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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem hat sich zum Schutz vor Pathogenen wie Bakterien, Viren, Pilzen und
Parasiten, aber auch vor Tumorzellen und kérperfremden Molekilen entwickelt. Dieser
Schutz wird vor allem durch das Zusammenspiel der angeborenen, sowie der erworbenen

(adaptiven) Immunantwort gewahrleistet.

1.1.1 Die angeborene Immunantwort

Die Spezifitdt der angeborenen Immunabwehr basiert auf der Erkennung konservierter
Strukturen, sogenannter pathogenassoziierter molekularer Strukturen (PAMP, pathogen
associated molecular pattern). Rezeptoren fir die Erkennung von PAMPs auf Pathogenen
heiBen pattern recognition receptors (PRR) (Huang et al., 2008). Zu den zellularen
Komponenten des angeborenen Immunsystems gehoren Granulozyten, Makrophagen
und dendritische Zellen (DC). Diese Zellen exprimieren auf ihrer Oberflache PRRs und
besitzen die Féhigkeit Pathogene zu erkennen und Uber Phagozytose aufzunehmen.
Verschiedene Lymphozyten wie die natirlichen Killerzellen (NK-Zellen) und NKT-Zellen
gelten als Mediatoren zwischen der angeborenen und adaptiven Immunantwort. Sie sind
potente Zytokinproduzenten und induzieren dariber eine Immunantwort des adaptiven
Immunsystems (Papamichail et al., 2004). Aber auch Iésliche Faktoren wie z.B.
Komplementfaktoren, Pentraxine (Mantovani et al., 2008), Zytokine und reaktive

Sauerstoff- und Stickstoffverbindungen vermitteln die unspezifische Immunantwort.

1.1.2 Die adaptive Immunantwort

Die adaptive Immunantwort wird von antigenspezifischen B- und T-Lymphozyten und den
von ihnen freigesetzten Effektormolekillen vermittelt. Charakteristisch fur diese Zellen ist
die Expression von Rezeptoren mit einer einzigartigen Spezifitat. Strukturen, die eine
solche Immunantwort auslésen, werden als Antigene bezeichnet. Man unterscheidet
hierbei die humorale und zellulare Immunantwort. Beiden ist die Erkennung des Antigens

Uber einen spezifischen Oberflachenrezeptor sowie die klonale Expansion und die
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Ausbildung einer Gedéachtnisantwort bei erneuter Infektion gemeinsam (Burnet, 1959).
B-Lymphozyten vermitteln Uber die Sekretion von Immunglobulinen die humorale
Immunantwort. Die Bindung von Immunglobulinen an Pathogene kann deren Infektidsitat
neutralisieren und diese (gleichzeitig fur die Eliminierung durch weitere
Effektormechanismen wie das Komplementsystem oder phagozytierende Zellen
markieren (Cambier, Pleiman & Clark, 1994). Die zellulare Immunitat wird von T-Zellen
vermittelt. Hierbei unterscheidet man zytotoxische CD8* T-Zellen (cytotoxic
T lymphocytes, CTL), CD4" T-Helferzellen (Ty-Zellen) und regulatorische T-Zellen (Treg).
Fur die Erkennung von Antigenen tragen B-Zellen den B-Zellrezeptor (BZR) und T-Zellen
den T-Zellrezeptor (TZR) auf ihrer Oberflache. Der BZR besteht aus membranstédndigen
Immunglobulinen. Die Bindung des BZR an ein Antigen in Anwesenheit von Ty-Zellen
fihrt zur Differenzierung der B-Zelle zu einer immunglobulinsezernierenden Plasmazelle.
Der BZR erkennt dabei eine Vielzahl verschiedener Molekile: Kohlenhydrate, Lipide,
Hormone, Nukleinsduren und Proteine (Abdul K. Abbas, 2007). Im Gegensatz dazu
erkennt der TZR lediglich Peptide, die als Komplex mit dem
Haupthistokompatibilitdtskomplex (major histocompatibility complex, MHC) von einer
antigenprasentierenden Zelle (APZ) wie z. B. Makrophagen oder DCs prasentiert werden.
Der TZR ist in den meisten T-Lymphozyten ein Heterodimer, bestehend aus einer a- und
einer p-Kette. Darliber hinaus existiert eine kleine Population an T-Lymphozyten,
deren TZR aus einer y- und einer 6-Kette aufgebaut ist. Der TZR ist auf der Oberflache
von T-Zellen eng mit dem CD3-Komplex und den Korezeptoren CD4 oder CD8 assoziiert
(Griesser & Mak, 1994). CD4" und CD8" T-Zellen unterscheiden sich in ihrer MHC-
Spezifitdt. CD4 interagiert mit MHC-Klasse II- (Cammarota et al., 1992) und CD8 mit
MHC-Klasse |-Moleklilen (Gao et al.,, 1997). MHC-I-Molekiile, die von fast allen
kernhaltigen Zellen exprimiert werden, prasentieren Peptide, die durch proteolytischen
Abbau von beispielsweise viralen Proteinen aus dem Zytosol entstanden sind. MHC-II-
Molekile werden dagegen fast ausschlieBlich von APZ exprimiert und présentieren
Peptide von extrazellularen Partikeln, die durch Phagozytose aufgenommen wurden.
Anhand der Zytokinantwort wird bei CD4" T-Zellen zwischen Ty1- und Th2-Zellen
differenziert. Zu den Zytokinen, die primar von Ty1-Zellen synthetisiert werden, z&hlen
Interferon-y (IFN-y), Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) und Interleukin-2 (IL-2) (Mosmann &
Coffman, 1989). Diese pro-inflammatorischen Zytokine induzieren durch Aktivierung von

Makrophagen, Neutrophilen oder NK-Zellen eine ausgepréagte Entzindungsreaktion. Im
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Gegensatz dazu produzieren Ty2-Zellen anti-inflammatorische Zytokine wie IL-4, IL-5 und
IL-13 und dienen damit vornehmlich der Aktivierung von B-Zellen (Abbas & Janeway,
2000). Neben den Ty1- und Ty2-Zellen unterscheidet man mittlerweile auch Treg und
Tu17-Zellen (Afzali et al., 2007). Ty17-Zellen zeichnen sich vor allem durch die Produktion
von IL-17 und IL-23 aus (Zelante et al., 2007). Fir Treg ist die Sekretion
immunsuppressiver Zytokine wie IL-10 und transforming growth factor-f (TGF-p)
charakteristisch (Ito et al., 2008; McKee & Pearce, 2004). Neuere Daten belegen zudem
die Immunsuppression mittels Induktion von Zelltod nach Sekretion von Granzym B
(Gondek et al., 2005; Grossman et al., 2004b). Die Hauptaufgabe der CTL liegt nicht in
der Zytokinproduktion, sondern im Abtdten infizierter Zellen. Als Effektormechanismus
dient zum einen die Interaktion von Oberflachenrezeptoren (Fas-FasLigand) und zum
anderen die Sekretion von lytischen Enzymen wie Granzymen und Perforin. Als Folge

kommt es zur Induktion eines Zelltodprogrammes (Apoptose) in den Zielzellen.

1.2 Granzyme

Der Name ,,Granzym* basiert auf der urspringlichen Annahme, dass es sich hierbei um
Enzyme handelt, die in Granula von CTL und NK-Zellen gespeichert werden (Chowdhury
& Lieberman, 2007). Die Familie der Granzyme umfasst eine Gruppe homologer
Serinproteasen. Granzyme werden von drei verschiedenen Genclustern kodiert (Cullen &
Martin, 2008). Granzym (Gzm) A und B wurden zuerst entdeckt und sind folglich am
besten charakterisiert. Alle anderen Granzyme werden als verwaiste Granzyme (,orphan
granzymes®) bezeichnet (Grossman et al., 2003). Tabelle 1.1 zeigt eine Ubersicht aller
bisher identifizierten Granzyme im humanen und murinen System sowie deren
Expressionslokus (Chowdhury & Lieberman, 2007; Cullen & Martin, 2008). Granzyme
werden, gebunden an Serglycin und Perforin, gespeichert (Grujic et al., 2005). Der saure
pH-Wert in den Granula hemmt zusétzlich die Gzm-Aktivitat innerhalb der Zelle. Die
Aktivierung von CTL oder NK-Zellen induziert die Verschmelzung der lytischen Granula
mit der Plasmamembran und es kommt zur Freisetzung des Granzym-Perforin-Serglycin-
Komplexes (Bossi & Griffiths, 2005). Fir die Bindung an die Zielzelle wurden ein
rezeptorabhangiger und ein rezeptorunabhangiger Mechanismus identifiziert (Kurschus et
al., 2005; Trapani et al., 2003; Veugelers et al., 2006). Rezeptor fir Gzm B ist der
Mannose-6 Phosphat Rezeptor (Kurschus et al., 2005; Trapani et al., 2003; Veugelers et
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al., 2006), welcher nur eine untergeordnete Rolle spielt (Bird et al., 2005). Viel wichtiger
scheint die Bindung des positiv geladenen Granzyms an negativ geladene Moleklle wie z.
B. Heparansulfat. Dabei dissoziiert Gzm von Serglycin, um an den negativeren
Bindungspartner an der Oberflache der Zielzelle zu binden (Raja et al., 2005). Die
Aufnahme der Granzyme wird von der Anwesenheit von Perforin beeinflusst. Dies
geschieht jedoch nicht - wie urspriinglich angenommen - durch Poren, die Perforin in der
Zielzellmembran bildet. Die Poren sind zu klein, um eine Aufnahme von Granzymen zu
gewabhrleisten (Pipkin & Lieberman, 2007). Vielmehr gibt es Hinweise dafir, dass die
Perforinporen durch Einstrom von Calciumionen ein Reparaturprogramm in der Zielzelle
aktivieren (Chowdhury & Lieberman, 2007; Palm-Apergi et al., 2008; Pipkin & Lieberman,
2007). Unter Bildung von ,Riesenendosomen“ werden Gzm A und B zusammen mit
Perforin aufgenommen und innerhalb von Minuten in das Zytoplasma der Zielzelle

entlassen (Chowdhury & Lieberman, 2007).

Gzm  Spezifitat Spezies Chromosom
A Arg/Lys Mensch/Maus 5/13
B Asp Mensch/Maus 14/14
C Asn/Ser Maus 14

D Phe/Leu Maus 14

E Phe/Leu Maus 14

F Phe/Leu Maus 14

G Phe/Leu Maus 14

H Phe/Leu Mensch 14

K Arg/Lys Mensch/Maus 5/13
L n. b. Maus 14

M Met/Leu Mensch/Maus 19/10
N n. b. Maus 14

Tabelle 1.1: Ubersicht aller bisher identifizierten humanen und
murinen Granzyme. Die Tabelle zeigt die bisher identifizierten
Granzyme A bis N sowie deren Aminosaurespezifitit und deren
Genexpressionslokus (n. b. = nicht bekannt).

1.2.1  Induktion von Apoptose durch Gzm A

Hauptaufgabe von Granzymen ist die Induktion von Apoptose in virusinfizierten Zellen und
Tumorzellen. Abb. 1.1 zeigt in vereinfachter Form die Induktion des Zelltodes durch

Gzm A und B. Die Tryptase Gzm A induziert caspaseunabhangig Apoptose. Entgegen der
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friheren Annahmen, dass Gzm A einen langsamen Zelltod induziert, tritt bereits wenige
Minuten nach der Behandlung von Zellen mit Gzm A und Perforin ein Verlust der
Membranintegritdt auf. Gleichzeitig kommt es als Indikator fir die mitochondriale
Dysfunktion vermehrt zur Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (Martinvalet et al., 2008).
Die Exposition von Phosphatidylserin und die Schadigung der DNA treten dagegen erst
nach ein bis zwei Stunden auf. Gzm A verursacht Einzelstrangbriche in der DNA und
unterscheidet sich damit von den Doppelstrangbriichen, die durch Gzm B generiert
werden (Beresford et al., 1999; Chowdhury et al., 2006). Des Weiteren kommt es nicht zur
Schadigung der duBeren Mitochondrienmembran oder zur Freisetzung von Cytochrom c
(Cyt c) (Martinvalet, Zhu & Lieberman, 2005).

Pro-Caspase-3
— .
-

., (D CAD/ t8ID(]

=3
C SN

SET \
Komplex \'¢

\

NM23-H1* k’ .
¢ Lamin

2020209
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Abb. 1.1: Induktion von Apoptose durch Gzm A und B. Gzm A und B werden nach Freilassung
aus den Granula von CTL und NK-Zellen Uber elektrostatische Wechselwirkungen von der Zielzelle
aufgenommen. Gzm A induziert die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies in den Mitochondrien. Als
Folge wird der ER-assoziierte SET Komplex in den Zellkern transloziert. Es kommt zur Abspaltung
von NM23-H1 und zur Induktion von Einzelstrangbrichen in der DNA. Gzm B kann nach Aufnahme
in die Zielzelle caspaseabhéangig und caspaseunabhéangig Apoptose induzieren. Durch Aktivierung
von Caspase-3 wandert die DNase CAD in den Zellkern und induziert dort Doppelstrangbriiche in
der DNA. Zuséatzlich kann Gzm B durch Freisetzung von Cyt ¢ aus den Mitochondrien die Bildung
des Apoptosoms férdern. Gzm A und B werden zudem auch selbst in den Zellkern transloziert und
fihren durch Spaltung der laminhaltigen Kernmembran zum Absterben der Zelle.
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Uber die Generierung von Superoxiden 16st Gzm A eine oxidative Stressreaktion aus. Als
Folge wird der mit dem endoplasmatischen Retikulum (ER) assoziierte SET Komplex in
den Zellkern transloziert (Beresford et al., 2001; Martinvalet et al., 2005). Der SET
Komplex setzt sich aus drei Nukleasen (base excision repair Endonuclase Apel,
Endonuklease NM23-H1 und Exonuklease TREX1), dem chromatinmodifizierenden
Protein SET, dem pp23 und dem DNA-bindenden Protein HMGB2 zusammen. Eine
wichtige Aufgabe des 270 bis 420 kDa groBen SET Komplexes ist die Reparatur von DNA
bei oxidativem Stress (Fan et al., 2003). Nach Translokation des SET Komplexes in den
Zellkern aktiviert Gzm A durch Proteolyse die DNase NM23-H1 und inaktiviert gleichzeitig
deren Inhibitor SET. Als Folge kann NM23-H1 Einzelstrangbriche induzieren. Die 3’-5’
Exonuklease TREX1 verhindert die Reparatur der entstandenen Einzelstrangbereiche,
indem sie Basen vom freien 3’ Ende entfernt (Chowdhury et al., 2006). Gleichzeitig wird
die Struktur der DNA durch den Verdau des Linker-Histons H1 und der Schwénze der
Core-Histone durch Gzm A aufgeldst (Zhang et al., 2001b). Dies erhoht die Zugénglichkeit
der DNA flur weitere Nukleasen. Als weiteres Substrat von Gzm A wurden in der
Kernmembran lokalisierten Lamine identifiziert (Zhang et al., 2001a), welche gleichzeitig

Substrate fir Caspasen und Gzm B darstellen.

1.2.2 Induktion von Apoptose durch Gzm B

Nachdem Gzm B in das Zytoplasma entlassen wurde, kann es caspaseabhangig und
caspaseunabhéngig in der Zielzelle Apoptose auslésen (siehe Abb. 1.1). Gzm B ist wie
ein GroBteil der Caspasen eine Aspartase und schneidet Substrate daher bevorzugt nach
Asparaginsaureresten. Somit ist es nicht verwunderlich, dass Gzm B die Caspase-3, -7, -
8, und -10 direkt aktivieren kann (Darmon, Nicholson & Bleackley, 1995; Medema et al.,
1997). Die Induktion von Apoptose in Zielzellen ist jedoch prinzipiell in Abwesenheit von
Caspasen mdglich. Die Verwendung von Caspase-Inhibitoren fuhrt lediglich zu einem
verzogerten Eintreten des Zelltodes (Sarin et al., 1997; Thomas et al., 2001; Trapani et
al., 1998). Hauptcharakteristika des caspaseunabhangigen Zelltodes sind der Verlust des
mitochondrialen Membranpotenzials sowie die Freisetzung von Cyt ¢ und weiteren pro-
apoptotischen Molekulen. Der genaue Mechanismus ist noch nicht vollstdndig aufgeklart.
Es ist bekannt, dass sich humanes und murines Gzm B in ihrer Substratspezifitat

unterscheiden (Cullen et al., 2007). Humanes Gzm B schneidet im Gegensatz zu murinem
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Gzm B das zytosolische Protein BID (BH3-interacting domain death agonist). Die
Prozessierung von BID durch Gzm B initiiert die Translokation von tBID (truncated BID) in
das Mitochondrium. Hier fuhrt es zur Oligomerisierung von BAX (Bcl-2 Associated X
Protein) und/oder BAK (Bcl-2 Homologous Antagonist/Killer) (Gillick & Crompton, 2008;
Upton et al.,, 2008). Unter Bildung von Poren in der Mitochondrienmembran wird die
Freisetzung von pro-apoptotischen Molekiilen wie Cyt ¢ und Endonuklease G in das
Zytoplasma der Zelle induziert (Arnoult et al., 2003; Du et al., 2000; Kluck et al., 1997).
Cyt c bildet gemeinsam mit Procaspase-9 und APAF-1 (apoptotic protease activating
factor 1) einen Komplex, der als Apoptosom bekannt ist. Daraus resultiert die Aktivierung
der Caspase-9, welche die Aktivierung der Caspase-3 verstéarkt (Bao & Shi, 2007). Uber
die Aktivierung der Caspase-8 kann Gzm B ebenfalls die Spaltung von BID induzieren.
Darliber hinaus existiert eine caspasen- und BID-unabhdngige Schéadigung des
mitochondrialen Transmembranpotenzials, welche gleichzeitig nicht mit einer Freisetzung
von Cyt c assoziiert ist. Die Arbeitsgruppe von T.J. Ley konnte zeigen, dass es in
Fibroblasten von BID und BAX/BAK defizienten M&usen unabhé&ngig von Caspasen, BID
und BAX/BAK zu einem Verlust des Mitochondrienmembranpotenzials kommt (Thomas et
al., 2001). Diese Daten verdeutlichen die Komplexitat der Induktion von Apoptose durch
Gzm B. Dartber hinaus kann Gzm B direkt Apoptose in Zielzellen auslésen. Humanes
Gzm B schneidet nach Freisetzung ins Zytoplasma den Inhibitor der caspaseaktivierten
DNase (ICAD), welcher gleichzeitig ein Substrat der Caspase-3 darstellt. Das dabei
freigesetzte Enzym CAD wandert in den Zellkern, um dort die Degradierung der DNA
einzuleiten. Die hierbei entstehenden 180 bis 200 Basenpaare groBen DNA-Fragmente
sind ein Hauptmerkmal des Gzm B-induzierten Zelltodes.
Neben ICAD wurden weitere Substrate von Caspasen identifiziert, die ebenfalls von
Gzm B geschnitten werden (Andrade et al., 1998; Froelich et al., 1996; Thornberry et al.,
1997; Zhang et al., 2001a):

* Poly (ADPribose) Polymerase

* DNA-abhangige Proteinkinase

*  Nuclear mitotic apparatus protein

* LaminB

e o-Tubulin

Darlber hinaus gibt es Hinweise, dass Gzm B in den aktivierungsinduzierten Zelltod

(AICD, activation-induced cell death) von Ty2-Zellen involviert ist. AICD dient zusammen
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mit dem autonomen Zelltod aktivierter T-Zellen (ACAD, activated T cell autonomous
death) der Herunterregulation aktivierter T-Zellen im Verlauf einer Entziindung oder
Infektion (Brenner, Krammer & Arnold, 2008). Abb. 1.2 gibt einen Uberblick tiber AICD in
Tw1- und Ty2-Zellen. Beim AICD |6st die Restimulierung des TZR ein Programm in bereits
aktivierten Zellen aus, das zum Absterben der Zellen flhrt. Als zentrale Molekille wurden
Todesrezeptoren wie CD95 (Fas), TNF-Rezeptor 1 und der Rezeptor flir den TNF-
verwandten apoptoseinduzierenden Liganden identifiziert (Dhein et al., 1995; Janssen et
al., 2005; Martinez-Lorenzo et al., 1998; Sytwu, Liblau & McDevitt, 1996).
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Abb. 1.2: AICD in Ty1- und Ty2-Zellen. Nach Antigenstimulation differenzieren sich Ty0-Zellen in
Tul- oder Ty2-Zellen. Um die Homdostase aufrecht zu erhalten, stirbt ein Teil der Ty-Zellen bei
anhaltender Restimulation mit dem spezifischen Antigen. Dieser als AICD bezeichnete Vorgang ist
in Ty1- und Ty2-Zellen unterschiedlich reguliert. Der Zelltod von Ty1-Zellen ist abhangig von der
Aktivierung von Caspasen und dem Rezeptor Fas. Ligation von Fas induziert die Spaltung von Pro-
Caspasen zu Caspasen. Gleichzeitig exprimieren Tyl-Zellen den Gzm B-Inhibitor SPI-6. Im
Gegensatz dazu findet man in Ty2-Zellen verschiedene Inhibitoren fur die Fas-Signaltransduktion
wie z. B. FAP-1, SPI-2A und c-FLIP. Der AICD in Ty2-Zellen wird durch Gzm B vermittelt. Beide
Signalwege fuhren letztendlich zur Degradierung der DNA und zum Absterben der Zelle.
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Tu2-Zellen sind weniger suszeptibel fir AICD als Ty1-Zellen. Als Ursache daflr wurde die
erhbhte Expression vom zellularen FLICE-Inhibitor Protein (c-FLIP) in Ty2-Zellen
angesehen. C-FLIP inhibiert die Aktivierung der Caspasen-8, ausgelést durch die
Aktivierung von Fas (Krueger et al., 2001). Des Weiteren weisen Ty2-Zellen im Vergleich
zu Ty1-Zellen eine niedrigere Expression des FasL auf (Oberg et al., 1997; Ramsdell et
al.,, 1994; Zhang et al., 2003), was jedoch kontrovers diskutiert wird (Varadhachary et al.,
1997; Watanabe et al., 1997). Zudem wurde gezeigt, dass Tny2-Zellen im Vergleich zu
Tu1-Zellen eine erhdhte Expression des Caspase 3- und 9-Inhibitor SPI-2A aufweisen
(Devadas et al., 2006). Gleichzeitig hemmt die Expression der Fas-assoziierten
Phosphatase (FAP-1) in Ty2-Zellen die Signaltransduktion des Fas-Rezeptors (Zhang et
al.,, 1997). Im Gegensatz dazu induziert die Restimulierung des TZR die Expression vom
Serinproteaseinhibitor (SPI)-6 in murinen Ty1-Zellen. SPI-6 gilt als homolog zum humanen
Proteaseinhibitor (PI1)-9 (Bots et al., 2006; Sun et al., 1997) und hemmt die Induktion von
Apoptose durch Gzm B (Bird et al., 1998). Die Defizienz von Gzm B ist in Mausen mit
einer verminderten Sterblichkeit von Tyu2-Zellen durch AICD verbunden. Gleichzeitig
zeigen die Mé&use eine starker ausgepragte Tn2-Zytokinantwort sowie eine erhdhte

Suszeptibilitat fir allergeninduziertes Asthma (Devadas et al., 2006).

1.2.3  Alternative Aufgaben von Gzm A und B

Innerhalb der letzten Jahre wurden zusatzliche Zelltypen identifiziert, welche Gzm A
und/oder B exprimieren. Verschiedene Arbeitsgruppen konnten unter Verwendung
Gzm defizienter Mause zeigen, dass humane und murine Gzm B" Treg Zelltod in
Effektorzellen induzieren kénnen (Cao et al., 2007; Gondek et al., 2005; Grossman et al.,
2004a; Grossman et al., 2004b). Dadurch kommt es in Anwesenheit von CD4*CD25" Treg
zu einer verminderten Proliferation von CD4*CD25" Effektorzellen. Darlber hinaus kénnen
humane Ty17-Zellen Gber die Expression von Gzm B in Neuronen Apoptose auslésen
(Kebir et al., 2007). Zudem exprimieren humane B-chronic lymphocytic leukemia cells (B-
CLL) nach Stimulation mit CpG Oligodeoxynukleotiden und IL-21 Gzm B und téten
dariber autologe B-CLL ab (Jahrsdorfer et al., 2006).

Neuere Studien belegen, dass die Expression von Granzymen in verschiedenen Geweben
mit einer nicht-zytolytischen Funktion einhergeht und perforinunabhéngig ist.

Immunhistochemische Studien haben die Expression von Gzm B im humanen
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Reproduktionssystem gezeigt: Neben Spermatozyten und Trophoblasten der Plazenta
sind Granulosazellen im Ovar positiv fir Gzm B (Hirst et al., 2001; Sasson et al., 2003).
Die Funktion von Gzm B in diesen Zellen ist dabei noch unklar. Vieles deutet daraufhin,
dass Gzm A und B eine extrazellulare Rolle besitzen (Buzza & Bird, 2006). Extrazellulares
humanes Gzm A férdert beispielsweise die pro-inflammatorische Zytokinantwort durch
Monozyten, Fibroblasten und Epithelzellen (Sower et al., 1996a; Sower et al., 1996b).
Zudem beeinflusst es Uber die Expression von IL-8 die Migration von Neutrophilen (Sower
et al, 1996a; Sower et al., 1996b; Yoshikawa et al., 2008). Verschiedene
Forschungsgruppen konnten zudem zeigen, dass Gzm A und B extrazellulare
Matrixproteine wie Fibronektin, Vitronektin, Kollagen Typ IV und Laminin degradieren
(Buzza et al.,, 2005; Choy et al.,, 2004; Simon et al., 1991; Simon et al., 1988).
Infolgedessen férdern Gzm A und B die Wanderung von Lymphozyten in vitro. Die
Degradierung extrazellularer Matrixproteine fuhrt dartiber hinaus zu einer Ablésung glatter
Muskelzellen, Endothelzellen, Epithelzellen und Chondrozyten (Buzza et al., 2005; Choy
et al., 2004; Froelich et al., 1993; Hirayasu et al., 2008; Yoshikawa et al., 2008).

Verschiedene Erkrankungen wie Arthritis, Arteriosklerose und chronisch allergisches
Asthma sind mit einer Erhéhung von Gzm A und/oder B assoziiert (Bratke et al., 2004;
Choy et al., 2003; Spaeny-Dekking et al., 1998) und deuten somit ebenfalls auf eine
extrazellulare Rolle beider Granzyme hin. Dabei wurde mit Makrophagen ein zuséatzlicher
Zelltyp identifiziert, der Gzm B exprimiert (Kim et al., 2007). Die Expression von Gzm B
durch Makrophagen wurde in der Wistar Ratte bestatigt (Baba et al., 2008). Jingere
Studien zeigen zudem die Expression von Gzm A und/oder B in DCs (Rissoan et al.,
2002), Neutrophilen (Hochegger et al., 2007; Wagner, Stegmaier & Hansch, 2008),
Basophilen (Tschopp et al., 2006) und Mastzellen (Pardo et al., 2007). Welche Funktion

die Proteasen in den verschiedenen Zelltypen haben ist weitestgehend unklar.

1.2.4 Rolle von Gzm A und B in der Abwehr von Infektionen

Wahrend der Infektion mit dem Dengue-Fieber-Virus (Bade et al., 2005), dem Eppstein-
Barr-Virus (Spaeny-Dekking et al., 1998) oder dem humanem Imundefizienzvirus-1
(Spaeny-Dekking et al., 1998) wurde eine Erhéhung von Gzm A und/oder B im Plasma
der Patienten nachgewiesen. Dass Granzyme bei der Abwehr von Viruserkrankungen ein

wichtiger Effektormechanismus sind, belegen Daten im Mausmodell. Mullbacher und

10



EINLEITUNG

Kollegen konnten bereits 1999 zeigen, dass Gzm B defiziente Mause im Gegensatz zu
Wildtyp (WT) Mausen suszeptibel fir das natirliche Poxvirus Ectromelia sind (Mullbacher
et al., 1999). Gzm AxB knock out (KO) Mause weisen im Vergleich zu C57BL/6 WT
Méausen darlber hinaus erhdhte Titer des murinen Cytomegalievirus in Speicheldrise,
Milz, Leber und Lunge auf (Riera et al., 2000; van Dommelen et al., 2006). Die erhéhte
Virenlast deutet auf eine in Abwesenheit von Gzm A und B verminderte Abwehr gegen
das Cytomegalievirus hin.

Infektionen mit Parasiten wie Plasmodium falciparum (Hermsen et al.,, 2003) oder
Bakterien wie Neisseria meningitidis (van Woensel et al., 2005) oder Burkholderia
pseudomallei (Lauw et al., 2000) fuhren ebenfalls zu einer Erhéhung von Gzm A und B im
Plasma der Patienten. Passend dazu kénnen Gzm AxB KO im Gegensatz zu WT Mausen
die Infektion mit dem Trypanosoma cruzi Stamm Tulahuen nicht kontrollieren (Muller et
al., 2003). Fur den Hakenwurm Nippostrongylus brasiliensis konnte in der Ratte eine
erhdhte Expression von Gzm B im Darm gezeigt werden (Fujiwara et al., 2004). Die Gzm
B-Expression geht einher mit einer Atrophie der Villi an Tag 10 nach Infektion.

Die Expression von Gzm A und B ist somit relevant fur die Abwehr gegen verschiedene

intrazellulare Parasiten.

1.3 Filariosen am Beispiel der Onchozerkose

Unter Filariosen werden infektiose Erkrankungen zusammengefasst, die durch Filarien
verursacht werden. Weltweit sind mehr als 150 Millionen Menschen mit Filarien infiziert.
Zu den wichtigsten humanpathogenen Filarien gehéren Wuchereria bancrofti, Brugia (B.)
malayi, Onchocerca (O.) volvulus und Loa loa (Taylor, 2002). Die Sterblichkeitsrate ist
verglichen mit anderen tropischen Erkrankungen vergleichsweise gering. Dennoch
verursachen Filarien Erkrankungen von groBer klinischer und wirtschaftlicher Bedeutung
und beeintrachtigen die Lebensqualitat der Betroffenen (WHO Bericht 2002).

Die Ubertragung der Filarien ist an blutsaugende Vektoren gebunden, die als
Zwischenwirt fungieren. Die Ubertragung von Mikrofilarien (MF) von O. volvulus, bekannt
als Erreger der Flussblindheit, erfolgt Gber die Kriebelmicke (Gattung Simulium) (Garms,
1975). Bei der Blutmahlzeit aufgenommene MF hauten sich zweimal und entwickeln sich
zum infektiésen Larvenstadium (L3). Bei einer weiteren Blutmahlzeit wird die L3 auf den

Menschen Ubertragen. Die sich im Endwirt entwickelnden adulten Wirmer kénnen

11
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chronische Erkrankungen verursachen und Uber Jahrzehnte im Wirt persistieren. Aus
klinischer Sicht lassen sich anhand der Immunantwort gegen O. volvulus drei Gruppen
einteilen (Ottesen, 1995):

1. Putativ immun: Individuen, die in Endemiegebieten wohnen, und trotz Exposition
keine Anzeichen der Infektion aufweisen.

2. Generalisierte Form: Menschen, die eine geringe bis hohe subkutane MF-Dichte
aufweisen, aber nur eine sehr milde Symptomatik zeigen.

3. Hyperreaktive Form: Individuen mit einer sehr geringen MF-Dichte und einer
starken inflammatorischen Immunreaktion. Dadurch kommt es zu einem
ausgepragten Krankheitsbild (Dermatitis oder Erblindung).

Als pathogenes Agens wurden unter anderem MF identifiziert. Infizierte Personen kdénnen
mehr als 1,2x10’ MF beherbergen (Schulz-Key, 1990), wobei davon taglich zwischen
5x10* und 7x10* absterben (Duke, 1993; Schulz-Key & Karam, 1986). Dabei kommt es
zur Freisetzung von Wolbachien (Hise et al., 2007). Diese zur Gruppe der Rickettsien
gehdrenden obligat intrazelluldren Bakterien induzieren Uber toll-dhnliche Rezeptoren (foll
like receptor) TLR2 und eventuell TLR4 eine Immunantwort im Wirt (Brattig et al., 2004;
Hise et al., 2007).

1.3.1.1 Die Nagerfilarie Litomosoides sigmodontis (Chandler 1931) im

Tiermodell

Infektionen der BALB/c Maus mit Litomosoides (L.) sigmodontis stellen das einzige
Mausmodell fir Filarieninfektionen dar, in dem der gesamte Lebenszyklus des Wurmes
durchlaufen wird (Petit et al., 1992). Die Baumwollratte (Sigmodon hispidus) ist das
natiirliche Reservoir von L. sigmodontis. Als Vektor fir die Ubertragung von infektiésen
L. sigmodontis Larven fungiert die Milbe Ornithonyssus bacoti (Siddiqui & Kershaw, 1976).
Den Infektionszyklus im Uberblick zeigt die Abb. 1.3. Bei einer Blutmahizeit an infizierten
Ratten nimmt die Milbe MF auf. Diese durchdringen die Darmwand und wandern in die
Thoraxmuskulatur ein. Innerhalb von 12 bis 14 Tagen kommt es Uber das Stadium der
zweiten Larve (L2) zur Reifung infektidéser Larven. Die L3 wandern in den Kopf der Milbe
und kdnnen bei der nachsten Blutmahlzeit Uber die Mundwerkzeuge in den Endwirt
gelangen. Die L3 wandert innerhalb von zwei bis vier Tagen Uber die Lymph- und
BlutgeféaBe an ihren Zielort (Marechal et al., 1996). In der Pleurahéhle kommt es acht bis

zehn Tage nach der Infektion (p.i., post infectionem) zur Hautung der L3. Durch eine
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weitere Hautung zwischen Tag 26 und 28 p.i. entwickeln sich junge adulte Wirmer. Die
weiblichen Wirmer entlassen zwischen Tag 50 und Tag 80 p.i. MF in die Pleurahéhle, die

im Blut nachweisbar sind.

Baumwoliratte
(gesamter Zyklus)

I Ubertragung der
e '
L3 \
I— Granulame durch Biss der Milbe
(Tag 120 p.i.)
. Hautung zur
Freisetzung von Hautung zu L4
= _MF  adulten Wurmern (Tag 9 p.i.)
(ab Tag 55 p.i.) (Tag 27 p.i.) f
o
3
BALB/c Maus
(L3 zu MF)

Abb. 1.3: Zyklus der Nagerfilarie Litomosoides sigmodontis. Der natlrliche Wirt von
L. sigmodontis ist die Baumwollratte. Eine Ubertragung der L3 auf die Maus ist an die Milbe
als Vektor gebunden. Milben nehmen bei einer Blutmahlzeit auf der Baumwollratte L1 auf. In
der Milbe entwickeln sich innerhalb von 14 Tagen L1 zu L3. Durch einen Biss der Milbe
werden L3 auf die BALB/c Maus Ubertragen. Diese erreichen Uber die LymphgefaBe die
Pleurahdhle, und hautet sich an Tag 9 p.i.. Die sich daraus entwickelnden L4 hauten sich an
Tag 27 p.i. erneut, und es entstehen adulte weibliche und ménnliche Wirmer. Die weiblichen
Wirmer entlassen ab Tag 55 p.i. MF. Die Infektion in der BALB/c Maus endet nach ca. 120
Tagen durch Bildung von Granulomen.
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Nach 120 Tagen kommt es durch Bildung von Granulomen, einer Umkapselung der
Wirmer mit inflammatorischen Zellen, zur Beendigung der Infektion in der BALB/c Maus.
Im Gegensatz zur suszeptiblen BALB/c Maus kommt es in der resistenten C57BL/6 Maus
nicht zur Entwicklung adulter Wirmer (Babayan et al., 2003). Die Infektion wird vom
Immunsystem des Wirtes 35 bis 40 Tage nach Beginn der Infektion durch

Granulombildung beendet.

1.3.1.2 Immunantwort gegen L. sigmodontis in der BALB/c Maus

Untersuchungen in der BALB/c Maus haben gezeigt, dass CD4" T-Zellen essenziell fur
die Immunabwehr gegen L. sigmodontis sind. Die Depletion von CD4* T-Zellen fihrt an
Tag 28 p.i. zu einer erhdhten Wurmlast sowie zu einer erhOhten und verlangerten
Mikrofilaramie (Al-Qaoud et al., 1997). Im Gegensatz dazu haben CD8" T-Zellen keinen
Einfluss auf die Entwicklung der Wirmer (Korten et al., 2002). NK-Zellen sind dagegen
wichtig bei der Abwehr gegen L. sigmodontis. Die Depletion von NK-Zellen flhrt im
Vergleich zu unbehandelten BALB/c Mausen zu einer Erhéhung der Wurmlast (Korten et
al., 2002). Neben NK-Zellen wird B1-Zellen eine wichtige Funktion bei der Immunabwehr
gegen L. sigmodontis zugeschrieben (Al-Qaoud, Fleischer & Hoerauf, 1998).
Hauptfunktion der B1-Zellen ist die Produktion sogenannter naturlicher IgM-Antikorper
(Baumgarth, Tung & Herzenberg, 2005). Die Lokalisation der B1-Zellen in Kérperhéhlen
wie Peritoneum und Pleurahéhle legt eine Rolle bei der Abwehr gegen L. sigmodontis
nahe. Fir BALB/c M&use wurde unter Verwendung von Xid.BALB/c Mausen demonstriert,
dass IgM an Phosphorylcholin an der Oberflache von L3 bindet (Al-Qaoud et al., 1998).
Gleichzeitig tragen B1-Zellen durch die Synthese von IL-10 zur Abwehr gegen die Wirmer
bei (Al-Qaoud et al., 1998). In der BALB/c Maus wurde ebenfalls gezeigt, dass die Anzahl
der Treg im Verlauf der Infektion ansteigt (Taylor et al., 2007; Taylor et al., 2005).
CD4*CD25" Zellen scheinen die Immunabwehr gegen L. sigmodontis zu hemmen, da die
Applikation von anti-CD25 und anti-GITR oder anti-CTLA-4 zu einer verbesserten Abwehr
gegen den Wurm fuhrt (Taylor et al., 2007; Taylor et al., 2005). Daneben wurde ein
weiterer Zelltyp identifiziert, der zu einer Hemmung der Immunabwehr fihrt: Alternativ
aktivierte Makrophagen (AAM@) (Taylor et al., 2006). AAM@ unterscheiden sich in Bezug
auf Oberflichenmarker und Zytokinrepertoire von klassisch aktivierten Makrophagen
(CAMQ@) und entstehen in Anwesenheit von den Ty2-Zytokinen IL-4 und IL-13. Wé&hrend

der Infektion mit L. sigmodontis kommt es zur Rekrutierung einer F4/80" Fizz" Ym1*
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Population in die Pleurahthle. Diese AAM@ inhibieren die antigenspezifische T-Zell-
Proliferation kontaktabhéngig (Taylor et al., 2006).

Die Immunabwehr gegen L. sigmodontis basiert dariber hinaus auf Ty1- und Ty2-
vermittelten Mechanismen. Das Fehlen von IL-4 oder IL-5 flhrt zu einer signifikant
erhéhten und verldngerten Mikrofilardmie in den Mausen (Volkmann et al., 2001).
Insbesondere IL-5 spielt in der spaten Phase der Immunabwehr eine Rolle. Durch die
Aktivierung von Granulozyten tragt das Zytokin zur Abkapselung adulter Wirmer bei
(Martin et al., 2000a; Saeftel et al., 2003; Volkmann et al., 2003). Mause, die sowohl fur
IL-5 als auch far IFN-y defizient sind, haben im Vergleich zu BALB/c Mausen und Einzel-
KO Mausen eine signifikant erhéhte Wurmlast (Saeftel et al., 2003). IFN-y kommt dabei
bei der Granulombildung eine wichtige Rolle zu. IFN-y KO Mause weisen ein Drittel
weniger Granulome auf und haben im Vergleich zu WT Mausen eine verminderte Anzahl

an Granulozyten in der Pleurahdhle (Saeftel et al., 2001).

1.3.1.3 Immunantwort gegen L. sigmodontis in der C57BL/6 Maus

Aus einer Vergleichsstudie geht hervor, dass C57BL/6 Mause MF, die intrapleural oder
intravends verabreicht wurden, innerhalb von sechs Tagen beseitigen kénnen (Pfaff et al.,
2000). In der BALB/c Maus sind MF hingegen noch 40 Tage nach Infektion im Blut
nachweisbar. Die Immunantwort nach Infektion von C57BL/6 und BALB/c M&usen mit 40
infektidsen L3 wurde in einer Studie von 2003 verglichen (Babayan et al., 2003). Die
verminderte Entwicklung von L4 in C57BL/6 Mausen geht mit einer verstérkten Synthese
von pro- und anti-inflammatorischen Zytokinen sowie Eotaxin zwischen Tag 10 und
Tag 30 p.i. einher (Babayan et al.,, 2003). Gleichzeitig kommt es zu verstarktem
Einwandern von Immunzellen in die Pleurah6hle von C57BL/6 Mausen.

Versuche mit MHC ll-defizienten Mausen, die eine verringerte Anzahl an CD4* T-Zellen
besitzen, zeigen, dass nach der intravendsen Injektion von MF eine erhdhte und
verlangerte Mikrofilardmie auftritt, die mehr als 140 Tage anhélt. WT C57BL/6 M&use
weisen dagegen schon nach zwei Tagen keine MF mehr im Blut auf (Hoffmann et al.,
2001). Studien mit IL-4 defizienten Mausen verdeutlichten, dass IL-4 ein wichtiges Zytokin
bei der Abwehr gegen L. sigmodontis ist. IL-4 KO Mause zeichneten sich im Vergleich zu
C57BL/6 WT Mausen durch vollstdndige Entwicklung der L. sigmodontis Larven zu

adulten Wirmern inklusive der Freisetzung von MF aus (Le Goff et al., 2002; Specht et al.,
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2004). IL-4 ist folglich bei der Ausbildung einer schitzenden Tu2-Antwort in der
resistenten Maus essenziell. Interessanterweise wirkt IL-10 antagonistisch zu IL-4. Das
gleichzeitige Fehlen von IL-4 und IL-10 flhrt zu einem Infektionsverlauf, der dem in der
C57BL/6 Maus &hnelt. Das Ty2-Zytokin IL-5 scheint dagegen keinen direkten Einfluss auf
das Uberleben von L. sigmodontis zu haben (Le Goff et al., 2000). Im Gegensatz zur
suszeptiblen BALB/c Maus spielt die Ausbildung einer Immunglobulinantwort in der
C57BL/6 Maus nur einer untergeordnete Rolle (Le Goff et al., 2002; Specht et al., 2004):
Die Defizienz von B-Zellen in uMT Mausen fihrt nicht zu einer Verédnderung der Wurmlast
in den Mausen (Le Goff et al., 2002).

16



EINLEITUNG

1.4 Zielsetzung

Die Immunantwort gegen die Nagerfilarie L. sigmodontis wird durch Zellen der
angeborenen und adaptiven Immunantwort beeinflusst. Eine wichtige Gemeinsamkeit
dieser Zellen ist die Expression von Gzm A und/oder B. Bisher gibt es jedoch keine
Studien, die den Einfluss von Granzymen auf den Verlauf einer Wirmerinfektion
untersuchen. Dennoch weisen aktuelle Daten auf viele alternative Funktionen von Gzm A
und B hin. Neben der Induktion von Apoptose in virusinfizierten Zellen und Tumorzellen,
kénnten insbesondere die extrazellularen Aufgaben beider Granzyme in dem hier
verwendeten Filarienmodell relevant sein. Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen,
welche Auswirkung die Defizienz von Gzm A und B auf die Immunantwort gegen die
verschiedenen Stadien von L. sigmodontis hat. Dabei standen folgende Fragen im

Vordergrund:

*  Kommt es im Verlauf der Infektion zu einer Hochregulation von Gzm A und B?

*  Welchen Einfluss hat die Gzm A und B Defizienz auf die Entwicklung und
Funktionalitdt von Lymphozyten?

* Welchen Einfluss hat die Gzm A und B Defizienz auf die Entwicklung des
Wurmes in vivo?

* Kénnen zuséatzliche Funktionen fir Gzm A und B postuliert werden?
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Materialien

2.1.1 Laborgerate und Hilfsmittel

Analysenwaage
COy-Inkubator

Digitalkamera (Nikon E4500)

Digitalwaage
Deckglaschen

ELISA 96-Loch Platten
ELISA Reader MRX

Eppendorfzentrifuge 5417 R
FACSCalibur Flow Cytometer

FACS Roéhrchen

Falcon Réhrchen (15 ml, 50 ml)

Filmkassette (18 x 24 cm)
Gelkammern
Homogenisator

Kanulen

Kryoréhrchen
Mehrkanalpipetten
Mikrohdmatokrit-Kapillaren
Mikroskop (Olympus CK2)
Mikroskop (Carl Zeiss)
Multipetten

Neubauer Z&dhlkammer
Objekttrager

pH-Meter (WTW pH 526)
Photometer

Sartorius AG, Géttingen

Thermo Electron Corporation, Langenselbold
Nikon, Diisseldorf

Kern und Séhne, Alberstadt

Kern und Séhne, Alberstadt

Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen
Dynatech Laboratories, Guernsey, England
Eppendorf, Hamburg

Becton Dickinson, Heidelberg

Becton Dickinson, Heidelberg

Becton Dickinson, Heidelberg
Siemens, Miinchen

BioRAD, Miinchen

Roth, Karlsruhe

Braun, Melsungen

Nunc, Roskilde, Dd&nemark

Eppendorf, Hamburg

Brand GmbH, Wertheim

Olympus, Hamburg

Carl Zeiss, Jena

Eppendorf, Hamburg

Brandt, Wertheim

Engelbrecht GmbH, Edermiinde
Labotec, Wiesbaden

Eppendorf, Hamburg

Pipetten Eppendorf, Hamburg

Pipettierhilfe ,pipetus-akku” Hirschmann, Eberstadt

ReaktionsgefaBe (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml) Eppendorf, Hamburg

Reinluft-Werkband ,Microflow* Gelaire Flow Laboratories, Kirkham, England

Spritzen (1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml) Braun, Melsungen
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Vortexer

Wasserbad

Zellerntegeréat Microcell Harvester
Zellkulturplatten

Zellsiebe (Cell Strainer 70 ym)
Zellsiebe (Cell Tricks, 30 ym)
Zentrifuge Megafuge 1.0 R

2.1.2 Chemikalien

Janke&Kunkel IKA-Labortechnik,
Heitersheim

GFL, Burgwedel

Scatron Instruments, Lier, Norwegen
Greiner, Frickenhausen

Becton Dickinson, Heidelberg
Partec, Minster

Heraeus, Hanau

Die verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, von den Firmen

Fluka (Neu-Ulm), Merck (Darmstadt),

bezogen.

Roth (Karlsruhe) oder Sigma (Deisenhofen)

2.1.3 Antikorper, Detektions- und Stimulationsreagenzien

Zellstimulation

Anti-lg, k leichte Kette (187.1)
Anti-CD3 (145C11)

Concanavalin A (Con A)

IL-4

lonomycin

Lipopolysaccharid (LPS; E. coli 055:B5)
Ovalbumin (OVA), Grad IV
Phorbolmyristat (PMA)

Kits

Duo Set IL-2 ELISA Kit
Duo Set IL-4 ELISA Kit
Duo Set IL-10 ELISA Kit
Duo Set IFN-y ELISA Kit

BD Pharmingen, Heidelberg
Hybridomuberstand, BNI
Sigma, Deisenhofen
PeproTech, Hamburg
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

R&D Systems Wiesbaden
R&D Systems, Wiesbaden
R&D Systems Wiesbaden
R&D Systems, Wiesbaden
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Fluorochrom-konjugierte Primérantikorper

Spezifitat und Konjugation

Klon Verdiinnung Hersteller

Hamster anti-Maus off TZR Biotin
Ratte anti-Maus B220 APC

Ratte anti-Maus CD11b FITC
Ratte anti-Maus CD19 FITC/APC
Ratte anti-Maus CD25 FITC
Hamster anti-Maus CD3 FITC/APC
Ratte anti-Maus CD4 FITC/APC
Ratte anti-Maus CD49b PE/APC
Hamster anti-Maus CD69 PE
Ratte anti-Maus CD8 PerCP Cy5.5
Ratte anti-Maus CD8 APC

Ratte anti-Maus F4/80 Biotin

Ratte anti-Maus Foxp3 PE / APC
Ratte anti-Maus Gr-1 PE

Maus anti-Maus Gzm A

Maus anti-human Gzm B

Ratte anti-Maus IFN-y PE

Ratte anti-Maus IL-5 APC

Ratte anti-Maus IL-2 APC

Maus anti-Maus NK1.1 APC

Isotypkontrollen

Maus IgG1 PE
Ratte IgG1 APC
Ratte IgG2a APC
Ratte IlgG2a PE
Maus 1gG2b PE
Ratte IgG2b APC

H57-957 1:100
RA3-6B2 1:200
M1/70.15 1:200

eBioscience, Frankfurt
BD Pharmingen, Heidelberg
Caltag, Hamburg

1D3 1:100 BD Pharmingen, Heidelberg
7D4 1:50 BD Pharmingen, Heidelberg
500A2  1:200 Caltag, Hamburg

RM4-5  1:200 BD Pharmingen, Heidelberg
DX5 1:50 eBioscience, Frankfurt
H1.2F3 1:100 BD Pharmingen, Heidelberg
53-6.7 1:250 BD Pharmingen, Heidelberg
53-6.7 1:100 eBioscience, Frankfurt

BM8 1:200 BMA Biomedicals

FJK-16s 1,5 ul eBioscience, Frankfurt
RB6-8C5 1:400 BD Pharmingen, Heidelberg
3G8.5 4 ul Santa Cruz, Heidelberg
GB-12  1:200 Caltag, Hamburg

XMG1.2 1:100 BD Pharmingen, Heidelberg
TRFK5 1:100 BD Pharmingen, Heidelberg
C15.6 1:200 BD Pharmingen, Heidelberg
PK136 1:100

BD Pharmingen, Heidelberg

BD Pharmingen, Heidelberg
BD Pharmingen, Heidelberg
BD Pharmingen, Heidelberg
BD Pharmingen, Heidelberg
Santa Cruz, Heidelberg

BD Pharmingen, Heidelberg

20



MATERIAL UND METHODEN

Sekundérantikérper, unkonjugierte Inmunglobuline und Detektionsreagenzien

Spezifitat Verdinnung  Hersteller

Ziege anti-Maus IgE HRP 1:400 Zymed, Karlsruhe

Ratte anti-Maus IgG1 HRP 1:1000 Zymed, Karlsruhe

Ratte anti-Maus IgG2b HRP 1:1000 Zymed, Karlsruhe

Ziege anti-Maus IgG2c HRP 1:5000 Southern Biotech

Ziege anti-Maus 1gG3 HRP 1:2000 Serotec, Dusseldorf

Ratte anti-Maus IgM HRP 1:1000 Zymed, Karlsruhe

Ziege anti-Maus IgG HRP 1:5000 Jackson Immuno Research, Suffolk, UK

214

2.1.4.1 Reagenzien

Advanced Protein Assay Reagent
Acrylamid-Bisacrylamid
Ammoniumpersulfat
p-Mercaptoethanol
Complete Protease Inhibitor
Cocktail Tablets
ECL (enhanced chemiluminescence)
Western Blotting Detection Reagents
Hyperfilm
Milchpulver
Hybond-ECL-Nitrocellulose-Membran
N,N,N’,N’-Tetramethyldiamin (TEMED)
Triton X 100
Tween 20
Whatman Filterpapier

Material fiur molekularbiologische und biochemische Arbeiten

Cytoskeleton Inc., Denver, USA
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Roche, Grenzach-Wyhlen

Amersham, Buckinghamshire, UK

Amersham, Buckinghamshire, UK
Nestlé, Frankfurt

Amersham, Buckinghamshire, UK
BioRAD, Miinchen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Schleicher & Schuell, Dassel

2.1.4.2 Kulturmedien, Puffer und Stammiésungen

Ammoniumpersulfat (APS)-Lésung

10 % APS
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Coomassie: Entfarber

Coomassie: Farbelésung

Lysepuffer

SDS-PAGE: Ladepuffer (5x)

SDS-PAGE: Laufpuffer (10x)

SDS-PAGE: Trenngel (12,5 %)

SDS-PAGE: Trenngelpuffer (4x)

Silberfarbung: Entwickler

Silberfarbung: Fixierlésung

300 ml 95 % Ethanol
100 ml Eisessig
600 ml Aqua dest.

2 g Coomassie Brilliant Blau R250
500 ml 95 % Methanol

100 ml Eisessig

400 ml Aqua dest.

150 mM NaCl

20 mM Tris

1 % Triton X 100

1 Tablette Complete Protease Inhibitor
ad 50 ml Aqua dest

50 mM Tris

2 % SDS

5 % Glycerin

10 % 1M DTT

wenig Bromphenolblau

250 mM Tris
2,5 M Glycin
1 % SDS

2,5 ml 4x Trenngelpuffer

4 ml 30 % Acrylamid/Bisacrylamid
3,5 ml Aqua dest.

100 pl 10 % APS

12,5 ul Temed

1,5 M Tris
0,4 % SDS

15 g Na,CO3

250 ml Aqua dest.

12,5 ,Lll Na28203

125 ul 37 % Formaldehyd

100 ml Methanol

24 ml Eisessig
76 ml A. dest.
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Silberfarbung: Impragnierlésung 300 mg AgNO;
150 ml Aqua dest.
112 ul 37 % Formaldehyd

Silberfarbung: Sensibilisierer 300 pl NaxS,03
200 ml Aqua dest.

Silberfarbung: Waschpuffer 50 % Ethanol

Western Blot: Anodepuffer 1 300 mM Tris pH 10,4
20 % Methanol

Western Blot: Anodepuffer 2 25 mM Tris pH 10,4
20 % Methanol

Western Blot: Blockpuffer 4 % Magermilchpulver in PBS/0,1% Tween 20

Western Blot: Kathodenpuffer 25 mM Tris pH 9,4
20 % Ethanol
40 mM e-Aminocapronsaure

Western Blot: Ponceau 0,5 % Ponceau
1 % Essigséaure
in Aqua dest.
Western Blot: TBST 10 mM Tris pH 8,0
150 mM NaCl

0,05 % Tween 20

2.1.5 Material far zellbiologische Arbeiten

2.1.5.1 Reagenzien

Alumhydroxid (Alum) Sigma, Deisenhofen

Annexin V Apoptose Detektions Kit | BD Pharmingen, Heidelberg

Carboxy-Fluoreszein-Diacetat- Sigma, Deisenhofen
Succinimidyl-Ester (CFSE)

Cell Viability Solution (7-AAD) BD Pharmingen, Heidelberg

Cohn-1l (humane IgG-Fraktion) Sigma, Deisenhofen
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Cytofix/Cytopermlésung
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Fotales Kalberserum (FCS)

Foxp3 staining Kit

Freund'’s adjuvant (complete, incomplete)
Gentamycin

L-Glutamin

[*H]-Thymidin

Heparin

Ketavet (100 mg/ml)
Lipopolysaccharid (LPS; E.coli 055:B5)
Monensin

Rompun (2 %)

RPMI 1640 Medium (ohne L-Glutamin)
Szintillationsfllissigkeit

3,3,5,5’ Tetramethylbenzidin (TMB)
Thioglykolat

Triton X-100

Trypanblau

Tween 20

BD Pharmingen, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen

Gibco BRL, Eggenstein
eBioscience, San Diego, USA
Sigma, Deisenhofen

Gibco BRL, Eggenstein

PAA, Linz, Osterreich
Amersham Buckinghamshire, UK
Braun, Melsungen

Pharmacia GmbH, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen

BD Pharmingen, Heidelberg
Bayer AG, Leverkusen

PAA, Linz, Osterreich

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

2.1.5.2 Kulturmedien, Puffer und Stammiésungen

Alle Puffer und Losungen wurden mit deionisiertem Wasser angesetzt. Fur die Zellkultur

wurden die Medien und Lésungen vor Gebrauch steril filtriert oder autoklaviert.

Komplementfaktoren im FCS wurden durch Erhitzung auf 56 °C fir 30 Minuten inaktiviert

und das FCS bis zur Verwendung bei —20 °C gelagert.

ACK-Lysepuffer

Anéasthetikum

8,024 g NH,CI (0,15 M)

0,1 g KHCO3 (1 mM)

37,2 mg Na,EDTA (0,1 mM)
ad 1| Aqua dest.

pH 7,2 bis 7,4

0,25 ml Rompun

1 ml Ketavet

9 ml PBS

200 bis 300 yl wurden pro Maus i.p. injiziert
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Durchflusszytometrie
FACS Puffer

FACS Fix

Enzym linked immunosorbent assay (ELISA)

Bicarbonatpuffer

Blockpuffer (Zytokine)

Blockpuffer (Antikdrper)

Diluent

Substrat

Substratpuffer

Stopplésung

Waschpuffer

PBS (phosphate buffered saline)

20x

Zellmedium

2 % FCS in PBS

2 % Paraformaldehyd in PBS

0,1 M NaH003
ad 1| Aqua dest.
pH 9,6

1 % BSA in PBS

5 % BSA in PBS

1 % BSA in PBS

6 mg 3,3°,5,5 TMB in 1 ml DMSO geldst

0,1 M KH,PO,

1 M H,SO4

0,05 % Tween 20 in PBS

160 g NaCl

23,2 g Na,HPO,
4 g KH, PO,

4 g KCI

ad 1| Aqua dest.

500 ml RPMI 1640

50 ml FCS

5 ml L-Glutamin (200 mM)

2,5 ml Gentamycin (10 mg/ml)
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2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische und biochemische Methoden

2.2.1.1 Isolierung von RNA

Gesamt-RNA wurde mithilfe des NucleoSpin® RNA |l Kits von Macherey-Nagel isoliert.
Hierzu wurden 1x10° Pleuraexudatzellen (PleC) in ein EppendorfgefaB uberfihrt und
durch Zentrifugation pelletiert (5 min, 5000 rpm, 4 °C). Das Zellpellet wurde in 350 ul RA1-
Puffer homogenisiert und anschlieBend bis zur Praparation bei —20 °C gelagert.

Unmittelbar nach dem Auftauen wurden 3,5 ul B-Mercaptoethanol zum Zelllysat gegeben,
das anschlieBend auf eine NucleoSpin® Filter Unit aufgetragen und fiir 1 min bei 11.000
rpom zentrifugiert wurde. AnschlieBend wurden 350 pyl 70 % Ethanol zu dem Durchlauf
gegeben und beides durch sofortiges Auf- und Abpipettieren gut gemischt. Der Ansatz
wurde auf eine Nucleospin® RNA Il Saule gegeben und zentrifugiert (30 sec, 11.000 rpm).
Nach Verwerfen des Durchlaufes kam die Saule in ein 2 ml ReaktionsgefaB. Fir die
Entsalzung der Membranoberflache wurden 350 pyl MDB-Puffer auf die Saule gegeben
und zentrifugiert (1 min, 11.000 rpm). Fir die DNase-Lésung wurden pro Ansatz 90 ul
Reaktionspuffer mit 10 yl DNase vorsichtig vermischt. Davon wurden 95 pl direkt in die
Membranmitte pipettiert und fir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von
200 pl RA2-Puffer wurde die Sé&ule erneut zentrifugiert. Es folgten zwei weitere
Waschschritte mit RA3-Puffer. Beim letzten Waschschritt wurde die Saule nach Auftragen
von 250 pl RA3-Puffer fir 2 min bei 11.000 rpm zentrifugiert. AnschlieBend wurden die
RNA mit 40 yl RNase-freiem Wasser eluiert und die Saule fir 1 min bei 11.000 rpm
zentrifugiert. Eine Erhéhung der Ausbeute konnte durch erneutes Auftragen der RNA auf

die Saule erzielt werden.

2.2.1.2 Bestimmung der RNA-Konzentration

Die Konzentration und Reinheit einer RNA-L6sung wurde photometrisch in Quarzkivetten
bestimmt. Dabei lasst sich die Konzentration der RNA nach folgender Formel berechnen:
[RNA] = OD260 x 40 mg/ml x Verdlinnung
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Der Formel liegt zugrunde, dass RNA-L6sung, die in einer Konzentration von 40 mg/ml
vorliegt, bei einer Wellenlange von 260 nm eine optische Dichte (OD) von eins besitzt. Bei
der Bestimmung der Reinheit der Nukleinsdureldsung macht man sich zunutze, dass

Nukleinsauren und Proteine unterschiedliche Absorptionsmaxima haben.

2.2.1.3 Genexpressionsanalyse

Um die inflammatorische Immunantwort von PleC (Tag 7 p.i.) von Gzm AxB KO,
Gzm A KO und WT Mausen zu vergleichen, wurde eine Genexpressionsanalyse mithilfe
des DualChip® Mouse Inflammation Chips von Eppendorf durchgefiihrt. Der Chip umfasst
233 Gene (davon 10 housekeeping Gene), die bei inflammatorischen Prozessen wie
Infektionen oder allergischen Reaktionen involviert sind (siehe Anhang). Die Durchfiihrung
der Genexpressionsanalyse wurde vom Microarray Service Center Eppendorf
vorgenommen.

Bei dem hier verwendeten Microarray wurde die RNA zuerst in cDNA umgeschrieben,
wobei biotinylierte Nucleotide verwendet wurden. Dies ermdglicht den Nachweis der
hybridisierten Sequenzen mit den Sonden auf dem Array mittels Gold-Silber-Markierung.
Die hybridisierte, biotinylierte cDNA wird in einem ersten Schritt von einer Streptavidin-
Gold-Konjugat gebunden. In einem zweiten Schritt kam es nach Zugabe einer
Silberlésung zur Préazipitation von Silber auf den hybridisieten Sonden. Die
Normalisierung der Proben erfolgte wie beschrieben anhand verschiedener externer
Kontrollen (Dos Santos et al., 2007).

2.2.1.4 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung wurde mit Advanced Protein Assay Reagent (APAR)
durchgefuhrt. Fir die Bestimmung der Proteinkonzentration von Litomosoides sigmodontis
Antigenextrakt (LsAg) wurden verschiedene Verdunnungen mit 1 x APAR hergestellt. In
einer 96-Loch Mikrotiterplatte wurden 300 pl der Proteinldsung pipettiert und die Intensitat
der Blaufarbung im Photometer bei einer Extinktion von 570 nm bestimmt. Die
Proteinkonzentration wurde nach folgender Formel berechnet:

Konzentration (ug/ml) = ODs70nm X 37,5 x Verdinnung

27



MATERIAL UND METHODEN

2.2.1.5 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektropherese (SDS-PAGE)

Mithilfe der SDS-PAGE lassen sich Proteine anhand ihrer GréBe bei der Wanderung in
einem elektrischen Feld auftrennen. Voraussetzung fur die Auftrennung von Proteinen ist
die Denaturierung der Proteinstruktur bei gleichzeitiger Uberlagerung der Ladung durch
das anionische Detergenz SDS. So wandern alle Proteine aufgrund ihrer negativen
Ladung in einem elektrischen Feld zur Anode. Die Wanderungsgeschwindigkeit wird dabei
ausschlieBBlich vom Molekulargewicht der Proteine beeinflusst. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde LsAg durch diskontinuierliche SDS-PAGE aufgetrennt. Das System basiert darauf,
dass sich Sammel- und Trenngel in ihrem Gehalt an Acrylamid und ihrem pH-Wert
unterscheiden. Dadurch kommt es im Sammelgel zu einer Fokussierung der Proteine. Die
Proben wurden mit 5x Beladungspuffer versetzt, 5 min bei 95 °C denaturiert und bei einer

Spannung von 120 V elektrophoretisch aufgetrennt.

2.2.1.6 Coomassie Blau-Farbung

Das hier verwendete Coomassie Berilliant Blau ist ein Triphenylmethanfarbstoff, der an die
basischen Seitenketten von Aminoséuren bindet. Dadurch kénnen die aufgetrennten
Proteine in einem SDS-Polyacrylamidgel direkt mit der blauen Farblésung sichtbar
gemacht werden. Hierflir wird das Gel fur 1 h in die Coomassielésung gelegt. Die L6ésung
enthalt Essigsaure, die gleichzeitig eine Fixierung der Proteine im Gel bewirkt. Eine

Entfarbung der Gele erfolgte bei Raumtemperatur in Coomassie-Entféarber.

2.2.1.7 Silberfarbung

Eine sensitivere Methode als die Coomassie-Farbung ist die Silberfarbung, welche auf der
Komplexierung von Silberionen mit Carboxyl- und Sulfhydrylgruppen aufgetrennter
Proteine basiert.

Die Gele wurden dabei zunachst fir 1 h fixiert und dann zweimal 20 min in Waschpuffer
gewaschen. Es folgte 1 min Inkubation im Sensibilisierungspuffer. Nach Spulen in
Aqua dest. wurden die Gele fur 20 min in Silbernitratiésung impragniert und anschlieBend
erneut in Aqua dest. gespiilt. Die Gele wurden dann fir 1 bis maximal 10 min in
Entwicklerl6dsung inkubiert. Die Fé&rbung der Proteinbanden wurde bei Erreichen der
gewlinschten Bandenintensitat durch kurzes Spllen in Aqua dest. und durch Uberfiihrung

in Fixierldsung abgestoppt. Die Gele wurden dann zwischen Cellophanfolien getrocknet.
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2.2.1.8 Western Blot

Beim Western Blot werden elektrophoretisch aufgetrennte Proteine von einem SDS-
Polyacrylamidgel in einem elektrischen Feld auf eine Nitrocelullosemembran Ubertragen
und immobilisiert. Die gesuchten Proteine kénnen anschlieBend mit spezifischen
Antikérpern identifiziert werden. Im Rahmen dieser Arbeit diente der Western Blot der
Identifizierung von Gzm B in Zell-Lysaten bzw. LsAg. Hierzu wurde das Semi-Dry-
Verfahren genutzt. Dabei wurden auf die Kathodenplatte der Blot-Kammer drei in
Kathodenpuffer aquilibrierte Filterpapiere gelegt. Auf diese wurden das Gel sowie die
Nitrocellulosemembran gegeben. AbschlieBend kamen zwei in Anodenpuffer 1 und 2
aquilibrierte Filterpapiere auf die Nitrocellulosemembran und die Kammer wurde mit der
Anodenplatte verschlossen. Der Transfer der Proteine auf die Membran erfolgte bei einer
Stromdichte von 1 mA/cm® Gel. Um den Transfer der aufgetrennten Proteine zu
uberprifen, wurde die Membran fir 1 min in 0,5 % Ponceaulésung gelegt und
anschlieBen mit Aqua dest. entfarbt. Zur Blockade unspezifischer Bindungsstellen wurde
die Membran anschlieBend fir 1 h in 4 % Milchpulver (MP) in TBST gelegt. Fur die
Detektion von Gzm B wurde der Ziege anti-Maus Gzm B Antikérper 1:2000 in 2 % MP in
TBST verdlnnt und fir 1 h bei Raumtemperatur mit dem Blot auf dem Schittler inkubiert.
AnschlieBend wurde die Membran griindlich mit TBST (dreimal 10 min) gewaschen. Die
Bindung des anti-Gzm B Antikérpers wurde mithilfe eines Peroxidase-gekoppelten
Sekundarantikérpers (anti-Ziege) nachgewiesen, der 1:2000 verdinnt fir 1 h auf die
Membran gegeben wurde. AbschlieBend wurde der Blot viermal gewaschen und dann die
spezifischen Proteinbanden mithilfe des ECL-Reagenz nachgewiesen. Die beiden
Detektionslésungen des Kits wurden hierflr in einem Verhéltnis 1:1 vermischt und der Blot
fir 10 min in der ECL-L6sung inkubiert. AnschlieBend lieB man die Flussigkeit vorsichtig
abtropfen. Die Membran wurde auf einen Roéntgenfilm gelegt, der nach einer

Expositionsdauer von 30 sek bis 10 min entwickelt wurde.
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2.2.2 Versuchstiere, Zucht und Haltung

2.2.2.1 Mausstamme

C57BL/6d = WT

Gzm A KO

Gzm B KO

Gzm AxB KO

UKE, Hamburg; MPI, Freiburg; BNI, Hamburg

Gzm A defiziente Mause wurden durch Deletion des vierten
Exons im Gzm A Gen auf dem Hintergrund der C57BL/6
Maus generiert (Ebnet et al., 1995)

Prof. MM Simon, MPI, Freiburg

Gzm B defiziente Mause wurden durch Deletion des ersten
Exons des Gzm B Gens auf dem Hintergrund der C57BL/6
Maus generiert (Heusel et al., 1994)

Prof. MM Simon, MPI, Freiburg

Gzm A und B defiziente M&use wurden durch Kreuzung von
Gzm A KO und Gzm B KO Mé&usen generiert. Durch
Kreuzung der heterozygoten F1-Generation entstanden
Mause, die weder Gzm A noch Gzm B exprimieren (Simon et
al., 1997).

Prof. MM Simon, MPI, Freiburg

Die Expression von Gzm A und B in Milzzellen der Mauslinien wurde durchfluss-

zytometrisch kontrolliert (Abb. 2.1).
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Abb. 2.1: Gzm AxB KO Mause sind auf Proteinebene negativ fiir Gzm A und B. Die
Expression von Gzm A und B wurde in allen in dieser Arbeit verwendeten Mausen mittels
Durchflusszytometrie Uberpruft. Dargestellt ist je ein représentatives Beispiel fUr eine
Gzm AxB KO und eine WT Maus. Zur Kontrolle wurden WT Milzzellen mit dem
entsprechenden Isotyp Antikérper gefarbt. A) Gzm A wird nicht von Gzm AxB KO
Milzzellen exprimiert, wahrend Gzm A konstitutiv von NK1.1" WT Milzzellen exprimiert
wird. B) Gzm B wird in CD8" WT T-Zellen nach 72 h Stimulation mit Con A exprimiert.
Gzm AxB defiziente Milzzellen sind negativ fir Gzm B.

2.2.2.2 Baumwollratten (Sigmodon hispidus)

Baumwollratten dienten fur die Zucht und Erhaltung von L. sigmodontis als End- und
Zwischenwirte. Die Zucht der Baumwollratten erfolgte im Tierhaus des Bernhard-Nocht-
Institutes fir Tropenmedizin. Fir die Infektion der Milben wurde Baumwollratten
eingesetzt, die mindestens eine Mikrofilaramie von 600 bis 1500 Mikrofilarien pro ul Blut

hatten.

2.2.2.3 Milben (Ornithonyssus bacoti)

Als Vektor dienten die Milben Ornithonyssus bacoti. Diese wurden in einer
Kunststoffwanne mit Holzeinstreu bei einer Lufttemperatur von 29 °C und einer relativen
Luftfeuchte von 90 % gehalten. Die Futterung der Milben erfolgte durch eine Blutmahlzeit

an 1-4 Tage alten NMRI M&usen.
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2.2.2.4 Infektion mit Litomosoides sigmodontis

Far die Infektion wurden Milben in einen Glaskolben Uberfihrt. Nach 4 Tagen ohne
Blutmahlzeit wurde eine infizierte Baumwollratte auf die Milben gesetzt. Dabei kam es mit
dem Blut der Baumwollratte zur Ubertragung von Mikrofilarien (L1, MF) auf die Milbe.
Innerhalb von 12 bis 14 Tagen entwickelte sich dann in der Milbe das infektiése dritte
Larvenstadium. Die Infektion der Mause erfolgte durch eine vierstindige Blutmahizeit der
Milben an den M&usen. Um eine mdglichst homogene Infektionsdosis innerhalb der
Gruppen zu erzielen, wurden die Mause der zu vergleichenden Gruppen gemischt und

stets nur Mause aus einem Stutzen miteinander verglichen.

2.2.2.5 Gewinnung von Plasma

Wahrend der Infektion oder Immunisierung der Mause erfolgte die Entnahme von Blut
durch Punktur der Schwanzvene. Zum Zeitpunkt der Tétung wurde narkotisierten Mausen
mit einer Mirkohamatokrit-Kapillare Blut retroorbital entnommen. Das Blut wurde zu

Gewinnung von Plasma in EDTA-R6hrchen aufgefangen.

2.2.2.6 Bestimmung der Wurmlast in der Pleurahéhle

Fur die Bestimmung der Wurmlast wurde die Pleurahdhle infizierter Mause mit 10 ml PBS
gespllt. Die Spullésung, die neben den Wirmern auch Exudatzellen enthielt, wurde in
15ml-Falcon-Réhrchen auf Eis Uberfuhrt. Dies verlangsamt zum einen die Beweglichkeit
der Wirmer und gewadhrleistet die Viabilitdat der Zellen. An Tag 9 p.i. befanden sich die
Wirmer im L3 Stadium und waren dadurch mit bloBem Auge nicht erkennbar. Daher
wurde das Pleuraexudat durch Zentrifugation (8 min, 1300 rpm) sedimentiert und die
Zellen in 1 ml Vollimedium aufgenommen. 200 ul der Lésung wurden in die Vertiefungen
einer 96-Loch Zellkulturplatte Uberfihrt und anschlieBend die Anzahl der Wirmer unter
dem Mikroskop bestimmt. An spéteren Zeitpunkten (Tag 22 bis Tag 35 p.i.) wurde die

Anzahl der Wirmer makroskopisch in einer Petrischale bestimmt.
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2.2.2.7 Bestimmung der Wurmldnge

Far die Bestimmung der Wurmlange wurden die Wirmer bei 4 °C gelagert, bis sich die
Bewegung der Wirmer verlangsamte und diese sich in einem ausgestreckien Zustand

befanden. Eine Fixierung der Wirmer erfolgte mit 60 °C heiBem 70 %igem Ethanol.

2.2.2.8 Immunisierungen mit OVA

In verschiedenen Immunisierungsversuchen diente OVA als Modellantigen. Zur
Verstarkung der Immunantwort gegen das Antigen wurde den Maéausen OVA in
Anwesenheit von Freund’s Adjuvans oder Alum verabreicht. FUr die Immunisierung mit
Freund’s Adjuvans wurde zuerst eine Immunisierung mit komplettem Freund’s Adjuvans
durchgefihrt. 1 mg/ml OVA wurde dazu im Verhaltnis 1:2 mit Freund’s Adjuvans versetzt
und den Mausen 200 ul i.p. verabreicht. Nach 2 bzw. 4 Wochen erfolgte eine weitere
Immunisierung mit OVA in inkomplettem Freund’s Adjuvans. Fur die Immunisierung mit
Alum wurde eine Primér- gefolgt von einer Sekundarimmunisierung vorgenommen. Pro
Maus wurden 10 ug OVA in 2mg Alum i.p. im Abstand von 14 Tagen injiziert. Die

Entnahme der Milz erfolgte jeweils 14 Tage nach der letzten Immunisierung.

2.2.3 Zellbiologische Methoden

2.2.3.1 Allgemeine Bedingungen der Zellkultur

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen an einer Reinluft-Werkbank
durchgefihrt. Dabei verwendete Lésungen und Labormaterialien wurden vor Gebrauch
autoklaviert. Sterile Einmalkunststoffwaren wurden nach einmaligem Gebrauch entsorgt.
Die Kultur der Zellen erfolgte bei 37 °C und 5 % CO, im Brutschrank.

2.2.3.2 Bestimmung der Zellzahl

Zellen wurden mit Trypanblau versetzt und die Anzahl in einer Neubauer-Z&éhlkammer
bestimmt. Die Differenzierung von lebenden und toten Zellen basiert auf der selektiven

Anfarbung toter Zellen durch Trypanblau.
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2.2.3.3 Praparation von Pleuraexudatzellen (PleC, pleural exudate cells)

Durch Filtration wurden an Tag 7 bis Tag 9 p.i. gewonnene PleC von Wirmern getrennt.
Wirmer und Granulome (Tag 22 bis Tag 35 p.i.) wurden mit einer Pinzette aus dem
Pleuraexudat entfernt. Bei Bedarf wurden in einem zusétzlichen Schritt Erythrozyten durch

ACK-Lysepuffer eliminiert.

2.2.3.4 Praparation von murinen Milzzellen

Die Milz wurde unter sterilen Bedingungen herausprépariert und in 5 ml PBS in einer
Petrischale mit dem Stempel einer 10 ml-Einmalspritze zerrieben. Die Zellsuspension
wurde Uber ein Zellsieb (Cell Strainer) gegeben und die Zellen bei 1300 rpm
abzentrifugiert. Die Entfernung von Erythrozyten erfolgte durch zweiminitige Inkubation

mit 5 ml ACK-Lysepuffer. Nach der Lyse folgten zwei weitere Waschschritte mit PBS.

2.2.3.5 Praparation von murinen Peritonealexudatzellen

Um Peritonealexudatzellen zu erhalten, wurde Méausen 1,5 ml 4 % Thioglykolatldsung i.p.
appliziert. Dies hat eine gesteigerte Einwanderung von Makrophagen, Neutrophilen und
B1 Zellen zur Folge. Fur die Isolierung der Zellen wurde nach 7 Tagen 5 ml kaltes PBS in
das Peritoneum injiziert und anschlieBend die angereicherte Zelllésung mithilfe einer 23 G
Kanlle abgezogen. Nach Wiederholung des Vorganges wurden die Zellen durch

Zentrifugation pelletiert.

2.2.3.6 Herstellung von LsAg

Far die Herstellung von LsAg wurden vitale, adulte weibliche aus der BALB/c Maus
gewonnene Wirmer verwendet. Die Wirmer wurden zweimal mit PBS gewaschen und
anschlieBend in sterilem PBS mit einem Homogenisator zerkleinert. Das Homogenisat
wurde 30 min bei 14.000 rpm und 4 °C zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand
(=LsAg) mit einem sterilen 0,22 uym Filter filtriert. Die Bestimmung der
Proteinkonzentration erfolgte mit Advanced Protein Assay Reagenz (siehe 2.2.1.4). Fur

weitere Untersuchungen wurde LsAg auf 100 pyg/ml eingestellt und bei -80 °C gelagert.
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2.2.3.7 In vitro Stimulation von Milzzellen und PleC

Alle Stimulationsexperimente wurden in einer Rundboden Zellkulturplatte mit 96
Vertiefungen mit einem Endvolumen von 200ul durchgefihrt. Fur die
durchflusszytometrische Bestimmung von intrazellularem IFN-y, IL-2 und IL-5 wurden
1x10° Zellen fiir 6 h mit PMA und lonomycin inkubiert. Um ein Ausschleusen neu
gebildeter Zytokine zu inhibieren, wurde 1 pyl Monensin fir die letzten 4 h pro Vertiefung
zu den Zellen hinzugegeben. Die Detektion von Gzm A und B mittels Durchflusszytometrie
erfolgte nach 72 h Stimulation mit Con A, LPS oder anti-BZR in Anwesenheit von IL-4. Flr
die Analyse von sezernierten Zytokinen wurden 1x10° Milzzellen oder 5x10° PleC fiir 72 h
stimuliert und dann die Uberstdnde abgenommen. Die Stimuli wurden in folgenden
Konzentrationen eingesetzt:

* 1 ug/ml anti-BZR (=Anti-lg, «)

* 10 ng/ml anti-CD3

* 2 ug/ml Con A

* 25ng/mlIL-4

* 500 ng/ml lonomycin

* 10 pg/ml LPS

* 12,5 pug/ml LsAg

* 100 pg/ml OVA

* 10 ng/ml PMA

2.2.3.8 Bestimmung von Zytokinen mittels ELISA

Die Bestimmung von Zytokinen in den Uberstanden von Milzzellen und PleC wurde
mithilfe eines Sandwich ELISAs durchgeflhrt. Flr die Beschichtung der 96-Loch ELISA
Platten wurden 50 ul des entsprechenden Capture-Antikérpers, der in Bicarbonatpuffer
verdinnt wurde, in die Platte gegeben und bei 4 °C Ulber Nacht inkubiert. Durch
dreimaliges Waschen mit 0,05 % Tween 20 in PBS wurde ungebundener Antikbrper am
folgenden Tag entfernt. Freie Bindungsstellen an der Oberflache der ELISA-Platte wurden
anschlieBend durch zweistindige Inkubation mit 150 ul Blockpuffer (1 % BSA in PBS) bei
37 °C blockiert. Der Zytokinstandard wurde mit 0,1 % BSA in PBS verdiinnt und dann
zusammen mit den unverdinnten Zellibersténden in die Vertiefungen der ELISA-Platte

pipettiert. Nach einer zweistliindigen Inkubation bei 37 °C wurde ungebundenes Antigen
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durch Waschen entfernt. Die Detektion der Zytokine erfolgt durch Zugabe von 50 ul des
entsprechenden biotinkonjugierten Antikdrpers (1 h bei 37 °C). Nach Waschen der Platten
folgte eine Inkubation mit 50 ul Streptavidin-Peroxidase-Komplex (1:200 verdiinnt) fir 1 h
bei 37°C. Nach erneutem Waschen wurden 100yl TMB-Substratiésung in die
Vertiefungen der Platte pipettiert. Sobald sich eine ausreichende Farbung der
Standardreihe einstellte, wurde die Farbentwicklung durch Zugabe von 50 yl 1 M H,SO4
gestoppt. Die ELISA-Platten wurden bei einer Wellenldnge von 450 nm photometrisch

ausgewertet und die Zytokinkonzentrationen mithilfe der Standardreihe berechnet.

2.2.3.9 Detektion von Immunglobulinen mittels ELISA

Fur die Detektion antigenspezifischer Immunglobuline wurden ELISA-Platten Gber Nacht
mit 4 yg/ml LsAg oder 1 ug/ml OVA in Bicarbonatpuffer inkubiert. Ungebundenes Antigen
wurde durch dreimaliges Waschen entfernt und anschlieBend freie Bindungsstellen durch
Zugabe von 150 ul 5 % BSA in PBS fir 2 h bei Raumtemperatur geblockt. Nach erneutem
Waschen wurden 50 pl der in 1 % BSA in PBS verdinnten Plasmen aufgetragen und zwei
Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Die fir den jeweiligen Isoltypen verwendetete
Plasmaverdiinnung ist in Tabelle 2.1 beschrieben. Die Bestimmung des IgG1- und IgM-

Titers erfolgte darlUber hinaus nach serieller Verdiinnung der Plasmen.

Isotyp Verdiinnung
IgG1 1:300*

IgG2b 1:300

lgG2c 1:300

IgG3 1:500

IgE 1:500

IgM 1:1000*

Tabelle 2.1: Verwendete Plasmaverdiinnungen
Die Tabelle zeigt die Verdiinnung der Plasmen
fir die jeweiligen Immunglobulin-Isotypen.

* Zusatzlich wurde der Titer der Isotypen durch
serielle Verdlinnung der Plasmen ermittelt.

Zur Detektion gebundener Antikérper wurden 50 pl des peroxidasegekoppelten Sekundar-
Antikérpers in die Vertiefungen der gewaschenen Platten pipettiert. Nach 45 min

Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Platten dreimal gewaschen und dann 50 ul
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der TMB-Substratldsung in die einzelnen Vertiefungen gegeben. Der Farbumschlag der
Substratlésung wurde dabei genau beobachtet und die Reaktion durch Zugabe von
50 yl 1 M H,SO, abgestoppt. Die photometrische Messung der Platten erfolgte unmittelbar
im Anschluss bei einer Wellenldange von 450 nm. Die Menge an antigenspezifischen
Immunglobulinen wurde nach Abzug des Mediumwertes als relative ELISA Unit dargestellt
oder im Fall von IgG1 und IgM als Titer. Der Titer stellt die Verdiinnungsstufe dar, bei der

der Wert der Probe dem doppelten Negativwert (Mediumwert) entspricht.

2.2.3.10 Messung der Zellproliferation

Das wichtigste Verfahren zur Detektion der Proliferation von Zellen ist die Markierung mit
[®H]-Thymidin. Das radioaktive Nukleosid Thymidin wird wéhrend der Zellteilung in DNA-
Strange eingebaut. Somit entspricht die gemessene Radioaktivitat eines Kulturansatzes
der jeweiligen Proliferationsrate.

Hierzu wurden 4x10° Milzzellen oder PleC in die Vertiefung einer 96-Loch Mikrotiterplatte
gegeben und mit verschiedenen Stimuli inkubiert (siehe 2.2.3.7). Nach 72 h in Kultur
wurden 100 yl Uberstand abgenommen und 0,5 uCi [°H]-Thymidin zugesetzt und fir
weitere 24 h inkubiert. Fir die Messung der Radioaktivitdt wurden die Zellen mit einem
Zellerntegerat auf einen Glasfaserfilter Ubertragen. Die getrockneten Filter wurden mit
Szintillationsflissigkeit getrdnkt und in eine Folie eingeschweiB3t. Die eingebaute
Radioaktivitdt wurde mithilfe eines B-Counters bestimmt und als ,Zerfélle pro Minute®

(counts per minute, cpm) angegeben.

2.2.3.11 Durchflusszytometrische Analysen

Die Durchflusszytometrie stellt ein Verfahren zur Charakterisierung von Zellen anhand
GréBe und Granularitat dar. Weiterhin dient sie der Detektion von Oberflachenmolekilen
und intrazellularen Proteinen. Durch das Prinzip der hydrodynamischen Fokussierung
werden die zu untersuchenden Zellen angesaugt und in Einzelzellsuspension gebracht.
Diese passieren dann perlenschnurartig einen Argonlaserstrahl. Das daraus resultierende
Streulicht wird von Fotomultiplikatoren aufgefangen. Dabei unterscheidet man das
Seitwartsstreulicht (sideward scatter, SSC), welches ein MaB fir die Granularitat der
Zellen darstellt, und das Vorwartsstreulicht (forward scatter, FSC), welches mit der Gr6B3e

der Zellen korreliert. Zusétzlich kénnen nach Markierung mit fluoreszenzgekoppelten
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Antikérpern Zellen anhand ihres unterschiedlichen Repertoires an Oberflachenmolekiilen
oder in der Zelle lokalisierten Proteinen voneinander unterschieden werden. Die
Fluoreszenzfarbstoffe werden entweder durch den Argon-lonen-Laser bei 488 nm oder
dem Dioden-Laser mit einer Wellenldnge von 635 nm angeregt. Die Auswertung der

Messdaten erfolgte mithilfe des Programmes Cell Quest Pro.

2.2.3.11.1 Farbung von Oberflachenmolekiilen

Die einzelnen Arbeitsschritte wurden alle bei 4 °C durchgefuhrt. Fir die Farbung von
Oberflachenmolekiilen wurden 2x10° bis 1x10° Zellen in FACS Réhrchen Gberfiihrt und
pelletiert (1300 rpm, 5 min, 4 °C). F.-Rezeptoren auf der Zelloberfliche wurden durch
Zugabe von 10 pl anti-CD16/CD32 Antikérper (Klon 2.4G2) oder 20 ul Cohn-II fir 20 min
blockiert. Fir die Detektion verschiedener Lymphozyten-Subpopulationen in PleC und
Milzzellen wurden die Antikorper, wie in Abschnitt 2.1.3 beschrieben, eingesetzt. Die
Zellen wurden mit 50 pl der entsprechend verdinnten Antikérper fir 30 min inkubiert und
anschlieBend zweimal mit FACS-Puffer gewaschen. Die Detektion der biotinylierten
Antikérper gegen aoff TZR oder F4/80 erfolgt in einem weiteren Schritt Gber Streptavidin-
PerCP. Nach erneutem Waschen wurden die Zellen in Fixierungslésung aufgenommen

und im Durchflusszytometer gemessen.

2.2.3.11.2 Farbung von intrazelluldren Proteinen

Far die intrazellulare Farbung von Zytokinen und Granzymen wurden die Zellen nach der
Oberflachenfarbung 20 min mit 100 ul Cytofix/Cytoperm Lésung (BD Pharmingen) fixiert
und permeabilisiert und anschlieBend zweimal mit 1 ml Perm/Wash Lésung (BD
Pharmingen) gewaschen. Diese sowie alle weiteren Arbeitsschritte erfolgten auf Eis. Die
Antikérper gegen IFN-y, IL-2, IL-5 sowie Gzm A und B wurden wie beschrieben in
Perm/Wash Ldsung verdinnt und 50 yl zu den Zellen gegeben. Nach 30-minutiger
Inkubation wurden die Zellen zweimal gewaschen und fur die Analyse in 500 yl FACS-
Puffer aufgenommen. Fir die Detektion von Foxp3* Zellen wurde das Foxp3 Staining Kit
(eBioscience) verwendet. Fur Fixierung und Permeabilisierung wurden die Zellen in 500 i
Fixierungs/Permeabilisierungslésung (eBioscience) aufgenommen. Die Zellen wurden
zwischen 30 min und 12h bei 4 °C fixiert und anschlieBend zweimal mit je 1 ml

Permeabilisierungslésung (eBioscience) gewaschen. Die Blockade unspezifischer
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Antikérperbindung erfolgte durch Zugabe von 80ul 2 %igem Rattenserum in
Permeabilisierungspuffer. Nach 20 min Inkubation bei 4 °C wurden 1,5 pl anti-Foxp3 zu
den Zellen gegeben. Bei gleichzeitiger Farbung mit einem anti-Gzm Antikérper wurden
4 pl anti-Gzm A bzw. 1 ul anti-Gzm B zu den Zellen pipettiert. Die gefarbten Zellen wurden
zweimal mit Permeabilisierungspuffer gewaschen und fir die Messung in 500 pyl FACS-

Puffer aufgenommen.

2.2.3.11.3 Markierung von Zellen mit CFSE

Die Farbung von Zellen mit CFSE ermdglicht die Analyse der Proliferation auf zellulérer
Ebene. Der Farbstoff CFSE bindet kovalent an Aminogruppen zytoplasmatischer Proteine
und wird bei einer Zellteilung an beide Tochterzellen zu gleichen Teilen weitergegeben.
Eine Halbierung der Fluoreszenzintensitdt korreliert mit einem durchlaufenen
Teilungszyklus. Fir die Farbung wurden Milzzellen in 3 % FCS in PBS aufgenommen.
1x10° Zellen wurden in 10 ml Puffer in ein 50 ml Falkon Réhrchen Uberfiihrt und 200 pl
CFSE (1:100 verdunnt in PBS) hinzugegeben. Nach 10 min bei 37 °C wurde die Farbung
durch Zugabe von 40 ml 3 % FCS in PBS gestoppt. Die CFSE-gefarbten Zellen wurden
anschlieBend noch zweimal mit 3 % FCS in PBS gewaschen. Die Inkorporation von CFSE

wurde im Durchflusszytometer Uberpruft.

2.2.3.11.4 Bestimmung des Anteils toter und apoptotischer Zellen

Far die Ermittlung apoptotischer und toter Lymphozyten wurde das Annexin V FITC
Apoptosis Detection Kit (BD Pharmingen) und 7-Amino-actinomycin D (Via Probe™ von
BD Pharmingen) verwendet. Ein sehr friihes Charakteristikum von Apoptose ist der
Verlust der Membranintegritat. Dabei kommt es zur Translokation von Phosphatidylserin
(PS) an die AuBenseite der Plasmamembran. Bei Annexin V handelt es sich um ein 35-
36 kDa groBes Protein mit einer groBen Affinitdt zu PS. Die Kopplung von Annexin an
Fluorochrome ermoglicht den Nachweis apoptotischer Zellen mittels Durchflusszytometrie.
Durch gleichzeitige Farbung mit Propidium lodid (Pl) kann zwischen friih apoptotischen
und spat apoptotischen oder bereits toten Zellen differenziert werden. Pl und 7-Amino-
actinomycin D (7-AAD) sind fluoreszierende Stoffe, die in die DNA sterbender oder bereits

toter Zellen interkalieren.
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2.2.4  Statistik

Zur statistischen Auswertung der Daten wurde GraphPad Prism 4.0 verwendet. Die

Berechnung der Signifikanzen erfolgte mithilfe des ungepaarten Student’s t-Test.
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3 ERGEBNISSE

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Rolle von Gzm A und B im Mausmodell der
Filarieninfektion untersucht werden. Die Expression von Gzm A und/oder B wurde fir eine
Vielzahl von Zellen wie NK-Zellen und CD4* T-Zellen beschrieben, deren Relevanz fir
das Modell der Nagerfilarie L. sigmodontis bereits nachgewiesen wurde. Kirzlich konnte
in unserer Gruppe gezeigt werden, dass in Knoten von O. volvulus infizierten Patienten
eine ausgepragte Gzm-Expression nachweisbar ist (Korten et al., 2008). Ziel dieser Arbeit
war es zu untersuchen, ob die Expression von Gzm A und B einen Einfluss auf den
Verlauf der Infektion mit L. sigmodontis hat. Fur die Analysen standen Gzm A und B
defiziente Mause (Gzm AxB KO) sowie die entsprechenden Einzel-KO Mause (Gzm A
KO, Gzm B KO) zu Verfiigung, welche auf dem Hintergrund der resistenten C57BL/6 (WT)
Maus generiert wurden. Der erste Teil der Arbeit befasst sich mit der Charakterisierung
der Immunantwort von Gzm AxB KO und WT M&usen sowie der Expression von Gzm A
und B durch Lymphozyten der Milz. Im zweiten Teil der Arbeit ist der Einfluss der Gzm A
und B Defizienz auf die Entwicklung des Nematoden L. sigmodontis und auf die

Immunantwort gegen verschiedene Wirmerstadien beschrieben.

3.1 Einfluss der Gzm A und B Defizienz auf die Entwicklung und

Funktionalitat von Zellen

3.1.1  Expression von Gzm A und B in Zellpopulationen der Milz

Bisherige Ergebnisse belegen eine konstitutive Expression von Gzm A in NK-Zellen,
wohingegen Gzm B erst nach einer Stimulation von drei bis finf Tagen in NK-Zellen und
CTL nachweisbar ist (Fehniger et al., 2007). Fiur die Untersuchung der Gzm A- und B-
Expression wurden Milzzellen naiver WT Mause 72 h mit Con A stimuliert und
anschlieBend durchflusszytometrisch untersucht. In Abbildung 3.1 ist ein reprasentatives
Beispiel der Analyse unter Verwendung lymphozytenspezifischer Oberflachenmarker
gezeigt. Lymphozyten wurden in dieser Arbeit wie folgt definiert: B-Lymphozyten, als
Hauptpopulation in der Milz, wurden Uber die Expression des B-Zell-Korezeptors CD19
und dem Fehlen des T-Zell-Korezeptors CD3 auf ihrer Oberflache definiert. Bei T-Zellen
wurde zwischen CD4* T-Zellen (CD4'CD3") und CD8* T-Zellen (CD8'CD3")
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unterschieden. NK-Zellen zeichnen sich durch die Expression von NK-Zell-Markern wie

DX5 oder NK1.1 bei gleichzeitigem Fehlen von CD3 auf ihrer Oberfladche aus.
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Abb. 3.1: Expression von Gzm A und B in naiven WT Milzzellen nach Stimulation
mit Con A. Milzzellen (1x106) von naiven C57BL/6 Mausen wurden fiir 72 h mit dem

Mitogen Con A stimuliert.

Die Expression von Gzm A (A) und B (B) wurde
durchflusszytometrisch analysiert. Die Histogramme zeigen die Fluoreszenzintensitéten
der Gzm-Expression in Medium (graue Flache) gegen Con A (schwarze Linie) in CD8" T-
Zellen, CD4" T-Zellen und NK-Zellen. Gezeigt ist ein reprasentatives Beispiel von vier
unabhangigen Versuchen.

Gzm A wurde konstitutiv von 60 bis 70 % der NK-Zellen in der Milz exprimiert. Die

Behandlung mit Con A flihrte nicht zu einer Steigerung der Gzm A-Expression in NK-

Zellen. Gzm A konnte zusétzlich nach Stimulation mit Con A in ca. 30 % der CD8* T-

Zellen und in maximal 10 % der CD4" T-Zellen gemessen werden. Im Gegensatz dazu

wurde Gzm B erst nach Stimulation mit Con A in ca. 90 % der CD8* T-Zellen und

30 % der NK-Zellen nachgewiesen. Eine Expression von Gzm B war nur in 10 % der

CD4" T-Zellen messbar. Die Ergebnisse bestatigen, dass Gzm A konstitutiv von NK-

Zellen und von aktivierten CD8" T-Zellen exprimiert wird, wahrend Gzm B ausschlieBlich

in aktivierten NK-Zellen und CD8" T-Zellen exprimiert wird.
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Abb. 3.2: LPS-stimulierte Milzzellen exprimieren Gzm A und B. In drei unabhéngigen
Versuchen wurde die Expression von Gzm A in Milzzellen (1x106), auf der x-Achse
gekennzeichnet, intrazellular im Durchflusszytometer bestimmt. A) Expression von Gzm A
in DX5" NK-Zellen (auf CD3 Zellen eingestellt) und CD19" B-Zellen nach Inkubation der
Zellen in Medium. Kontrollzellen wurden mit dem entsprechenden Isotyp-Antikérper
geférbt. In Abbildung B) ist die Expression von Gzm A gegen die CD19 Expression nach
Inkubation von Milzzellen far 72 h mit 2 yg/ml Con A, 10 ug/ml LPS oder 1 yg/ml anti-BZR
in Anwesenheit von 25 ng/ml IL-4 zu sehen. Die Zahlen in den Quadranten geben den
Prozentsatz positiver Zellen an. C) Dargestellt ist der Anteil B-Zellen, die nach Inkubation
mit Medium oder LPS positiv fiur Gzm A oder B waren. Jeder Punkt représentiert die Gzm-
Expression einer individuellen WT Maus. Statistische Signifikanz wurde mithilfe des
Student’s t-Test ermittelt (*** p <0,001).

Um die Expression von Gzm A und B auch in murinen B-Zellen zu untersuchen, wurden
Milzzellen B-Zellspezifisch mit einem anti-BZR Antikérper oder mit dem TLR4-Liganden
LPS stimuliert. Zur Kontrolle wurden die Zellen mit dem T-Zellspezifischen Mitogen Con A
inkubiert. AnschlieBend wurde die intrazellulare Expression von Gzm A und B im

Durchflusszytometer ermittelt. Abb. 3.2A zeigt, dass unstimulierte B-Zellen kein Gzm A
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exprimieren, wahrend knapp 70 % der NK-Zellen positiv fir Gzm A waren. Die Stimulation
der Milzzellen mit LPS flihrte hingegen zu einer Hochregulation von Gzm A in den CD19*
B-Zellen (Abb. 3.2B). Durch anti-BZR in Gegenwart von IL-4 kam es zu einer geringen
Induktion von Gzm A in B-Zellen, wohingegen der T-Zellstimulus Con A keinen Einfluss
auf die Gzm-Expression in B-Zellen hatte. Abb. 3.2C zeigt die statistische Auswertung der
Gzm A- und B-Expression in B-Zellen nach Stimulation mit LPS: 8 % der B-Zellen waren
positiv fiir Gzm A und 3,5 % fiir Gzm B. Diese Ergebnisse zeigen erstmals die Expression

von Gzm B und insbesondere von Gzm A in aktivierten murinen B-Zellen.

3.1.2 Analyse der Immunantwort von naiven und OVA-

immunisierten Gzm AxB KO und WT Mausen

3.1.2.1 Analyse der Zytokinantwort

Um zu analysieren, ob die Defizienz von Gzm A und B die zellulare Immunantwort
beeintrachtigt, wurde die Zytokinsynthese von Milzzellen untersucht. Milzzellen wurden fur
72 h mit dem Mitogen Con A stimuliert, und anschlieBend im ELISA die Konzentrationen

von IL-4, IL-10, IL-2 und IFN-y in den Uberstanden der Zellen bestimmt.

IL-10 IFN-y IL-2
250 _l_ 500 500 o
200 400- 400- _I_
— 150 — 300
£ g 300
< £
2 100+ & 200-
50 100
. : 0 r 0- T
GzmAxBKO ~ WT GzmAXxBKO  WT GzmAXBKO  WT

Abb. 3.3: Verminderte Sekretion von IL-2 in naiven Gzm AxB defizienten Milzzellen
nach Stimulation mit Con A. 5x10° Milzzellen wurden mit 2 pg/ml Con A stimuliert. Nach
72 h wurde die Menge an sezerniertem IL-10, IFN-y und IL-2 mittels ELISA in den
Ubersténden der stimulierten Milzzellen quantifiziert. Gezeigt sind Mittelwerte + SEM aus
drei unabhéngigen Versuchen (n=13 Gzm AxB KO, n=12 WT). Die Konzentration des
jeweiligen Zytokins ist in pg/ml an der y-Achse angegeben. Statistische Signifikanz wurde
mithilfe des Student’s t-Test ermittelt (** p <0,01).

Da Milzzellen in Anwesenheit von Medium keine Zytokine sezernieren, sind in Abb. 3.3

nur die Zytokinkonzentrationen in den Uberstanden Con A-stimulierter Zellen zu sehen.
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Das Tn2-spezifische Zytokin IL-4 lag in den Uberstanden beider Mauslinien unterhalb der
Nachweisgrenze. Milzzellen von Gzm AxB KO und WT M&usen produzierten vergleichbar
viel IL-10 (Abb. 3.3). Das Tu1-spezifische Zytokin IFN-y lag tendenziell vermindert in den
Uberstéanden der Gzm AxB KO Mause vor. Gleichzeitig konnte eine verminderte Sekretion
von IL-2 in den Uberstéanden der Gzm AxB defizienten Milzzellen gemessen werden. WT
Milzzellen sezernierten 318 = 75 pg/ml IL-2, wahrend Gzm AxB defiziente Milzzellen nur

63,6 = 32 pg/ml IL-2 produzierten.
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Abb. 3.4: Gzm AxB defiziente CD4"* T-Zellen exprimieren nach Stimulation mit Con A
weniger IL-2 als WT T-Zellen. 1x10° Milzzellen wurden fiir 6 h (4 h in Anwesenheit von
Monensin) mit 2 yg/ml Con A oder 10 ng/ml PMA und 500 ng/ml lonomycin stimuliert. Der
Anteil CD4"IL-2" T-Zellen wurde durchflusszytometrisch bestimmt (eingestellt auf CD3"
Zellen). A) Ein repréasentatives Beispiel von zwei unabhéngigen Versuchen ist dargestellt.
Die Zahlen in den Quadranten geben den Prozentsatz positiver Zellen an. B) Die
Auswertung des Anteils IL-2 produzierender CD4" T-Zellen (n=9 Gzm AxB KO, n=11 WT)
ist als Mittelwert + SEM dargestellt. Statistische Signifikanz wurde mithilfe des Student's t-
Test ermittelt (** p <0,01).

Nach diesem Ergebnis sollte untersucht werden, welche Lymphozyten zu der
verminderten IL-2-Synthese der Gzm AxB defizienten Milzzellen fihren. Das pro-
inflammatorische Zytokin IL-2 wird laut Literatur von CD4*, CD8" T-Zellen sowie von NK-
Zellen, NKT-Zellen und DCs exprimiert (Malek, 2008). In Abb. 3.4A ist eine reprasentative
Farbung von Milzzellen nach Inkubation mit Medium und Con A dargestellt. Im
Unterschied zum vorherigen Versuch wurden die Zellen jedoch nur 6 h anstelle von 72 h
stimuliert, und anschlieBend die auf den Stimulus synthetisiete Menge an IL-2

intrazelluldr in den Zellen nachgewiesen. Die Zugabe von Monensin verhindert dabei das
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Ausschleusen neu gebildeter Proteine aus der Zelle. CD4* T-Zellen wurden nach
Stimulation mit Con A als die Hauptproduzenten von IL-2 identifiziert (Abb. 3.4A). Der
Anteil CD4IL-2* war nach Stimulation mit Con A in den Gzm AxB KO defizienten
Milzzellen im Vergleich zu WT Milzzellen signifikant vermindert (Abb. 3.4B). Durch
Stimulation mit PMA/lonomycin stieg der Anteil IL-2" Lymphozyten in Milzzellen der
Gzm AxB KO und WT Mause auf 4 - 5 % (Abb. 3.4B).

Fiar eine weitere Quantifizierung der Zytokinantwort wurden Milzzellen von OVA-
immunisierten Mausen verwendet. Bei der Verabreichung von OVA zusammen mit
Freund’s Adjuvans wird eine Tyl1-spezifische Zytokinantwort in den M&usen induziert.
Abb. 3.5A zeigt die Konzentrationen der Ty1-Zytokine IFN-y und IL-2 in den Uberstanden
von Con A- und OVA-stimulierten Milzzellen. In den Uberstanden Con A-stimulierter
Gzm AxB KO Milzzellen lag IFN-y (1181 + 367 pg/ml) im Vergleich zu WT Milzzellen
(1907 + 234 pg/ml) tendenziell erniedrigt vor. Gzm AxB defiziente Milzzellen zeigten nach
Immunisierung mit OVA/Freund’s Adjuvant wie bereits die naiven M&use nach Stimulation
mit Con A eine Verminderung der IL-2-Sekretion. Die antigenspezifische Zytokinantwort

war dagegen in beiden Mausen sehr gering und nicht unterschiedlich.
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Abb. 3.5: Verdnderte Zytokinsekretion von Milzzellen aus OVA-immunisierten
Méausen. Gzm AxB KO und WT Mé&use wurden in Anwesenheit von Freund‘s Adjuvans (A)
oder Alum (B) mit OVA immunisiert. Milzzellen wurden mit 2 pyg/ml Con A oder 100 yg/ml
OVA stimuliert. Nach 72 h wurden die Zytokinkonzentrationen, wie an der y-Achse
angegeben, mittels ELISA quantifiziert. In Abbildung A sind die Ty1-spezifischen Zytokine
IFN-y und IL-2 von finf M&usen pro Gruppe dargestellt (Mittelwert + SEM). Abbildung B
zeigt die Sekretion von den Ty2-spezifischen Zytokinen IL-5 und IL-10. Dargestellt sind die
Mittelwerte + SEM von neun Mausen pro Gruppe aus zwei unabhdngigen Versuchen.
Statistische Signifikanz wurde mithilfe des Student's t-Test ermittelt (* p < 0,05).

In einem zweiten Ansatz wurde Mausen OVA zusammen mit dem Adjuvans Alum
verabreicht, welches eine Tp2-Zytokinantwort induziert. In den Uberstanden OVA- oder
Con A-stimulierter Milzzellen wurde die Sekretion der Ty2-spezifischen Zytokine IL-10 und
IL-5 mittels ELISA quantifiziert (Abb. 3.5B). Gzm AxB defiziente Milzzellen synthetisierten
im Vergleich zu WT Milzzellen tendenziell mehr IL-5. Die gemessene IL-10-Konzentration
war in den Uberstanden von Gzm AxB KO Milzzellen mit 183 pg/ml etwa doppelt so hoch
wie in den Uberstanden der WT Milzzellen (84 pg/ml).

Die Immunisierung der Mause mit dem Modellantigen OVA bestétigte, dass Gzm AxB KO

Milzzellen eine starker ausgepréagte Ty2-Zytokinantwort als WT Milzzellen aufweisen.
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3.1.2.2 Analyse der Proliferation

IL-2 qgilt als Wachstumsfaktor fur T-Zellen. Im folgenden Experiment sollte Uberprift
werden, ob die Verminderung der IL-2-Synthese in Abwesenheit von Gzm A und B,
Einfluss auf die Proliferation der Zellen hat. Dazu wurden Milzzellen mit Con A stimuliert
und anschlieBend das MaB der Zellteilung als Inkorporation von [°H]-Thymidin bestimmt.
Milzzellen von Gzm AxB defizienten Mausen zeigten nach Stimulation mit Con A eine

signifikant verminderte Proliferation im Vergleich mit WT Milzzellen (Abb. 3.6A).
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Abb. 3.6: Verminderte Proliferation von CD4" und CD8" T-Zellen nach Stimulation mit
Con A. A) 4x10° Milzzellen von Gzm AxB KO und WT Mausen wurden fiir 72 h mit 2 pg/mi
Con A stimuliert. Die Proliferation wurde mittels [SH]-Thymidin-Einbau gemessen (A). Die
Mittelwerte + SEM von 17 Gzm AxB KO und 15 WT Proben sind dargestellt. Statistische
Signifikanz wurde mithilfe des Student’s t-Test ermittelt (* p < 0,05). B) Fiir die Bestimmung
der Proliferation auf zellularer Ebene wurden Milzzellen naiver Mause mit CFSE markiert
und nach 72 h eine Oberflaichenfarbung mit Lymphozytenspezifischen Markern
durchgefuhrt. Die Histogramme reprasentieren sechs von neun untersuchten Milzzellen
(drei zeigten keinen Unterschied). Die graue Flache zeigt die CFSE-Verdinnung von
Gzm AxB KO Milzzellen, die schwarzen Striche représentieren WT Milzzellen.
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Bei dem hier verwendeten Stimulus Con A handelt es sich um ein T-Zell Mitogen aus der
Gruppe der Lektine. Man vermutet, dass es aufgrund seiner zuckerbindenden Féahigkeit
CD3 auf T-Zellen quervernetzt, was zu einer Aktivierung von T-Zellen fuhrt. Da Con A
gleichzeitig die Zytokinsekretion anregt, und es infolgedessen auch zu einer Proliferation
von B-Zellen und NK-Zellen kommen kann, wurde die Zellteilung der verschiedenen
Lymphozyten analysiert. Milzzellen von Gzm AxB KO und WT Mé&usen wurden mit CFSE
geféarbt. Der Farbstoff dringt in die Zellen ein und wird bei Teilung der Zelle an die
entstehenden Tochterzellen weitergegeben. Dabei kommt es in der Mutterzelle zu einer
Halbierung des fluoreszierenden Farbstoffes CFSE, was als Verminderung der
Fluoreszenzintensitat durchflusszytometrisch gemessen werden kann. Abb. 3.6B zeigt,
dass Con A nur eine sehr geringe, aber vergleichbare Zellteilung in B-Zellen und NK-
Zellen beider Mause induzierte. CD4" und CD8" T-Zellen von Gzm AxB KO Mausen
wiesen dagegen im Vergleich zu WT Milzzellen eine deutlich verminderte Proliferation auf.
Um die antigenspezifische Proliferation zu untersuchen, wurden M&use unter Ty1- und
Tuw2-Bedingungen mit dem Modellantigen OVA immunisiert. Die Induktion einer
antigenspezifischen Ty1-Antwort wurde mit einer ,Prime-Boost“ Immunisierung mit OVA
emulgiert in komplettem Freund’s Adjuvans gefolgt von OVA in inkomplettem Freund’s
Adjuvans erzielt. Es konnten dabei keine Unterschiede, in der Fahigkeit der Milzzellen auf
Antigen (OVA) oder Mitogen (Con A) zu proliferieren, festgestellt werden (Abb. 3.7A). Des
Weiteren wurden zwei unabhéngige Immunisierungen der Mause mit OVA in Anwesenheit
des Ty2-induzierenden Adjuvans Alum durchgefihrt. Wie in Abb. 3.7B zu sehen ist, war
die Inkorporation von [*H]-Thymidin in Con A-stimulierten Milzzellen von Gzm AxB KO
(31470 = 1932 cpm) und WT Mause (28380 + 2640 cpm) gleich hoch. Dagegen war in
einem der beiden Versuche in den Gzm AxB KO Milzzellen die Proliferation auf OVA im
Vergleich zu WT Milzzellen erhéht. Dieses Ergebnis steht im Widerspruch zu der
gemessenen Proliferation naiver Milzzellen. Insgesamt zeigen die Ergebnisse jedoch,
dass die verminderte Inkorporation von [*H]-Thymidin in naiven Con A-stimulierten
Gzm AxB KO Milzzellen auf eine verminderte Zellteilung von CD4* und CD8" T-Zellen
zurtckzufihren ist. Wahrend der Immunisierung zeigten Gzm AxB KO und WT Milzzellen

nach Stimulation mit Con A eine vergleichbare Proliferation.
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Abb. 3.7: Mitogen- und antigenspezifische Proliferation von Milzzellen nach
Immunisierung mit OVA. Gzm AxB KO und WT M&use wurden mit OVA in Anwesenheit
von (A) Freund's Adjuvans (komplett und inkomplett) oder (B) Alum immunisiert. Milzzellen
(4x10°) wurden anschlieBend fir 72 h mit 100 pg/ml OVA oder 2 pg/ml Con A als
Positivkontrolle stimuliert. Die Proliferation wurde mittels fH]-Thymidin-Einbau gemessen.
Die Immunisierung mit Freund’s Adjuvans reprasentiert Daten von einem Versuch mit finf
Mé&usen pro Gruppe. Die Messung der Proliferation von OVA-Alum immunisierten Mausen
umfasst Milzzellen von zehn Gzm AxB KO und acht WT Mé&use aus zwei unabhéngigen
Versuchen. Aufgetragen sind Mittelwerte + SEM. Statistische Signifikanz wurde mithilfe des
Student’s t-Test ermittelt (* p < 0,05).

3.1.2.3 Induktion von AICD in naiven Milzzellen ist unabhangig von Gzm A
und B

Aktuelle Daten belegen, dass Ty2-Zellen von Gzm B KO Méausen, generiert auf dem
Hintergrund der 129/Svd Maus (Revell et al.,, 2005), im Vergleich zu WT Ty2-Zellen
weniger suszeptibel fir AICD sind (Devadas et al., 2006). Hierbei konnte eine Beteiligung
von Gzm B am TZR-induzierten Zelltod nachgewiesen werden. Um zu Uberprifen, ob
Gzm AxB KO im Vergleich zu WT Milzzellen eine Beeintrachtigung der Sterberate zeigen,
wurde AICD durch Stimulation und Restimulation mit anti-CD3 ausgeldst. Milzzellen naiver
Mé&use wurden in Gegenwart von 5 ng/ml IL-2 und 10 ng/ml anti-CD3 2 h stimuliert. Nach
Entfernen der Stimuli wurden die Zellen 20 h in Medium inkubiert und anschlieBend flr 4 h
mit 10 ng/ml anti-CD3 restimuliert. Als Kontrolle wurden Milzzellen in Medium inkubiert
oder nur einmal mit anti-CD3 stimuliert. Der Anteil toter Zellen wurde nach
Oberflachenfarbung mit anti-CD4 und anti-CD3 durchflusszytometrisch als Inkorporation

von 7-AAD gemessen.

50



ERGEBNISSE

A - Medium - anti-CD3 +/+ - anti-CD3 +/-
AN o o (o]
& o 1283 10,1 o 174 97| @
24 S =2 ' 3
S S Sk >J<>
™ a a w
e e Kl 7
o fig | ® 456 o b o e | 421 O
o ™~ = o @ T T
% 09 10! 102 10% 10% 00 10! 7100 10! 102 10° 104
N “o % %
b ~ 1196 15,1 1163 1,5
o O i (=] &
2 E E
. : s % : 441
> . : :
109 101 102 10% 104 7109 10! 102 103 104 7109 10! 102 10° 10%
CD4 f
B C
50 p=0,07 * 75- * *
Al : 5 I
+ II z‘ *% *
s ||| i 1
£ 504
% E‘ £
Qo S 25 >
é- £ A 25
~ > T
- b
-
0- ) S o .
— + + anti-CD3 — + + anti-CD3
= -+ — anti-CD3 - =+ — anti-CD3

Il Gzm AxB KO
CIWT

Abb. 3.8: Milzzellen sterben durch AICD unabhéngig von Gzm A und B. Milzzellen
von Gzm AxB KO und WT Mé&usen wurden fir 2 h mit anti-CD3 stimuliert und dann am
folgenden Tag 4 h mit anti-CD3 restimuliert (anti-CD3+/+). Als Kontrollen wurden Zellen in
Medium inkubiert (anti-CD3-/-) bzw. nur einmal mit anti-CD3 stimuliert (anti-CD3+/-). Der
Anteil toter Zellen wurde als 7-AAD-Einbau durchflusszytometrisch bestimmt A) Zu sehen
ist ein reprasentatives Beispiel von drei unabhéngigen Versuchen. Die Zellen wurden auf
CD3" Lymphozyten eingestellt und die Aufnahme von 7-AAD (y-Achse) in CD4" T-Zellen
(x-Achse) untersucht. Die Zahlen in den Quadranten geben den Prozentsatz positiver
Zellen an. Fir die statistische Auswertung wurde der Anteil toter 7-AAD* Lymphozyten
nach Einstellen auf CD4" T-Zellen (B) oder Gesamt-Lymphozyten (C) ermittelt und ist
dargestellt als Mittelwert + SEM von neun Mausen pro Gruppe. Statistische Signifikanz
wurde mithilfe des Student's t-Test ermittelt (* p < 0,05, *™* p < 0,01).

Abb. 3.8A zeigt ein reprasentatives Beispiel aus drei unabh&ngigen Versuchen. Die
Lymphozyten wurden auf CD3* T-Zellen eingestellt. Nach Restimulierung mit anti-CD3
waren 36 % der Gzm AxB KO und WT CD4" T-Zellen positiv fir 7-AAD (Abb. 3.8B). Der
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Anteil toter CD4"* T-Zellen lag ohne Restimulierung in Gzm AxB KO und WT Milzzellen bei
25 %. AICD konnte folglich in 10 % der CD4" T-Zellen induziert werden. Gleichzeitig
konnte keine Verminderung des AICD in den Gzm AxB KO Mausen im Vergleich zu WT
Mausen festgestellt werden. Der Gesamtanteil toter (7-AAD") Lymphozyten war ebenfalls
in Gzm AxB KO und WT Méausen vergleichbar hoch (Abb. 3.8C). Zusammengefasst
zeigen diese Ergebnisse, dass die wiederholte Behandlung von Milzzellen mit anti-CD3
Zelltod in CD4" T-Zellen und weiteren Lymphozyten auslést. Die Defizienz von Gzm A und

B flhrte jedoch nicht zu einer Verminderung der Sterberate in den Milzzellen.

3.1.2.4 Gzm A und B hat keinen Einfluss auf die Expression von CD69

Das C-Typ Lektin CD69 gilt als friher Aktivierungsmarker auf Leukozyten. Milzzellen von
naiven Gzm AxB KO und WT Mausen wurden fur 6 h mit 2 pyg/ml Con A stimuliert. Der
Anteil CD69" CD4" T-Zellen, CD8" T-Zellen und CD19" B-Zellen wurde durchfluss-
zytometrisch ermittelt. Alle untersuchten Lymphozytenpopulationen der Gzm AxB KO und
WT Milzzellen exprimierten nach Stimulation mit Con A gleich viel CD69. Die Gzm AxB

Defizienz fuhrte folglich nicht zu einer Beeintréachtigung der Aktivierbarkeit der Zellen.
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Abb. 3.9: T- und B-Lymphozyten exprimieren nach Stimulation mit Con A
unabhéngig von Gzm A und B CD69. 5x10° Milzzellen wurden 6 h mit Medium oder Con
A inkubiert. Zur Quantifizierung der Zellen wurden die Zellen mit den lymphozyten-
spezifischen Antikérpern CD4, CD8 und CD19 (x-Achse) gefarbt und gleichzeitig die
Oberflachenexpression des Aktivierungsmarkers CD69 (y-Achse) durchflusszytometrisch
ermittelt. Dargestellt ist der Anteil positiver Zellen nach Stimulation mit Con A. Jeder Punkt
reprasentiert eine einzelne Maus.
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3.1.2.5 Analyse der OVA-spezifischen humoralen Inmunantwort

Die humorale Immunantwort wird stark vom Zytokinmilieu beeinflusst. Da B-Zellen, wie ich
zeigen konnte, zudem beide Granzyme nach Stimulation mit LPS exprimieren, sollte
untersucht werden, welchen Einfluss die Abwesenheit von Gzm A und B auf die
Antikérpersekretion hat. Mduse wurden in Anwesenheit des Ty2-induzierenden Adjuvans
Alum mit dem Modellantigen OVA immunisiert und OVA-spezifische 1gG1- und IgM-Titer
im ELISA ermittelt (Abb. 3.10A).
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Abb. 3.10: Humorale Immunantwort auf das Modellantigen OVA ist in Abwesenheit
von Gzm A und B verdndert. A) OVA-spezifische IgG1- und IgM-Titer wurden im Plasma
von je 13 Mausen nach drei unabhangigen Immunisierungen mit OVA/Alum bestimmt.

B) Gzm AxB KO und WT Mé&use wurden mit dem OVA in Anwesenheit von Freund’s
Adjuvans immunisiert. Den Mausen wurde an verschiedenen Zeitpunkten (x-Achse) Blut
abgenommen und die OVA-spezifische IgG2b-Antwort nach Verdinnung der Plasmen
(1:300) im ELISA bestimmt (n=5 Mause pro Gruppe). Die Mittelwerte + SEM sind
aufgetragen, der Leerwert des Puffers wurde zuvor abgezogen. Die Einzelwerte pro Maus
wurden in Duplikaten bestimmt. Statistische Signifikanz wurde mithilfe des Student's t-Test
ermittelt (* p < 0,05).
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OVA-spezifische IgG1-Titer waren in den Plasmen von Gzm AxB KO Mé&usen (85290 +
21330) im Vergleich zu WT Mausen (36000 + 5723) erhdht. Die OVA-spezifischen IgM-
Titer waren dagegen in Gzm AxB KO und WT Ma&usen vergleichbar hoch. Um die Ty1-
abhangige humorale Immunantwort zu untersuchen, wurden Méause mit OVA und
Freund’s Adjuvans immunisiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurde den M&usen Blut
abgenommen und OVA-spezifisches IgG2b mittels ELISA bestimmt. Dabei zeigte sich in
Abwesenheit von Gzm A und B ein schwécherer Anstieg der IgG2b-Level (Abb. 3.10B).
Die Ergebnisse zeigen, dass die Defizienz von Gzm A und B neben der zellulédren

Immunantwort auch die humorale AntikGrperantwort beeinflusst.

3.1.3 Analyse der Entwicklung und Wanderung von Leukozyten

3.1.3.1 Durchflusszytometrische Analyse der Zellkomposition der Milz

Im vorangegangen Abschnitt wurde gezeigt, dass Gzm A und B in T- und B-Lymphozyten
sowie NK-Zellen nach Stimulation exprimiert werden. Um sicherzustellen, dass die
Defizienz von Gzm A und B keinen Einfluss auf die Entwicklung der Lymphozyten hat,

wurde die Zusammensetzung der Milz analysiert.
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Abb. 3.11: Die Lymphozytenfrequenzen sind vergleichbar in der Milz von Gzm AxB
KO und WT Mausen. A) Milzzellen von Gzm AxB KO und WT Mausen (5x105 Zellen)
wurden mit lymphozytenspezifischen Antikérpern (CD4, CD8, CD19, TCR und DX5) sowie
dem intrazelluldren Transkriptionsfaktor Foxp3 markiert und durchflusszytometrisch
analysiert. Die Ergebnisse sind reprasentativ fir je 9 Mause pro Gruppe und zeigen die
Mittelwerte + SEM aus drei Versuchen. Dargestellt ist der prozentuale Anteil positiver
Lymphozyten. Statistische Signifikanz wurde mithilfe des Student's t-Test ermittelt.
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Abb. 3.11 zeigt den Anteil der einzelnen Lymphozytensubpopulationen in den Milzen von
Gzm AxB KO und WT Mausen. Dabei wurden keine Unterschiede in Bezug auf die
Frequenzen der B-, T-Lymphozyten und NK-Zellen in Gzm AxB KO und WT Mé&usen
festgestellt. In der Literatur ist beschrieben, dass auch humane und murine Treg Gzm B
exprimieren (Grossman et al., 2004a; Grossman et al., 2004b). Der Anteil der Treg in der
Milz wurde Uber die Expression von CD4 und Foxp3 ermittelt und war vergleichbar in Gzm
AxB KO und WT Mé&usen.

Anhand der durchflusszytometrischen Analysen wurde gezeigt, dass die
Zusammensetzung der Milz in Gzm AxB KO und WT M&usen ahnlich ist. Folglich beruht
die unterschiedliche Zytokinsekretion und Proliferation von Milzzellen nicht auf eine

veranderte Entwicklung der Lymphozyten.

3.1.3.2 Thioglykolat-induzierte Wanderung in die Peritonealhdhle

Die Proteasen Gzm A und B kdnnen extrazellulare Matrixproteine wie Fibronektin und
Vitronektin degradieren und férdern damit die Wanderung von Leukozyten (Buzza et al.,
2005). Die Rekrutierung von Zellen in die Peritonealhdhle wurde daher in Abhangigkeit
von Gzm A und B untersucht. Zu diesem Zweck bekamen Gzm AxB KO und WT Mause
an Tag 0 1,5 ml 4 %ige Thioglykolatlésung i.p. verabreicht. Nach sieben Tagen wurden
die Zellen durch Peritoneallavage gewonnen und anschlieBend die
Leukozytenpopulationen durchflusszytometrisch analysiert (Abb. 3.12). Die Zellen wurden
vierfach mit anti-CD11b, anti-Gr-1, anti-F4/80 und anti-B220 gefarbt und die
Peritonealexudatzellen wie folgt definiert:
1. CD11b*B220
o Neutrophile: Gr-1"" und F4/80
o Eosinophile: Gr-1"™e%" ynd F4/80*
o Makrophagen: Gr-1" und F4/gQ™"emedr/hoch
2. B220*
o B1-Zellen: CD11b"*
o B2-Zellen: CD11b
Monozyten, die aus dem Blut ins Gewebe einwandern, differenzieren sich unter
Hochregulation von F4/80 zu Makrophagen. In der Peritonealh6hle beider Mause konnte
zwischen F4/80™™4" ynd F4/80™" exprimierenden Makrophagen unterschieden

werden.
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Abb. 3.12: Verminderte Reifung zu Makrophagen in der Peritonealhéhle von
Gzm AxB KO Mausen. Fur die Préaparation von Peritonealexudatzellen bekamen Mause
Thioglykolat i.p. injiziert und nach sieben Tagen wurde eine Peritoneallavage durchgefihrt.
Die Zellen wurden vierfach mit anti-CD11b, anti-Gr-1, anti-F4/80 und anti-B220 gefarbt und
durchflusszytometrisch analysiert. Nach Einstellung auf B2200CD11b* Zellen wurde der
Anteil Neutrophiler (Gr-1"°", F4/80°), Eosinophiler (Gr-1"°™%* F4/80%) und Makrophagen
(Gr-17, F4/go™Memediarhochy hostimmt. Die prozentualen Anteile an B-Zellen wurden nach
Einstellen auf B220" Zellen wie folgt ermittelt: B2 Zellen (CD11b,, B220%), B1 Zellen
(CD11b*, B220"). Dargestellt ist die Zusammenfassung der einzelnen Zelltypen aus zwei
unabhéngigen Versuchen. Jeder Punkt reprasentiert eine Maus. Statistische Signifikanz
wurde mithilfe des Student’s t-Test ermittelt (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001).
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In Gzm AxB KO Mausen kam es im Vergleich zu WT Mausen zu einer verstérkten
Rekrutierung von unreifen F4/80™™%% exprimierenden Makrophagen und von
Eosinophilen. Gleichzeitig war der Anteil an Neutrophilen, B1-Zellen und F4/80""
exprimierender Makrophagen in Gzm AxB KO Mausen niedriger als in WT Mausen. Der
Anteil F4/80™®™%4" exprimierender Makrophagen lag in der Peritonealhéhle von Gzm AxB
KO Mausen bei 52 %, wéahrend sich in den WT Ma&usen nur halb so viele unreife
Makrophagen in der Peritonealhdhle befanden. Analog dazu war der Anteil an reifen
F4/80"°" exprimierender Makrophagen mit 26 % in Gzm AxB KO Mausen nur halb so
hoch wie in WT Mausen (51 %). Dieses Ergebnis deutet auf eine Beeintrachtigung der

Reifung von Makrophagen in Gzm AxB KO Mausen hin.

3.1.4 Zusammenfassung Teil 3.1

Im ersten Teil dieser Arbeit habe ich gezeigt, dass Gzm A konstitutiv von NK-Zellen und
Con A-stimulierten CD8" T-Zellen exprimiert wird. Eine Hochregulation von Gzm B konnte
nach Aktivierung mit Con A in T-Zellen und NK-Zellen beobachtet werden. Die Stimulation
von Milzzellen mit LPS induzierte die Expression von Gzm A und B in B-Zellen.

Weitere Analysen zeigten, dass die Defizienz von Gzm A und B die Funktionalitat der
Zellen, nicht aber die Zusammensetzung der Lymphozyten in der Milz, beeinflusst. Nach
Stimulation mit Con A sezernierten CD4" T-Zellen aus der Milz von Gzm AxB KO Mausen
im Vergleich zu WT Milzzellen weniger IL-2. Gleichzeitig war die Zellteilung CD4* und
CD8"* T-Zellen der Milz nach Stimulation mit Con A in Abwesenheit von Gzm A und B
erniedrigt. Die Beeintrachtigung der Proliferation zeigte sich jedoch ausschlieBlich in
naiven Méusen. Milzzellen aus immunisierten Gzm AxB KO und WT Mé&usen zeigten nach
Stimulation mit Con A eine vergleichbare Inkorporation von [°H]-Thymidin.
Durchflusszytometrische Untersuchungen nach Injektion von Thioglykolat wiesen zudem
auf einen Reifungsdefekt und eine gestérte Einwanderung von Zellen in die
Peritonealhdhle in  Abwesenheit von Gzm A und B hin. Die Expression des
Makrophagenmarkers F4/80 war im Vergleich zu WT Mausen auf Peritonelexudatzellen
von Gzm AxB KO Mausen erniedrigt. Gleichzeitig wurden in Abwesenheit von Gzm A und
B mehr Eosinophile und weniger B1-Zellen in die Peritonealhdhle rekrutiert.

Im folgenden Abschnitt wurde untersucht, wie sich die Defizienz von Gzm A und B auf den

Verlauf der Infektion mit der Filarie L. sigmodontis auswirkt.
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3.2 Einfluss der Gzm A und B Defizienz auf die Entwicklung und

Immunantwort gegen L. sigmodontis

3.2.1 Induktion von Gzm A und B wahrend der Infektion mit

L. sigmodontis

Nach natdrlicher Infektion mit L. sigmodontis wurde zunachst die Expression von Gzm A
und B in WT Milzzellen durchflusszytometrisch ermittelt. Wahrend der Infektion kam es
zur Induktion von Gzm A und B in Lymphozyten der Milz (Abb. 3.13). Lediglich an
Tag 35 p.i. war die Erhéhung des Anteils Gzm A* Lymphozyten im Vergleich zu Tag 0 p.i
nicht signifikant unterschiedlich. Die Expression beider Granzyme war tendenziell an Tag
9 p.i. mit 2,1 % Gzm A" und 1,6 % Gzm B* Lymphozyten am héchsten und nahm dann im

Verlauf der Infektion ab.

Gzm A Gzm B

By
oo
X WY o0 W g
i oo Edh i
1 & u] oo 1 ﬂ i UEU A "h‘
T T T T 0- T
7 9 27 35 0 7
Tage nach Infektion Tage nach Infektion

% Gzm A+ Lymphozyten
N w
1 1
o n]
Jn o
% Gzm B+ Lymphozyten
w
1
§:|
*

Abb. 3.13: Erhdéhte Expression von Gzm A und B in Milzzellen infizierter Mause.
Milzzellen von WT Ma&usen wurden an Tag 7, 9, 27 und 35 nach Infektion mit
L. sigmodontis isoliert und die Expression von Gzm A (linkes Diagramm) und B (rechtes
Diagramm) durchflusszytometrisch bestimmt. Flur Tag O ist die Gzm-Expression naiver
M&ause gezeigt. Jeder Punkt reprasentiert eine individuelle Maus. Statistische Signifikanz
wurde mithilfe des Student’s t-Test ermittelt (* p < 0,05, *** p <0,001).

Die Expression von Gzm A und B wurde fir T- und B-Zellen sowie NK-Zellen nach
Inkubation mit Medium und Con A untersucht (Abb. 3.14B). Unter dem Einfluss von Con A
kam es in infizierten Milzzellen zu einem Anstieg der Gzm-Expression, welcher mit dem in

naiven Milzzellen vergleichbar ist (siehe auch Abb. 3.1). Wie bereits fur naive Milzzellen
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gezeigt, exprimieren NK-Zellen ohne vorherige Stimulation Gzm A. Dartber hinaus
konnte eine Expression von Gzm A und B in 1-2 % B-Zellen nachgewiesen werden.
Durch Stimulation mit Con A konnte insbesondere in CD8" T-Zellen eine Expression von

Gzm A und B induziert werden.
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Abb. 3.14: Expression von Gzm A und B in Milzzellen infizierter Mause nach
Stimulation mit Con A. Milzzellen von C57BL/6 Mausen wurden an 9 p.i. isoliert und fur
drei Tage mit dem Mitogen Con A stimuliert. Die Expression von Gzm A (A) und B (B)
wurde durchflusszytometrisch analysiert. Die Histogramme zeigen die
Fluoreszenzintensitdten der Gzm-Expression in Medium (graue Flache) gegen Con A
(schwarze Linie) auf CD8" T-Zellen (CD8'CD3"), CD4" T-Zellen (CD4°CD3"), NK-Zellen
(Nk1.1°CD3) und B-Zellen (CD19%).

Eine Analyse der PleC zu verschiedenen Zeitpunkten der Infektion mit L. sigmodontis
ergab eine Expression von Gzm A und B in den Lymphozyten am Ort der Infektion (Abb.
3.15A und B). Da naive Mause keine Zellen in der Pleurahdhle aufweisen, war hier kein
Vergleich zu Tag 0 moglich. Der Anteil Gzm A* Lymphozyten stieg von Tag 7 (3,1 %) auf
Tag 9 (7,3 %) p.i. um mehr als das Doppelte an. AnschlieBend konnte ein Abfall der
Gzm A-Expression verzeichnet werden: 1,2 % Gzm A* Zellen an Tag 27 p.i. und 1,8 %
Gzm A" Zellen an Tag 35 p.i.. Im Gegensatz dazu blieb der Anteil Gzm B* Lymphozyten
im Verlauf der Infektion unverandert. Ein leichter, nicht signifikanter Anstieg der Gzm B-
Expression war jedoch ebenfalls an Tag 9 p.i. erkennbar. Abb. 3.15C und D zeigt je ein
Beispiel fur die Expression von Gzm A und B in PleC an Tag 9 p.i.. Unter Verwendung

lymphozytenspezifischer Oberflachenmarker wurden Gzm®* Zelltypen identifiziert. Ahnlich
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den Milzzellen waren NK-Zellen positiv fiur Gzm A, nicht aber fur Gzm B. Der
Gesamtanteil Gzm A" NK-Zellen unterlag mit 1 % bis 60 % sehr groBen Schwankungen.
Eine Expression von Gzm A und B wurde dagegen in T-Zellen (CD4*, CD8" und Foxp3*)
nicht nachgewiesen. Den Hauptanteil Gzm A und B exprimierender Zellen stellte &hnlich
der Milz eine Population CD19* B-Zellen dar.
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Abb. 3.15: Expression von Gzm A ist in Lymphozyten der Pleurahéhle an Tag 9 p.i.
am hochsten. PleC (1x106) von WT Mausen wurden an verschiedenen Zeitpunkten (x-
Achse) nach Infektion mit L. sigmodontis isoliert und die Expression von Gzm A (A) und B
(B) durchflusszytometrisch bestimmt. Jeder Punkt repréasentiert den Anteil Gzm®
Lymphozyten einer einzelnen Maus. C+D) Gezeigt ist ein reprasentatives Beispiel der Gzm
A und B Expression in Lymphozyten der Pleurahdhle an Tag 9 p.i. (aus vier unabhangigen
Versuchen). Die Antikérper gegen Gzm A und B wurden wie an der x-Achse angegeben
mit verschiedenen Lymphozytenmarkern kombiniert. Fir die Darstellung der NK-Zellen
wurden die Zellen auf CD3" Zellen eingestellt. Statistische Signifikanz wurde mithilfe des
Student’s t-Test ermittelt (** p < 0,01).
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Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse eine Hochregulation von Gzm A und B in
Milzzellen und PleC, insbesondere an Tag 9 nach Infektion mit L. sigmodontis. B-Zellen

zeichneten sich in beiden Kompartimenten durch die Expression beider Granzyme aus.

3.2.2 Gzm A und B sind nicht in L. sigmodontis Larven und —Extrakt

nachweisbar

Die Kutikula von Nematoden ist ein Exoskelett, bestehend aus extrazellularen
Matrixproteinen, unléslichen Proteinen sowie Glykoproteinen und Lipiden (Page &
Johnstone, 2007). Hauptkomponente der extrazelluldren Matrix ist Kollagen. Der
Ubergang zu den Wurmstadien (L1 — L2 — L3 — L4 — adulter Wurm) ist durch Hautung
der Larven gekennzeichnet. Dabei kommt es zum Abstreifen der Alten und zur
Entstehung einer neuen Kutikula. An der Remodellierung sind Proteasen beteiligt
(Guiliano et al., 2004; Hashmi et al., 2004). Da die Proteasen Gzm A und B extrazellulare
Matrixproteine degradieren kdnnen, sollte untersucht werden, ob Gzm B in die Kutikula

von L. sigmodontis eindringen kann.

j— -—— Gzm B

50 10 2 Lysat LsAg
Gzm B

Abb. 3.16: Gzm A und B ist nicht in LsAg nachweisbar. Im Western Blot wurde LsAg
auf die Prdsenz von Gzm B untersucht (Spur 5). Als Positivkontrolle wurden 50 ng, 10 ng
und 2 ng murines Gzm B (Spur 1-3) und Zell-Lysat von 1x10” WT Milzzellen (Spur 4)
aufgetragen.

LsAg wurde elektrophoretisch aufgetrennt und anschlieBend ein Western Blot mit Gzm B-
spezifischem Antikérper durchgefihrt (Abb. 3.16A). Als Positivkontrolle wurden
verschiedene Konzentrationen aufgereinigtes Gzm B, welches von Prof. M. Simon zur
Verfiigung gestellt wurde, aufgetragen. AuBerdem wurde ein Lysat von 1x10” Milzzellen
einer WT Maus auf die Prasenz von Gzm B untersucht. Mit einem Molekulargewicht von

26 kDa konnte Gzm B in murinem Gzm B und Zell-Lysat nachgewiesen werden, nicht
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jedoch in LsAg. Die Nachweisgrenze des Western Blots lag bei ca. 2 ng Gzm B. Es
besteht somit die Moglichkeit, dass LsAg geringere Gzm B-Konzentrationen enthélt.

Mittels Histologie sollte daraufhin gepruft werden, ob Gzm A und B in Granulomen und
Wirmern nachweisbar ist. Aufgrund der unspezifischen Bindung beider Antikbrper an
Wurmstrukturen aus Gzm defizienten Mausen war dieser Nachweis nicht méglich. Eine

direkte Interaktion der Granzyme mit dem Wurm konnte somit nicht gezeigt werden.

3.2.3 Einfluss der Gzm A und B Defizienz auf die Entwicklung von

L. sigmodontis in vivo

Um den Einfluss der in vivo Relevanz von Gzm A und B zu untersuchen, wurden Gzm
defiziente M&use im Vergleich zu WT M&usen mit dem Erreger L. sigmodontis infiziert.
Nach der Ubertragung infektiéser Larven durch den Biss einer Milbe wandern L3 in die
Pleurahéhle; dort kommt es in der resistenten C57BL/6 WT Maus innerhalb von wenigen
Wochen zu einer Beseitigung der Infektion. Die Z&hlung der Wirmer wurde an drei
verschiedenen Zeitpunkten vorgenommen: Tag 8/9 p.i. repréasentiert die friihe, Tag 26/27
p.i. die mittlere und Tag 35 p.i. die spate Phase der Infektion. Durch Spulen der Héhle
oberhalb des Peritoneums wurden die dort lokalisierten Wirmer entfernt und fir die
Ermittlung der Wurmlast (Anzahl der Wirmer in der Pleurahdhle) ausgezahlt. Dabei ergab
sich eine Unterscheidung der Wurmlast anhand der Anzahl der ausgezahlten Wurmer in
den WT Mé&usen. Eine hohe Wurmlast ist definiert als > 100 Wirmer in der Pleurahdhle
der WT Mé&use. Bei einer mittleren Wurmlast lag die durchschnittliche Anzahl der Wiarmer
in den WT Mé&usen zwischen 30 und 100 Wuirmern. Eine Wurmlast von null bis 30

Wiirmern entsprach einer niedrigen Wurmlast.

3.2.3.1 Entwicklung von L. sigmodontis in Gzm AxB KO und WT Mausen

Der Vergleich der Wurmlasten in Gzm AxB KO und WT Mé&usen zeigte eine Verminderung
der Wurmanzahl an Tag 8/9 p.i. in den Gzm AxB KO Ma&usen unabhéangig von der
infektidsen Dosis (Abb. 3.17A und B). Bei einer mittleren Wurmlast war die Anzahl der
Wirmer an Tag 9 p.i. in den Gzm AxB KO Méausen im Vergleich zu WT M&usen um die
Halfte reduziert. An Tag 26/27 p.i. und Tag 35 p.i. waren die ermittelten Wurmlasten in
Gzm AxB KO und WT Mausen gleich hoch (Abb. 3.17A). Bei einer hohen Wurmlast war
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die Anzahl der Wirmer in den Gzm AxB KO Mausen gegeniber den WT Mausen

signifikant an Tag 9 und an Tag 26/27 um das 1,5 bis 2-fache vermindert.
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Abb. 3.17: Einfluss der Gzm AxB Defizienz auf die Entwicklung von L. sigmodontis.
A) Gzm AxB KO und WT Mause wurden mit L. sigmodontis infiziert. Die Anzahl der
Wiirmer in der Pleurahéhle wurden in unabhéngigen Versuchen an Tag 9, 26/27 und Tag
35 p.i. bestimmt und entsprach einer mittleren Wurmlast. Dargestellt ist die
Zusammenfassung von drei Versuchen mit insgesamt 15 Mausen pro Gruppe. B) Gezeigt
ist die Wurmlast an Tag 9 und Tag 26 p.i. mit einer hohen infektibsen Dosis (mittlere
Wurmlast > 100 Wirmer) von 10 Gzm AxB KO Ma&ausen und 14 WT M&usen. C) Die
Wurmlange wurde an Tag 26/27 und Tag 35 p.i. nach Fixierung mit 70 % Ethanol
bestimmt. Jeder Punkt reprasentiert die Ladnge eines Wurmes. Statistische Signifikanz
wurde mithilfe des Student’s t-Test ermittelt (* p < 0,05, ™ p < 0,01).

Die Lange der Wirmer wurde an Tag 26/27 p.i. und Tag 35 p.i. nach Fixierung der
Wiarmer in 70 % Ethanol bestimmt. Damit sollte untersucht werden, ob neben der
Verminderung der Wurmanzahl auch ein Einfluss auf die Entwicklung des Wurmes
besteht. Der Vergleich der Wurmlangen ergab ein vergleichbares Ldngenwachstum der
Wiirmer (Abb. 3.17C). An Tag 26/27 p.i. hatten die Wirmer in Gzm AxB KO Mausen eine

mittlere Lange von 6,1 mm und in WT M&usen von 6,3 mm. In beiden M&usen nahm die
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Lange der Wirmer innerhalb von 7 Tagen um mehr als das Doppelte zu: In den Gzm AxB

KO Mausen betrug die Wurmléange 14,9 +1 mm und in den WT Méausen 17,4 =1 mm.

3.2.3.2 Entwicklung von L. sigmodontis in Gzm A KO, Gzm B KO und WT

Mausen

Gzm A KO, Gzm B KO und WT Mé&use wurden mit L. sigmodontis infiziert und die Anzahl
der Wirmer bestimmt. Gzm A KO Mause (138 = 25) hatten an Tag 9 p.i. doppelt so viele
Wiirmer wie WT Mause (70 = 13) in der Pleurahthle. An Tag 26 p.i. war die Anzahl der
Wirmer in der Pleurahdhle dagegen nicht unterschiedlich (Abb. 3.18A). Insgesamt
wurden sieben unabhdngige Versuche mit Gzm B KO Mausen im Vergleich zu WT
Mausen durchgefiuhrt. Die Wurmlast an Tag 9 p.i. wurde in zwei unabhéangigen Versuchen
bestimmt. Bei einer mittleren infektiésen Dosis konnte kein Unterschied zwischen
Gzm B KO und WT Méausen festgestellt werden. Die Bestimmung der Wurmlast an Tag
26/27 p.i. ergab eine Unterscheidung der infektidses Dosis in niedrig, mittel und hoch
(siehe Abschnitt 3.2.3). Fir eine niedrige und hohe infektibse Dosis zeigte sich eine ca.
funffach verminderte Wurmlast in Gzm B KO M&usen im Vergleich zu WT Mausen (Abb.
3.18B). Fir die mittlere Wurmlast war die Anzahl der Wirmer an Tag 9 p.i. (Abb. 3.18B)
und Tag 26/27 p.i. (Abb. 3.18B) in beiden Gruppen gleich hoch.

Die Bestimmung des Langenwachstums der Wurmer ergab eine Verminderung der
L4/jungen adulten Wiarmer in Gzm A KO im Vergleich zu WT M&usen. Die Wiurmer aus
den Gzm A KO Mé&usen entwickelten sich zu einer Lange von 5,6 mm, wéhrend die
Wiirmer aus den WT Mausen 7,3 mm lang waren. Die Lange der Wirmer aus Gzm B KO
Mausen (6,9 mm) entsprach an Tag 26/27 p.i. der in WT Mausen (7,9 mm).

Somit zeigte sich in Gzm B KO Mausen ein Phénotyp, der dem von Gzm AxB KO M&ausen
glich. Die Defizienz von Gzm A scheint dagegen einen kontrdren Einfluss auf die
Entwicklung von L. sigmodontis zu haben. An Tag 9 p.i. konnten aus der Pleurahhle von
Gzm A KO Mausen mehr Wirmer als aus WT Mausen isoliert werden und diese zeigten
ein vermindertes Langenwachstum an Tag 27 p.i.. Die folgenden Untersuchungen wurde
unter Verwendung der Gzm AxB KO im Vergleich zu WT M&ausen durchgefiihrt. Dabei
sollte geklart werden, ob die verminderte Wurmlast in Gzm AxB KO Mausen auf eine

Veranderung der Immunantwort gegen den Wurm basiert.
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Abb. 3.18: Einfluss der Gzm A und B Defizienz auf den Verlauf der Infektion mit

L. sigmodontis. A) Gzm A KO und WT Mause wurden mittels natirlicher Infektion mit
L. sigmodontis Larven infiziert. Die Anzahl der Wirmer in der Pleurahdhle wurden in drei
unabhéngigen Versuchen an Tag 9 und an Tag 26/27 p.i. bestimmt. Dargestellt sind
Mittelwert + SEM von 11 Gzm AxB KO und 14 WT Mé&usen an Tag 9 p.i. und 13 Gzm AxB
KO und 12 WT Mausen an Tag 26 p.i.. B) An Tag 9 p.i. wurde die Wurmlast in zwei
unabhangigen Versuchen von insgesamt 8 Gzm B KO und WT M&usen ermittelt. C) Die
Anzahl der Wirmer in Gzm B KO und WT Mausen wurde nach naturlicher Infektion an Tag
26/27 p.i. bestimmt. Insgesamt wurden finf Versuche mit vier bis sechs Mausen pro
Gruppe durchgefihrt. Anhand der Wurmlast wurde zwischen niedriger (zwei Versuche),
mittlerer (zwei Versuche) und hoher (ein Versuch) infektiéser Dosis unterschieden. D) Die
Lénge der Warmer wurde nach Fixierung mit 70 % Ethanol an Tag 27 p.i. bestimmt. Jeder
Punkt reprasentiert die Ladnge eines Wurmes. Statistische Signifikanz wurde mithilfe des
Student’s t-Test ermittelt (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001).
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3.2.4 Einfluss der Gzm A und B Defizienz auf die Immunantwort

gegen L. sigmodontis

3.2.4.1 Charakterisierung der Zellpopulationen wahrend der Infektion

Gzm A und B férdern Uber die Degradation von extrazelluldren Matrixproteinen die
Migration von Lymphozyten durch Gewebe oder aus dem Blutendothel. Wéhrend der
Infektion mit L. sigmodontis kommt es, nachdem die Wirmer die Pleurahéhle erreicht
haben, zur Einwanderung von Zellen. Die Komposition der Zellen in der Pleurah6hle und

die Gesamtanzahl der Zellen wurden im Verlauf der Infektion analysiert.
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Abb. 3.19: Unterschiedliche Zellzahlen in Gzm AxB KO und WT Méusen in der friihen
Phase der Infektion. A) PleC wurden an verschiedenen Zeitpunkten nach Infektion mit
L. sigmodontis isoliert und die Gesamtzellzahl nach Farbung mit Trypanblau ermittelt.
Dargestellt sind Mittelwerte + SEM von vier unabhéngigen Versuchen mit insgesamt 19
Gzm AxB KO und WT Mausen an Tag 7, 9 und 26/27 p.i.. An Tag 35 p.i. wurden die Daten
in drei unabhéangigen Versuchen von 10 Gzm AxB KO und 15 WT Mause erhoben.
Statistische Signifikanz wurde mithilfe des Student's t-Test ermittelt (* p < 0,05).

Die Anzahl der PleC wurde zu verschiedenen Zeitpunkten nach Trypanblaufarbung
bestimmt und ist in Abb. 3.19 dargestellt. In der sehr frihen Phase der Infektion schien
die Einwanderung der Lymphozyten in Gzm AxB KO im Vergleich zu WT Mé&usen
verzégert zu sein. An Tag 7 p.i. hatten 1,5x10” Zellen in Gzm AxB KO und 2,1x10” Zellen
in WT Mausen die Pleurahdhle erreicht. Innerhalb von 2 Tagen (Tag 9 p.i.) hatte sich die
Anzahl der PleC in Gzm AxB KO (3,1x10") und WT Mausen (4x10’) verdoppelt und war
tendenziell in Gzm AxB KO Mausen vermindert. Zwischen Tag 9 p.i. und Tag 26/27 p.i.
kam es zu einem massiven Influx an Zellen: Sowohl in den Gzm AxB KO als auch in den

WT Mausen lag die Gesamtzellzahl bei 1x10° Zellen.
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Neben Lymphozyten sind Granulozyten und Makrophagen in die Pleurahéhle infizierter
Méause eingewandert. Die drei Leukozytenpopulationen lassen sich im Durchfluss-
zytometer anhand ihrer GréBe (FSC) und Granularitat (SSC) unterscheiden (Abb. 3.20A).
Der prozentuale Anteil der einzelnen Populationen wurde im Verlauf der Infektion mit

L. sigmodontis ermittelt und ist als Ubersicht in Abb. 3.20B zu sehen.
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Abb. 3.20: Die Leukozytenverteilung in der Pleurahéhle folgt einer dhnlichen Kinetik
in Gzm AxB KO und WT Mausen. A) PleC wurden nach Infektion mit L. sigmodontis
isoliert und anhand ihrer GréBe und Granularitdt im Durchflusszytometer in Granulozyten
(R1), Makrophagen (R2) und Lymphozyten (R3) eingeteilt. Gezeigt ist ein exemplarisches
Beispiel von PleC einer WT Maus, dargestellt im FSC/SSC. Der prozentuale Anteil an
Granulozyten, Lymphozyten und Makrophagen wurde im Verlauf der Infektion in
Gzm AxB KO und WT Mausen ermittelt (B). Die Werte sind als Mittelwert + SEM
aufgetragen und repréasentieren drei Versuche mit 10 bis 16 Mausen pro Gruppe.

Es zeigte sich, dass der Anteil an Granulozyten, Makrophagen und Lymphozyten zu allen
untersuchten Zeitpunkten der Infektion in den Gzm AxB KO und WT Mé&usen vergleichbar
hoch war. An Tag 7 p.i. bildeten Lymphozyten mit einem prozentualen Anteil von 60 % die
Hauptpopulation in der Pleurahéhle. Bis Tag 26 p.i. nahm dieser Anteil in beiden M&usen
gleichermaBen ab (ca. 25 %). Der prozentuale Anteil der Granulozyten lag an allen
untersuchten Zeitpunkten unter 30 %. Demgegenlber steht eine Verdopplung des
Makrophagen-Anteils in der Pleurahtéhle von Gzm AxB KO und WT Mausen zwischen

Tag 7 p.i. und Tag 26 p.i..
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Da Lymphozyten die Hauptproduzenten von Gzm A und B sind, wurden diese im Verlauf
der Infektion mit L. sigmodontis naher charakterisiert. Fir die Bestimmung der einzelnen
Zellpopulationen wurden PleC im Durchflusszytometer auf Lymphozyten (siehe Abb.
3.20A, R3) eingestellt und wie in Abschnitt 3.1.1 definiert.
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Abb. 3.21: Anteil der NK-Zellen ist im Vergleich zu WT Méausen in der Pleurahéhle an
Tag 9 p.i. in Gzm AxB KO vermindert.. A) Die Expression von CD3, CD4, CD8, CD19,
CD25, DX5 und Foxp3 wurde in PleC wahrend der Infektion mit L. sigmodontis ermittelt.
Der Anteil der einzelnen Lymphozytensubpopulationen wurde an verschiedenen
Zeitpunkten nach Infektion durchflusszytometrisch bestimmt. Pro Zeitpunkt wurden
Mittelwert + SEM aus zwei bis vier unabhéngigen Versuchen mit 5 bis 19 Mausen pro
Gruppe ermittelt. Statistische Signifikanz wurde mithilfe des Student's t-Test ermittelt
(*p <0,05, *** p <0,001).

Der Anteil an B- und T-Lymphozyten war an allen untersuchten Zeitpunkten in Gzm AxB
KO und WT Mé&usen vergleichbar (Abb. 3.21). Wie bereits fur Milzzellen gezeigt, bildeten
B-Zellen mit einem prozentualen Anteil von 50 % die starkste Population. Treg wurden
Uber ihre Expression von CD4, CD25 und Foxp3 definiert. Es zeigte sich innerhalb der
CD4*CD25" Fraktion eine sehr starke Abnahme des Anteils Foxp3* Treg im Verlauf der
Infektion mit L. sigmodontis. In den Gzm AxB KO und WT Mé&usen waren an Tag 9 p.i.
70 % der CD4"CD25* Lymphozyten Foxp3*, an Tag 35 p.i. lag der Anteil bei ca. 40 %.

Insgesamt folgten die Lymphozyten in der Pleurahdhle von Gzm AxB KO und WT Méausen

68



ERGEBNISSE

einer ahnlichen Kinetik. Einzige Ausnahme bildeten die NK-Zellen (Abb. 3.21). Der Anteil
an NK-Zellen war in Gzm AxB KO Mausen (8 %) im Vergleich zu WT Mausen (12 %)
vermindert.

Die Ergebnisse zeigen, dass in der friihen Phase der Infektion (Tag 7 p.i. bis Tag 9 p.i.)
geringflgige Unterschiede bestehen. Insbesondere die Einwanderung von Leukozyten ist
an Tag 7 p.i. in Abwesenheit von Gzm A und B beeintrachtigt. Zwischen Tag 9 p.i. und

Tag 27 p.i. kam es in beiden M&usen zu einer funffachen Erhéhung der Gesamtzellzahl.

3.2.4.2 Zytokinantwort in der frithen und mittleren Phase der Infektion

Die Zytokinantwort gegen L. sigmodontis hat sowohl Ty1- als auch Ty2-Charakter. In der
frihen Phase der Infektion kommt es zur Ausbildung einer Ty1-Antwort, wohingegen in
der spaten Phase, wenn es zur Auflésung der Infektion kommt, die Tu2-Zytokine
dominieren. Gzm AxB KO und WT Ma&use wurden mit L. sigmodontis infiziert und in der
frihen Phase (Tag 7 und 9 p.i.) der Infektion die Produktion der Ty1-spezifischen Zytokine
IL-2 und IFN-y und in der mittleren Phase (Tag 27 p.i.) die Synthese des Ty2-spezifischen
Zytokins IL-5 analysiert.

PleC, isoliert an Tag 7 p.i., zeigten nach Stimulation mit PMA/lonomycin eine sehr stark
ausgepragte Ty1-Antwort (Abb 3.22). Um die IFN-y-Synthese durch Lymphozyten zu
verifizieren, wurden zwei separate Farbungen durchgefihrt. Im ersten Ansatz wurde CD4,
CD8 und CD3 als T-Zellmarker mit IFN-y gefarbt. Die Zellen wurden auf CD3" Zellen
eingestellt und der Anteil IFN-y* T-Zellen ermittelt. Der prozentuale Anteil IFN-y* T-Zellen
(CD4" und CD8") war in Gzm AxB KO und WT Mausen gleich hoch (Abb. 3.22A). In
einem zweiten Ansatz wurde NK1.1 als NK-Zellmarker gegen CD3 und IFN-y gefarbt.
Nach Einstellen auf CD3" Zellen ergab sich ein vergleichbar hoher Anteil IFN-y* NK-Zellen
in der Pleurahéhle von Gzm AxB KO und WT Mausen (Abb. 3.22B). Der Gesamtanteil
IFN-y* Lymphozyten nach Stimulation mit PMA/lonomycin lag in beiden Mausen bei ca.
6 % (Abb. 3.22C). Parallel dazu wurde die Expression von IL-2 in PleC bestimmt; Nach
Stimulation mit PMA/lonomycin waren ca. 4 % der Lymphozyten in Gzm AxB KO und WT
Mausen positiv fur IL-2 (Abb. 3.22D).
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Abb. 3.22: PleC (Tag 7 p.i.) von Gzm AxB KO und WT Mé&usen exprimieren nach
Stimulation mit PMA/lonomycin gleich viel IFN-y und IL-2. PleC (1x10°, Tag 7 p.i.),
wurden nach 6 h Stimulation mit PMA/lonomycin in Anwesenheit von Monensin vierfach
gefarbt. A) Dargestellt ist die Synthese von IFN-y in CD4" und CD8" T-Zellen nach
Einstellen auf CD3" Zellen und B) die IFN-y-Synthese von NK-Zellen nach Einstellen auf
CD3" Zellen. Die prozentualen Anteile sind in den einzelnen Quadranten dargestellt.
Mittelwerte + SEM der Anteile IFN-y* (C) und (D) IL-2° Lymphozyten aus zwei
unabhéngigen Versuchen mit zehn Gzm AxB KO und elf WT PleC sind gezeigt.
Statistische Signifikanz wurde mithilfe des Student's t-Test ermittelt.

An Tag 9 nach Infektion mit L. sigmodontis wurde die Sekretion von IFN-y und IL-2 durch
PleC zusatzlich mittels ELISA analysiert (Abb. 3.23A). PleC von Gzm AxB KO und WT
Mausen wurden in drei unabhéngigen Versuchen fir 72 h mit Medium, Con A oder LsAg
stimuliert. AnschlieBend wurde in den Uberstéanden die IFN-y- und IL-2-Konzentrationen

ermittelt.
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Abb. 3.23: Pro-inflammatorische Zytokinantwort von PleC an Tag 9 p.i.. A) PleC
(5x10°) wurden fiir 72 h mit 2 pg/ml Con A oder 25 pg/ml LsAg stimuliert und die Menge an
sekretiertem IFN-y und IL-2 im ELISA quantifiziert. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM
von 8-10 M&usen pro Gruppe. B) PleC (1x106) wurden 6 h mit 10 ng/ml PMA und
500 ng/ml lonomycin stimuliert (4 h in Anwesenheit von Monensin). Der Anteil IFN-y* und
IL-2* Lymphozyten wurde durchflusszytometrisch ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte
+ SEM von zwélf Mausen pro Gruppe fir IFN-y und finf Mausen pro Gruppe fur IL-2. C)+D)
Beispielfarbung von Gzm AxB KO und WT PleC nach Einstellen auf CD3" Zellen nach
Inkubation in Medium (C) oder PMA/lonomycin (D). Die x-Achse zeigt die Expression des
NK-Zellmarkers NK1.1, die y-Achse die IFN-y Expression. Statistische Signifikanz wurde
mithilfe des Student's t-Test ermittelt (* p < 0,05).

Die antigenspezifische Zytokinsekretion war in beiden Mausen sehr gering (Abb. 3.23A),
jedoch tendenziell in Gzm AxB KO PleC niedriger als in WT PleC. Die Stimulation von

Gzm A und B defizienten PleC mit Con A hatte eine verminderte Sekretion von IFN-y zur
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Folge: Gzm AxB KO PleC sezernierten 314 + 126 pg/ml IFN-y, wohingegen WT PleC
1127 = 292 pg/ml IFN-y produzierten (Abb. 3.23A). Um zu untersuchen, ob die
verminderten IFN-y-Level in den Uberstanden der Gzm AxB KO PleC auf der Reduktion
der NK-Zellen in der Pleurahéhle an Tag 9 p.i. basieren (siehe Abb. 3.21), wurde im
Durchflusszytometer die Produktion von IFN-y analysiert. In drei unabhangigen Versuchen
war der Gesamtanteil IFN-y* Lymphozyten in Gzm AxB KO und WT PleC gleich hoch
(Abb. 3.23B). Nach Stimulation mit PMA/lonomycin lag der Anteil positiver Lymphozyten
in Gzm AxB KO Mausen bei 3,3 % und in WT M&usen bei 3,4 %. Die Synthese von IFN-y
durch NK-Zellen war ebenfalls nicht unterschiedlich (Abb. 3.23C und D).

Die IL-2-Synthese, die nach 72 h Stimulation im ELISA (Abb. 3.23A) und nach 6 h
Stimulation im Durchflusszytometer (Abb. 3.23B) analysiert wurde, unterschied sich nicht
in PleC von Gzm AxB KO und WT Méausen.

Parallel dazu wurden an Tag 9 p.i. Milzzellen isoliert und die Synthese von IL-4, IL-10,
IFN-y und IL-2 nach 72 h Stimulation mit Con A bestimmt (Abb. 3.24). Es zeigte sich eine
tendenziell verminderte |IFN-y-Sekretion in Abwesenheit von Gzm A und B:
Gzm AxB defiziente Milzzellen sezernierten 94,9 + 52 pg/ml IFN-y und WT Milzzellen
277 + 83 pg/ml IFN-y. Die IL-4-, IL-10- und IL-2-Konzentrationen waren in Uberstéanden
der Milzzellen beider M&usen vergleichbar hoch. Milzzellen beider M&use zeigten jedoch
nach Stimulation mit Con A im Vergleich zu naiven Milzzellen eine auffallend hohe IL-10-
Synthese (siehe Abb. 3.5). Naive Milzzellen sezernierten nach Stimulation mit Con A

ca. 200 pg/ml IL-10, wéhrend Milzzellen an Tag 9 p.i. 1500 pg/ml IL-10 produzierten.

IL-4 IL-10 IFN-y IL-2
- - 500 500
500 2500 p=0,08
400 2000 —l_ 400 400
— 300- — - — 300- — 300 I
= 300 £ 1500 = E
S ) 2 2
2 200+ 2 1000 2 200 2 200
100+ 500- 100+ 100-
- - = = T
GzmAXBKO  WT GzmAXBKO  WT Gzm AXBKO ~ WT Gzm AXBKO ~ WT

Abb. 3.24: Ty1- und T42-Zytokinexpression ist vergleichbar in Gzm AxB KO und WT
Milzzellen. Milzzellen (5x105) wurden fur 72 h mit 2 pyg/ml Con A stimuliert und die Menge
an sekretiertem IL-4, IL-10, IFN-y und IL-2 im Uberstand mittels ELISA quantifiziert.
Dargestellt sind die Mittelwerte =+ SEM von 9-14 Ma&ausen pro Gruppe. Statistische
Signifikanz wurde mithilfe des Student's t-Test ermittelt.
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In der mittleren Phase der Infektion dominiert am Ort der Infektion die Ty2-Antwort. Mittels
Durchflusszytometrie wurde an Tag 27 p.i. die Expression von IL-5 in PleC untersucht
(Abb. 3.25). Nach Stimulation mit PMA/lonomycin war der Anteil IL-5" Lymphozyten in
Gzm AxB KO PleC mit 6,2% gegenlber 2,7% in WT PleC deutlich erhéht.
Hauptproduzenten flr IL-5 waren CD4" T-Zellen. Durch Stimulation mit LsAg konnte die

Produktion von IL-5 nicht induziert werden.
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Abb. 3.25: Erhéhte Expression von IL-5 in Gzm AxB KO PleC (Tag 26 p.i.) nach
Stimulation mit PMA/lonomycin. 1x10° PleC wurden in Anwesenheit von Monensin mit
25 pg/ml LsAg oder 10 ng/ml PMA und 500 ng/ml lonomycin stimuliert. Die Menge an
synthetisiertem IL-5 wurde durchflusszytometrisch intrazellular ermittelt. A) Gezeigt ist ein
reprasentatives Beispiel einer Gzm AxB KO (obere Reihe) und einer WT Maus (untere
Reihe). IL-5 ist auf der x-Achse aufgetragen, CD4 ist auf der y-Achse zu sehen. Die Werte
in den Quadranten geben den Prozentsatz positiver Zellen, nach Einstellen der PleC auf
Lymphozyten, wieder. B) Statistische Auswertung des Anteils IL-5" Lymphozyten nach
Stimulation mit PMA/lonomycin. Dargestellt ist der Mittelwert + SEM aus drei unabhéngigen
Versuchen mit insgesamt zehn M&usen pro Gruppe. Statistische Signifikanz wurde mithilfe
des Student's t-Test ermittelt (** p < 0,01).
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Zusammenfassend hat sich eine Verschiebung der Zytokinantwort in Gzm AxB KO
Mé&usen im Vergleich WT Mé&usen gezeigt. Die pro-inflammatorische Zytokinantwort war
an Tag 7 p.i. nach Stimulation mit PMA/lonomycin in PleC unabhéngig von Gzm A und B
sehr stark ausgepragt. Eine nicht identifizierte Population Gzm AxB defizienter PleC
sezernierte dagegen an Tag 9 p.i. weniger IFN-y als WT PleC. An Tag 27 p.i. war der
Anteil IL-5* Ty2-Zellen in PleC von Gzm AxB KO Mé&usen hoher als in WT Mausen.

3.2.4.3 Hypoproliferation von PleC

Charakteristisch flr Infektionen mit humanen und murinen Filarienspezies ist der Verlust
der antigenspezifischen T-Zellproliferation (Babayan et al., 2003; Ottesen, Weller & Heck,
1977; Piessens et al., 1980). Dieses als Hypoproliferation beschriecbene Phanomen
konnte in dieser Arbeit fir Gesamt-Lymphozyten bestatigt werden. Die antigen- und
mitogenspezifische Proliferation wurde wéahrend des gesamten Verlaufes der Infektion
untersucht und ist fir Tag 9 p.i. exemplarisch in Abb. 3.26 gezeigt. Milzzellen und PleC
wurden fur 72 h mit Medium, LsAg und Con A inkubiert und anschlieBend die
Inkorporation von [°H]-Thymidin gemessen. Im Vergleich zur Mediumkontrolle kam es in
Milzzellen unabhéngig von Gzm A und B unter dem Einfluss von LsAg zu einem
signifikanten Anstieg der Proliferation (Abb. 3.26A). In Anwesenheit von Con A zeigten
Milzzellen beider Mause eine vergleichbare Zellteilung, diese lag jedoch mit 7500 cpm,
unter dem zuvor ermittelten Wert naiver Milzzellen (Gzm AxB KO: 8708 + 1023 cpm und
WT: 13340 + 1446, siehe Abb. 3.6). Im Gegensatz dazu kam es in PleC in Anwesenheit
von LsAg oder Con A nicht zu einer verstarkten Inkorporation von [*H]-Thymidin. Im
Vergleich zur Mediumkontrolle war die Proliferation der PleC sogar um mehr als die Hélfte
reduziert (Abb. 3.26B).

74



ERGEBNISSE

A Milz B Pleurahéhle
*kk
10000 - 500 l—l
Tk Il Gzm AxB KO
‘T 8000- T 'E 400 CawT
5 5
= 6000- * = 300-
2 S
“‘-“' Fkk "(-“'
:E 4000 E 2004
2 20001 i ’l‘ 2 100- i ﬁ i |—'|'—‘
ol lln ™ . ; 0- T T
Medium LsAg ConA Medium LsAg Con A

Fig. 3.26: Hypoproliferation von Milzzellen und PleC an Tag 9 p.i.. Milzzellen (A) und
PleC (B) wurden an Tag 9 nach Infektion mit L. sigmodontis isoliert und fir 72 h mit
Medium, 50 pg/ml LsAg oder 2 pug/ml Con A inkubiert. Die Proliferation der Zellen wurde
mittels [3H]-Thymidin-Inkorporation gemessen und als cpm dargestellt. Die Mittelwerte +
SEM zeigen eine Zusammenfassung aus drei Experimenten mit insgesamt 14 bis 16
Mé&usen pro Gruppe. Die Einzelwerte pro Maus wurden in Triplikaten ermittelt. Statistische
Signifikanz wurde mithilfe des Student’s t-Test ermittelt (* p < 0,05, *** p < 0,001).

Zusammenfassend konnte also eine Verminderung der Proliferation wahrend der Infektion
in Zellen der Milz und Pleurahdhle gezeigt werden. In PleC kam es sogar unter dem

Einfluss der Stimuli zu einer Reduktion der Zellteilung.

3.2.4.4 Zelltod induziert durch Stimulation der PleC

Aufgrund der verminderten Proliferation nach Stimulation mit Con A und LsAg wurde die
Vitalitdt der PleC mithilfe einer Zelltod-Féarbung durchflusszytometrisch ermittelt. Die
Farbung basiert auf der Exposition von PS an die Oberflache apoptotischer Zellen. Durch
Verwendung von fluoreszenzmarkiertem Annexin V, das an PS bindet, kann der Anteil
apoptotischer Zellen bestimmt werden. Die Doppelfarbung mit Pl ermdglicht dabei die
Unterscheidung friih apoptotischer (Annexin V*PI) und spat apoptotischer oder bereits
toter Zellen (Annexin V*PI*). PleC wurden zu diesem Zweck unmittelbar nach Isolation an
Tag 9 p.i. gefarbt. Der Anteil Annexin V*PI* Lymphozyten lag in Gzm AxB KO und WT
Ma&usen bei ca. 1 %. Auch bei den Annexin V*PI” Lymphozyten konnte mit einem Anteil
von 5 % kein Unterschied zwischen den Mauslinien festgestellt werden. Nach dreitagiger
Inkubation der Zellen zeigten sich bereits bei Betrachtung der Zellen im FSC/SSC
deutliche Veradnderungen: in 85 % der Proben konnte eine drastische Verminderung der

Lymphozyten (Abb. 3.27A, siehe Kreis) beobachtet werden.

75



ERGEBNISSE

B
. 20-
r g ex.vwo < 50,06
o o .
% a
+
i 2
=
5 ‘% 10
5
P c
o) <
o RN N S N . n— X
8 0 1000 © 1000
0_
9] § § Medlium Ls;lAg Coln A
- . Il Gzm AxB KO
70 ” CIwWT
*
o 60
£ 504
) o 1L BE2 £ 404
0 1000 3
£ 30-
c
> < 20
o~
gl In
0' T T T
Medium LsAg Con A
A < Medium < LsAg o ConA
o
-103 255 —104 385 —i1,1 A2~
S g D ey |1 N
2 = = 3
S S S 4
— — — w
e = = P
o o o -
100 10! 102 103 10% 100 10! 102 10 104 709 10! 102 10 10%
Bl 3 3
- 2727 156] =108 32,5
(s} [s] [s2]
S S S =
— — — _i
© =y )
o o " 9,5 =)
> R > PR > [t
100 10! 102 10° 104 M00 10! 102 10° 10* 7100 10! 102 103 104

3
4

Annexin V

Abb. 3.27: Stimulation von PleC mit Con A induziert Zelltod in Lymphozyten. PleC
(Tag 9 p.i.) wurden in drei unabhéangigen Versuchen fur 72 h mit Medium, 50 pg/ml LsAg
oder 2 yg/ml Con A inkubiert. AnschlieBend wurde der Anteil toter und apoptotischer Zellen
mittels Pl-Inkorporation und Annexin V-Bindung analysiert. A) Zu sehen sind nach der
Isolation der Zellen (ex vivo) und nach 72 h Inkubation Gzm AxB KO und WT PleC im FSC
(x-Achse) und SSC (y-Achse). B) Statistische Auswertung des Anteils Annexin V'PI" und
Annexin V'PI" Lymphozyten. Die Mittelwerte + SEM zeigen eine Zusammenfassung mit
insgesamt zwélf Mausen pro Gruppe fir Medium und Con A und acht Mause pro Gruppe
fur LsAg C) Reprasentatives Beispiel von stimulierten PleC einer Gzm AxB KO und WT
Maus nach Farbung mit Pl (y-Achse) und Annexin V (x-Achse). Die prozentualen Anteile
sind in den einzelnen Quadranten dargestellt. Statistische Signifikanz wurde mithilfe des
Student’s t-Test ermittelt (** p < 0,01).
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Dartber hinaus nahm der Anteil Annexin V*PI* nach Inkubation mit Con A im Vergleich zu
Medium in beiden Mausen signifikant zu (Abb. 3.27B). Nach Inkubation der PleC mit LsAg
waren 30 % der Lymphozyten in den Gzm AxB KO und 22 % in WT Mausen
Annexin V*PI*, wohingegen der Anteil in der Mediumkontrolle bei 12 - 15 % lag (Abb.
3.27B). Unabhangig vom verwendeten Stimulus waren 10 % der Lymphozyten Annexin
V*PI" (Abb. 3.27B).

Die Zelltodfarbung zeigte somit, dass der Anteil toter und spat apoptotischer Lymphozyten
in Gzm AxB KO und WT Mausen nach Stimulation mit Con A oder LsAg gleichermaBen

anstieg, wahrend der Anteil frih apoptotischer Zellen unverandert blieb.

3.2.4.5 Induktion von AICD in CD4" T-Zellen durch polyklonale Restimulation

Gzm B spielt nicht nur bei der Induktion des Zelltodes in infizierten und entarteten Zellen
eine Rolle, sondern kann zudem intrinsisch bei Restimulierung des TZR in Ty2-Zellen
AICD auslésen. Wahrend der Infektion mit L. sigmodontis kommt es zur polyklonalen
Aktivierung von Effektorzellen. Durch Restimulierung von PleC durch Con A sollte in vitro
in PleC AICD ausgelést werden. Gleichzeitig sollte Gberprift werden, ob die Defizienz von
Gzm A und B einen Einfluss auf die Sterberate der Zellen hat. PleC, isoliert an Tag 7 p.i.,
wurden in drei unabhangigen Versuchen fir 2 h mit dem Mitogen Con A inkubiert und
anschlieBend der Anteil toter Zellen mithilfe des interkalierenden Agens 7-AAD im
Durchflusszytometer ermittelt (Abb. 3.28A und B). Dabei zeigte sich nach Stimulation mit
Con A eine verminderte Sterberate CD4" T-Zellen aus Gzm AxB KO Mé&usen im Vergleich
zu WT CD4" T-Zellen. Der prozentuale Anteil toter CD4" T-Zellen war nach Inkubation in
Medium in Gzm AxB KO und WT Mausen vergleichbar hoch.
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Abb. 3.28: AICD in CD4" T-Zellen. PleC (5x105) wurden an Tag 7 p.i. isoliert und
anschlieBend fir 2 h mit Con A restimuliert. Der Anteil sterbender Zellen wurde mittels 7-
AAD im Durchflusszytometer analysiert. PleC wurden dreifach mit CD3, CD4 und 7-AAD
gefarbt und auf CD4" T-Zellen eingestelt. A) Die Histogramme zeigen die
Fluoreszenzintensitat von 7-AAD am Beispiel einer Gzm AxB KO (obere Reihe) und einer
WT (untere Reihe) Maus. B) Dargestellt ist der Anteil toter (7-AAD") CD4" T-Zellen nach
Stimulation mit Medium oder Con A. Die Daten stammen aus zwei Versuchen und
reprasentieren insgesamt drei unabhéangige Versuche mit 12 Gzm AxB KO und 13 WT
Mé&usen. Statistische Signifikanz wurde mithilfe des Student's t-Test ermittelt (* p < 0,05).

3.2.4.6 Aktivierung von B-Zellen durch LsAg

Um zu untersuchen, ob es wahrend der Infektion mit L. sigmodontis zu einer Aktivierung
von Lymphozyten kommt, wurde die Expression des Aktivierungsmarkers CD69 im
Durchflusszytometer untersucht. Nach Isolation von PleC an Tag 9 p.i. wurden die Zellen
mit Medium, LsAg oder Con A als Positivkontrolle fir 6 h inkubiert. Der Gesamtanteil
CD69" Lymphozyten lag in Gzm AxB KO Mausen bei 30,2 = 2,1 % und in WT Mausen bei
23,9 = 2,7 %. Daraus lasst sich ableiten, dass knapp ein Drittel der Lymphozyten in der
Pleurahéhle voraktiviert waren. Durch Inkubation der PleC fir 6 h mit LsAg oder Con A
konnte die Anzahl CD69* Lymphozyten signifikant gesteigert werden. Hierbei kam es,
induziert durch LsAg, in den CD19" B-Zellen zu einer Hochregulation von CD69 (Abb.
3.29A), wobei der Anstieg in Gzm AxB KO und WT Mé&usen gleichermaBen ausgepragt
war (Abb. 3.29B). Dagegen konnte bei den CD4* und CD8" T-Zellen keine Erhéhung der
CD69-Expression durch LsAg erzielt werden (Abb. 3.29C und D). Die Resultate belegen,
dass es durch Stimulation mit LsAg zu einer selektiven Aktivierung von B-Zellen, nicht
aber von T-Zellen kommt. Im folgenden Abschnitt wurde die humorale Immunantwort der

Gzm AxB KO und WT Mé&use miteinander verglichen.
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Abb. 3.29: Aktivierung von B-Zellen durch LsAg. 5x10° PleC (Tag 9 p.i.) wurden fir 6 h
mit Medium, LsAg oder Con A stimuliet und anschlieBend die Expression des
Aktivierungsmarkers CD69 (x-Achse) durchflusszytometrisch ermittelt. Gezeigt ist ein
représentatives Beispiel einer WT Maus (A). B-Zellen sind als CD19* Zellen zu sehen. Die
Werte in den Quadranten geben den Prozentsatz positiver Zellen, nach Einstellen auf
Lymphozyten, wieder. Der prozentuale Anteil aktivierter Zellen am Gesamtanteil CD19" B-
Lymphozyten (B), CD4" (C) und CD8" (D) T-Lymphozyten ist aufgetragen. Die Diagramme
zeigen Mittelwerte £+ SEM von zehn Gzm AxB KO und elf WT Mausen zusammengefasst
aus zwei von drei unabhangigen Versuchen. Der Anteil CD69"CD8" Zellen wurden aus je
sechs Mausen pro Gruppe ermittelt. Statistische Signifikanz wurde mithilfe des Student's t-

Test ermittelt (*** p < 0,001).
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3.2.4.7 LsAg-spezifische Immunglobulinantwort in Gzm AxB KO und WT

Mausen

Eine Zusammenfassung der humoralen Immunantwort wéhrend der Infektion mit
L. sigmodontis zeigt die Abb. 3.30A. Den M&usen wurde an Tag 26 p.i. Blut abgenommen

und LsAg-spezifische Immunglobuline im Plasma mittels ELISA bestimmt.
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Abb. 3.30: Gzm AxB KO und WT Méause unterscheiden sich in ihrer humoralen LsAg-
spezifischen Immunantwort. A) Gzm AxB KO (n=15) und WT (n=15) Mausen wurde an
Tag 26 p.i. Blut abgenommen und anschlieBend die LsAg-spezifische Immunglobulin-
Antwort im Plasma mittels ELISA quantifiziert. Die Plasmen wurden wie in Abschnitt 2.2.3.9
angegeben verdinnt. Dargestellt ist ein Uberblick aller ermittelten Isotypen aus drei
unabhéngigen Versuchen. B) Die LsAg-spezifischen IgG1- und IgM-Titer wurden im
Plasma von je 19 Mausen pro Gruppe an Tag 26 p.i. bestimmt. C) Die Bestimmung von
LsAg-spezifischem IgG2b wurde an Tag 8/9 p.i. und an Tag 26/27 p.i. vorgenommen. Fur
Tag 9 p.i. wurden Daten von 16 Mausen pro Gruppe erhoben, Tag 26/27 p.i. représentiert
14 Mause pro Gruppe. Die Mittelwerte + SEM sind aufgetragen, der Leerwert des Puffers
wurde zuvor abgezogen. Die Einzelwerte pro Maus wurden in Duplikaten bestimmt.
Statistische Signifikanz wurde mithilfe des Student's t-Test (* p < 0,05, ** p < 0,01) und fir
IgM mit dem Mann-Whitney Test ermittelt (* p < 0,05).

LsAg-spezifisches IgG2c und IgG3 lagen in Plasmen von Gzm AxB KO gegenluber WT
Mausen tendenziell verringert vor (Abb. 3.30A). Als dominierende Immunglobuline wurden

IgG1 und IgM identifiziert. Da die ermittelten OD-Werte beider Antikdrper zu hoch waren,
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um eine Differenzierung vorzunehmen, wurde eine Endpunkttitration der Plasmen
durchgefuhrt (Abb. 3.30B). Fur IgG1 ergab sich kein Unterschied in den Gzm AxB KO und
WT Plasmen. Demgegenuber stand eine signifikante Erhdhung des LsAg-spezifischen
IgM-Titers in den Plasmen der Gzm AxB defizienten Mause verglichen mit WT Plasmen
(Abb. 3.30B). I1gG2b war an Tag 9 p.. und Tag 26/27 p.i. in den Plasmen der
Gzm AxB KO Mause im Vergleich zu WT Mausen drastisch vermindert (Abb. 3.30C).
Zusammenfassend wurde somit gezeigt, dass die Immunglobulinantwort von
Gzm AxB KO und WT Mé&usen wahrend der Infektion Unterschiede aufweist,

insbesondere 1gG2b lag in den Plasmen von Gzm AxB KO Mausen stark vermindert vor.

3.2.5 Genexpressionsanalyse in der friihen Phase der Infektion

Um die frihe Phase der Infektion in Abh&ngigkeit von Gzm A und B zu verifizieren, wurde
eine Genexpressionsanalyse unter Verwendung von Gzm AxB KO, Gzm A KO und WT
Mé&usen durchgefihrt. Da die Wurmlasten von Gzm B KO im Vergleich zu WT M&usen
denen der Gzm AxB KO Mausen glichen (siehe Abb. 3.17 und Abb. 3.18), wurden
Gzm B KO Mause nicht in die Untersuchungen mit einbezogen. Insgesamt wurden sechs
Mause pro Gruppe mit L. sigmodontis infiziert und fir die Gewinnung von RNA PleC von
zwei Mausen kombiniert. Dadurch ergaben sich drei RNA-Proben pro Gruppe. Die
Umschreibung der RNA in cDNA sowie der Microarray wurden vom Eppendorf Array
Center durchgefiihrt. Die untersuchten Gene, welche Bestandteil des hier verwendeten
DualChip® Mouse Inflammation Chips waren, sind im Anhang aufgefuhrt. Fir die
Ermittlung der unterschiedlich exprimierten Gene wurden die einzelnen Proben einer
Gruppe mit allen drei Proben einer anderen Gruppe verglichen. Ein Gen wurde als
unterschiedlich bewertet, wenn mindestens zwei der drei Proben die gleiche Tendenz
zeigten und die Induktion der Gene bei = + 2 lag.

Der Vergleich auf mRNA-Ebene zeigte eine Verminderung vom Chemokin (C-C)-
Rezeptor 3 (CCR3), der Matrix Metalloproteinase 12 (MMP12) sowie deren Inhibitor tissue
inhibitor of metalloproteinase-1 (TIMP-1) in Gzm AxB KO im Vergleich zu WT Mausen
(Tabelle 3.1). Dagegen war die Menge an RNA vom Transkriptionsfaktor FBJ
osteosarcoma oncogene (Fos) in den PleC der Gzm AxB KO um den Faktor 3,2 im

Vergleich zu den WT M&usen erhdht.
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Genname Gensymbol ratio
Chemokin (C-C) Rezeptor 3 CCRS3 -7,
FBJ osteosarcoma oncogene Fos 3,17
Matrix metalloproteinase 12 MMP12 -2,55
Tissue inhibitor of metalloproteinase 1 TIMP-1 -2,0

Tabelle 3.1: Ergebnisse der Genexpressionsanalyse von Gzm AxB KO und WT
PleC (Tag 7 p.i.).

Die Erniedrigung von TIMP-1 und die Erhéhung von Fos konnte im Vergleich der
Gzm A KO mit WT Proben bestatigt werden (Tabelle 3.2), hangt also folglich mit der
Gzm A Defizienz zusammen. Zugleich zeigten Gzm A KO Mause eine Erniedrigung
verschiedener Liganden fir Chemokinrezeptoren sowie Prokollagen Typ | alpha 1 und 2
(Col1al und Col1a2). Weiterhin ist der vaskulare endotheliale Wachstumsfaktor VEGFa in
den Gzm A KO und WT Mausen unterschiedlich reguliert. Die Menge an VEGFa

spezifischer RNA war in dem Gzm A KO im Vergleich zu WT Mausen um den Faktor 2,7

vermindert.

Genname Gensymbol ratio
Angiotensinogen Agt -2,1
Anti-Mullerian hormone Amh -2,7
Small chemokine (C-C motif) ligand 11 CCL11 -3,4
Chemokin (C-C motif) Ligand 2 CCL2 -3,0
Chemokin (C-C motif) Ligand 21a CCL21a -2,3
CD247 Antigen CD3z -3,0
Prokollagen, Typ |, alpha 1 Coltla1 -2,5
Prokollagen, Typ |, alpha 2 Col1a2 -2,7
FBJ osteosarcoma oncogene Fos 2,1
Suppressor of cytokine signaling 2 S0CSs2 -2,2
Tissue inhibitor of metalloproteinase 1 TIMP-1 -2,2
vaskularer endothelialer Wachstumsfaktor VEGFa -2,7

Tabelle 3.2: Ergebnisse der Genexpressionsanalyse von Gzm A KO und WT

PleC (Tag 7 p.i.).
Tabelle 3.3 gibt einen Uberblick tber die unterschiedlich regulierten Gene auf RNA-Ebene
in PleC von Gzm AxB KO und Gzm A KO Mé&usen. Die CCR3-RNA war in den PleC von
Gzm AxB KO im Vergleich Gzm A KO Mé&usen herunterreguliert. Die Menge an RNA, die
fur Col1a1, Col1a2 und dem suppressor of cytokine signalling (SOCS2) kodieren, waren in
den Gzm A KO PleC im Vergleich zu den WT und Gzm AxB KO PleC vermindert.
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Die RNA fur den Chemokinrezeptor CCR3, der die Migration von Zellen an den Ort der

Infektion beeinflusst, war in Abwesenheit von Gzm B stark reduziert.

Genname Gensymbol ratio
Chemokin (C-C motif) Ligand 2 CCL2 3,5
Chemokin (C-C) Rezeptor 3 CCRS3 -5,2
Prokollagen, Typ I, alpha 1 Col1at 2,2
Prokollagen, Typ |, alpha 2 Col1a2 2,2
Chemokin (C-X-C motif) Ligand 1 CxCL1 2,4
Suppressor of cytokine signaling 2 S0CSs2 2,6

Tabelle 3.3: Ergebnisse der Genexpressionsanalyse von Gzm AxB KO und Gzm A KO
PleC (Tag 7 p.i.)

3.2.6 Zusammenfassung Teil 3.2

Im zweiten Teil dieser Arbeit konnte ich erstmalig zeigen, dass die Infektion von Mausen
mit L. sigmodontis Gzm A und B in Milzzellen und PleC induziert. Die h6chste Expression
konnte in beiden Kompartimenten an Tag 9 p.i. in B-Zellen nachgewiesen werden.
Insbesondere Gzm A war in den Lymphozyten der Pleurahdhle an Tag 9 p.i. sehr stark
erhdéht und nahm anschlieBend signifikant ab. Die Defizienz von Gzm A und B beeinflusst
dartiber hinaus die Entwicklung von L. sigmodontis. Gzm AxB KO und Gzm B KO Mé&use
wiesen wahrend der Infektion eine verminderte Anzahl an Wurmern in der Pleurahéhle
auf. Im Gegensatz dazu war die Anzahl der Wirmer in den Gzm A KO Mé&usen im
Vergleich zu WT Mé&usen an Tag 9 p.i. erhéht. Gleichzeitig waren die Wirmer aus den
Gzm A KO im Vergleich zu WT Wirmern an Tag 27 p.i. verkirzt.

Wahrend der Infektion war die Zytokin- und Antikdrperantwort in den Mé&usen
unterschiedlich ausgepragt: Gzm AxB KO Ma&use zeigten eine verstarkte Ty2-
Zytokinantwort bei gleichzeitig verminderter Ty1-spezifischer zellularer und humoraler
Immunantwort. Lymphozyten in der Pleurahéhle infizierter Tiere zeigten einen aktivierten
Phanotyp. Die Expression von CD69 konnte in B-Zellen durch Inkubation mit LsAg
gesteigert werden. Zudem konnte durch Restimulation der PleC mit Con A AICD in CD4"
T-Zellen ausgeldst werden. CD4* T-Zellen aus Gzm AxB KO Mé&usen wiesen dabei im
Vergleich zu WT CD4" T-Zellen eine verminderte Sterblichkeit auf. Eine langere
Stimulation der Zellen mit Con A oder LsAg hatte den Tod der meisten Lymphozyten zur
Folge. Die Proliferation der PleC war nach Stimulation im Vergleich zur Mediumkontrolle

sogar erniedrigt.
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4 DISKUSSION

Gegenstand dieser Arbeit war es, die Rolle von Gzm A und B wéahrend der Infektion mit
dem Nematoden L. sigmodontis zu untersuchen. Die Defizienz von Gzm A und B hatte
dabei einen Einfluss auf die zelluldre und humorale Immunantwort der Tiere sowie auf das
Uberleben aktivierter Lymphozyten. Darliber hinaus bestétigen die gewonnen Daten eine
Beteiligung von Granzymen an der Wanderung von Leukozyten und der Reifung von
Makrophagen. Daraus resultierend konnten Gzm AxB KO und Gzm B KO Mé&use die
Infektion mit L. sigmodontis besser abwehren als WT Mause. Gzm A KO Mause zeigten

dagegen eine schlechtere Abwehr gegen L. sigmodontis als WT Mause.

4.1 Induktion von Granzymen wahrend der Infektion mit
L. sigmodontis

Die Expression von Gzm A und B in Lymphozyten der Milz und der Pleurahdéhle wurde im
Verlauf der Infektion mit L. sigmodontis untersucht. Die durchflusszytometrische Analyse
zeigte im Vergleich zu naiven Mausen eine erhdhte Expression von Gzm A und B in
Milzzellen und PleC (siehe Abb. 3.13 und Abb. 3.15). Die Gzm-Expression folgte in beiden
Kompartimenten einer dhnlichen Kinetik: An Tag 9 p.i. war der Anteil Gzm exprimierender
Zellen am héchsten und nahm spéater wieder ab. In der Pleurahéhle, dem Ort, an dem sich
die Infektion manifestiert, war insbesondere die Gzm A-Expression in Lymphozyten stark
erhoht. Diese unterlag jedoch mit 1,5% bis 12,0 % (Mittelwert: 6,1 %) Gzm A"
Lymphozyten groBen Schwankungen. Eine Analyse auf zellularer Ebene ergab wéhrend
der Infektion eine Expression von Gzm A und B vorwiegend durch CD19* B-Lymphozyten
(siehe Abb. 3.14 und 3.15).

Nach Stimulation mit CpG Oligodeoxynukleotiden und IL-21 wurde fur die humane B-Zell-
Linie B-CLL und humane B-Zellen eine Expression von Gzm B nachgewiesen
(Jahrsdorfer et al., 2006). Die Expression von Gzm A und B wurde bisher noch nicht fur
primare murine B-Zellen diskutiert. Durch Stimulation mit LPS oder anti-BZR in
Anwesenheit von IL-4 konnte in dieser Arbeit eine Expression von Gzm A und B in B-
Zellen naiver WT Milzzellen angeregt werden (Abb. 3.2). Die Induktion von Gzm A und B
durch LPS kénnte zudem eine Erklarung fur die gesteigerte Expression von Gzm A und B
in B-Zellen wahrend der Infektion mit L. sigmodontis sein. Mit Ausnahme von

Acanthocheilonema viteae, Loa loa und O. flexuosa (Brattig et al., 2001; Hoerauf et al.,
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1999 & Taylor & Hoerauf, 1999) weisen die meisten bekannten Filarienspezies
intrazellulare Bakterien auf, die Uber LPS-ahnliche Moleklle das Immunsystem des Wirtes
aktivieren (Brattig et al., 2000; H & Legesse, 2007; Hise et al., 2007; Taylor, Cross & Bilo,
2000; Turner et al., 2006). Fur die Filarienspezies B. malayi und O. volvulus konnte dabei
eine Beteiligung der Rezeptoren TLR2 und TLR6 sowie dem Adaptormolekil MyD88
gezeigt werden (Brattig et al., 2004; Hise et al., 2007; Saint Andre et al., 2002; Taylor et
al.,, 2000). Das Wolbachienoberflachenprotein (wolbachia surface protein) WSP leitet
dagegen Signale lGber den LPS-Rezeptor TLR4 in Zielzellen (Brattig et al., 2004; Hise et
al., 2007). Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte kam es durch Stimulation von PleC
mit LsAg zu einer selektiven Aktivierung von B-Zellen, jedoch nicht von CD4* und CD8" T-
Zellen (Abb. 3.29). Somit enthalt LsAg Agenzien, welche B-Lymphozyten aktivieren. In
dieser Arbeit wurde Litomosoides Extrakt verwendet, der aus adulten weiblichen Wirmern
aus BALB/c Méausen hergestellt wurde. Da insbesondere die Entwicklung der weiblichen
Wirmer mit der Anwesenheit von Wolbachien korreliert (Arumugam, Pfarr & Hoerauf,
2008), enthalt LsAg neben den Litomosoides-Antigenen viele Wolbachienmolekiile.
Bisherige Studien haben eine Expression von TLR4 in murinen B- und T-Zellen gezeigt
(Cairns et al.,, 2006; Chearwae & Bright, 2008; Richard, Pierce & Song, 2008). Die
Expression des LPS-Rezeptors TLR4 auf T-Lymphozyten deutet darauf hin, dass
entweder WSP nicht das B-Zell-stimulierende Agens ist oder dass T-Zellen erst bei einer

hoheren WSP-Konzentration Uber den TLR4 aktiviert werden.

Eine zweite Erklarung fir die erhdhte Expression von Gzm A und B wéahrend der Infektion
konnte indirekt mit der Prédsenz der Wolbachien zusammenhéngen. Die intrazellularen
Bakterien in den Filarien induzieren im Wirt zu Beginn der Infektion eine Ty1-spezifische
Zytokinantwort (Lamb et al., 2004). Verschiedene Studien haben gezeigt, dass es in
Anwesenheit von pro-inflammatorischen Zytokinen wie IL-2, IL-12, IL-15, IL-21 und IFN-y
zu einer erhdhten Expression von Gzm A und B in Lymphozyten kommt (Janas et al.,
2005; Tamang et al., 2006; White et al., 2007; Zeng et al., 2005; Zhang, Zhang & Tian,
2008). Somit scheint die Expression von Gzm A und B in PleC und Milzzellen die
Zytokinsynthese wéhrend der Infektion zu reflektieren. Die durch Wolbachien verursachte
pro-inflammatorische Zytokinantwort flhrt in der frihen Phase der Infektion zu einer
Steigerung der Gzm-Expression. In der mittleren und spaten Phase der Infektion dominiert
dagegen eine Tu2-spezifische Zytokinantwort und es kommt in den Lymphozyten zu

einem Abfall der Gzm-Expression.

85



DISKUSSION

Welche Folgen hat nun die Expression von Gzm A und B in B-Zellen? Um die Frage zu
beantworten, ob B-Zellen andere Lymphozyten Gzm-abhéngig abtdten, wurde die Vitalitat
der Lymphozyten der Pleurahdhle untersucht. Ex vivo analysierte PleC zeigten nach
Farbung mit Pl und Annexin V vergleichbare Frequenzen friih und spat apoptotischer
Lymphozyten. Durch Vitalitatsfarbung mit Trypanblau konnte wahrend der Infektion
ebenfalls kein verstéarktes Absterben der WT PleC gegenliber Gzm defizienten PleC
beobachtet werden. Folglich hat die Prasenz von Gzm A und B in WT B-Zellen keine
direkte Auswirkung auf die Viabilitdt der Lymphozyten.

Allerdings scheint die Expression von Gzm B die Entwicklung der L. sigmodontis Larven
zu beginstigen. Diese Annahme wird durch einen Vergleich der Gzm-Expression in
resistenten C57BL/6 und suszeptiblen BALB/c Mausen bestatigt. PleC aus BALB/c
Mausen wiesen im Vergleich zu PleC aus C57BL/6 Mausen an Tag 28 p.i. eine hdhere
Expression von Gzm B, nicht aber von Gzm A auf (siehe Anhang Abb. 7.1). Die erhdhte
Expression von Gzm B korreliert somit mit einer erhéhten Suszeptibilitat fur die Infektion

mit L. sigmodontis.

4.2 Gzm A und B beeinflussen die Entwicklung von L. sigmodontis
in vivo

In der hier vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Defizienz von Gzm A und
B einen Einfluss auf die Entwicklung von L. sigmodontis in der C57BL/6 Maus hat (siehe
Abb. 3.17 und 3.18). Die Analyse der Wurmlasten in Gzm AxB KO Mausen und den
entsprechenden Einzel-KO Mé&usen ergab eine divergente Rolle von Gzm A und B.
Gzm AxB KO und Gzm B KO Mause wiesen im Vergleich zu WT Ma&usen in der
Pleurahéhle eine erniedrigte Anzahl an Wirmern auf. Im Gegensatz dazu fihrte die
Abwesenheit von Gzm A zu einer Erhéhung der Wurmlast. Dabei zeigte sich eine
Abhéangigkeit von der Héhe der infektidsen Dosis. Insbesondere bei Infektionen mit einer
hohen infektiésen Dosis waren die Wurmlasten in Gzm AxB KO und Gzm B KO Mausen
im Vergleich zu den WT Mausen niedriger. Bei einer mittleren Wurmlast hingegen waren
die Unterschiede weniger ausgepréagt. In Gzm A KO Mausen war die Anzahl der Wirmer
im Vergleich zur WT Maus bei einer mittleren infektiésen Dosis an Tag 9 p.i. und nicht an

Tag 26/27 p.i. verringert.
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Beim L&ngenwachstum zeigte sich in Abwesenheit von Gzm A eine Verkirzung der
L4/jungen adulten Wirmer, wohingegen die Wurmer aus Gzm AxB KO und Gzm B KO
Mausen die gleiche Lange wie WT Wirmer aufwiesen. Die Erklarung dafir kénnte sein,
dass es durch die erh6hte Anzahl der Wirmer in Gzm A KO M&usen zu einem Mangel an
Platz und Nahrstoffen kommt, welches die Entwicklung von Wirmern in den Gzm A KO
Mausen negativ beeinflusst (Cook & Roberts, 1991). Des Weiteren kénnten exkretorisch-
sekretorische Produkte der Wirmer fir andere Wirmer toxisch sein (Cook & Roberts,
1991) und damit zu einer Verminderung der Wurmanzahl in Gzm A KO Mausen zwischen

Tag 9 und Tag 27 p.i. fuhren.

Die morphologische Entwicklung der Wirmer wurde in der hier vorliegenden Arbeit nicht
weiter untersucht. Eine Unterscheidung zwischen méannlichen und weiblichen Wirmern ist
nicht mdglich, da sich in der resistenten C57BL/6 Maus nur junge adulte Wirmer
entwickeln. Zuséatzlich ergab eine mikroskopische Analyse der Hautung von L3 und L4
keine Unterschiede zwischen Gzm AxB KO und WT Mausen (Daten nicht gezeigt). Ein
Eindringen von Gzm A und B in die Wurmer konnte ebenfalls nicht nachgewiesen werden.
Zum einen war es nicht méglich, eine spezifische Farbung von Gzm A und B in Schnitten
von Granulomen und Wurmern zu etablieren, zum anderen lieB sich Gzm B nicht im
Western Blot in LsAg nachweisen (siehe Abb. 3.16). Als Positivkontrolle diente
aufgereinigtes murines Gzm B, welches dosisabhéngig als Proteinbande im Western Blot
dargestellt werden konnte. Da murines Gzm A nicht kommerziell erhéltlich ist, wurde

darauf verzichtet, LsAg auf dessen Prasenz hin zu untersuchen.

Somit konnte in dieser Arbeit keine direkte Interaktion von Gzm A und B mit den
verschiedenen Larvenstadien von L. sigmodontis nachgewiesen werden, was jedoch
aufgrund von methodischen Einschrédnkungen nicht ausgeschlossen werden kann.
Dennoch ist es wahrscheinlicher, dass die unterschiedlichen Wurmlasten und -l&ngen in

Gzm KO Mausen im Vergleich zu WT Mausen auf der Immunantwort des Wirtes basieren.

421 Welche Rolle spielt die infektiose Dosis bei der

Immunantwort?

Untersuchungen in der BALB/c Maus haben bestétigt, dass die Anzahl der Wirmer in der

Pleurahéhle mit der Entwicklung der Wirmer korreliert (Babayan et al., 2005). Bei
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Applikation von 200 infektiésen Larven kommt es im Vergleich zu 25 applizierten L3 zu
einer gestorten Entwicklung der Wirmer: Wurmlédnge, Bildung von MF und
Kopulationsorganen der méannlichen Wirmer sind beeintrachtigt (Babayan et al., 2005).
Die infektidse Dosis, mit der Mause infiziert werden, wirkt sich zudem auf die
Immunantwort des Wirtes aus. Bei der artifiziellen Infektion von BALB/c M&usen mit 200
L3 kommt es im Vergleich zu einer niedrigen infektidsen Dosis nach Stimulation mit Con A
in den drainierenden Lymphknotenzellen zu einer starkeren Tu2-spezifischen
Zytokinantwort (IL-4, IL-5 und IL-10). Gleichzeitig ist die Konzentration an IL-4 und IL-10
im Serum von BALB/c Mé&usen signifikant erhéht (Babayan et al., 2005). Untersuchungen
mit dem intestinalen Nematoden Strongyloides ratti weisen ebenfalls darauf hin, dass es
bei steigender Infektionslast zu einer Verstdrkung der Tu2-Antwort kommt, was
letztendlich eine verminderte Fitness der Parasiten zur Folge hat (Bleay et al., 2007;
Paterson & Viney, 2002).

In dieser Arbeit konnten bei einer mittleren infektisen Dosis an Tag 26 p.i. keine
unterschiedlichen Wurmlasten in Gzm AxB KO, Gzm B KO und WT Mausen
nachgewiesen werden. In Gzm AxB KO und Gzm B KO Ma&use war bei einer hohen
infektidsen Dosis die Anzahl der Wirmer im Vergleich zu WT M&usen vermindert. Die
Tu2-spezifische zellulare und humorale Immunantwort in Gzm AxB KO Mausen spielt
infolgedessen bei einer niedrigen und mittleren infektiésen Dosis nur eine untergeordnete
Rolle. Um dies zu verifizieren, muss die Immunantwort in Abhangigkeit von der infektidsen

Dosis weiter untersucht werden.

4.2.2 Divergente Rolle von Gzm A und B

Dass Gzm A und B die Immunantwort des Wirtes unterschiedlich modulieren, wird durch
die abweichenden Wurmlasten in den Einzel-KO Méausen deutlich und durch Experimente
in der Tumorimmunologie bestétigt. Die Beseitigung von Tumoren ist in Gzm A KO,
Gzm B KO und Gzm AxB KO Mausen unterschiedlich ausgepragt (Cao et al., 2007).
Gzm B gilt als wichtiger Mediator der Tumorbeseitigung durch CD8" T-Zellen und NK-
Zellen (Kanavaros et al., 2000). Dennoch beseitigen Gzm B defiziente Mause syngene
und allogene Tumoren effizienter als WT Mause. Gzm A KO Mause zeigen dagegen
einen Phanotyp, der dem von WT Mé&usen entspricht, wohingegen Gzm AxB defiziente

Mause suszeptibler fir Tumoren sind (Cao et al., 2007). Als Ursache wurde die Hemmung
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der tumorspezifischen NK-Zellen und CD8" T-Zellen durch Gzm B* Treg postuliert (Cao et
al., 2007). Da Treg Effektorzellen Gzm B-abhangig abtdten, fuhrt die Abwesenheit von

Gzm B in Gzm B KO Mausen zu einer verbesserten Abwehr gegen die Tumoren.

Um zu Uberprifen, ob die verringerte Wurmlast in Gzm AxB KO und Gzm B KO Mausen
im Vergleich zu WT Mausen auf einem &hnlichen Mechanismus basiert, wurde die
Expression des Treg-spezifischen Transkriptionsfaktor Foxp3 und die Koexpression der
Proteasen Gzm A und B untersucht. Die durchflusszytometrische Analyse erfolgt mit WT
PleC an Tag 7 und 9 p.i.. Zu diesen Zeitpunkten war der Anteil Foxp3*" und Gzm*
Lymphozyten am hdchsten. Dessen ungeachtet konnten keine Gzm A oder B
exprimierenden Treg (Foxp3*) in der Pleurahéhle von WT Mausen nachgewiesen werden
(siehe Abb. 3.15). Die verminderten Wurmlasten in Gzm AxB KO und Gzm B KO Méausen

sind somit nicht auf die Treg-abhangige Suppression der Immunantwort zuriickzufthren.

Die ahnlichen Wurmlasten in Gzm AxB KO und Gzm B KO Mausen sprechen fiir eine
Dominanz von Gzm B gegeniber Gzm A. Die Gzm A Defizienz fuhrt zwar zu einer
Erhéhung der Wurmlast, dennoch scheint das gleichzeitige Fehlen von Gzm B einen
starkeren Einfluss auf den Phanotyp bei der Infektion mit L. sigmodontis zu haben.

In Gzm A KO Mausen scheint ein anderer Wirkmechanismus als in Gzm AxB KO und
Gzm B KO Mausen vorzuliegen (siehe Abschnitt 4.3.4). Vom Zentrum fir Integrative
Biologie in Zirich wurde eine RT-PCR mit den RNA-Proben aus der
Genexpressionsanalyse durchgefuhrt. Gegenstand der Untersuchung waren spezifische
Marker fur AAMO und CAM@ (siehe Anhang Abb. 7.2). Gzm A KO Mé&use wiesen auf
mRNA-Ebene im Vergleich zu WT Mé&usen eine deutliche Erhéhung AAM@-spezifischer
Marker wie Fizz1, Ym1, Arginase und Amcase auf. Analog dazu konnte im Vergleich zu
WT Mausen eine Reduktion der induzierbaren NO-Synthase (iNOS) in den Gzm A KO
Mausen nachgewiesen werden. INOS ist ein klassischer Marker fir CAM@ und férdert die
Bildung von Stickstoffmonoxid, einem wichtigen Effektormechanismus von Phagozyten.
Gzm AxB KO und WT Méuse zeigten auf mRNA-Ebene eine &hnliche Verteilung der
AAM@- und CAM@-spezifischen Transkriptionsfaktoren und Enzyme. Die Daten weisen
auf eine erhdhte Anzahl an AAM@ in der Pleurahéhle von Gzm A KO Mausen hin, welche
trotz Gzm A Defizienz nicht in den Doppel-KO Mausen auftritt. Da die Expression von
Gzm A bisher nicht fir Makrophagen beschrieben wurde, sind die Grinde hierfliir unklar.

Fiar humanes Gzm A konnte bereits sehr frih gezeigt werden, dass es die
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Phagozytoseaktivitdt von Monozyten signifikant steigert (Sower et al., 1996a). Gleichzeitig
wird die Produktion von IL-6, IL-8 und TNF-a durch Monozyten und Makrophagen
gefordert (Sower et al.,, 1996a; Yoshikawa et al., 2008). Somit scheint humanes Gzm A
die Generierung von CAM@ zu induzieren. In der Annahme, dass humanes und murines
Gzm A einen ahnlichen Einfluss auf Monozyten hat, wirde die Abwesenheit von Gzm A
die Bildung von AAM@ verstarken. Initial wird die Generierung von AAMOJ wahrend der
Wiirmerinfektion durch Wundheilungsprozesse induziert (Loke et al., 2007). lhre Prasenz
wurde bereits bei Infektionen mit verschiedenen Nematoden wie B. malayi (Loke et al.,
2002; MacDonald et al., 1998), Nippostrongylus brasiliensis (Pesce et al., 2006) und
Heligmosomoides polygyrus (Anthony et al., 2006) und auch in der BALB/c Maus fur
L. sigmodontis (Taylor et al., 2006) nachgewiesen. Dabei zeigte sich, dass AAMQ die
Immunantwort des Wirtes modulieren und die Etablierung der Wurmerinfektion férdern
(Nair et al., 2005; Taylor et al., 2006). Die in dieser Arbeit erhobenen Daten bestéatigen die
Prasenz von AAMO wéhrend der Infektion mit L. sigmodontis. In den Gzm A KO Méausen
scheint der erhéhten Anteil an AAMO zu einer verstarkten Suppression der Immunantwort
zu fdhren. Infolgedessen kdnnen sich die Larven in den Gzm A KO Mausen besser als in

den WT Mausen entwickeln.

4.3 Funktionelle Relevanz der Gzm A und B Defizienz

4.3.1  Einfluss auf die Zytokinantwort

Die Immunabwehr gegen L. sigmodontis wird sehr stark von der Zytokinantwort des
Wirtes beeinflusst. Fir B. malayi wurde gezeigt, dass Wolbachien insbesondere im
Stadium der infektidsen Larve eine pro-inflammatorische Immunantwort in M&ausen
induzieren (Lamb et al., 2004). Immunisierungen von BALB/c Mausen mit WSP fihrt im
Tu1-Kontext zu einem gesteigerten Uberleben von L. sigmodontis (Lamb et al., 2008).
AuBerdem konnte flr B. malayi gezeigt werden, dass IFN-y produzierende NK-Zellen fir
die Entwicklung von B. malayi Larven von Vorteil sind (Babu et al., 1998). Der humane
Hakenwurm Nekator americanus sezerniert zudem ein Protein, dass an NK-Zellen bindet
und diese IL-2 abhangig zur Produktion von IFN-y anregt (Hsieh et al., 2004). Die initiale

Tu1-spezifische Zytokinantwort, ausgeltst durch die bakteriellen Endosymbionten, hemmt
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die Ausbildung einer protektiven Tu2-Antwort und férdert damit das Uberleben der
Wiirmer (Lamb et al., 2008; Ravindran, 2001). Unterstitzt wird diese Hypothese dadurch,
dass Tu2-Zellen Resistenz gegen L. sigmodontis in BALB/c und C57BL/6 Mausen
vermitteln (Le Goff et al., 2002; Specht et al., 2004; Volkmann et al., 2003).

Die in dieser Arbeit erhobenen Daten bestatigen diesen Zusammenhang. Con A-
stimulierte PleC von Gzm AxB KO Mausen sezernierten in der friihen Phase der Infektion
weniger IFN-y als WT PleC. Analog dazu war die Ty2-spezifische IL-5-Antwort an
Tag 27 p.i. starker ausgepragt als in den WT PleC und die Mause waren gleichzeitig in
der Lage, die Infektion gegen L. sigmodontis besser zu bekdmpfen als WT Mause. Die
Ergebnisse deuten somit darauf hin, dass Tu2-Zellen wichtig fir die Abwehr gegen
L. sigmodontis sind.

Der Grund fur die verminderte IFN-y-Antwort der Gzm AxB defizienten PleC an Tag 9 p.i.
koénnte in der verminderten Produktion von IL-2 durch Milzzellen naiver M&use liegen. IL-2
ist ein wichtiger Wachstumsfaktor fir NK- und T-Zellen und férdert die Synthese von IFN-y
in humanen NK-Zellen (Fehniger et al., 2003). Damit Ubereinstimmend zeigten naive
Milzzellen in Abwesenheit von Gzm A und B zum einen eine verminderte Proliferation und
zum anderen war die Synthese von IFN-y von Gzm AxB defizienten PleC an Tag 9 p.i.
niedriger als in WT M&usen. Die Analyse der Zellkomposition mittels Durchflusszytometrie
ergab eine erniedrigte NK-Zell-Frequenz an diesem Zeitpunkt der Infektion in der
Pleurahéhle von Gzm AxB KO Mausen im Vergleich zu WT Méausen (siehe Abb. 3.21).
Der erniedrigte Anteil an NK-Zellen konnte jedoch nicht mit der verminderten IFN-y-
Synthese, korreliert werden. Nach Stimulation von PleC (Tag 9 p.i.) fir 6 h war der Anteil
IFN-y* NK-Zellen und Gesamt-Lymphozyten in den Gzm AxB KO und WT Mé&usen gleich
hoch. Aufgrund der Verwendung unterschiedlicher Stimuli und Inkubationszeiten konnte
nicht abschlieBend geklart werden, welche Zellen in den Gzm AxB KO PleC eine
verminderte Produktion von IFN-y aufweisen. Die Verwendung von PMA/lonomycin erwies
sich in diesem Zusammenhang als problematisch. Dieser sehr potente Stimulus induzierte
in Gzm AxB KO und WT Zellen eine starke Zytokinantwort. Folglich konnten marginale
Unterschiede zwischen Gzm AxB KO und WT Mausen zwar im ELISA, nicht aber im
Durchflusszytometer bestatigt werden. Beispielsweise konnte die verminderte IL-2-
Synthese durch Milzzellen von naiven und OVA/Freund’s Adjuvans immunisierten
Gzm AxB KO Mausen im Vergleich zu WT Ma&ausen (siehe Abb. 3.3 und 3.5) nach

Stimulation mit PMA/lonomycin nicht bestatigt werden (siehe Abb. 3.4). Die Stimulation
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der Milzzellen mit Con A zeigte dagegen, dass die verminderte IL-2-Konzentration auf
eine verminderte Synthese durch CD4" T-Zellen in Abwesenheit von Gzm A und B

zurtckzufthren war.

Die Expression des Ty2-Zytokins IL-5 wurde an Tag 27 nach Infektion mit L. sigmodontis
mittels Durchflusszytometrie verifiziert. Der Anteil IL-5 produzierender CD4*T-Zellen war in
der Pleurahéhle von Gzm AxB KO im Vergleich zu WT Méausen erhdht (siehe Abb. 3.25).
IL-5 ist in der BALB/c Maus fir die Abwehr gegen L. sigmodontis essenziell. Durch
Aktivierung von Eosinophilen und Neutrophilen induziert IL-5 die Umkapselung und
Beseitigung der Wirmer aus dem Organismus (Al-Qaoud et al., 2000; Martin et al.,
2000b; Saeftel et al., 2003). IL-5 defiziente Mause zeigen im Vergleich zu WT BALB/c
Mausen eine 100-fach héhere und verlangerte Mikrofilardmie sowie eine stark erhohte
Wurmlast (Volkmann et al., 2003). Analog dazu sind IL-5 transgene Mause in der Lage,
die Infektion mit L. sigmodontis schneller zu beseitigen als WT Mause (Martin et al.,
2000b). In einer einzigen Studie wurde der Verlauf der Infektion in Abwesenheit von IL-5
in der resistenten C57BL/6 Maus untersucht. Die Infektion mit 25 L3 fihrt in IL-5 KO und
WT C57BL/6 Mausen zu einer vergleichbaren Anzahl an Wurmern in der Pleurahdhle (Le
Goff et al.,, 2000). Eine Verminderung der protektiven Immunantwort in den IL-5 KO
Mé&usen im Vergleich zu C57BL/6 WT M&usen, tritt dagegen auf, wenn die Mé&use vor der
Infektion mit bestrahlten Larven immunisiert werden (Le Goff et al., 2000). In dieser Studie
wurden die Mause mit eine sehr niedrigen infektiésen Dosis artifiziell infiziert. Bei der
artifiziellen Infektion werden infektiése Larven aus Milben isoliert und den Ma&usen
subkutan verabreicht. Untersuchungen in unserem Labor, die von anderen
Arbeitsgruppen bestatigt wurden (Babayan et al., 2005), zeigen, dass der Weg der
Applikation die Immunantwort beeinflusst. Unter Verwendung verschiedener
Infektionsmodelle wurde gezeigt, dass der Speichel, der vom Vektor gleichzeitig mit dem
Pathogen Ubertragen wird, die Immunantwort des Wirtes hemmt und die Etablierung der
Infektion férdert (Bishop et al., 2006; Norsworthy et al., 2004)

Die niedrigeren Wurmlasten in den Gzm AxB KO Mé&usen korrelierten mit der gesteigerten
IL-5-Synthese und deuten somit auf eine wichtige Rolle des Ty2-Zytokins IL-5 in der

Immunabwehr der resistenten C57BL/6 Maus hin.
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4.3.2 Einfluss auf die humorale Immunantwort

Die humorale, L. sigmodontis-spezifische Immunantwort, welche die Zytokinantwort
reflektiert, war in den Gzm AxB KO und WT Mausen unterschiedlich ausgepragt. 1gG1
und IgM waren die dominierenden Immunglobuline an Tag 27 p.i. im Plasma beider
Mé&use. Eine Titration ergab einen signifikant héheren LsAg-spezifischen IgM-Titer in den
Plasmen der Gzm AxB KO Mause, wahrend die LsAg-spezifischen IgG1-Titer in beiden
Mausen gleich hoch waren (siehe Abb. 3.30B).

Die Beteiligung von IgM an der Immunantwort gegen Wurmer wurde bereits fir die
Filarien L. sigmodontis (Al-Qaoud et al., 1998) und B. malayi (Paciorkowski et al., 2000;
Rajan, Ramalingam & Rajan, 2005) sowie fir den Nematoden Strongyloides stercoralis
(Herbert et al., 2000) gezeigt. Das von B1-Zellen sezernierte natirliche IgM bindet an
Phosphorylcholin infektiéser L. sigmodontis Larven und l6st damit eine protektive
Immunantwort gegen die Wiirmer aus. Aquivalent dazu haben BALB/c Mause mit einer
B1-Zell-Defizienz héhere Wurmlasten als WT Mause (Al-Qaoud et al.,, 1998). In der
resistenten C57BL/6 Maus scheinen B-Zellen dagegen nur eine untergeordnete Rolle zu
spielen: uMT Mause, die eine B1- und B2-Zell-Defizienz aufweisen, beseitigen die
Infektion mit L. sigmodontis &hnlich effizient wie WT Mause (Le Goff et al., 2002; Martin et
al., 2001). Die héheren IgM-Titer, welche mit den niedrigeren Wurmlasten in Gzm AxB KO
im Vergleich zu WT Méausen korrelieren, deuten jedoch auf eine Beteiligung von B1-Zellen
in der protektiven Immunantwort in der resistenten C57BL/6 Maus hin.

Die Analyse weiterer LsAg-spezifischer Immunglobuline zeigte in Gzm AxB defizienten
Mé&usen eine Reduktion der Ty1-assoziierten Isotypen IgG2c, 1IgG3 und IgG2b, die unter
dem Einfluss von IFN-y produzierenden T-Zellen gebildet werden (Mosmann & Coffman,
1989). Der Klassenwechsel zum Isotyp IgG2b kann dariber hinaus auch
thymusunabhéngig, also ohne T-Zell-Hilfe, von B-Lymphozyten durchgefiuhrt werden.
Murine Milzzellen produzieren unter dem Einfluss von LPS IgG2b-Antikérper. Die
simultane Gabe von LPS und IL-4 hemmt, wahrend LPS zusammen mit TGF-3, den
Klassenwechsel zu IgG2b férdert (Lettesjo, Ridderstad & Moller, 1997). Der Isotyp 1gG2b
war im Plasma von Gzm AxB defizienten M&usen an Tag 9 und Tag 26/27 nach Infektion
mit L. sigmodontis signifikant erniedrigt. Mittels intrazellularer FACS-Analyse konnte in
dieser Arbeit gezeigt werden, dass an Tag 27 p.i. PleC von Gzm AxB KO Mausen mehr

Tu2-spezifische Zytokine wie IL-5 exprimieren als WT PleC. Infolgedessen kdnnten T,2-
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Zellen in Gzm AxB KO Mausen unter dem Einfluss von LPS-ahnlichen Molekulen der
Wolbachien zu einer Hemmung der IgG2b-Produktion im Vergleich zu WT Mausen
beitragen. Uber die Funktion von IgG2b wahrend der Infektion mit Filarien liegen bislang
keine Daten vor.

Experimente, in denen die Mause mit OVA in Anwesenheit von Alum oder Freund’s
Adjuvans immunisiert wurden, bestatigten die unterschiedliche humorale Immunantwort
von Gzm AxB KO und WT Mausen. Nach Immunisierung mit OVA und Alum wurden die
OVA-spezifischen IgG1- und IgM-Titer in den Plasmen beider Mause bestimmt. Im
Gegensatz zur Infektion waren die OVA-spezifischen IgM-Titer in beiden M&usen gleich
hoch. In Abwesenheit von Gzm A und B zeigte sich jedoch eine verstarkte 1gG1-Antwort
im Vergleich zu WT Mausen (Abb. 3.10A). Der Klassenwechsel zu IgG1 wird priméar Gber
IL-4 gesteuert, dennoch ist die IgG1-Antwort ebenfalls unter Ty1-Bedingungen ausgepragt
(Lamb et al., 2008). Dass die IgG1-Antwort wahrend der Infektion nicht unterschiedlich,
war, kdnnte mit der komplexeren Zytokinantwort wahrend der Infektion mit L. sigmodontis
zusammenhangen. Die héheren OVA-spezifischen IgG1-Titer in den Gzm AxB KO im
Vergleich zu WT Mé&usen deuten jedoch auf eine dominierende Tn2-spezifische
Zytokinantwort wahrend der Immunisierung hin. Dazu passend bildeten Gzm AxB KO im
Gegensatz zu WT Mausen wahrend der Immunisierung mit OVA und Freund’s Adjuvans

eine schwéachere Ty1-spezifische IgG2b-Antwort aus (siehe Abb. 3.10B).

Insgesamt deuten die wahrend Infektion und Immunisierung gewonnen Daten auf
Immunglobulin-Ebene darauf hin, dass die Zytokinantwort in Gzm AxB KO und WT
Méausen unterschiedlich reguliert ist. Die Verminderung der Tyl1-spezifischen
Zytokinantwort wird insbesondere durch die niedrigere 1gG2b-Antwort in Gzm AxB KO

Mausen im Vergleich zu WT Mausen reflektiert.

4.3.3 Einfluss auf die Wanderung und Reifung von Leukozyten

In verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass Gzm A und B extrazellulare Matrixproteine
degradieren kénnen und dabei die Wanderung von Zellen beeinflussen (Buzza et al.,
2005). Nach naturlicher Infektion durch den Biss einer infizierten Milbe erreichen die
infektidsen Larven zwischen Tag 4 und 5 p.i. die Pleurahdhle. Zeitversetzt erfolgt ein
Einwandern von Effektorzellen. Abschnitt 3.2.4.1 beschreibt die Charakterisierung der in

die Pleurahdhle eingewanderten Zellen. An Tag 7 p.i. waren weniger Zellen in der
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Pleurahéhle von Gzm AxB KO Mausen als in WT Méausen. Zwei Tage spater (Tag 9 p.i.)
hatten sich die Zellzahlen in den beiden Mausen wieder angeglichen, zeigten dennoch in
Abwesenheit von Gzm A wund B eine tendenzielle Verminderung. Mittels
Durchflusszytometrie konnte an Tag 9 p.i. im Vergleich zu WT M&usen eine prozentuale
Reduktion der NK-Zellen in den Gzm AxB KO festgestellt werden. Gleichzeitig war der
Anteil an B-Zellen, CD4* und CD8"* T-Zellen und Treg durch die Abwesenheit von Gzm A
und B nicht beeinflusst. Zu spateren Zeitpunkten (Tag 27 p.i. und Tag 35 p.i.) waren
ebenfalls keine Unterschiede bezlglich der Zellzahlen oder der Lymphozyten zwischen
Gzm AxB KO und WT Méausen messbar.

Eine Einteilung von Granulozyten, Makrophagen und Lymphozyten anhand des FSC/SSC
ergab ebenfalls keine Ungleichheiten der Leukozytenanteile in der Pleurahdhle von
Gzm AxB KO und WT Mé&usen. Die Bestimmung des prozentualen Anteils an Leukozyten
stellt eine sehr ungenaue Methode dar, welche keine Aussagen Uber die genaue Anzahl
der Zellen zum jeweiligen Zeitpunkt der Infektion zuldsst. Dennoch liefert die
Genexpressionsanalyse an Tag 7 p.i. (siehe Abschnitt 3.2.5) Hinweise fir eine
Beeintrachtigung der Monozyten/Makrophagen. Hierbei zeigte sich eine Verminderung der
RNA for CCR3, MMP-12 und TIMP-1 in Gzm AxB defizienten PleC im Vergleich zu WT
PleC. CCR3 wird von Eosinophilen (Ponath et al., 1996), Basophilen (Uguccioni et al.,
1997), Makrophagen (Moon et al., 2007), Mastzellen (Ochi et al., 1999), Ty2-Zellen
(Sallusto, Mackay & Lanzavecchia, 1997) und Keratinozyten (Petering et al., 2001)
exprimiert. CCR3 ist als Rezeptor flir CCL11 (Eotaxin), CCL3, 4, 7, 8 und 14 sowie CCL5
(RANTES) beschrieben (Elsner, Escher & Forssmann, 2004) und beeinflusst somit die
Migration verschiedener Zelltypen. Matrix Metalloproteinasen reprasentieren eine Gruppe
von Proteasen, die wie Gzm A und B extrazellulare Matrixproteine degradieren kdénnen
(Giannelli et al., 1997; Nakamura et al., 2000; Overall, 2002). In vitro Versuche haben
gezeigt, dass die Matrix Metalloelastase MMP-12 als Marker fir Makrophagen fungiert
(Kahnert et al., 2006; Marsland et al., 2008). Die Aktivitat von MMP-12 wird durch seinen
natdrlichen Inhibitor TIMP-1 gehemmt (Chirco et al., 2006). Die Verminderung von CCR3,
MMP-12 und TIMP-1 deutet somit auf eine Beeintrdchtigung von Makrophagen in der
Pleurahéhle von Gzm AxB KO Mé&usen hin. Die drastische Reduzierung von CCR3 im
Abwesenheit von Gzm B kann zudem die Migration weiterer Zelltypen wie Granulozyten,

Mastzellen, aber auch NK-Zellen beeinflussen. Somit wére es denkbar, dass die
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Verminderung der NK-Zellen an Tag 9 p.i. auf der verminderten Expression von CCR3 an

Tag 7 p.i. basiert.

Eine Beeintrachtigung der Leukozytenwanderung wurde auch in Thioglykolat-behandelten
Mé&usen deutlich. Sieben Tage nach Injektion von Thioglykolat wiesen Gzm AxB KO
Mé&use im Vergleich zu WT M&usen eine verénderte Leukozytenzusammensetzung auf
(sieche Abb. 3.12). Der verminderte Anteil an Neutrophilen und B1-Zellen, sowie der
erhdhte Anteil an Eosinophilen und F4/80™™* Makrophagen deuten auf eine
veranderte Migration der Zellen in Abwesenheit von Gzm A und B hin. Eine Expression
von Gzm A und B konnte zwar weder wéhrend der Infektion mit L. sigmodontis noch in
den Thioglykolat-induzierten Peritonealexudatzellen in Makrophagen nachgewiesen
werden (Daten nicht gezeigt), dennoch scheint die Defizienz von Gzm A und/oder B nicht
nur die Wanderung sondern auch die Reifung von Makrophagen zu beeinflussen.
Untersuchungen mit der humanen Makrophagen-Zell-Linie THP-1 (human acute
monocytic leukemia cell line) bestétigen dies (Kim et al., 2007). Agenzien, die die Reifung
von Makrophagen induzieren — wie DMSO, PMA und extrazelluldre Matrixproteine —
fuhren zur Expression von Gzm B in THP-1-Zellen. Daher vertreten die Autoren die
Hypothese, dass Gzm B fir die Makrophagendifferenzierung relevant ist (Kim et al.,
2007). Der niedrigere prozentuale Anteil an F4/80"°°" Makrophagen in den Gzm AxB im
Vergleich zu WT Mausen koénnte somit als Folge einer gestérten Entwicklung von
Monozyten zu Makrophagen in Abhangigkeit von Gzm B interpretiert werden.

Die unterschiedlichen Zellzahlen und Unterschiede in der Genexpression an Tag 7 p.i.
unterstreichen, dass die Immunantwort in der frihen Phase der Infektion in Gzm AxB KO
Mé&usen von WT Mausen abweicht. Diese sind jedoch, da der Wurm ein sehr starker

Stimulus ist, zu spateren Zeitpunkten der Infektion weniger stark ausgepragt.

4.3.4 Einfluss auf die Induktion von Zelltod und AICD

Hauptaufgabe von Gzm A und B ist die Induktion von Zelltod in Zielzellen. Dennoch
kénnen Zellen, die eine Defizienz beider Granzyme aufweisen, Zielzellen effizient abtéten
(Simon et al., 1997; Smyth, Street & Trapani, 2003; Waterhouse et al., 2006). Zelltod,
induziert durch CTL von Gzm AxB KO Mausen, folgt dabei einer dhnlichen Kinetik, weist
jedoch in der morphologischen Abfolge der Ereignisse Unterschiede im Vergleich zu WT

CTL auf (Waterhouse et al., 2006). Apoptose, verursacht durch WT CTL, folgt einem
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dreistufigen Prozess. In der ersten Phase (nach ca. 50 min) kommt es zum ,membrane
blebbing®, der Abschnilrung kleiner Vesikel. In der zweiten Phase wird PS auf die
AuBenseite der Plasmamembran der apoptotischen Zelle verlagert. Die Exposition von PS
kann nach ca. 1 h 20 min mittels Annexin V nachgewiesen werden. In der letzten Phase
verlieren die Zellen ihre Membranintegritat, was in vitro durch die Aufnahme von PI (nach
ca. 2 h 30 min) nachgewiesen werden kann. Die Zeitspanne bis die Zielzellen (MS9lI-
Zellen) Annexin V*PI* sind, dauert nach Inkubation mit WT und Gzm AxB KO CTL gleich
lang (Waterhouse et al., 2006). Einzig die Phase friih apoptotischer Zellen (Annexin V*PI)
ist unter Verwendung von Gzm AxB KO CTL stark verkurzt. Exposition von PS und
Verlust der Membranintegritat finden zeitgleich statt (Waterhouse et al., 2006). Dies steht
im Widerspruch zu einer 2005 erschienenen Arbeit, die in Abwesenheit von Gzm B
vermehrt friih apoptotische und weniger spat apoptotische Zielzellen ermittelte (Revell et
al., 2005). Dabei wurde die Induktion von Zelltod durch CTL oder lymphokinaktivierte
Killerzellen als Einbau von 7-AAD in Zielzellen (Tumorzell-Linien P815 und TAS3)
gemessen. Es zeigte sich eine erhéhte Anzahl groBer 7-AAD"™" exprimierender Zielzellen
in den Ansétzen mit Gzm B defizienten CTL im Vergleich zu WT CTL. Diese Zellen
wurden als frih apoptotisch interpretiert. Die gleichzeitige Abnahme kleiner 7-
AAD"edrgundhoch oy hrimierender Zellen wurde als Verringerung spét apoptotischer Zellen
interpretiert. Die Einteilung in friih und spéat apoptotische Zellen aufgrund ihrer GréBe und
des Einbaus von 7-AAD basierte auf Untersuchungen von Lecoeur et al. (Lecoeur, de
Oliveira-Pinto & Gougeon, 2002; Lecoeur et al., 2001). Allerdings erscheint die
Charakterisierung sterbender Zellen anhand der Héhe des eingebauten 7-AADs logischer.
Hierbei werden 7-AAD" Zellen als lebend definiert. Friih apoptotische Zellen sind 7-
AAD™™edE nd spat apoptotische Zellen sind 7-AAD™" (Gaforio et al., 2002; Philpott et
al., 1996). Die unterschiedlichen Methoden und Interpretationsansatze machen
es schwierig, die Induktion von Zelltod durch Gzm AxB KO, Gzm B KO und WT CTL
miteinander zu vergleichen. Fest steht jedoch, dass die Signalkaskade in Zielzellen in
Abwesenheit von Gzm A und/oder B eine andere Qualitat hat. Bestéatigt wird dies durch
die Beobachtung, dass Gzm AxB KO CTL im Gegensatz zu WT CTL caspaseunabhangig
DNA-Fragmentation in Zielzellen induzieren (Davis, Smyth & Trapani, 2001).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Vitalitat von PleC an Tag 9 nach Infektion mit
L. sigmodontis anhand einer Annexin V- und PI-Farbung im Durchflusszytometer

bestimmt (siehe Abschnitt 3.2.4.4). Ex vivo zeigten Lymphozyten von Gzm AxB KO und
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WT Mausen einen vergleichbaren Anteil friih und spét apoptotischer Lymphozyten. Der
Anteil Annexin V* Lymphozyten lag dabei unter 10 %. Die Induktion von Zelltod in
Effektorzellen durch Gzm exprimierende Zellen am Ort der Infektion spielt folglich eher

eine untergeordnete Rolle.

Neben dem Abtdten von Zellen basiert der AICD in Ty2-Zellen auf einer Signalkaskade,
die durch Gzm B initiiert wird (Devadas et al., 2006). Im Rahmen dieser Arbeit wurde
AICD in Milzzellen naiver Mause und in PleC an Tag 7 p.i. untersucht. Als
Nachweismethode diente der Einbau von 7-AAD. Durch Stimulation und Restimulation mit
anti-CD3 konnte AICD in Gesamt-Milzzellen naiver Mause ausgelést werden (siehe
Abb. 3.8). Eine signifikant erhdhte Inkorporation von 7-AAD deutete nach Restimulation
mit anti-CD3 auf erhdhtes Absterben der Zellen hin. Milzzellen, die nur einmal mit anti-
CD3 stimuliert wurden, zeigten eine mit der Mediumkontrolle vergleichbare 7-AAD-
Aufnahme. Insgesamt konnte jedoch kein Unterschied zwischen Gzm AxB KO und WT
CD4" T-Zellen nachgewiesen werden.

Im Gegensatz dazu waren Gzm AxB defiziente CD4" T-Zellen wahrend der Infektion mit
L. sigmodontis weniger suszeptibel fur AICD als WT CD4* T-Zellen (siehe Abb. 3.28).
AICD wurde dabei nach zweistliindiger polyklonaler Stimulation von PleC mit Con A
analysiert. Eine langere Stimulation der PleC Uber 72 h wie bei den Proliferationsansétzen
zeigte keine unterschiedliche Sterberate in Abwesenheit von Gzm A und B (siehe Abb.
3.27). Unabhéngig vom verwendeten Stimulus lag der Anteil toter und apoptotischer
Zellen nach 72 h bei mehr als 50 %. Anhand der Mediumkontrolle zeigte sich, dass ein
betrachtlicher Anteil der Lymphozyten bereits aus der Zellkultur verschwunden war. Dabei
kann postuliert werden, dass Phagozyten die apoptotischen Zellen aufgenommen haben
und diese somit nicht mehr in die Analyse eingingen (Cao et al., 2007). Die Apoptoserate
wurde nach Stimulation der PleC fir 72 h ohne vorherige Oberflachenférbung mithilfe von
Annexin V und Pl bestimmt. Flr den langeren Stimulationszeitraum kann folglich nur eine
Aussage zu den Lymphozyten in der Pleurahohle, nicht aber zu den CD4* T-Zellen im
Speziellen getroffen werden. Es ist somit moglich, dass der Anteil CD4* T-Zellen in den
Gzm AxB KO PleC im Vergleich zu WT PleC vermindert ist, dieses aber durch andere tote

Zellpopulationen Uberlagert wird.

Devadas et al. konnten unter Verwendung von Milzzellen zeigen, dass Tn2-Zellen aus

Gzm B KO Mausen weniger an AICD versterben als WT Ty2-Zellen (Devadas et al.,
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2006). Im Unterschied zu der hier vorliegenden Arbeit wurden Gzm B KO Mé4use
verwendet, welche auf dem Hintergrund der 129/Svd Maus mit dem CreLox System
generiert wurden (Revell et al., 2005). Zellen von C57BL/6 Mausen zeigen nach neuesten
Daten im Gegensatz zu Zellen der 129/Svd Méause eine héhere Sterberate. In 129/SvJ
Mausen sind dagegen die Uberlebenssignale stirker ausgepragt als C57BL/6 Mausen (Ni
et al., 2008). In der hier vorliegenden Arbeit wurden Ty1- und Ty2-Zellen nicht differenziert
betrachtet, sondern lediglich anhand der Farbung mit anti-CD4 identifiziert. Devadas et al.
haben fur den Nachweis des AICD zuvor Ty1- und Tu2-Zellen aus Milzzellen generiert.
Vorteil dieser kostenintensiven Methode ist die gezieltere Betrachtung der einzelnen
Zelltypen. Da Milzzellen der C57BL/6 M&ause im Vergleich zu 129/Svd Mausen eine
starkere Tendenz haben, durch AICD und ACAD zu sterben, kénnen potenzielle
Unterschiede zwischen den Gzm AxB KO und WT Mausen durch den Tod weiterer CD4*
T-Zellen wie Ty1-Zellen, Treg oder Ty17-Zellen Uberlagert werden. Bisher gibt es kaum
Daten zum AICD in Treg oder Ty17-Zellen. Zudem ist unklar, ob verwaiste Granzyme die
Funktion von Gzm A und B in der C57BL/6 Maus kompensieren kénnen. Die in dieser
Arbeit verwendeten Gzm AxB KO und Gzm B KO Méause weisen im Gegensatz zu den
von Devadas et al. verwendeten Mausen (Devadas et al., 2006; Revell et al., 2005) eine
verminderte Expression genabwarts lokalisierter Granzyme C, D und F in NK-Zellen und
lymphokinaktivierten Killerzellen auf (Pham et al., 1996; Revell et al., 2005; Waterhouse et
al., 2006). Bei diesen verwaisten Granzymen wurde fir Gzm C bereits gezeigt, dass es
perforinabhdngig Apoptose induziert (Johnson et al., 2003; Trapani & Smyth, 1993).
Voraussetzung flur weitere Untersuchungen, die den Einfluss der verwaisten Granzyme
verifizieren, ist die kommerzielle Erwerbbarkeit spezifischer Antikdrper und Reagenzien.
Insgesamt deuten die Daten darauf hin, dass Zelltod in Gzm AxB KO und WT Mausen
unabhé&ngig vom Hintergrund unterschiedlich reguliert ist. Abgeleitet von den Daten von
Devadas et al. wurde ein Modell fir AICD in WT Ty2-Zellen postuliert (Zheng & Lenardo,
2006), welches Abb. 4.1 schematisch zeigt.
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Abb. 4.1: AICD in WT Mé&usen. Restimulierung des TZR induziert AICD in bereits
stimulierten CD4" T-Zellen. Ty1-Zellen gehen nach Ligation von Fas mit FasL auf der
gleichen Zelle oder auf benachbarten T-Zellen caspaseabhéngig zugrunde. In Ty2-Zellen
wird AICD durch Gzm B vermittelt. Eine Hemmung des Gzm B Signalweges erfolgt in
Tu1-Zellen Gber den Inhibitor SPI-6. Ty2-Zellen hemmen den caspaseabhéangigen AICD
Uber die Expression von FAP-1. Tyl- und Ty2-Zellen von WT Mausen kdnnen
gleichermaBen aufgrund der Prasenz von Caspasen und Gzm B durch AICD sterben.

Die wiederholte Stimulation durch Antigene oder polyklonale Agenzien induziert die
Expression von Todesrezeptoren wie Fas sowie deren Liganden FasL auf CD4* T-Zellen.
Interaktion von Fas mit FasL auf der gleichen oder einer benachbarten CD4* T-Zelle fiihrt
zur Aktivierung von intrazellularen Cysteinproteasen (Abdul K. Abbas, 2007). Die
Caspasen verursachen in Ty1-Zellen den Untergang der Zelle durch Apoptose. In Ty2-
Zellen wird dagegen eine Signalkaskade durch Freisetzung von Gzm B induziert
(Devadas et al, 2006). Somit folgt der AICD in Tui1- und Ty2-Zellen einem
unterschiedlichen intrazelluldren Signalweg. Die Abwesenheit von Gzm B in den in dieser
Arbeit verwendeten KO Mausen ist somit von groBer Relevanz fir den AICD in Ty2-

Zellen. Abb. 4.2 zeigt schematisch die Induktion von AICD in Gzm B defizienten Musen.
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In der Annahme, dass in Abwesenheit von Gzm B weniger Ty2-Zellen durch AICD
zugrunde gehen, ergibt sich eine Verschiebung des Verhéltnisses von Ty1- und Thy2-
Zellen in den Gzm AxB KO und Gzm B KO Mausen zugunsten der Ty2-Zellen. Fir die
Infektion mit L. sigmodontis bedeutet dies, dass weniger Ty2-Zellen in den Gzm B
defizienten M&usen als in den WT Mausen sterben. Der intrinsische Defekt in Gzm B
defizienten Mausen kdénnte somit die Ursache fir die veranderte zellulare und humorale

Immunantwort sein.
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Abb. 4.2: AICD in Gzm B KO und Gzm AxB KO Mé&usen. Restimulierung des TZR
induziert AICD in bereits stimulierten CD4" T-Zellen. Ty1-Zellen gehen nach Ligation von
Fas mit FasL auf der gleichen Zelle oder auf benachbarten T-Zellen caspaseabhéngig
zugrunde. In Ty2-Zellen wird der AICD durch Gzm B vermittelt. In Gzm B und Gzm AxB
defizienten Mausen kommt es bedingt durch das Fehlen von Gzm B zu einem
verminderten Absterben von Ty2-Zellen. Als Konsequenz kommt es zu einer
Verschiebung der Immunantwort in Richtung Tu2-spezifische Zytokinantwort in den
Mé&usen.
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4.4 Ausblick

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass sich Gzm AxB defiziente Mause in ihrer zellularen
und humoralen Immunantwort von WT Mé&usen unterscheiden. Dadurch wiesen die
Mé&use eine verénderte Immunabwehr gegen die Nagerfilarie L. sigmodontis auf. Die
Defizienz von Gzm B in Gzm AxB KO und Gzm B KO Ma&usen fuhrte zu einer
verbesserten Immunabwehr im Vergleich zu WT M&ausen, wohingegen Gzm A KO Méause
Uber eine schlechtere Abwehr gegen L. sigmodontis als WT Mause verfugten.

Waéhrend der Infektion und nach Stimulation mit LPS exprimierten B-Zellen Gzm A und B.
Um zu untersuchen, ob der Phénotyp, welchen die KO-Mause in der Infektion mit
L. sigmodontis zeigen, auf die Expression von Gzm A und B zurtckzufihren ist, wéare die
Generierung von Knochenmarkschiméren aufschlussreich. Hierbei wéare die Verwendung
von bestrahlten B-Zell KO (JHT) Mé&usen (Bot, 1996) als Rezipienten sinnvoll. Diese
wirden mit einer Mischung aus Knochenmarkszellen von JHT und Gzm AxB KO Mé&usen
rekonstituiert (JHT/Gzm AxB KO — JHT). Mit Ausnahme der B-Zellen wirden alle
weiteren Zellen Gzm A und B exprimieren. Die B-Zellen wirden dagegen zu 100 % eine
Defizienz an Gzm A und B aufweisen. Zuséatzlich wurden bestrahlte JHT M&use mit
Knochenmarkszellen einer JHT und WT Maus rekonstituiert (JHT/WT — JHT). In dieser
zweiten Maus wurden alle sich entwickelnden B-Zellen aus der WT Maus stammen und
Gzm A und B exprimieren. Anhand dieser Chiméren kann eine Aussage getroffen werden,
ob die Abwehr in WT Mausen durch Gzm* B-Zellen beeinflusst wird. Sollte dies nicht der
Fall sein, missen andere Zellen den verdnderten Phanotyp wahrend der Infektion
vermitteln. Dazu kdénnten in einem zweiten Ansatz WT Mé&use nach Bestrahlung als
Rezipienten verwendet werden. Fir die Untersuchungen wirde entweder Gzm AxB KO
(Gzm AxB KO — WT) oder WT Knochenmark (WT — WT) in die WT Maus transferiert.
Eine Differenzierung der Gzm A- und B-vermittelten Effekte kann Uber die Verwendung

von Einzel-KO Mausen erzielt werden.

Ob die Abwesenheit von Gzm B das Uberleben von Tu2-Zellen fordert, ist nach wie vor
unklar. Bei der Beantwortung dieser Frage ist eine IL-4 Reportermaus hilfreich. In dieser
Maus wurde an das 3’ Ende des IL-4 Gens mittels knock in Verfahren ein virales IRES
Element mit dem enhanced green fluorescent protein (EGFP) eingebracht (McDonald,
Mohrs & Brewer, 2006). Die Expression von IL-4 kann infolgedessen Uber die Expression

von EGFP nachgewiesen werden. Durch Kreuzung von Gzm defizienten Mausen mit der
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IL-4 Reporter Maus, kénnte der Zelltod von IL-4" T2-Zellen gezielt in Abwesenheit von
Gzm A und/oder B verfolgt werden. Neben dem AICD kann so die Vitalitdt von Ty2-Zellen

wéhrend des gesamten Verlaufes der Infektion nachvollzogen werden.

Sowohl die Knochenmarkschiméaren als auch die IL-4 Reportermaus wirden wichtige
Hinweise liefern, auf welchen Mechanismus die veranderte Immunabwehr in den KO-
Mausen zurickzufihren ist. Da beide Experimente sehr zeitaufwendig sind, war es jedoch

nicht mehr madglich, diesen Fragen im Rahmen meiner Doktorarbeit nachzugehen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Verschiedene Forschungsarbeiten der vergangenen Jahre haben dazu beigetragen, dass
neue Erkenntnisse Uber die Funktion und Expression von Gzm A und B gewonnen
wurden. Neben extrazellularen Funktionen deutet die Expression von Gzm A und B durch
neu identifizierte Zelltypen auf weitere Aufgaben hin. Bisher gibt es noch keine

Untersuchungen Uber die Bedeutung von Granzymen wahrend der Infektion mit Wirmern.

In der hier vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der Gzm A und B Defizienz auf die
Immunantwort von Mausen wahrend der Infektion mit der Nagerfilarie L. sigmodontis
evaluiert. Die Defizienz beider Granzyme beeinflusste die Entwicklung des Wurmes:
Gzm AxB KO und Gzm B KO Méause zeigten gegenliber WT Mausen eine verbesserte
Abwehr gegen L. sigmodontis, wohingegen die Defizienz von Gzm A zu einer Erhéhung
der Wurmlast an Tag 9 p.i. und einer Verkirzung der Larven an Tag 27 p.i. fuhrte.

Im Verlauf der Infektion wurde ein Anstieg der Gzm A- und B-Expression in Lymphozyten
der Milz und der Pleurahthle nachgewiesen. Die héchste Expression beider Granzyme
zeigte sich an Tag 9 p.i. durch murine CD19" B-Zellen. Dieser Befund fiir murine B-Zellen
ist neu und konnte durch Stimulation von naiven Milzzellen mit B-Zellspezifischen Stimuli
wie LPS bestatigt werden. Die Expression beider Granzyme hatte keinen direkten Einfluss
auf die Vitalitdt der Lymphozyten am Ort der Infektion. Dennoch zeigten Gzm AxB KO
Méause eine veradnderte zellulare und humorale Immunantwort, sowohl wahrend der
Immunisierung mit einem Modellantigen, als auch wahrend der Infektion mit
L. sigmodontis. Gzm AxB KO Mé&use wiesen im Vergleich zu WT M&usen eine starkere
Tu2-Antwort bei gleichzeitiger Verminderung der Ty1-spezifischen Zytokinantwort auf. Als
Ursache far die Verschiebung der Zytokinantwort konnten jungere Daten, welche eine
Rolle von Gzm B im AICD zeigen, bestatigt werden. Restimulierung von PleC mit Con A
induzierte in Gzm AxB KO und WT Mausen AICD und war in Abwesenheit von Gzm A und
B deutlich vermindert. Das Gzm B-abhéngige Sterben von CD4" Ty2-Zellen kann somit
als Ursache fir das unterschiedliche Ty1-Ty2-Equilibrium in Gzm AxB KO und WT

Mausen angesehen werden.

Neben der veranderten adaptiven Immunitadt deuten die friihen Unterschiede in der
Wurmlast auf eine Beteiligung von Zellen des angeborenen Immunsystems hin. An
Tag 7 p.i. war die Anzahl der PleC in Gzm AxB KO Mausen niedriger als in WT Mausen.

Die Analyse der Genexpression an Tag 7 p.i. zeigte darlber hinaus in Abwesenheit von
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Gzm A und B eine Verminderung von Makrophagen-Markern. Anhand der zellularen
Analyse von Peritonealexudatzellen konnte eine gestérte Wanderung/Reifung von Zellen
der angeborenen Immunantwort belegt werden. Nach Injektion von Thioglykolat waren
Makrophagen in der Peritonealhdéhle von Gzm AxB KO Mé&usen im Vergleich zu
WT Mausen weniger ausdifferenziert. Die Reifung der Makrophagen wurde anhand des
Markers F4/80 ermittelt.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass Gzm defiziente Mause
eine verdnderte Immunantwort, die von Zellen der angeborenen und adaptiven
Immunantwort vermittelt werden, aufweisen. Dies hat zur Folge, dass Gzm AxB KO und
Gzm B KO Mause (ber eine verbesserte Immunabwehr gegen L. sigmodontis verfligen,
wohingegen Gzm A KO Mé&use die Infektion schlechter abwehren kénnen als WT Méause.
Welche Rolle die einzelnen Zelltypen dabei haben oder ob vielmehr ein Zusammenspiel
der Leukozyten zu einem verdnderten Phéanotyp wahrend der Infektion fihrt, wird

Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.
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7 Anhang

7.1 Expression von Gzm A und B in BALB/c und C57BL/6 Mausen
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Abb. 7.2: PleC aus suszeptiblen BALB/c Maus weisen an Tag 28 p.i. eine h6éhere
Gzm B-Expression als PleC aus resistenter C57BL/6 Maus auf. Die intrazellulare
Expression von Gzm A und B wurde in zwei unabhdngigen Versuchen in PleC, nach
Einstellen auf Lymphozyten, an Tag 28 nach Infektion mit L. sigmodontis im
Durchflusszytometer untersucht. Jeder Punkt représentiert den prozentualen Anteil Gzm A

(A) und B (B) positiver Zellen. Statistische Signifikanz wurde mithilfe des Student’s t-Test
ermittelt (*** p < 0,001).
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7.2 AAM@- und CAM@-spezifische Marker an Tag 7 p.i.
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Abb. 7.2: Gzm A KO Méuse weisen héheren AAM@-spezifische Marker auf mRNA
Ebene auf als Gzm AxB KO und WT Méuse. Im Institut fir Integrative Biologie in Zlrich
wurde eine RT-PCR mit makrophagenspezifischen Markern durchgefihrt (Marsland et al.,
2008). RNA wurde an Tag 7 nach Infektion mit L. sigmodontis aus PleC von Gzm AxB
KO, Gzm A KO und WT Mé&usen gewonnen. Jeder Punkt entspricht zwei Mausen. Die

Daten wurden aus einem Versuch mit insgesamt sechs Ma&usen erhoben.

Eine

Normalisierung der Werte wurde mit dem Haushaltsgen RNA Polymerase 1l (RPMII)
vorgenommen. Statistische Signifikanz wurde mithilfe des Student's t-Test ermittelt
(* p<0,05).
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7.3 DualChip® Mouse

alphabetischer Reihenfolge

Activin A receptor, type 1

Activin receptor 1B

Angiotensinogen (serpin peptidase inhibitor,
clade A, member 8)

Arachidonate 5-lipoxygenase

Anti-Mullerian hormone

Activating transcription factor 2
Beta-2 microglobulin

Bcl-associated death promoter
Bcl2-associated athanogene 3

B-cell leukemia/lymphoma 2

B-cell leukemia/lymphoma 3

Burkitt lymphoma receptor 1

Bone morphogenetic protein receptor, type 1A
Bone morphogenetic protein receptor, type 1B
Bone morphogenic protein receptor, type Il
Class Il transactivator

Complement component 3

Caspase 1

Ribosomal protein L13a

Caveolin, caveolae protein 1
Chemokine binding protein 2
Chemokine (C-C motif) ligand 1

Small chemokine (C-C motif) ligand 11
Chemokine (C-C motif) ligand 2
Chemokine (C-C motif) ligand 21a
Chemokine (C-C motif) ligand 3
Chemokine (C-C motif) ligand 5
Chemokine (C-C motif) ligand 7
Chemokine (C-C motif) ligand 8
Chemokine (C-C motif) receptor 1
Chemokine (C-C) receptor 2
Chemokine (C-C) receptor 3
Chemokine (C-C motif) receptor 4
Chemokine (C-C motif) receptor 5
Chemokine (C-C motif) receptor 6
Chemokine (C-C motif) receptor 7
Chemokine (C-C motif) receptor 8
CD2 antigen

CD28 antigen

CD36 antigen (Cd36)

CD3 antigen, epsilon polypeptide
Tubulin, alpha 1

CDa3 antigen, gamma polypeptide
CD247 antigen

Inflammation:

Untersuchte Gene in

CD86 antigen
Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A

Cyclin-dependent kinase inhibitor 1B

Cyclin-dependent kinase inhibitor 2B
CCAAT/enhancer binding protein, beta
Procollagen, type |, alpha 1
Procollagen, type |, alpha 2
C-reactive protein, petaxin related
Colony stimulating factor 1
Colony stimulating factor 2
Colony stimulating factor 2 receptor, alpha,
Colony stimulating factor 3
Actin, beta, cytoplasmic
Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4
Chemokine (C-X3-C) receptor 1
Chemokine (C-X-C motif) ligand 1
Chemokine (C-X-C motif) ligand 12
Chemokine (C-X-C motif) receptor 4
Early growth response 1
Early growth response 2
Early growth response 3
ELK1, member of ETS oncogene family
Endoglin
Ecotropic viral integration site 1

Fas (TNFRSF6)-associated via death domain
Fc receptor, IgE, low affinity Il, alpha polypeptide
Fc receptor, 19G, low affinity 111
Fibroblast growth factor 2
FBJ osteosarcoma oncogene
Fos-like antigen 2
Follistatin
GATA binding protein 3
GATA binding protein 4
GTP cyclohydrolase 1
Glucuronidase, beta
Histocompatibility 2, Q region locus 7
Harvey rat sarcoma virus oncogene 1
Intercellular adhesion molecule
Intercellular adhesion molecule 2
Interferon (alpha and beta) receptor 1
Insulin-like growth factor 1
Insulin-like growth factor binding protein 3
Interleukin 10
Peptidylprolyl isomerase E (cyclophilin E)

120



ANHANG

CD69 antigen
CD80 antigen
Interleukin 13
Interleukin 13 receptor, alpha 2
Interleukin 15

Interleukin 16

Interleukin 17
Interleukin 18

Interleukin 1 alpha

Interleukin 1 beta

Interleukin 1 receptor, type |
Interleukin 1 receptor-like 1
Interleukin 1 receptor antagonist
Interleukin 2

Interleukin 23, alpha subunit p19
Interleukin 2 receptor, alpha chain
Interleukin 2 receptor, beta chain
Interleukin 2 receptor, gamma chain
Interleukin 3

Interleukin 4

Interleukin 4 receptor, alpha
Interleukin 5

Interleukin 5 receptor, alpha
Interleukin 6

Interleukin 6 receptor, alpha
Interleukin 7

Interleukin 7 receptor

Interleukin 8 receptor, beta
Interleukin 9

Interleukin-1 receptor-associated kinase 1

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

Interferon regulatory factor 1
Interferon regulatory factor 2

Interferon regulatory factor 3

Interferon regulatory factor 7

Hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase 1
Interferon dependent positive acting transcription

factor 3 gamma
IL2-inducible T-cell kinase

Janus kinase 1
Janus kinase 2
Janus kinase 3
Jun oncogene

Kit ligand

Leukocyte-associated Ig-like receptor 1

Linker for activation of T cells
Leptin

Interleukin 10 receptor, alpha
Interleukin 11

Lymphotoxin A

Lymphotoxin B receptor

Avian musculoaponeurotic fibrosarcoma

Myelin and lymphocyte protein, T-cell differentiation
protein

Mitogen activated protein kinase kinase 1
Mitogen activated protein kinase kinase 4

Tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-
monooxygenase activation protein, zeta polypeptide

Mitogen activated protein kinase kinase 7
Mitogen activated protein kinase kinase kinase 1
Mitogen activated protein kinase kinase kinase 14
Mitogen activated protein kinase kinase kinase 7
Mitogen activated protein kinase kinase kinase 8
Mitogen activated protein kinase 14
Mitogen activated protein kinase 3
Mitogen activated protein kinase 8
Mitogen activated protein kinase 9
Met proto-oncogene

Matrix metalloproteinase 12
Matrix metalloproteinase 25
Matrix metalloproteinase 7
Matrix metalloproteinase 9
Macrophage stimulating 1 receptor
Myxovirus (influenza virus) resistance 1
Myelocytomatosis oncogene
Myogenic factor 5
Neuroblastoma, suppression of tumorigenicity 1

Neural cell adhesion molecule 1

Nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic,
calcineurin-dependent 1

Nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic,
calcineurin-dependent 2

Nuclear factor of kappa light chain gene enhancer in B-
cells 1, p105

Nuclear factor of kappa light chain gene enhancer in B-
cells inhibitor, alpha

Nuclear factor of kappa light chain gene enhancer in B-
cells inhibitor, beta

Nitric oxide synthase 2, inducible, macrophage
Natriuretic peptide precursor type B

Neuregulin 1

Orosomucoid 1

Purinergic receptor P2X, ligand-gated ion channel, 7
Ribosomal protein L19

P21 (CDKN1A)-activated kinase 1

Platelet derived growth factor, B polypeptide

Protein (peptidyl-prolyl cis/trans isomerase) NIMA-
interacting 1

Phospholipase A2, group V
Phospholipase A2, group VIl
Phospholipase A2, activating protein
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Plasminogen activator, urokinase

Promyelocytic leukemia

Peroxisome proliferator activated receptor alpha
Peroxisome proliferator activated receptor gamma

Platelet-activating factor receptor

Mus musculus PGES mRNA for prostaglandin E
synthase, complete cds

Prostaglandin-endoperoxide synthase 2
Protein tyrosine phosphatase, receptor type, C

V-raf-1 leukemia viral oncogene 1
Reticuloendotheliosis oncogene

Runt related transcription factor 1

Runt related transcription factor 2

Serum amyloid A 1

Small inducible cytokine subfamily E, member 1
Selectin, endothelial cell

Selectin, lymphocyte

Serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade E,
member 1

SH2 domain protein 1A

Suppressor of cytokine signaling 2

Trans-acting transcription factor 1

Stromal cell derived factor 4

Trans-acting transcription factor 3

Serum response factor

Signal transducer and activator of transcription 1
Signal transducer and activator of transcription 4
Signal transducer and activator of transcription 6
Transforming growth factor, beta 1

Transforming growth factor, beta induced
Transforming growth factor, beta receptor |
Tissue inhibitor of metalloproteinase 1
Toll-like receptor 2

Toll-like receptor 4

Tumor necrosis factor

Tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3

Tumor necrosis factor receptor superfamily, member
11a

Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 1a
Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 1b
CD40 antigen

Transferrin receptor

Fas (TNF receptor superfamily member)

Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 7
Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 8
Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 9

Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 11

CDA40 ligand

Fas ligand (TNF superfamily, member 6)
Tnf receptor-associated factor 1

Tnf receptor-associated factor 2

Tnf receptor-associated factor 3

Tnf receptor-associated factor 6
Tyrosine kinase 2

Vascular cell adhesion molecule 1
Vascular endothelial growth factor A
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