshop zeigten 44 eine Reaktivitat mit basophilen
Granulozyten. Dabei konnten 10 Antigene erstmals auf der Oberflache dieser
Zellspezies nachgewiesen werden. Neben 2 Antikdrpern mit unbekanntem
Antigen (80094 und 80275), zéhlen hierzu der TLR4 (= toll-like-Rezeptor 4), ein
EGF-TM7 Rezeptor (= Familie epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptoren mit
sieben Transmembrandomanen [61]), der F11-Rezeptor, sowie CD107a,
CD244, LAIR, LIGHT und das Rhesus17 Antigen.

Vier dieser Antikdrper zeigten auf anti-lgE aktivierten Basophilen eine
erhohte Reaktivitat. Dabei handelt es sich um zwei Antikérper gegen CD164
(N6B6/80160 und 67D2/80162) und zwei weitere mit urspringlich unbekannter
Spezifitat (E63/80280 und A8/80274). Durch Immunprazipitation konnten fur
den Antikdrper E63/80280 CD107a und fur den Antikorper A8/80274 CD13 als
Antigen identifiziert werden. Der Stimulationsindex (SI) von CD164 betrug
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10- 22, fur CD107a teilweise tber 100. Fur CD13 lag der Sl zwischen 3- 6.
Damit konnten diese Molekile in der Diagnostik allergischer Erkrankungen
hilfreich sein. Die Messung von CD164 auf den mit Wiesengrasallergenen
stimulierten Basophilen zeigte eine eindeutige Hochregulierung (vgl. Tabelle 2).
Der Vergleich der unterschiedlichen Allergene Phlpl, 5 und 6 zeigte fur CD203c
allerdings zuverlassigere Werte. Dies liegt moglicherweise an der etwas
schlechteren Qualitat der indirekten Markierung von CD164 mit einem FITC-
Konjugat, verglichen mit der direkten Farbung mit einem CD203c-PE Konjugat.
Gegen CD164 gibt es neben den beiden Antikérpern aus dem Workshop noch
die Antikdrper 103B2 und 105A5. Der Vergleich der Reaktivitditen mit
Basophilen zeigte, dass das Epitop fur N6B6 und 67D2 auf aktivierten
Basophilen stark exprimiert ist, das von 103B2 hingegen nur schwach auf
aktivierten Basophilen, und das von 105A5 gar nicht (vgl. Abb. 12).
Interessanterweise sind die beiden letztgenannten Epitope Glykosylierungen
des CD164 Molekuls, die z.B. von hamatopoetischen Stammzellen stark
exprimiert werden. Man kann somit schlieRen, dass CD164 in Basophilen auf
andere Weise posttranslational modifiziert, das heifl3t glykosyliert wird, als z. B.

in h&matopoetischen Stammzellen.

Eine vergleichsweise geringe Hochregulation zeigte sich fur OX108, mit
einem maximalen SI von 2. Es handelt sich um den CD200 Rezeptor
(CD200R), dessen Expression auf Mastzellen und Basophilen bereits 2003
beschrieben wurde. Die Autoren dieser Arbeit fanden eine Abnahme der
spezifischen mRNA nach Allergenstimulation von Mastzellen [119]. Neben dem
CD200R, der ein inhibitorisches Signal Ubertragt, gibt es weitere Isoformen, die
allerdings eine stimulierende Funktion haben. Trotz hoher Sequenzhomologie
binden sie nicht CD200. Voehringer et al. konnten ihre Expression in
Basophilen von Mausen mit einer Darmwurminfektion nachweisen. Dabei spielt
die Assoziation aktivierender CD200R-Formen mit dem Adapterprotein DAP12
eine wichtige Rolle [113]. Ob die Aktivierung von CD200R einen
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antagonistischen Einfluss auf die allergeninduzierte Basophilenaktivierung hat,
ist unbekannt. Mit einem rekombinanten CD200 oder einem aktivierenden
Antikorper lieBe sich dies untersuchen. Auf diese Weise konnten neueste
Untersuchungen an Mastzellen zeigen, dass CD200R tatsachlich deren
allergeninduzierte Aktivierung hemmt [124]. Dabei kommt es Uber die in
Abbildung 1 unterhalb des FcyRIIB dargestellten Mechanismen zur
Inaktivierung der MAP-Kinasen [124]. Die Entwicklung pharmakologischer
Liganden fur den CD200-Rezeptor stellt somit eine aussichtsreiche Strategie in
der Therapie allergischer Erkrankungen dar. Dabei kdnnte sowohl die durch
Mastzellen vermittelte Sofortreaktion, wie auch die durch Basophile
unterhaltene LPR (= late-phase-reaction) beeinflusst werden.

Gegen LAIR-1 standen mehrere monoklonale Antikdrper zur Verfligung.
Die Austestung erbrachte kein einheitliches Ergebnis. Zwar zeigte sich mit allen
Antikorpern eine schwache Expression des Molekils, die in einigen Fallen
beobachtete Hochregulierung war aber nicht zuverlassig reproduzierbar. Die
starke der Oberflachenexpression schien vergleichbar mit der auf nahezu allen
Zellen des Lymphozytengates (R1) beobachteten Reaktivitat. LAIR-1 (leukocyte
associated Ig-like receptor-1) ist ein immunglobulindhnlicher Rezeptor mit
inhibitorischer Funktion auf NK-Zellen, T-Zellen und Monozyten und wird von
den meisten mononukledren Zellen des peripheren Blutes exprimiert [111].
Auch hamatopoetische Vorlauferzellen exprimieren LAIR. Die Vernetzung der
Rezeptormolekile durch monoklonale Antikorper fuhrt z.B. in zytotoxischen T-
Zellen zur Unterdrickung der Immunantwort [79]. Dabei wird das inhibitorische
Signal vermutlich durch die Aktivierung von SHP2 (Src homology region 2-
containing protein tyrosine phosphatase) vermittelt, welches an die beiden
ITIMS  (immunoreceptor tyrosine-based inhibitory  motifs) in der
cytoplasmatische Doméne des Molekuls bindet [64, 111]. Die Aktivierung von
Tyrosinphosphatasen spielt auch bei der negativen Regulation der

Basophilenaktivierung eine wichtige Rolle (siehe Abbildung 1). Die Bedeutung



Kapitel 4 Diskussion Seite 78

der Expression von LAIR-1 auf Basophilen ist unklar. Eine Aktivierung des
LAIR-Rezeptorkomplexes mit monoklonalen Antikdrpern vor Allergenstimulation
konnte Aufschluss dartber geben, ob es sich um einen effektiven Mechanismus
zur Inhibition der Basophilenaktivierung handelt. Daraus kdnnte sich eventuell
ein pharmakologischer Ansatzpunkt ergeben. Zurzeit sind allerdings weder ein

chemischer, noch ein nattrlicher Ligand bekannt.

Ein &hnliches Bild, mit einer nicht sicher reproduzierbaren
Hochregulierung, zeigte sich fur LIGHT (=homologous to lymphotoxin, inducible
expression, competes with herpes simplex virus (HSV) glycoprotein D for HSV
entry mediator (HVEM), expressed on T lymphocytes). Die Expression dieses
Molekuls auf T-Zellen fuhrt zu einer Entziindungsreaktion mit Aktivierung von

Lymphozyten [97]. Im Einzelnen ist zu diesem Molekul noch wenig bekannt.

Bei zwei Antikdrpern, CD62L und BSP1, zeigte sich eine Abnahme der
Reaktivitat nach Aktivierung der Zellen. Fir CD62L ist dies seit langem
beschrieben [9]. Fir BSP1 konnte es in dieser Arbeit erstmals gezeigt werden.
Der Mechanismus dieser Verminderung der Oberflachenexpression ist bei
beiden Molekilen unbekannt. Es kdnnte sich einerseits um eine Abstol3ung,
z.B. durch spezifische Proteasen in der Zellmembran handeln. Das Molekul
konnte aber andererseits auch durch Endozytose in die Zellen aufgenommen
werden, von wo es dann rasch wieder an die Zellmembran zurtickgebracht
werden kann. FiUr dieses Modell spricht die Beobachtung, dass die

Oberflachenexpression von BSP1 nach 40- 60 Minuten wieder zunimmt.

Der Vergleich der neuen Aktivierungsmarker CD13, CD164 und CD107a
zeigte, dass es fur die Starke der Oberflachenexpression von CD13 und CD164
offenbar ein kontinuierliches Spektrum gibt. Es lie3 sich wahrend den ersten 5-
10 Minuten der Aktivierung eine gleichmafRige Zunahme der Zahl dieser

Molekule an der Zelloberfliche beobachten. Dies entspricht dem Bild von
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CD203c. Bei CD107a hingegen scheint es zwei Populationen zu geben, die
einer Art alles-oder-nichts Regel folgen: Die Zellen zeigen entweder keine, oder
eine starke Reaktivitat fur diesen Marker. Damit gleicht CD107a dem Profil von
CD63. Daruber hinaus zeigten die Kinetiken der neuen Aktivierungsmarker,
dass die Molekile der CD203c-Gruppe sehr viel rascher hochreguliert werden,
als die der CD63-Gruppe (vgl. Abb. 17). Erstere zeigten nach 5 Minuten bereits
ein Maximum, wahrend dies bei CD63 und CD107a erst nach 15- 25 Minuten
beobachtet wurde. Dieser Unterschied legt die Vermutung nahe, dass es zwei
grundsatzlich verschiedene Arten von Vesikeln/ Granula in Basophilen gibt. Fur
die CD203c-Gruppe misste man eine Population vieler, kleinerer Vesikel
postulieren. Dadurch lieBe sich die kontinuierliche Hochregulierung erklaren.
Die konfokale Lasermikroskopie zeigte, dass CD164 tatsachlich mit einer
Vielzahl kleiner Vesikel assoziiert ist. Diese Ergebnisse sind allerdings sehr
zuruckhaltend zu beurteilen, da das schwache Fluoreszenzsignal der anderen
Marker einen sinnvollen Vergleich ihrer subzellularen Lokalisation nicht zuliel3
(vgl. Kapitel 3.6.5). Fur die CD63-Gruppe hingegen misste man von grol3eren
Vesikeln, vermutlich den Histamingranula ausgehen, was die starke, scheinbar
Ubergangslose Hochregulation erklaren wirde. Interessant ist hier, dass CD63
und CD107a eine Erkennungssequenz in ihrer zytoplasmatischen Domé&ne
aufweisen, Uber die sie an den Adapterkomplex AP-3 binden [63, 91]. Die
heterotetrameren AP-Komplexe sind entscheidend am intrazellularen
Eiweil3transport aus dem Trans-Golgi-Netzwerk (TGN) beteiligt, wobei AP-3 fur
den direkten Transport zwischen TGN und Lysosomen/Endosomen
verantwortlich ist [83]. CD203c hat keine solche Sequenz, und konnte
demzufolge eine andere subzellulare Lokalisation aufweisen. Wenn es sich
dabei um solche kleinen, fir die frihe Hochregulation von
Oberflachenmolekilen verantwortlichen Vesikel handelt, ergdben sich daraus
weitere, interessante Fragen. Gibt es mehrere Subtypen, mit einem jeweils
charakteristischen Markerprofil, das heil3t CD203c-Vesikel, CD164-Vesikel
usw., oder nur einen Typ? Eine lasermikroskopische Kolokalisationsanalyse
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konnte hieriber Aufschluss geben. Da allerdings in dieser Arbeit unter keinen
Bedingungen eine isolierte Hochregulation eines Markers der CD203c-Gruppe
beobachtet wurde, legt dies nahe, dass es nur einen Typ von solchen Vesikeln
gibt. Eine weitere Frage ist, ob es sich dabei um sekretorische Vesikel handelt
und welche Mediatoren/ Enzyme sie ggf. enthalten. Ein Zusammenhang der
sich hier aufdrangt, ist der zwischen der CD203c-Gruppe und der Piecemeal-
Degranulation, kurz PMD (vgl. Kapitel 1.3.2). Hier werden elektronenmikro-
skopisch kleine Vesikel beobachtet, die von den groRen Granula ,knospen*
(engl.: budding), und so zu einer stiickweisen Mediatorfreisetzung fuhren. Ein
Zusammenhang zwischen PMD und bestimmten molekularen Markern oder
Signaltransduktionsmechanismen ist bisher nicht beschrieben. Da sich die
Vesikel hierbei aus den Membranen der Granula bilden, misste man bei einem
direkten Zusammenhang mit den CD203c-Markern annehmen, dass sich diese
Molekile ebenfalls in der Granulamembran befinden. Dies lieRe dann bei der
anaphylaktischen Degranulation (AND), bei der die Granula mit der
Zellmembran verschmelzen, einen weiteren Anstieg der CD203c-Marker
erwarten. Tatsachlich wird zum Zeitpunkt der maximalen Hochregulation von
CD63 und CD107a aber eher eine beginnende Abnahme dieser Marker
beobachtet.

Das unterschiedliche kinetische Verhalten der neuen Aktivierungsmarker
deutet auf unterschiedliche intrazellulare Regulationsmechanismen hin. Bihring
et al. fanden nach Stimulation mit dem PKC-Aktivator TPA eine rasche
Hochregulierung von CD203c, nicht aber von CD63. Erst nach 40- 60 Minuten
zeigt CD63 einen leichten Anstieg. Aul3erdem lie3 sich die Hochregulierung
beider Marker dosisabhédngig mit dem PI3-Kinase Inhibitor Wortmannin
unterdricken [19]. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich die
Hochregulation sowohl von CD164 wie auch von CD13 ebenfalls mit TPA
induzieren lasst. Interessant ist hier, dass sich bei mit TPA stimulierten
Basophilen elektronenmikroskopisch eine ausgepragte PMD nachweisen lasst
[24]. Dagegen wurde fir CD107a und CD107b =zunachst kein Anstieg
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beobachtet. Wie fir CD63 zeigte sich erst nach 40- 60 Minuten ein leichter
Anstieg (vgl. Abb. 18). Bei der Inhibition mit Wortmannin zeigte sich, dass die
Marker der CD63-Gruppe deutlich starker inhibiert wurden, als die Marker der
CD203c-Gruppe (vgl. Abb. 20). Dies konnte einerseits bedeuten, dass die
Molekule der CD203c-Gruppe eine geringere Signalintensitat durch die PI3-
Kinase bendétigen. Andererseits konnten von der PI3-Kinase unabhangige
Signalkaskaden existieren, die ebenfalls zu einer Hochregulation dieser Marker
fuhren.

Monneret et al. zeigten eine Zunahme der CD203c-Expression nach
Stimulation mit Prostaglandin D2 (PGDZ2), die durch den PGD2-Rezeptor
CRTH2 vermittelt wird [82]. Dabei handelt es sich um einen von TH2-Zellen,
Eosinophilen und Basophilen exprimierten G-Protein gekoppelten Rezeptor, der
Uber ein inhibitorisches G-Protein (Gai) zu einer Zunahme der intrazellularen
Kalziumionenkonzentration fuhrt [48]. Der Vergleich der verschiedenen Marker
nach PGD2 Stimulation zeigte, dass lediglich CD203c, CD164 und CD13
heraufreguliert werden. Auf die Expression von CD63 und CD107 zeigte sich
kein Effekt (vgl. Abb. 19).

Diese Experimente legen nahe, dass dem gemeinsamen kinetischen
Profil der beiden Gruppen von Aktivierungsmarkern, ein jeweils gemeinsamer
intrazellularer Regulationsmechanismus zugrunde liegt. Vermutlich gibt es
dabei fur die CD203c-Gruppe verschiedene Stimuli, wie Allergene, PGD2 und
auch IL-3. Die gemeinsame Endstrecke der intrazellularen Signaltransduktion
ist hierbei noch unklar. Sowohl Allergene als auch PGD2 fihren zu einer
Erhéhung der intrazellularen Kalziumkonzentration. Mit einem Kalziumionophor
lieBe sich prifen, ob die Erhéhung des intrazellularen Kalziums alleine
ausreichend ist. Die Kalziumkonzentration zeigt nach anti-IgE Stimulation von
Basophilen einen biphasischen Verlauf: Zundchst kommt es zu einer raschen
und Kkurzfristigen Freisetzung aus intrazellularen Kalziumspeichern. Diesem
initialen Peak folgt dann eine langer anhaltende Erhdéhung durch einen

Kalziumeinstrom aus dem Extrazellularraum. Chelatoren wie EGTA die das
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extrazellulare Kalzium binden verhindern nur diesen zweiten Anstieg und
blockieren gleichzeitig die Degranulation [68]. Moglicherweise ist die
Entleerung der intrazellularen Kalziumspeicher an der Hochregulation der
CD203c-Marker beteiligt, wahrend der prolongierte Einstrom extrazellularen
Kalziums zur Hochregulation der CD63-Marker beitragt. Die Anwendung von
Kalziumchelatoren in niedrigmolarer Konzentration sollte dann keinen Einfluss
auf die CD203c-Marker haben, die Hochregulation der CD63-Marker aber
vollstandig unterdriicken. Wie durch die Experimente mit TPA gezeigt werden
konnte, scheint die Aktivierung der PKC fiur die Hochregulation dieser Gruppe
ausreichend zu sein. Die Aktivitat dieses Enzyms ist kalziumabh&ngig [2]. Eine
Aktivierung der PKC in Basophilen durch PGD2 wurde bisher aber nicht
beschrieben. Zu berticksichtigen sind auf3erdem bei solchen chemischen
Aktivatoren, wie auch den Inhibitoren, unspezifische Effekte. Die stark
verzogerte Hochregulation von CD63 und CD107 durch TPA kodnnte auf feed-
back-Mechanismen zuriickzufihren sein. Auch bei dieser Gruppe ist noch
unklar, welches die entscheidenden Signaltransduktionswege fur ihre
Hochregulierung sind.

Uber die Bedeutung der enzymatischen Aktivitat von CD203c und CD13
kann ebenfalls nur spekuliert werden. In diesem Zusammenhang ist interessant,
dass nach Abspaltung eines N-terminalen Restes des Chemotaxins MCP-1
(=monocyte chemotactic protein 1), sich die Spezifitat der chemotaktischen
Wirkung auf Basophile, zugunsten von Eosinophilen &ndert [115]. Die
enzymatische Aktivitat der Aminopeptidase N (CD13) katalysiert eben solche N-
terminalen Abspaltungen. Die Hochregulation auf aktivierten Basophilen wirde
dadurch eine Gewebeinfiltration mit Eosinophilen férdern. Ob CD13 eine

enzymatische Wirkung speziell auf MCP-1 hat ist allerdings unbekannt.

Zusammenfassend lasst sich aufgrund dieser Arbeit sagen, dass es zwei
Gruppen von Aktivierungsmarkern auf Basophilen gibt. Erstens solche, die nach

Allergenstimulation eine rasche, kontinuierliche Hochregulation zeigen, die auch
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durch PGD2 und TPA induzierbar ist. Zu dieser Gruppe zéhlen CD203c, CD13
und CD164. Zweitens gibt es solche, die nach Allergenstimulation weniger
schnell hochreguliert werden, und dabei zwei Populationen bilden, zwischen
denen hinsichtlich der Expressionsstarke kaum Zwischenformen beobachtet
werden. Diese Gruppe ist durch PGD2 gar nicht und durch TPA nur stark
verzogert induzierbar. Sie wird durch die Molekile CD63, CD107a und CD107b
gebildet. Die im Vorausgehenden diskutierten Maoglichkeiten zu den
morphologischen und funktionellen Grundlagen dieser beiden Gruppen sind in
Abbildung 22 graphisch zusammengefasst. Sie sind rein spekulativ. lhre weitere
Untersuchung koénnte zu interessanten Einblicken in die Funktionsweise der

basophilen Granulozyten fuhren.

PGD2
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Abbildung 22  Hypothetisches Modell zur Regulat  ion der zwei Gruppen
von Aktivierungsmarkern

Sowohl Allergene, als auch PDG2 fuihren zu einer Erhdéhung des intrazellularen

Kalziums. Dies fuhrt zur Aktivierung von Signalmolekilen (PKC?) und dadurch

zur Hochregulation der CD203c-Gruppe. Fir die CD63-Gruppe sind zusatzliche

Signalmechanismen erforderlich.
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Zusammenfassung

Einleitung: Allergische Erkrankungen, vor allem im Kindes und Jugendalter,
spielen eine zunehmende Rolle in der klinischen Praxis. Basophile
Granulozyten sind dabei wichtige Effektorzellen. Um diese seltenen Zellen
naher zu charakterisieren, wurden tiber 250 monoklonale Leukozytenantikdrper,
die im Rahmen des 8. HLDA-Workshops (= human leukocyte differentiation
antigens) zur Verfigung gestellt wurden, in ihrer Reaktivitat mit ruhenden und

aktivierten Basophilen verglichen.

Methoden: Fur das Screening der verschiedenen Antikorper wurden Zellen aus
peripherem Vollblut mit Antikérpern stimuliert und mit den jeweiligen
monoklonalen Antikérpern Uber indirekte Fluoreszenzmethoden markiert. Zur
Identifizierung der Basophilen wurde ein fur Basophile spezifisches CD203c-PE
Konjugat verwendet. Nach der Markierung wurden die Zellen
durchflusszytometrisch analysiert und die erhaltenen Daten ausgewertet. Zur
Identifikation unbekannter Antigene, wurden Lysate aus KU-812 Zellen mit dem
entsprechenden Antikorper Uber Protein-G Sepharose affinitatsgereinigt und
die Antigene immunprazipitiert. Nach der SDS-Gelseparation wurden die
Banden mittels NanoHPLC-ESI-MS durch das Tibinger Proteomcenter
analysiert. Zur Untersuchung der intrazellularen Signaltransduktion wurden der
Proteinkinase C-Aktivator TPA und der PI3-Kinase-Inhibitor Wortmannin
verwendet. Ferner wurden die Zellen mit Prostaglandin D2 stimuliert. Fur die
konfokale Lasermikroskopie von KU-812-Zellen wurden ein CD164-PE
Konjugat, sowie ein CD107a-FITC Konjugat benutzt.
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Ergebnisse: Von den 252 untersuchten monoklonalen
Leukozytenantikbrpern zeigten 44 eine Reaktivitdit mit Basophilen. Durch
vergleichende Reaktivitdtsmessungen von ruhenden und mit anti-IgE aktivierten
Basophilen konnten drei neue Aktivierungsmarker identifiziert werden: CD164,
und zwei unbekannte Antigene. Letztere konnten als identisch mit CD13 und
CD107a identifiziert werden. Die Stimulationsindices betrugen fir CD164 10-
22, fur CD13 3-6 und fur CD107a teilweise uUber 100. Der Vergleich der
Aktivierungskinetiken dieser Molekiile zeigte fir CD164 und CD13 eine rasche
Hochregulation analog zu CD203c. CD107a, wie auch CD107b zeigten eine
langsamere Kinetik, analog zu CD63. Versuche mit TPA, Wortmannin und
Prostaglandin D2 (PGD2) zeigten, dass sich auch hier CD164 und CD13 wie
CD203c verhielten, wahrend CD107 sich wie CD63 verhielt. Dabei ist die
Aktivierung der PKC durch TPA, sowie die Stimulation mit PGD2 ein effizienter
Stimulus fur die Hochregulation von Markern der CD203c-Gruppe, nicht aber fur
die der CD63-Gruppe. Wortmannin zeigt dosisabhéngig einen starkeren Effekt
auf die Marker der CD63-Gruppe. Der wesentliche Teil der Ergebnisse wurde in

einer internationalen Zeitschrift veréffentlicht [47].

Diskussion: In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass es zwei Gruppen von
Basophilen-Aktivierungsmarkern gibt: Solche mit einer zu CD203c analogen
Aktivierungskinetik, die nach anti-Igg Stimulation eine rasche und vollstandige
Hochregulation zeigen. Hierzu zahlen neben CD203c die Molekile CD13 und
CD164. Zweitens gibt es solche Marker, die analog zu CD63 reguliert werden
und eine etwas langsamere Aktivierungskinetik zeigen. Hierzu zahlen neben
CD63 die Molekiile CD107a und CD107b. Uber den Zusammenhang dieser
beiden Gruppen mit morphologischen Veréanderungen und
Signaltransduktionsmechanismen kann derzeit nur spekuliert werden. lhre
Untersuchung konnte zu einer weiteren Klarung der Funktionsweise der
basophilen Granulozyten und zu neuen Strategien in Diagnostik und Therapie

allergischer Erkrankungen fihren.
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Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland
Immunotech, Marseille, Frankreich
PharMingen, San Diego, USA

ICN Biomedicals, USA

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland
Roth, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland
Bio-Whittaker,Walkersville, Maryland, USA
Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Universitatsapotheke Tubingen

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland
Merck, Deutschland

SouthernBiotech, USA

SARSTEDT S-Monovetten R¢ 5,5 ml Li-Heparin,
Numbrecht, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland
Immunotech, Marseille, Frankreich

Invitrogen, Corporation, England

Biomay, Wien, Osterreich

DakoCytomation, Danemark

DakoCytomation, Danemark

Bayer AG, Deutschland

Protein G Sepharose 4 fast Amersham Biosciences, Schweden

flow

SDS
TEMED
TPA

Tris base
Triton X-100
Wortmannin

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland
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