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1. Einleitung

1.1. Gastrointestinale Nematodeninfektionen

Als Helminthen werden multizelluldre, parasitire Wiirmer bezeichnet. Innerhalb der Phyla der
Rundwiirmer (Nematoda) und der Plattwiirmer (Plathelminthes) finden sich Wiirmer mit
parasitarer Lebensweise, welche unabhingig in beiden Phyla homolog entstanden sind. Die
Plattwiirmer teilen sich auf in die nicht parasitar lebenden Strudelwiirmer (Tubellaria) und die
parasitiren Bandwiirmer (Cestoda) und Saugwiirmer (Trematoda). Auch innerhalb der
Rundwiirmer finden sich sowohl freilebende Wiirmer, als auch partiell und obligat parasitire
Wiirmer, die den Menschen, aber auch Pflanzen und Tiere befallen.

Zu den Rundwiirmern zdhlen zum einen die Filarien (Fadenwiirmer), darunter z.B. Wuchereria
bancrofti, Brugia malayi, Loa loa und Onchocerca volvulus welche die humane Filariose und
Onchozerkose hervorrufen [1-3]. Zum anderen gastrointestinale Wiirmer, welche die grofdte
Gruppe der Rundwiirmer die den Menschen infizieren bilden. Sie infizieren ihren Wirt oftmals,
wenn dieser direkten Kontakt zu kontaminierte Erde hat, weshalb sie auch als soil-transmitted
Helminthen (STH) bezeichnet werden. Dabei kann es zu einer fikal-oralen Ubertragung
kommen, z.B. durch den Verzehr von kontaminierten Pflanzen und Friichten oder aber zur
direkten Infektion durch frei lebenden Larvenstadien des Nematoden, welche direkt die Haut
des Wirtes penetrieren konnen. Zu den STH gehoren folgende Gruppen an Nematoden: die
Spulwiirmer (z.B. Ascaris Iumbricoides), die Peitschenwilirmer (z.B. Trichuris trichiura), die
Hakenwiirmer (z.B. Ancylostoma duodenale), der Madenwurm (Enterobius vermicularis) und der
Zwergfadenwurm Strongyloides stercoralis.

Weltweit sind ca. 2 Milliarden Menschen mit gastrointestinalen Nematoden infiziert. Besonders
betroffen sind dabei Regionen mit grofder Armut in Entwicklungsldndern, wo der hygienische
Standard teilweise sehr gering ist. Kinder und Jugendliche sind am stirksten von
gastrointestinalen Nematodeninfektionen betroffen. Nach der Welt Gesundheitsorganisation
kann eine Infektionen mit hoher Parasitenlast zu Untererndhrung, einem beeintrachtigtem
Wachstum und zu einer geistigen und intellektuellen Retardierung fiithren. Wahrend der
Schwangerschaft konnen Infektionen mit gastrointestinalen Nematoden das Risiko einer
maternalen Andmie erh6hen und zu einem verringerten Geburtsgewicht und einem
schlechteren Uberleben des Neugeborenen fithren [4]. Eine Infektion kann asymptomatisch
verlaufen, aber auch zu Durchfallerkrankungen und zu abdominalen Schmerzen fiihren.
Verbleibt sie unbehandelt so kann es zu einer chronischen Infektion kommen. Die Analyse der
zugrunde liegenden Mechanismen und die Beteiligung und Interaktion von Immunzellen, die zur
Abstofdung bzw. zum Verbleib des Nematoden im Darm des Wirtes beitragen, kann zur

Entwicklung neuer Therapien, Medikamente und Impfstoffe beitragen.



Einleitung

1.2. Strongyloides ratti als Modell fiir eine transiente, parasitare,
gastrointestinale Nematodeninfektion

Die Gattung Strongyloides umfasst 50 Spezies von obligat parasitir im Gastrointestinaltrakt von
Vertebraten lebenden Nematoden, die sowohl Vogel, Reptilien, Amphibien, als auch Menschen
infizieren [5]. Menschen konnen von zwei Arten infiziert werden, Strongyloides stercoralis und
Strongyloides fuelleborni. Infektionen des Menschen mit diesen Nematoden treten meist in
tropischen und subtropischen Gebieten auf [6], wobei S. fuelleborni meist in afrikanischen
Primaten gefunden wird, welche die Infektion auf den Menschen tibertragen kénnen [7]. Der
Lebenszyklus von Strongyloides ist komplex und umfasst neben parasitidren Stadien auch eine
freilebende, adulte Generation. Ein Wirt infiziert sich mit Strongyloides, indem sich die infektiose
dritte Larve (L3i) in die Haut bohrt. Diese wandert durch das Gewebe und die Lunge bis hin zum
Rachen, wo sie verschluckt wird und ihr eigentliches Ziel, den Darm erreicht. Die dritte Larve
(L3) hautet sich dort iiber ein viertes Larvenstadium hin zum adulten Weibchen, welches sich in
der Mukosa des Darms einbettet und iiber mitotische Parthenogenese vermehrt [5, 8, 9]. Eier
und bereits geschliipfte erste Larven (L1) werden dann mit dem Stuhl des Wirtes ausgeschieden.
Auflerhalb des Wirtes konnen sich die L1 zum einen direkt zu L3i entwickeln (ungeschlechtliche
Entwicklung), oder aber sie hduten sich iiber drei weitere Larvenstadien hin zum freilebenden
adulten Mannchen oder Weibchen, welche sich geschlechtlich fortpflanzen (geschlechtliche
Entwicklung). Das Geschlecht der Wiirmer wird dabei schon bei der Produktion der Eier im
parasitiren Weibchen getroffen und beruht auf einem XX/X0, Weibchen/Mannchen
Geschlechtschromosomensystem. Dabei verliert das Mannchen bei der mitotischen
Parthenogenese ein X Chromosom und tragt somit ein X Chromosom weniger als das Weibchen
[10]. Somit produzieren die parasitiren Weibchen im Darm XX tragende weibliche und X0
tragende mannliche Larven. Die mannlichen Larven entwickeln sich aufderhalb des Wirtes
ausschliefilich in ménnliche, adulte Wiirmer, wohingegen die weiblichen Larven sich, abhingig
von Umweltfaktoren, entweder direkt zur infektiosen dritten Larve entwickeln oder aber zum
freilebenden adulten Weibchen heranwachsen. Bei hohen Temperaturen im Boden und in der
Umwelt entwickeln sich weibliche Larven vermehrt zu adulten Weibchen [11]. Neben dufderen
Umweltfaktoren hat auch die etablierte anti-S. ratti Immunantwort des Wirtes einen Einfluss auf
die Entwicklung der freilebenden Generation [12, 13]. So fiihrt der Immundruck zu einer
verstiarkten Entwicklung von adulten, freilebenden Mannchen und Weibchen, die sich
geschlechtlich fortpflanzen und Eier produzieren. Aus den Eiern schliipfen L1, welche sich liber
zwei weitere Larvenstadien zu L3i entwickeln. L3i sind sehr widerstandsfiahig und konnen fiir

langere Zeit in der Umwelt tiberleben bevor sie einen neuen Wirt infizieren [5].
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Abb.1.1. S. ratti Lebenszyklus

Der Lebenszyklus von Strongyloides ist komplex und umfasst neben parasitiren Stadien auch eine frei-lebende, adulte
Generation, die sich geschlechtlich fortpflanzt. Die infektiose dritte Larve (L3i) bohrt sich in die Haut des Wirtes und
wandert durch das Gewebe und die Lunge zum Rachen. Sie wird verschluckt und erreicht den Darm, wo sich die Larve
liber ein weiteres Larvenstadium zum parasitdren Weibchen hédutet, welches eingebettet im Mukus des Darms und
zwischen den Epithelzellen verbleibt und sich iiber mitotische Parthenogenese vermehrt. Eier und geschliipfte erste
Larven werden mit dem Stuhl des Wirtes ausgeschieden wo sich die Larven zum einen direkt zu L3i entwickeln, oder
aber sie hduten sich tiber drei weitere Larvenstadien hin zum adulten Mdnnchen oder Weibchen, welche sich dann
geschlechtlich fortpflanzen und Eier und L1 produzieren, die sich wiederum zu L3i entwickeln [14-16].

1.3.Immunantwort der Maus gegen eine Strongyloides Infektion

Der humanpathogene S stercoralis kann in Mausen keine patente Infektion etablieren. Die
infektiosen dritten Larven im Gewebe gelangen nicht in den Darm um sich zum adulten
Weibchen zu entwickeln [17]. Um die Immunantwort im Darm zu analysieren wurde die
rattenspezifische Spezies S. ratti, als auch die nah verwandte Spezies S. venezuelensis verwendet
[18, 19]. Beide Spezies konnen BALB/c und C57BL/6 Madause patent infizieren, ihren
Lebenszyklus beenden und sich vermehren. Infektionen mit S. ratti und S. venzuelensis werden
in immunkompetenten Mdusen innerhalb von vier Wochen beendet [16, 19]. In Mdusen wird
dabei eine Typ 2 Immunantwort ausgeldst, welche gekennzeichnet ist durch die Produktion von
Zytokinen wie Interleukin (IL) -13, IL-4, IL-5, IL-3, IL-9 und IL-10, als auch durch die Induktion
von Parasit-spezifischen Immunglobulinen (Ig), vor allem IgM und IgG [20-22]. Eine erfolgreich
beendete Infektion hinterlasst eine Teil-Resistenz gegeniiber einer zweiten Infektion, bei der

iber 90% der infektiosen Larven im Gewebe effizient abgetdtet werden und nur vereinzelte
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Larven den Darm erreichen und sich dort zu adulten Weibchen entwickeln [16, 18]. Trotz der
fehlenden gastrointestinalen Phase konnte das S. stercoralis Modell verwendet werden, um die
Immunantwort gegeniiber den Larven im Gewebe zu analysieren [23]. Diese Studien zeigen,
dass die Larven im Gewebe durch Komplement und natiirliche Antikérper opsoniert und durch
eosinophile und neutrophile Granulozyten attackiert und getotet werden [16, 22, 24-27]. IL-5 ist
dabei ein wichtiges Zytokin in der Immunantwort gegen Strongyloides spp. [28-30] und
rekrutiert wahrend einer Infektion eosinophile Granulozyten (Eosinophile) in der Haut, in die
Lunge und in den Darm [28, 31-33]. Dabei unterstiitzen Eosinophile die neutrophilen
Granulozyten (Neutrophile) bei der Totung der Larven in der Haut und dienen zudem als
Antigen-prasentierende Zellen, welche die Zytokinproduktion in CD4* T Zellen stimulieren [24,
34-36]. In der Haut kénnen sie aber auch selbst iiber die Produktion von MBP (major basic
protein) und ECP (eosinophil cationic protein) Larven toten [36, 37]. Neutrophile werden in der
Haut iiber den Chemikonrezeptor CXCR2 und das Protein Gai2 rekrutiert, setzen Larven iiber
extrazellulire DNA-Netze (sogenannte NET‘s) fest und tdten die Larven iiber einen Toll-like
Rezeptor (TLR) 4 und Myeloperoxidase abhdngigen Mechanismus [24, 25, 36, 38, 39]. Auch
Makrophagen sind an der Totung der Larven im Gewebe beteiligt [24].

Neben der Bekdmpfung der migrierenden Larven im Gewebe ist die Immunantwort im Darm fiir
die Expulsion des adulten Wurms und fiir die Terminierung der Infektion essentiell. Jedoch ist
liber die gastrointestinale Immunantwort gegen Strongyloides wesentlich weniger bekannt.
Einige Hinweise lassen vermuten, dass Mastzellen die Abstofiung der Parasiten aus dem Darm
fordern. IL-3 ist dabei ein zentrales Zytokin fiir die Expansion und Aktivierung von Mastzellen
[40]. Die Administration von IL-3 fiihrt zu einer gesteigerten Anzahl an Mastzellen im Darm und
zu einer Reduzierung der Parasitenlast [41, 42]. Die reziproke Abwesenheit in IL-3 defizienten
Mdusen fiihrt zu einer verringerten Anzahl an Mastzellen und basophilen Granulozyten
(Basophilen) und zu einer verzogerten Terminierung der S. venezuelensis Infektion [43]. Neben
IL-3 fiihrt auch die Administration des Zytokins IL-9, welches ebenfalls Mastzellen aktivieren
kann, zu einer verringerten Parasitenlast; die Neutralisierung von IL-9 mittels Antikérpern fiihrt
zu einer Erh6hung der Parasitenlast [20]. KIT-mutante Mause, die trotz der im Folgenden
erlduterten Probleme als Mausmodell fiir Mastzelldefizienz benutzt werden, zeigen ebenfalls
eine verzogerte Expulsion von adulten S. ratti und S. venezuelensis Weibchen aus dem Darm[44,

45).
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1.4.Mastzellen

1.4.1. Mastzellentwicklung

Der Mediziner Paul Ehrlich beschrieb 1878 zum ersten Mal die bis dahin unbekannten
Mastzellen in seiner Doktorarbeit, welche er mit Hilfe von basischen Anilinfarbstoffen in
humanem Gewebe anfarben konnte. Mastzellen entstehen aus hamatopoetischen Stammzellen.
Sie zirkulieren als undifferenzierte Vorlauferzellen in der Blutbahn und differenzieren sich erst
bei der Einwanderung ins Gewebe aus [46, 47]. Ausdifferenzierte Mastzellen finden sich in
Wirbeltieren in vielen Geweben, meist sind sie aber in der Nahe von Oberfliachen zur Aufdenwelt
lokalisiert, was ihnen ermoglicht schon friith und direkt mit eindringenden Pathogenen,
Allergenen, Toxinen und anderen Umweltantigenen in Kontakt zu kommen. Die wichtigsten
Wachstumsfaktoren fiir Mastzellen in vivo im Mausmodell sind IL-3 und der
Stammzellenwachstumsfaktor (stem-cell growth factor) SCF auch KIT-Ligand genannt [48, 49].
Ein Defekt in diesem Faktor oder in seinem Rezeptor, der Rezeptor Tyrosinkinase KIT (KIT -
stem-cell growth factor receptor) fithrt zur Reduktion der Mastzellpopulation bzw. zu einer

Mastzelldefizienz (siehe 1.5.) [49].

In Mdusen wie auch in Menschen konnen zwei Arten von Mastzellen unterschieden werden. Die
Unterscheidung beruht dabei zum einen auf der Lokalisierung innerhalb des Gewebes und zum
anderen auf der Speicherung von Mastzell-assoziierten Proteoglykanen, Serinproteasen
(Chymasen; Tryptasen) und anderen Enzymen. Mukosale Mastzellen in der Maus sind, wie der
Name impliziert, in mukosalen Geweben z.B. von Darm und Lunge zu finden und zeichnen sich
durch die geringe Speicherung von Histamin und die hohe Expression von Maus-
Mastzellprotease 1 (mMCPT-1) aus. mMCPT-1 ist eine Chymase und im Mausmodell spezifisch
fir mukosale Mastzellen [50]. Thre Freisetzung kann als Aktivierungsmarker fiir mukosale
Mastzellen verwendet werden. Im Bindegewebe, in der Haut, in der Nahe von Muskeln, Nerven,
Gefafden und in Koérperh6hlen wie der Peritonealhdhle oder der Pleurahoéhle finden sich in
Mausen Bindegewebsmastzellen, die Heparin und hohe Mengen an Histamin gespeichert haben
und im Gegensatz zu mukosalen Mastzellen, welche nur Chymasen exprimieren zusatzlich auch
Tryptasen gespeichert haben [51]. Im Menschen finden sich Mastzellen, die zum einen
vorwiegend Tryptasen in den Granula gespeichert haben und vermehrt in mukosalen Geweben
lokalisiert sind. Diese Mastzellen werden als MCr bezeichnet. Zum anderen finden sich MCrc,

welche Tryptasen, und Chymasen gespeichert haben [52].
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1.4.2. Aktivierung von Mastzellen

Durch ihre Lokalisierung an den Grenzflachen des Korpers zur Aufienwelt sind Mastzellen eine
der ersten Zellpopulationen, die eintretende Pathogene wahrnehmen und auf diese reagieren
konnen. Ermdoglicht wird diese Erkennung durch die Expression von unterschiedlichen
Oberflachenrezeptoren. So exprimieren Mastzellen z.B. Toll-like Rezeptoren (TLR), welche
durch konservierte Pathogen-assoziierte molekulare Strukturen (pathogen associated molecular
pattern: PAMP) aktiviert werden kénnen. Mastzellen konnen somit Pathogene direkt erkennen.
Dabei kann die TLR-Bindung zu unterschiedlichen Aktivierungsmustern der Mastzelle fithren. So
kommt es bei der Stimulation von TLR-4 durch Lipopolysaccharide vermehrt zur
Zytokinproduktion und deren selektiven Freisetzung, jedoch nicht zu einer vollstindigen
Degranulation. Die Aktivierung von TLR-2 durch Peptidoglykane fiihrt aber sowohl zur
Degranulation, als auch zur Zytokinfreisetzung [53]. Neben TLRs besitzen Mastzellen auch
Komplementrezeptoren, die Mastzellen aktivieren kénnen und auch im Menschen fiir die
Chemotaxis von Mastzellen hin zu den Anaphylatoxinen C3a und C5a dienen. Diese werden bei
der Komplementaktivierung des unspezifischen Immunsystems freigesetzt und haben eine
entzlindliche Wirkung [54, 55]. Weitere endogene Entziindungsfaktoren, wie Neurotensin,
Substanz P und Endothelin 1 konnen iiber die Bindung an ihre Rezeptoren auf der
Mastzelloberfliche zur Freisetzung von Mastzellmediatoren fithren [56, 57]. Mastzellen
degranulieren auch durch Stimuli, die nicht direkt durch ein Pathogen verursacht werden. Dazu
zahlen z.B. Komponenten des Wespengiftes oder des Mosquitospeichels [58, 59]. Der wohl
bekannteste und wichtigste Aktivierungsweg fiir Mastzellen ist die Kreuzvernetzung von hoch
affinen Fce Rezeptoren (FceRI) auf der Mastzelloberflache durch IgE gebundenes Antigen. Diese
Art der Aktivierung die meist zur vollstindigen Degranulation der Mastzelle fiihrt wurde
detailliert im Allergie- und Asthmamodell charakterisiert [60, 61]. Die IgE vermittelte
Mastzellaktivierung fiihrt auch bei Infektionen mit parasitiren Nematoden zu einer
verbesserten Klarung der Infektion [62]. Neben dem FceRI besitzen Mastzellen auch Fcy
Rezeptoren tber die IgG gebunden und Mastzellen aktiviert und inhibiert werden kénnen [63,
64]. Mastzellen konnen ebenfalls durch bakterielle Superantigene, welche durch
unterschiedliche Antikérperklassen gebunden werden und an Fc-Rezeptoren binden aktiviert
werden [65]. Des Weiteren besitzen Mastzellen Chemokinrezeptoren die zur Chemotaxis dienen
und konnen iliber Zytokinrezeptoren, wie den IL-3 Rezeptor aktiviert und expandiert werden

[42, 66-68].

Die Aktivierung von Mastzellen kann sowohl zur vollstindigen Degranulation innerhalb von
Sekunden bis Minuten, aber auch zur partiellen Sekretion und de novo Synthese von spezifischen
Mediatoren fiihren [69]. Die Degranulation kann dabei auf zwei Weisen erfolgen. Zum einen
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durch die klassische anaphylaktische Degranulation, bei der Mastzellen alle ihre Granula auf
einmal freisetzen, oder aber es tritt eine partielle Degranulation auf, bei der der Inhalt der
Granula nach und nach sekretiert wird. Jede Mastzelle hat die Mdglichkeit ihre Granula erneut
aufzubauen und erneut zu degranulieren [70]. Die wiederholte Degranulation bestimmt in vielen
Fallen die schwere der Pathologie bei Erkrankungen, bei der die Mastzellantwort einen pro-

inflammatorischen Effekt hat.

1.4.3. Funktion von Mastzellen

Mastzellen konnen sowohl wahrend der angeborene, als auch wahrend der adaptiven
Immunantwort als Effektorzellen fungieren. Neben dem To6ten von Pathogenen zdhlen die
Rekrutierung von weiteren Immunzellen zur Infektionsstelle, die Degradierung von toxischen
Peptiden und Giftbestandteile und die Gewebshomdoostase zu den Aufgaben von Mastzellen [71,
72]. Ermoglicht wird dieses breite Spektrum an Funktionen durch die Speicherung von einer
Vielzahl an Mediatoren in den Mastzellgranula [73]. Dabei werden die Enzyme und Stoffe

innerhalb der Granula in ihrer aktiven Form gespeichert. Als wichtiges ,Speichergerist”

Abb.1.2. Mastzellmorphologie
A: May-Grinwald  Giemsa
Farbung von Zellen aus dem
Peritoneum. Transmissionselek-
tronenmikroskopische Auf-
nahme einer intakten (B) und
einer degranulierten ()
Mastzelle aus dem Peritoneum
einer Ratte. Pfeile zeigen
exozytierte Granula auBerhalb
der Zelle und Degranulations-
tunnel innerhalb der Zelle.
Entnommen von Wernersson
and Pejler, 2014.

innerhalb der Granula dienen dabei anionische Proteoglykane, wie Heparin oder
Chindroitinsulfate vom Serglycin-Typ. Diese sind auch ursachlich fiir das metachromatische

Farbeverhalte der Mastzellen mit kationischen Farbstoffen. Unter den gespeicherten Molekiilen
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finde sich biogene Amine, wie der Neurotransmitter Serotonin oder auch Histamin. Die
Ausschiittung von Histamin fithrt zur Bronchokonstriktion, einer Vasodilatation und zur
Erhohung der vaskuldren Permeabilitdt [74]. Zusatzilch sind lysosomale Enzyme wie die (-
Hexosaminidase und Cathepsine in den Granula gespeichert. Die genaue Funktion dieser
Enzyme ist bis auf die mdégliche Beteiligung an lysosomalen Degradierungsprozessen noch nicht
geklart. Mastzellen speichern in ihren Granula auch eine Vielzahl an Zytokinen, wie IL-3, IL-4, IL-
5, IL-6 und TNF-q, welches ein wichtiges Bindeglied zwischen der angeborenen und adaptiven
Immunantwort ist, da es zur Rekrutierung, Aktivierung und der Verstirkung der
Antigenprasentation von dendritischen Zellen (DCs) fiihrt [75, 76]. Neben regulatorischen
Zytokinen wie TGF-B (transforming growth factor [) speichern Mastzellen auch
Wachstumsfaktoren, wie VEGF (vascular epidermal growth factor). Der Hauptteil an
gespeicherten Mediatoren sind aber Proteasen. Darunter finden sich Mastzell-spezifische
Proteasen, wie Tryptasen, Chymasen und die Carboxypeptidase A3, aber auch Mastzell-
unspezifische Proteasen, wie Granzym B oder die Metalloproteinase 9 [73]. Neben der
Speicherung von aktiven Mediatoren kommt es nach Aktivierung durch den FceRI oder KIT zu
einer schnellen Synthese von inflammatorischen Lipiden, darunter Prostaglandine, Leukotriene
und den Blutplattchen-aktivierenden Faktor [77]. Diese Lipide erhohen die mikrovaskulare
Permeabilitdt und fiihren zu einer langanhaltenden Quaddel-Erythem-Reaktion der Haut und
zur Bronchokonstriktion in der Lunge wahrend allergischer Reaktionen [78].

Mastzellen kénnen mit Neuronen interagieren. Dabei beeinflusst die Freisetzung von Histamin,
Serotonin und Tryptasen die Aktivitit von sensorischen Neuronen und reziprok konnen
Mediatoren, die durch Neurone freigesetzt werden (Substanz-P, Endothelin-1), Mastzellen
aktivieren [79, 80]. Innerhalb des Darms z.B. reguliert die Interaktion von Neuronen und
Mastzellen den lonentransport und die sekretorische Aktivitit des Epithels, die vaskulare
Permeabilitdt und die intestinale Motilitat [81]. Mastzellen speichern und setzen zudem Enzyme
frei, welche die giftige Wirkung von Skorpionen-, Schlangen- und Honigbienengift reduzieren,
indem sie diese proteolytisch abbauen [82, 83]. Da Mastzellen vorwiegend an Grenzflachen zur
Aufienwelt lokalisiert sind, nehmen sie die Rolle eines ,Wachters“ ein, der eindringende
Pathogene sofort erkennen und abwehren kann. Es wurde gezeigt, dass Mastzellen an der
Bekdmpfung von Bakterien direkt, durch Phagozytose des Pathogens oder indirekt, durch die
Freisetzung antimikrobieller Peptide beteiligt sind [84, 85]. Neben der Bekdmpfung von
bakteriellen Infektionen tragen Mastzellen auch zur Bekdmpfung von intrazelluldren Protozoen
wie Toxoplasma gondii und zur Expulsion von intestinalen Helminthen bei [86, 87]. Obwohl
Mastzellen von einigen Viren infiziert werden kdnnen, darunter HIV, CMV und Dengue Virus,
konnte bisher noch keine protektive Wirkung von Mastzellen wahrend einer viralen Infektion

festgestellt werden [88].
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Die gleichen Charakteristika, welche Mastzellen ermoglichen auf wunterschiedliche
Umwelteinfliisse (Gewebszerstorung, Infektion) zu reagieren und Mediatoren zum Schutz
freizusetzen, konnen durch eine Fehlregulation auch zur Schadigung des Wirtes fiihren. Dabei
sind Mastzellen besonders bekannt fiir ihre Beteiligung an der IgE-vermittelten Typ I
Hypersensitivitatsreaktion, wie sie bei Allergie und allergischem Asthma auftritt. Dabei fiihrt die
Aktivierung von Mastzellen in der akuten Phase zur Freisetzung von Mediatoren die zur
Pathologie beitragen, darunter die Erhohung der vaskuldren Permeabilitit, die Kontraktion der
glatten Muskulatur und die Induktion der Mukussekretion [89]. Die Anaphylaxie ist dabei das
klassische Beispiel fiir eine allergische Akutreaktion.

Bisher wurde angenommen, dass Mastzellen an jedem Schritt der Wundheilung beteiligt sind
[90, 91]. Sowohl an der Initiierung der Entziindungsantwort, welche gefolgt wird vom erneuten
Wachstum von Epithel und Gefafien innerhalb des geschadigten Gewebes, bis hin zur finalen
Kollagenablagerung. Neuer Studien wiederlegen diese Beteiligung aber [92]. Auch die
Beteiligung von Mastzellen an Autoimmunerkrankungen [93-95], der Entstehung von Tumoren
und kardiovaskuldren Erkrankungen [96, 97] und der Regulation und Modulation einer
adaptiven Immunantwort [71, 98], wird mittlerweile Kkontrovers diskutiert, da diese
Beobachtungen zumeist mit KIT-mutanten Mausmodellen gemacht wurden, bei denen ein
beobachtetes Phanotyp nicht unbedingt auf das alleinige Fehlen von Mastzellen zuriickgefiihrt
werden kann [99]. Zudem konnten neuere Studien mit neu generierten mastzelldefizienten
Mausmodellen, wie in Abschnitt 1.5. weiter dargestellt, z.B. die Beteiligung von Mastzellen an
Autoimmunerkrankungen wie z.B. der rheumatoiden Arthritis und der experimentellen
Encephalomyelitis (das Mausmodell der humanen Erkrankung Multiple Sklerose) wiederlegen
[93].

Die Unterdriickung der Mastzellaktivierung, die zu einer Schadigung des Korper fiihrt, wird
heutzutage als Therapie fiir die Behandlung von Allergien angewendet [100-102]. Auf der
anderen Seite ist es aber auch vorstellbar, dass eine Verstarkung der Mastzellaktivitit auch von
Nutzen sein kann, besonders in Bezug auf eine unterstiitzende Funktion von Mastzellen bei der
Etablierung einer adaptiven, schiitzenden Immunantwort. Durch die Erhoéhung der

Mastzellaktivitiat konnte ein adjuvantiver Effekt erreicht werde [103].

1.5. Mastzelldefiziente Mausstaimme

Zur Analyse der Funktion von Mastzellen im Immunsystem wurden bisher Mduse verwendet, die
verschiedene Defekte in KIT, dem Rezeptor fiir den Stammzellenwachstumsfaktor besitzen,
welcher eine Rezeptortyrosinkinase vom Typ Il ist [49, 104, 105]. Diese Mduse werden auch als

KIT-mutante Mause bezeichnet. In den bisherigen Studien wurden vor allem WBB6F;-KitW/W-v

9



Einleitung

und C57BL/6-KitW-sh/W-sh Mause verwendet. Dabei beschreibt Kit% eine Punktmutation welche
dazu fiihrt, dass KIT nicht mehr auf der Zelloberflache exprimiert wird. Bei der W-v Mutante ist
die Kinaseaktivitit des Rezeptors eingeschrankt und KitWsh Maiuse besitzen eine
Inversionsmutation in regulatorischen Elementen des Transkriptionsstarts des c-kit Gens [104,
106, 107]. Probleme dieser Mduse sind zum einen der teilweise nicht reine genetische
Hintergrund (WBB6F;) und zum anderen die Expression von KIT. Denn KIT wird sowohl auf
hamatopoetischen Vorlauferzellen der myeloiden und lymphoiden Reihe, als auch auferhalb des
hadmatopoetischen Systems, z.B. auf Melanozyten exprimiert [108]. Innerhalb des
Immunsystems ist KIT ein wichtiger Wachstumsfaktor, welcher vorwiegend in der frithen Phase
der Differenzierung der myeloiden und lymphoiden Vorldauferimmunzellen exprimiert wird und
bei Ausdifferenzierung der Immunzelle zuriickgeht. Auf Mastzellen ist KIT aber wéhrend der
gesamten Entwicklung wichtig [109, 110]. Die Tatsache, dass KIT nicht exklusiv auf der
Mastzelloberfliche exprimiert wird fiihrt dazu, dass diese Mausmodelle, neben der
Mastzelldefizienz, auch andere immunologisch relevante und nicht immunologische
Beeintrachtigungen aufweisen. Dazu zdhlen eine veranderte Anzahl an Neutrophilen und
Basophilen [111-113], Andmie und Sterilitat [114, 115], als auch eine beeintrichtigte T-Zell
Entwicklung im Thymus [116], vermehrt T-Zellrezeptor (TZR) off im Gegensatz zu TZR Yo
tragende intraepitheliale T-Zellen im Darm [117] und eine Defizienz der interstitiellen
Cajalzellen im Darm, welche fiir die Peristaltik des Darms wichtig sind [114].

Da KIT-mutante Mause also zahlreiche andere Defekte aufweisen kann ihr Phdnotyp in
Infektionsmodellen nicht eindeutig auf die Mastzelldefizienz zuriickgefiihrt werden. Deswegen
wurden in den vergangen Jahren neue, KIT-unabhdngige mastzelldefiziente Mausstimme
generiert. Zu diesen zahlt die Cpa3¢re Maus [93]. Diese exprimiert die CRE-Rekombinase unter
Kontrolle des Promoters der Mastzell-assoziierten Carboxypeptidase A3 (Cpa3) mit
einhergehender Deletion der ersten 28 Nukleotide des ersten Exons des Cpa3 Gens. Die
heterozygote Expression der Rekombinase allein fiihrt dabei bereits zum Tod der Mastzellen
und einem vollstindigen Fehlen, sowohl von mukosalen Mastzellen (mMCs), als auch von
Bindegewebsmastzellen (ctMCs). Da Cpa3 auch in Basophilen exprimiert wird zeigen diese
mastzelldefizienten Mause auch eine 60%ige Reduktion an Basophilen in der Milz [93]. Studien
mit diesen Mausen reproduzierten die Mastzellabhdngigkeit der IgE-vermittelten systemischen
und lokalen passiven Anaphylaxie und den Einfluss von Mastzellen bei der Kontakt-
Hypersensitivitatsreaktion, die durch KIT-mutante Modelle angenommen wurde [93, 118].
Andere, aufgrund der KIT-mutanten Modelle angenommenen Mastzellfunktionen wurden jedoch
widerlegt. So zeigte sich bei der Analyse dieser Mduse, dass Mastzellen keine Rolle bei der
experimentellen autoimmunen Encephalomyelitis und der autoimmunen Arthritis spielen,

Mastzellen nicht an der allgemeinen Wundheilung beteiligt sind und auch nicht vor Ubergewicht
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und Insulinresistenz schiitzen [92, 93, 119]. Auch die Beteiligung von Mastzellen an der
Pathologie des postoperativen Ileus konnte nicht bestitigt werden [120]. Diese Ergebnisse
zeigen, dass die Funktion von Mastzellen wahrend entziindlicher Erkrankungen und Infektionen
noch nicht vollstandig geklart ist.

Ein Modell fiir die spezifische Defizienz von ctMCs konnten Dudeck et al. mit der Mcpt5¢re R-DTA
Maus generieren. Dieser Maus fehlen konstitutiv nur die Bindegewebsmastzellen, sie besitzt
aber eine normale Anzahl an mukosalen Mastzellen. Zur Generierung dieses Phanotyps wird ein
Mausstamm, der die CRE Rekombinase unter Kontrolle des Mastzellprotease 5 (Mcpt5)
Promotors exprimiert mit einem Mausstamm gekreuzt, der das Gen fiir die a-Kette des
Diptheriatoxins A (DTA) im Genom tragt. Dieses Gen besitz in 5‘Richtung ein Stoppcodon,
welches von loxP-Seiten flankiert ist. Solange dieses Stoppcodon vorhanden ist kann das Gen fiir
die o-Kette das Diptheriatoxins A nicht exprimiert werden. Die Expression der CRE
Rekombinase unter Kontrolle des Mcpt5 Promoters flihrt dazu, dass in allen Zellen, die Mcpt5
exprimieren, die Rekombinase, aufgrund der loxP-Seiten, das Stoppcodon entfernt und so das
Toxin exprimiert werden kann. Dies fliihrt zum Tod der Zelle. Da Mcpt5 nicht in mukosalen
Mastzellen exprimiert wird, sondern nur in Bindegewebsmastzellen, also in Mastzellen in der
Haut und im Peritoneum, fehlen dieser Maus konstitutiv Bindegewebsmastzellen [118]. Der
Vergleich dieses Mausstamms mit dem komplett mastzelldefizienten Mausstamm (Cpa3¢re) gibt
Aufschluss liber die unterschiedlichen Rollen von mukosalen Mastzellen und

Bindegewebsmastzellen.

1.6.Ziel der Arbeit

Strongyloides ratti ist ein parasitirer Nematode der Ratten und Mause infizieren kann. S. ratti
eignet sich als Modell fiir eine parasitire, gastrointestinale Nematodeninfektion, die von einem
intakten Immunsystem erfolgreich kontrolliert und beendet werden kann. Bei der Infektion
penetriert er aktiv die Haut des Wirtes und wandert durch das Gewebe hin zum Kopf und
letztendlich in den Mund. Dort wird er verschluckt und gelangt an seinen eigentlichen Zielort
den Darm. Die Bekdmpfung des Nematoden durch das Immunsystem findet wahrend der
Wanderung im Gewebe und im Darm statt. Die Rolle von Mastzellen in der Bekdmpfung des
Wurms wurde bisher ausschliefdlich mit Hilfe von KIT-abhingigen Mausmodellen analysiert.
Aufgrund eines Defektes in der Rezeptor Tyrosinkinase KIT besitzen diese Mause keine
Mastzellen. Da sich der Defekt jedoch, wie oben ausgefiihrt, nicht nur auf die Mastzelldefizienz
der Mause beschrankt, sondern diese auch andere immunologisch relevante Einschrankungen
aufweisen, kann ein in diesen Mdusen beobachtetes Phdnomen nicht unbedingt nur auf die

Mastzelldefizienz zurtickgefiihrt werden.
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Ziel dieser Arbeit war es deshalb die Rolle von Mastzellen wahrend der Immunantwort auf eine
Infektion mit S. ratti mit Hilfe neuer, KIT-unabhédngiger Mausmodelle zu analysieren. Dabei sollte
die Funktion von Mastzellen bei der Abwehr der Larven im Gewebe und von adulten Weibchen
im Darm neu gepriift werden. Zusétzlich sollte die Rolle von ctMCs von der Funktion von mMCs
wahrend der S. ratti Infektion abgegrenzt werden. Schliefilich sollten die Mechanismen und die

Regulation der Mastzellaktivierung genauer analysiert werden.
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2. Material und Methoden

2.1.Material

2.1.1. Laborgerite

Gerat Hersteller
Analysewaage Sartorius AG, Gottingen, Deutschland
Inkubatoren:

COz-Inkubator fiir Zellkultur

fiir S. ratti Kultur / Darminkubation

Digitalwaage

Durchflusszytometer ,LSR I1“
Elektrophoresekammer
ELISA-Reader (MRX II)
y-Bestrahlungsanlage
Geldokumentationsanlagen
Kiihl- und Gefrieranlage
Lichtmikrsokop

Magnetriihrer

PCR-Cycler Px2 Thermal Cylcer
pH-Meter (WTW pH 537)
Photometer

Photometer 2NanoDrop2000c”
Pipetten:

Einkanal

Mehrkanal

New Brunswick Scientific, Nijmegen, Niederlande

Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland
Kern & S6hne, Albersatdt, Deutschland
OHAUS, Parsippany, USA

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland

Dynex Technologies, Berlin, Deutschland
STS GmbH, Braunschweig, Deutschland
Vilber Lourmat Deutschland GmbH, Eberhardzell,
Deutschland

Liebherr-Hausgerate, Rostock, Deutschland
Hund GmbH, Wetzlar, Deutschland

IKA Labortechnick, Staufen, Deutschland
Thermo Scientific, Wilmington, USA
Labotec, Wiesbaden, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Thermo Scientific, Wilmington, USA
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Gilson, Middleton, USA

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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elektronisch programmierbare
Pipettierhilfe ,accu-jet pro“
Power Supply
RT-Cycler Corbett Rotor-Gene 6000
Schiittler (fiir ELISA-Platten)
Sterilwerkbank ,Lamin Air HB 2448“
Vortexer
Wasserbad
Wasserdeionisierungsanlage

Zentrifugen:
Megafuge 2.0R

Multifuge 1 L-R
Tischzentrifuge 5415D

Kiihl-Tischzentrifuge 1-15K

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Brand, Wertheim, Deutschland

Bio-Rad Laboratories GmbH , Miinchen, Deutschland

QIAGEN, Hilden, Deutschland
IKA Labortechnik, Staufen, Deutschland

Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland

Heidolph Instruments, Schwabach, Deutschland

Memmert, Schwabach, Deutschland

TKA GmbH, Niederelbert, Deutschland

Heraeus-Sepatech, Hanau, Deutschland
Heraeus-Sepatech, Hanau, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Sigma, Osterode am Harz, Deutschland

2.1.2. Verbrauchsmaterialien

Steril bezogenen Materialien sind mit * gekennzeichnet.

Verbrauchsmaterial

Hersteller

Blutlanzetten*

Chirugusche Einmalskalpelle*

Durchflusszytometrierédhrchen (5 mL)
EDTA-Rohrchen

ELISA 96-Lochplatten ,Microlon®
Glaspipetten (5 mL, 10 mL, 20 mL)*
Handschuhe

Kantilen*

Neubauer-Zahlkammer (Tiefe 100 um)

Pipettenspitzen (10 pL, 200 pL, 1 mL);

Megro GmbH, Wesel, Deutschland

Braun, Melsungen, Deutschland

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Kabe Labortechnik, Nimbrecht-Elsenroth,

Deutschland

Greiner, Frickenhausen, Deutschland
Brand, Wertheim, Deutschland

Braun, Melsungen, Deutschland
Brandt, Wertheim, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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gestopft

Reaktionsgefafie (0,5 mL, 1,5 mL, 2 mL)

Schottflaschen

Spritzen* (1 mL, 5 mL, 20 mL)

Sterilfiltergefafie ,Stericup“*

Zellkulturplatten* (96-Loch Rundboden)

Zellsiebe* ,Cell Strainer” (70 pm)

Zentrifugenrohrchen (15 mL, 50 mL)

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland
Schiitt Labortechnik, Gottingen, Deutschland

Braun, Melsungen, Deutschland
Millipore, Bredford, USA
Greiner, Frickenhausen, Deutschland

Becton Dickinson, Heidlelberg, Deutschland

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

2.1.3. Chemikalien und Reagenzien

Die verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, von den Firmen Merck
Darmstadt), Roth (Karlsruhe) und Sigma (Deisenhofen) bezogen.

Reagenz

Hersteller

Baytril

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Diptherietoxin (DT)
Fotales Kédlberserum (FCS)

Gentamycin

HEPES

Hot Star Taq Polymerase
Incidin Liquid

L-Glutamin

Peniciliin/Streptomycin (Pen/Strep)
Rinderserumalbumin (BSA)

RPMI 1640-Kulturmedium ohne L-Glutamin
Streptavidin-HRP

Tetramethylbenzidin (TMB)

Trypanblau

Tween 20

Bayer, Leverkusen, Deutschland

Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Sigma, Deisenhofen , Deutschland
PAA, Linz, Osterreich

PAA, Linz, Osterreich

Qiagen, Hilden, Deutschland
Ecolab, Diisseldorf, Deutschland

PAA, Linz, Osterreich

PAA, Linz, Osterreich

Serva Feinbiochemika, Heidelberg, Deutschland
PAA, Linz, Osterreich

DAKO, Glastrup, Danemark

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Sigma, Deisenhofen
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2.1.4. Kulturmedien, Puffer und Stammlésungen

Die Puffer und Losungen wurden mit deionisiertem Wasser angesetzt. Fiir die Zellkultur wurden

hitzeunempfindliche Losungen autoklaviert (135 °C, 2 bar, 20 min) und hitzeempfindliche

Losungen steril filtriert (Porengrofie 0,22 pum). Die Inaktivierung von Komplementfaktoren im

FCS erfolgte durch Erhitzen auf 56 °C fiir 30 min. Bis zur Verwendung wurde das FCS aliquotiert

bei -20 ° C gelagert.

Losungen fiir ELISA:
Blockpuffer 1% (w/v) BSAin 1x PBS
Diluent 0,1 % BSA in 1x PBS
Stopplosung 2 M H2S04
Substratlésung 12 mL Substratpuffer
200 pL TMB-Losung
1,2 uL H.0; (30%)
Substratpuffer 100 mM NaH;PO4, pH 5,5
TMB-Losung 6 mg Tetramethylbenzidin (TMB)
In 1 mL DMSO
Waschpuffer 0,05% Tween 20 in 1x PBS

Losungen fiir die Zellkultur und Durchflusszytometrie:

Erythrozytenlysepuffer

FACS-Puffer

PBS (20x)

PBS/Pen/Strep

10% Tris/HCI (0,1 M, pH 7,5)
90% NH4CI (0,16 M)

1% FCS

0,1 % Natriumazid

In 1x PBS

160 g NaCl

23,2 g NazHPO4

4 g KH2PO,

4g KCI

Ad 1 L Aqua dest. - autoklavieren

1L 1x PBS
Pen/Strep in 1x Endkonzentration hinzugeben
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RPMI-Vollmedium 500 mL RPMI 1640
25 mL FCS
5mL 1 M HEPES
5 mL L-Glutamin (200 mM)
2,5 mL Gentamycin (10 mg/mL)

Trypanblaul6sung 2% Trypanblau
In 1x PBS
Gewebelysepuffer 20 mL 1M Tris pH 8,5 (autoklaviert)

4 mL 10% SDS

40 mL M NaCl (autoklaviert)

Ad 200 mL Aqua dest. 2>aliquotiert und bei -20°C lagern

bei Verwendung Proteinase K hinzugeben (100 pg/mL Endkonz.)

TBE (10x) 216 g Tris Base
110 g Borsaure
12,6125 NazEDTA (bzw. 80 mL 0,5M EDTA pH 8,0)
Ad 2 L. Aqua dest. >autoklavieren

1M NaCl-Lsg. 58,44 g NaCl
Ad 1L Aqua dest.

1M KOH 56,1 g KOH
Ad 1L Aqua dest.

1M Tris-Losung 121,14 g Tris-Base
Ad 1 L. Aqua dest. >autoklavieren

2.1.5. Antikérper
IgG1, IgG2b, IgM Antikdrper fiir Immunoglobulin-ELISAs waren alle anti-Maus und HRP-
konjugiert und wurden von Invitrogen/Thermo Fisher Sientific, Darmstadt, Deutschland,

bezogen.

2.1.6. Oligonukleotide
S. ratti 28S RNA Primer:

StroS2 5-TTAGAGTCGTGTTGCTTGGAA
StroAS1 5’-GTGCAACTGGCTCTGTATGC
Cpa3Ccre Primer:

Cpa3 common 5’-GGACTGTTCATCCCCAGGAACC
CpaA3 Wt 5’-CTGGCGTGCTTTTCATTCTGG
Cpa3 KI 5’-GTCCGGACACGCTGAACTTG
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Mcpt5¢re Primer:
Mcpt5 Cre for
Mcpt5 Cre rev
Mcpt5-Ex1DO03

5’-ACAGTGGTATTCCCGGGGAGTGT
5’-GTCAGTGCGTTCAAAGGCCA
5’-TGAGAAGGGCTATGAGTCCCA

Rosa-DTA Primer:

ROSA26-UP 5’-CCAAAGTCGCTCTGAGTTGTTATC

R26stopDO1 5’-GCGAAGAGTTTGTCCTCAACC

ROSA26-DO2 5’-GGAGCGGGAGAAATGGATATG
2.1.7. Kits

Mouse MCPT-1 ELISA Ready-SET-Go!® Kit
DuoSet® ELISA-Kits

Foxp3 staining Kit

Mouse IgE ELISA Set

Affymetrix eBioscience, Frankfurt
R&D Systems
Affymetrix eBioscience, Frankfurt
BD OptEIA™

2.1.8. Tiere und Parasiten

Mausstamm und Beschreibung Herkunft
Ratten
C57BL/6] (H-2P) Zucht im BNITM,
Hamburg
Charles River,
Sulzfeld
BALB/c (H-249) Zucht im BNITM,
Hamburg
Charles River,
Sulzfeld
C57BL/6 Cpa3cre transgene, heterozygote heterozygot Fiir die Zucht zur
Expression der CRE- Verfligung gestellt
Rekombinase unter der von Hans-Reimer
Kontrolle des Carboxypeptidase Rodewald &
3 (Cpa3)-Promotors, fithrt zur Thorsten B.
kompletten Mastzelldefizienz, Feyerabend, DKFZ,
Reduktion der Basophilen um Heidelberg; Zucht
60% (Feyerabend, T et al., im BNITM
Immunity, 2011)
BALB/c Cpa3cre Beschreibung siehe C57BL/6 heterozygot
Cpa3Cre
C57BL/6 heterozygote Expression der heterozygot Fiir die Zucht zur
Mcpt5¢rexRosaP™  CRE Rekombinase unter der Verfiigung gestellt
Konrolle des Maus- von Axel Roers,
Mastzellprotease 5 (Mcpt5) Technische
Promotors; zusatzlich transgen Universitat,

fir Diphteriatoxin A (DTA),
welches am 3‘ Ende ein loxP site
flankiertes Stop Codon
enthdlt[118]

Dresden; Zucht im
BNITM
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BALB/c DEREG enthalt in das Genom Zuchtim BNITM
integriertes artifizielles
Chromosom, welches fiir ein
Fusionsprotein aus GFP und
dem Diphterietoxinrezeptor
(DTR) codiert, Expression unter
der Kontrolle des Foxp3-
Promotors (Lahl, K et al.,, 2007)
RAG1-/ defizient fiir B und T Zellen, homozygot  Zucht im BNITM
durch das Fehlen von dem
Enzym RAG1, welches wichtig
ist fiir die Rekombination von T
Zellrezeptor und
Immunoglobuline [121]

BALB/c IL-9R /- IL-9 Rezeptor defizient durch homozygot  von Jean-
den Ersatz eines 2,8 kb grofden Christophe
genomischen Kpnl-Spel Renauld, Ludwig
Fragments, welches Exon 2-6 Cancer Research
umfasst mit einem Neomycin- Institute, Briissel,
Resistenzgen Belgien, Zucht im
BNITM

2.1.9. Software

Flow]o X Tree Star, Ashland, USA

Office 2010 Microsoft, Redmond, USA

Prismé6 GraphPad, La Jolla, USA

gPCR Software Rotor Gene 6000 Series Software, San Francisco, USA

2.2.Methoden

2.2.1. Zellbiologische Methoden

2.2.1.1.  Grundsitze der Zellkultur
Zur Verhinderung einer bakteriellen oder fungalen Kontamination wurden alle
Zellkulturarbeiten in der sterilen Atmosphdre einer Sterilwerkbank durchgefiihrt. Alle
Verbrauchsmaterialen und Losungen wurden vor Verwendung autoklaviert (135°C, 2 bar, 20
min) und nur unter der Werkbank geoffnet bzw. genutzt. Glasmaterial wurde fiir 3 h bei 180 °C
sterilisiert. Milz- und Lymphknotenzellen wurden in einem CO2-Brutschrank bei 37 °C und 5 %

CO; kultiviert. Wasch- und Pelletierschritte erfolgten bei 300 xg fiir 5 min bei 4 °C.
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2.2.1.2. Priparation muriner Milz- und Lymphknotenzellen

Milz und mesenteriale Lymphknoten (mLN) wurden steril herausprapariert, in einer Petrischale
mit 10 mL kaltem PBS zwischen zwei Objekttragern zerrieben und anschliefiend pelletiert. Die
mLN Zellen wurden fiir die Kultur in RPMI-Vollmedium, fiir FACS-Farbungen in PBS
aufgenommen, gezdhlt und entsprechend eingesetzt. Die pelletierten Milzzellen wurden in 10
mL Erythrozytenlysepuffer resuspendiert, fiir 5 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert und
zum Stopp der Lyse mit 20 mL RPMI-Vollmedium versetzt. Die Zellen wurden dreimal mit RPMI-
Vollmedium (Kultur) oder PBS (FACS) gewaschen und gezahlt.

2.2.1.3.  Priparation muriner peripherer Blutzellen
Zur Blutgewinnung wurde die Gesichtsvene (Vena facialis) mit einer Einweglanzette punktiert
und Blut in einem EDTA beschichteten R6hrchen gesammelt. Zur Lyse wurde das Blut in 2 mL
Erythrozytenlysepuffer aufgenommen, bei RT fiir 5 min inkubiert, anschlief3end pelletiert und

zweimal mit PBS gewaschen.

2.2.1.4. Gewinnungvon Zellen aus dem Peritoneum
Zur Gewinnung von Zellen aus dem Peritoneum wurde eine Peritoneallavage durchgefiihrt.
Dafiir wurde 5 mL kaltes PBS mit einer 20 G Kaniile intraperitoneal gespritzt, der Bauchraum
leicht massiert und anschliefRend die Zelllosung wieder quantitativ aufgenommen. Die Zellen
wurden pelletiert, in FACS-Puffer resuspendiert und direkt flir die durchflusszytometrische

Analyse genutzt.

2.2.1.5. Gewinnung von Knochenmarkzellen
Zur Gewinnung von Knochenmarkszellen zur Herstellung von gemischten Chiméren (siehe
2.2.4.10.) wurden der rechte und linke Femur, als auch die Tibia entnommen und das
Muskelfleisch entfernt. Der Knochen wurde anschliefRend an beiden Enden aufgeschnitten und
das Knochenmark mit kaltem PBS ausgespiilt (27 G Kaniile) und in 20 mL kaltem PBS
gesammelt. Die erhaltene Zellloésung wurde 5 min mit 300 xg und 4 °C zentrifugiert und das
Zellprazipitat in 20 mL Erythrozytenlysepuffer aufgenommen und fiir 3 min bei RT inkubiert. Es
wurde erneut zentrifugiert und die Zellen dreimal mit PBS gewaschen. Vor dem letzten
Zentrifugationsschritt wurden die Zellen iiber ein Zellsieb gegeben und zum Auszdhlen in PBS

aufgenommen.

2.2.1.6. Bestimmung der Zellzahl und Zellvitalitit mittels Trypanblau
Zur Bestimmung der Zellzahl und der Zellvitalitit wurden die Zellen 1:10 bzw. 1:100 in

Trypanblau verdiinnt und zur Zahlung auf eine Neubauer-Zahlkammer aufgetragen. Tote bzw.
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beschadigte Zellen nehmen selektiv den Farbstoff auf und kénnen so von vitalen Zellen
unterschieden werden. Die Zellkonzentration (Zellen/mL) ergab sich aus der Multiplikation von

gezahlten Zellen pro Grofdquadrat, dem Kammerfaktor und dem Verdiinnungsfaktor.

2.2.1.7. Invitro Stimulation von Milz- und Lymphknotenzellen
Zur Stimulation von Milz- und Lymphknotenzellen wurden pro Stimulanz Dreifachwerte in einer
96-Rundboden-Lochplatte angesetzt. Zundchst wurden 100 pL Stimulanz verdiinnt in RPMI-
Vollmedium pro Loch vorgelegt und 2 x 105 Zellen in 100 pL. RPMI-Vollmedium hinzugegeben.
Die Stimulanzien wurden in folgender Endkonzentration eingesetzt: 1 pg/mL Hamster anti-
Maus-CD3-Antikorper (Klon 1452C11, BNITM); 40 pug/mL S. ratti-Lysat. Als Negativkontrolle
dienten Zellen, die nur in RPMI-Vollmedium kultiviert wurden. Die Stimulation erfolgte bei 37 °C

und 5 % CO; fiir 72 h.

2.2.1.8. Durchflusszytometrische Analysen
Die Durchflusszytometrie (fluorescent activated cell sorting, FACS; Bonner et al, 1972) wird
genutzt um Einzelzellen auf ihre Eigenschaften wie z.B. Grofle, Granularitdt, DNA-Gehalt und
Oberflaichenmolekiile hin zu analysieren. Die Charakterisierung der einzelnen Zelle erfolgt durch
ihre Lichtstreueigenschaften, anhand von Antikérpern vermittelter Fluoreszenzstrahlung oder
auch durch in die DNA interkalierende Fluoreszenzfarbstoffe. Fiir die Analyse werden die Zellen
mittels hydrodynamischer Fokussierung vereinzelt, perlenschnurartig durch eine Messzelle
(Durchflusszelle) gefiihrt und in dieser von Lasern unterschiedlicher Wellenldnge bestrahlt.
Passiert eine Zelle den Laserstrahl so kommt es im einfachsten Fall zu einer Streuung des Lichts,
das von Photomultiplikatoren detektiert wird. Man unterscheidet dabei das Vorwartsstreulicht
(FCS; forward scatter), ein Maf3 fiir die Beugung des Lichts im flachen Winkel, mit dem Grofie
und Volumen der Zelle korreliert und dem Seitwartsstreulicht (SCC; sideward scatter), ein Maf3
fiir die Brechung des Lichts im rechten Winkel, welches mit der Granularitéat der Zelle korreliert.
Zusatzlich konnen Zellen im Hinblick auf ihre Oberflachenmolekiile oder intrazelluldre Proteine
mittels Markierung durch einen fluoreszenzmarkierten Antikérper weiter charakterisiert
werden. Die Messungen erfolgten an den Durchflusszytometern ,LSR II“ und ,FACS Calibur”. Die
Messdaten wurden mit Hilfe des Programmes ,Flow]Jo“ ausgewertet. Die Fiarbungen mit
fluoreszenzmarkierten Antikorpern erfolgten, soweit nicht anders angegeben, bei 4 °C im

Dunkeln.
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In der folgenden Tabelle finden sich die fluoreszenzmarkierten Antikérper, welche in der

Durchflusszytometrie verwendet wurden.

Antikorper (Klon) Hersteller

Ratten anti-Maus CD4-FITC (RM4-5) BioLegend, Aachen, Deutschland
Ratten anti-Maus CD4-APC (GK1.5) eBioscience, San Diego, USA
Ratten anti-Maus CD8a-FITC (53-6.7) BioLegend, Aachen, Deutschland
Ratten anti-Maus CD19-FITC (6D5) BioLegend, Aachen, Deutschland
Ratten anti-Maus/Mensch CD11b-PerCP/Cy5.5 (M1/70)  BioLegend, Aachen, Deutschland
Ratten anti-Maus CD117-BV421 (2B8) (c-Kit) BioLegend, Aachen, Deutschland
Ratten anti-Maus Ly-6G/Ly-6C-BV421 (RB6-8C5) (Gr-1)  BioLegend, Aachen, Deutschland
Ratten anti-Maus CD49b-APC (DX5) BioLegend, Aachen, Deutschland
Ratten anti-Maus IgE -PE (RME-1) BioLegend, Aachen, Deutschland
Ratten anti-Maus Siglec-F-AF647 (E50-2440) BD Pharmingen, Heidelberg,

Ein beispielhaftes Gating fiir Mastzellen und Basophile (Abb.2.1.A) und fiir Neutrophile und
Eosinophile (Abb.2.1.B) ist unten gezeigt. Unter ,lineage“ sind CD4, CD8 und CD19 positive

Zellen zusammengefasst.

1o° - ckit negativ Mastzellen 1o Basophile

Mastzellen/
Basophile

lineage-FITC
1gE-PE
IgE-PE

CD11b, lineage negativ
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Abb.2.1. Beispielhaftes Gating von Mastzellen, Basophilen, Neutrophilen und Eosinophilen in der Milz.

2.2.2. Biochemische Methoden

2.2.2.1.  ELISA zur Quantifizierung von Zytokinen im Zellkulturiiberstand
Die Detektion von Zytokinen (IL-13, IL-4, IL-5, IL-10, IL-3 und IFNYy) im Zellkulturiiberstand
erfolgte durch einen Sandwich-ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) mit den DuoSet®

ELISA-Kits von R&D Systems. Dazu wurde eine 96-Flochboden-Lochplatte mit 50 uL/Loch des
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fiir das jeweilige Zytokin entsprechenden, in PBS verdiinnten, Capture-Antikorpers liber Nacht
bei 4 °C inkubiert. Die Platte wurde dreimal mit ELISA-Waschpuffer gewaschen und mit 100
puL/Loch ELISA-Blockierungspuffer fiir 2 h bei RT blockiert. Nach erneutem fiinfmaligem
Waschen wurden 40 pL der Zellkulturiiberstinde (Dreifachwerte) und der Zytokinstandard
(Doppelwerte), seriell verdiinnt in ELISA-Diluent, aufgetragen und liber Nacht bei 4°c bzw. fiir 2
h bei RT inkubiert. Die Platte wurde erneut gewaschen und das gebundene Antigen (Zytokin)
wurde mit 50 pL/Loch des jeweils spezifischen und verdiinnten, biotinyliertem
Sekunddarantikorpers fiir 2 h bei RT detektiert. Anschliefend wurde die Platte wiederum
fiinfmal gewaschen, 50 pL/Loch Streptavidin-HRP-Konjugat (1:200 verdiinnt in ELISA-Diluent)
hinzugegeben und fiir 20 min bei RT inkubiert. Die Entwicklung nach erneutem Waschen
erfolgte mit 100 pL/Loch ELISA-Substratpuffer fiir 15 min bei RT. Nach Abstoppen der Reaktion
mit 25 pL/Loch ELISA-Stopplosung wurde die Platte photometrisch bei einer Wellenldange von

450 nm gemessen und die Zytokinkonzentration mittels Standardreihe bestimmt.

2.2.2.2. ELISA zur Quantifizierung von Interleukin-9 im Zellkulturiiberstand
Die Quantifizierung von IL-9 im Zellkulturiiberstand erfolgte ebenfalls durch einen Sandwich-
ELISA, wie in 2.1. beschrieben, jedoch nicht mit einem DuoKit und in half-well ELISA Platten. Es
gab folgende Abweichungen. Der Capture-Antikérper wurde mit einer Konzentration von 2
pg/mL verdiinnt in PBS eingesetzt. Das Blocken von unspezifischen Bindungen und die
Verdiinnung des biotinylierten IL-9 Detektionsantikérpers erfolgte mit IL-9 ELISA-Puffer (10 %
FCS/PBS).

2.2.2.3. ELISA zur Quantifizierung von Maus-Mastzellprotease-1 (mMCPT-1)
im Serum

Die Bestimmung der Maus-Mastzellprotease-1 im Serum von S. ratti-infizierten Mausen erfolgte
mit dem Mouse MCPT-1 (mMCP-1) ELISA Ready-SET-Go!® Kit von eBioscience und wurde mit
folgenden Abweichungen nach Herstellerangaben durchgefiihrt.
Die Beschichtung der Platten mit Capture Antikorper erfolgte mit einem Volumen von 50
uL/Loch. Zur Detektion wurden 50 uL/Loch, 1:250 in Assay-Diluent verdiinntem, Avidin-HRP-
Antikorper eingesetzt und zur Entwicklung wurden ebenfalls 50 uL. TMB Substrat verwendet.

Pro Probe (Serumverdiinnung 1:100) wurden Doppelwerte bestimmt.

2.2.2.4. ELISAvon S. ratti-spezifischen Immunglobulinen im Serum
Zur Detektion von S. ratti-spezifischen Immunoglobulinen (Ig) wurde eine 96-Microlon-
Flachboden-Lochplatte iiber Nacht bei 4 °C mit 50 pL/Loch S. ratti Lysat (2,5 ug/mL) in PBS
inkubiert. Die Platte wurde dreimal mit ELISA-Waschpuffer gewaschen und mit 100 pL/Loch
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ELISA-Blockierungspuffer fiir 2h bei RT inkubiert. Nach erneutem Waschen wurden 50 pL der in
ELISA-Diluent verdiinnten Seren in Zweifachwerten auf die Platte aufgetragen und zur
Bestimmung des Titers seriell mit ELISA-Diluent verdiinnt. Die Platten wurden fiir 4 h bei RT
bzw. liber Nacht bei 4 °C inkubiert und anschliefdend fiinfmal gewaschen. Der Nachweis von
gebundenem S. ratti-spezifischem Ig erfolgte durch die 1 stiindige Inkubation bei RT mit HRP-
gekoppeltem anti-Maus IgM, IgG1, [gG2b verdiinnt in ELISA-Diluent, dem fiinfmaligem Waschen
und der anschliefenden Entwicklung mit 100 pL/Loch ELISA-Substratlésung fiir 2,5 min. Die
Reaktion wurde mit 25 pL/Loch ELISA-Stopplosung beendet und die photometrische Detektion
erfolgte bei einer Wellenldnge von 450 nm. Der Ig-Titer ergab sich aus der Serum-Verdiinnung

deren OD4s iiber dem doppelten Plattenhintergrund lag.

2.2.2.5.  ELISA zur Quantifizierung von polyklonalem IgE im Serum
Die Quantifizierung von polyklonalem IgE erfolgte mit dem Mouse IgE ELISA Set von BD
OptEIA™ und wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

2.2.3. Molekularbiologische Methoden

2.2.3.1. Isolierung von DNA aus Gewebeproben
Zur Genotypisierung der transgenen Mause wurden Ohrbiopsien in 50 pL Gewebelysepuffer,
aufgenommen und fiir 15 min bei 75 °C inkubiert. Die anschliefdende Inkubation von 10 min bei
95 °C fithrt zur Inaktivierung der im Lysepuffer enthaltenen Proteinase K. 20 pL der DNA-L6sung
wurden mit 180 pL Tris-Puffer gemischt und 1 pL dieser Losung fir die Genotypisierungs-PCR

verwendet (siehe 3.4.).

2.2.3.2. Isolierung von DNA aus Stuhlproben
Die DNA Isolierung aus Stuhlproben von S. ratti infizierten Mausen erfolgte durch eine
modifizierte KOH-Methode nach Katzwinkel-Wladarsch et al.,, 1994 [122]. Dazu wurden 200 mg
Fazes mit 1,4 mL Aqua dest, 100 pL. 1M KOH und 30 pL 1M DTT versetzt und vollstindig
homogenisiert. AnschliefRend wurde die Probe bei 65 °C fiir 30 min inkubiert und 10 min bei
13000 xg zentrifugiert. 400 uL des Uberstandes wurden mit 10 pL 10 mg/mL Proteinase K
versetzt, gemischt und fiir 15 min bei 56 °C inkubiert. Zur Proteinfillung wurde die Losung fiir
10 min bei 4 °C gelagert und nach Zugabe von 140 pL gesattigter NaCl-Losung weitere 10 min
bei 4 °C inkubiert. Die Proteinpelletierung erfolgte bei 13000 xg fiir 10 min. 400 pL des
Uberstandes wurden zum Ausfillen der DNA mit 400 pL Isopropanol vermischt, bei -20 °C fiir 20
min gelagert und fiir 15 min bei 4 °C und 13000 xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde

abgenommen, die pelletierte DNA mit 100 pL 80%igem Ethanol gewaschen, bei RT getrocknet
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und in 200 uL Aqua dest. resuspendiert. Fiir die anschlief3ende Analyse von S. ratti DNA mittels
quantitativer real-time PCR (3.6.) wurden die Proben auf 100 ng /pl eingestellt.

2.2.3.3. Bestimmung der Konzentration von Nukleinsiduren

Die Konzentration von Nukleinsduren wurde mittels Nanodrop bestimmt.

2.2.3.4. Polymerasekettenreaktion (PCR) zur Genotypisierung von
transgenen Mdusen
Fiir die Genotypisierung der in dieser Arbeit verwendeten transgenen Mause wurde die DNA
wie in 3.1. aus Ohrgewebe der Maus gewonnen. Zum Screenen der heterozygot geziichteten
Mause wurden jeweils 3 Primer verwendet, die zum einen das Transgen, zum anderen auch das

Wildtypgen vervielfaltigten. Die Primer fiir die jeweiligen PCRs finden sich unter 2.1.7.

Fiir alle Genotypisierungs-PCRs wurde folgendes PCR-Programm verwendet:

Schritt Temperatur Zeit
Aktivierung der Polymerase 95 °C 3 min
Denaturierung 95°C 15 sec
Anlagerung der Primer 60 °C 15 sec x 35 Zyklen
Elongation 72°C 15 sec
finale Elongation 72°C 5 min
PCR-Ansatz: 20pL

millipore Wasser 13,95 pL

10x PCR Buffer 2 uL

25 mM MgCl, 0,8 uL

10 mM dNTPs 0,4 uL

Primer 1/2/3 je 0,6 pL

Taq-Polymerase 0,05 uL

Template-DNA 1 uL
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2.2.3.5. Agarosegelelektrophorese
Zum Auftrennen der durch die PCR zur Genotypisierung der transgenen Mause vervielfaltigten
DNA Fragmente wurden 15-20pL der Proben auf ein 1%iges Agarosegel (0,001% EtBr) in TBE-
Puffer aufgetragen. Nach 50-60 min bei 90 Volt wurde das Gel unter UV-Licht mit einem

digitalen Gel-Imaging Gerate analysiert.

2.2.3.6. Quantitative real-time PCR

Zur Quantifizierung der Kopienzahl von S. ratti 28S rRNA-DNA wurde die quantitative real-time
PCR verwendet. Diese basiert auf der herkdmmlichen PCR-Methode [123], bei der geringe
Mengen an DNA durch Einsatz spezifischer Primer vervielfaltigt werden kann. Zudem kann
durch die Verwendung von dem Fluoreszenzfarbstoff SYBR® Green I, welcher sich in
doppelstrangige DNA einlagert, eine Quantifizierung der zu analysierenden Sequenz
vorgenommen werden, da die Fluoreszenz proportional zur Menge des PCR-Produkts steigt. Der
Ct-Wert (cycle threshold) gibt dabei den PCR-Zyklus an, bei dem die Fluoreszenz zum ersten Mal
liber den Fluoreszenzhintergrund ansteigt. Dabei ist der Ct-Wert umgekehrt proportional zur
eingesetzten Konzentration der zu analysierenden DNA. Folglich, je kleiner der Ct-Wert, desto
hoher ist die Menge an Ziel-DNA.

Die zu analysierenden Proben wurden in Duplikaten pipettiert. Als Negativkontrolle dient eine
Doppelbestimmung mit Ampuwa-Wasser, ohne DNA. Vervielfdltigt wurde ein 180bp grofdes
Fragment des S. ratti 28S rRNA Gens. Als Kalibrator dient ein Plasmid, welcher dieses Fragment
enthélt. Die qPCR wurde mit dem RotorGene6000 durchgefiihrt. Ein PCR-Ansatz besteht aus

folgenden Bestandteilen:

Schritt Temperatur Zeit
Aktivierung der Polymerase 95 °C 15 min
Denaturierung 95°C 10 sec
Anlagerung der Primer 50 °C 15 sec x 35 Zyklen
Elongation 72°C 20 sec
62 °C-95°C

Schmelzkurve

(1°C Schritte)
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PCR-Ansatz: 10pL
millipore Wasser 4,65 uL
10x PCR Buffer 1L
25 mM MgCl, 0,4 puL
SYBR® Green (1:1000) 0,1 puL
BSA (1 ug/uL) 1pL
10 mM dNTPs 0,2 uL
Primer S1 / AS1 je 0,3 puL
Taq-Polymerase 0,05 pL

Template-DNA/

2 uL
Kalibrator

2.2.4. Parasitologische Methoden und Tierversuche
Alle Tierversuche wurden in Ubereinstimmung mit dem deutschen Tierschutzgesetzt
durchgefiihrt und durch die Hamburger Behoérde fiir Gesundheit und Verbraucherschutz
genehmigt. Fiir die Versuche wurden Mause im Alter von 8-10 Wochen eingesetzt, die im
Tierhaus des BNITM in einzelbeliifteten Kafigen (IVCs, individualy ventilated cages) unter

keimarmen bzw. SPF-Bedingungen (spezifisch pathogenfrei) gehalten wurden.

2.2.4.1. Laborzyklus von S. ratti und Praparation der infektiosen dritten
Larven (L3i)
Zur Erhaltung des S. ratti-Lebenszyklus und zur Verhinderung einer Adaption an das
Immunsystem der Maus wurde S. ratti fortlaufend in Wistar Ratten passagiert. 24h-Stuhl von
infizierten Ratten wurde gesammelt, in ca. 10 mL Leitungswasser eingeweicht und anschlief3end
mit der dreifachen Menge gewdsserter Aktivkohle vermischt, schrag in einem Glasgefaf3
geschichtet und mit einer weiteren diinnen Schicht gewasserter Aktivkohle liberdeckt. Die
Aktivkohlekultur wurde zur Inkubation mit Parafilm verschlossen und fiir 6 Tage bei 25 °C
gelagert. Die sich dabei entwickelnden L3i wurden anschlief}end durch eine Baermann
Apparatur isoliert. Vor der Aliquotierung fiir die Infektion wurden die Larven dreimal mit PBS
(Pen/Strep) gewaschen, worauf auf jeden Waschschritt eine Sedimentationsphase von 1 h bei 4
°C folgte. Die Larven wurden in 2 pL Losung ausgezidhlt und fiir die Infektion entsprechend

aliquotiert.
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2.2.4.2. Infektion von Miusen und Ratten mit L3i S. ratti
Mause wurden mit 2000 L3i S. ratti in 30uL PBS (Pen/Strep) subkutan in die Hinterpfote; Wistar
Ratten mit 2500 L3i S. ratti in 200puL PBS (Pen/Strep) subkutan in die Flanke infiziert.

2.2.4.3. Bestimmung der wandernden Larven in Kopf, Lunge und Darm
Zur Bestimmung der wandernden Larven wurden an Tag 1, 2, 3, und 4 nach Infektion die Kopfe,
Lungen und Diinndirme der Méause prapariert. Der Kopf wurde vom Korper abgetrennt,
gehdutet, in etwa 6 gleich grofde Stiicke zerkleinert und in einer 6-Loch-Platte in Leitungswasser
fiir 3 h bei 37 °C inkubiert. Die Lunge wurde zerkleinert und ebenfalls in H,O fiir 3 h bei 37 °C in
einer 24-Loch-Platte inkubiert. Wahrend der Inkubation wandern die Larven aus dem Gewebe
und konnen nach Entfernen der Gewebereste sofort unter dem Lichtmikroskop gezahlt werden.

Zur Bestimmung der Larven im Diinndarm wurde wie in 4.4. vorgegangen.

2.2.4.4. Bestimmung der adulten S. ratti im Darm
Die Anzahl der adulten S. ratti im Dinndarm wurde an Tag 6 nach Infektion bestimmt. Zur
Isolierung der Wirmer wurde der Diinndarm einer Maus herausprapariert, longitudinal
aufgeschnitten und der Fazes griindlich herausgespiilt. Anschlief}end wurde der Darm in 30 mL
H20 in einer Petrischale fiir 3 h bei 37 °C inkubiert und stiindlich leicht geschiittelt. Nach Ablauf
der Inkubation wurde der Darm zum Abldsen des Mucus geschiittelt und entfernt. Die Wiirmer

in der Petrischale konnten direkt unter einem Lichtmikroskop ausgezahlt werden.

2.2.4.5. Nachweis von 8. ratti-DNA in Stuhlproben
Der Verlauf und die Termination einer S. ratti Infektion wurden durch die Analyse von
Strongyloides 285 RNA kodierende DNA im Stuhl von Mausen bestimmt. Zu den angegeben
Zeitpunkten wurden dafiir die Mause fiir 24 h auf Zellstoff gesetzt, der Stuhl gesammelt und bis
zur DNA-Isolierung (siehe 2.2.3.2.) bei -20 °C gelagert.

2.2.4.6. Gewinnung von Serum
Die Gewinnung von Serum aus Blut erfolgte durch eine finale Herzpunktion oder durch die
Punktion der Gesichtsvene (Vena facialis) einer Maus zu den entsprechenden Zeitpunkten. Das
Blut wurde in einem Reaktionsgefaf gesammelt und fiir 1 h bei RT inkubiert. Anschlief3end
wurden die koagulierten Bestandteile des Bluts vom Serum durch einen Zentrifugationsschritt
bei 10.000 xg fiir 10 min getrennt und das Serum abgenommen. Bis zur weiteren Analyse

erfolgte die Lagerung bei -20 °C.
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2.2.4.7. Herstellung von hochtitrigem Antiserum
Zur Herstellung von hochtitrigem Antiserum wurde eine entsprechende Anzahl an Mausen mit
2000 L3i S. ratti infiziert und fiir insgesamt 3 Monate alle 4 Wochen mit 2000 L3i infiziert. Im
Anschluss wurde eine finale Herzpunktion durchgefiihrt, um mdoglichst viel Blut zu gewinnen

und das Serum wurde wie in 2.2.4.6. beschrieben gewonnen.

2.2.4.8. Behandlung der Miduse mit Inmunserum
Den Mausen wurde an 2 aufeinander folgenden Tagen jeweils 250 pL des hochtitrigem
Antiserums oder 250 pL Kontrollserum von naiven Mausen i.p. gespritzt. Zeitpunkte der

Applikation finden sich im Ergebnissteil.

2.2.4.9. Depletion von Treg
Um Tregs zu depletieren wurden DEREG Mause verwendet. Diese Mause enthalten ein in das
Genom intergriertes artifizielles Chromosom, welches fiir ein Fusionsprotein aus dem griin
fluoreszierenden Protein (GFP) und dem Diphterietoxinrezeptor (DTR) codiert. Der DTR und
GFP werden unter der Kontrolle des Foxp3-Promotors exprimiert (Lahl, K et al., 2007). Foxp3-
positive Tregs fluoreszieren demnach griin und kénnen durch die Injektion von Diphteriatoxin
(DT) depletiert werden. Fiir die Depletion wurden Mduse an drei aufeinander folgenden Tage
mit 0,5 pg DT in 200 pL PBS i.p. behandelt. Am zweiten Tag der Depletion wurden die Mause mit
2000 L3i S. ratti infiziert und die Depletion an Tag 2 der Infektion durchflusszytometrisch

analysiert.

2.2.4.10. Herstellung von gemischten Knochenmarkchimdren
Um zu analysieren, welche Rezeptoren/Signalkaskadenmolekiile von Mastzellen zur Abstofdung
von S. ratti wichtig sind, wurden gemischte Knochenmarkchiméaren hergestellt, bei denen nur
Mastzellen jeweils fiir einen spezifischen Rezeptor/ein spezifisches Molekiil defizient sind,
ansonsten aber ein vollig normales Immunsystem aufweisen. Dazu wurden als Empfangermause
immer mastzelldefiziente Cpa3¢re-Mause verwendet, in die die entsprechende Kombination an
Knochenmarkzellen transferiert wurde. Die Empfangertiere wurden 24h vor dem Transfer mit 8
Gray y-Strahlung aus einer Caesium (137Cs)-Quelle bestrahlt. Da Mause auf BALB/c Hintergrund
sensitiver gegentliber der Strahlung sind, wurden diese zweimal mit 4 Gray y-Strahlung im
Abstand von 3h bestrahlt. Am folgenden Tag wurde Knochenmark aus den Spendertieren
isoliert (Wt, Cpa3¢re, IL9R/) (siehe 2.2.1.5.) und 6x10¢ Zellen in 200pL PBS iv. in die

Empfangertiere transferiert.

Dabei wurden folgende Kombinationen an Knochenmarkszellen gespritzt:
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KM-Kombination Spender
Hiille Chimire
70% =4,2x106Zellen + 30% = 1,8 x 106 Zellen

1 Cpa3cre 70 % Cpa3cre KM + 30% Wt KM Wt Chimare
Mastzell-defiziente
2 Cpa3cre 70% Cpa3€re KM + 30% Cpa3¢cre KM
Chimaére
Chimare mit Mastzell-
3 Cpa3Cre 70% Cpa3¢e KM + 30% IL9R/"-KM

spezifischem Defekt

Zur Vermeidung einer Infektion wurden die Tiere ab einer Woche vor Bestrahlung bis vier
Wochen nach Transfer mit 0,5 % (v/v) Baytril im Trinkwasser behandelt. Die Infektion mit S.

ratti erfolgte nach 8 Wochen Rekonstitution.

2.2.4.11. Histologie - Herstellung von Swiss Rolls
Flir die histologische Analyse von Darmgewebe wurden sogenannte Swiss Rolls angefertigt.
Dafiir wurde der Dinndarm entnommen und mit 1x PBS gespiilt. AnschliefRend wurde der
Diinndarm longitudinal ausgedriickt, um noch restlich vorhandenes PBS zu entfernen, zu einer
Schnecke aufgerollt und in eine Einbettkammer gelegt. Diese wurde verschlossen in eine 4%ige
Formaldehydldsung gegeben und zur weiteren Aufarbeitung und Farbung durch Frau Dr. Anja

Kiihl an die Inmunpathologie der Charité Berlin geschickt.
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3. Ergebnisse

In dieser Arbeit sollte die Funktion und Regulation von Mastzellen wahrend einer Infektion mit
dem parasitiren Nematoden Strongyloides ratti mit Hilfe von KIT-unabhingigen
mastzelldefizienten Mausmodellen untersucht werden. Zur Unterscheidung zwischen dem
Einfluss von mukosalen und Bindegewebsmastzellen wurden ein komplett mastzelldefizienter
Mausstamm (auf C57BL/6 und BALB/c Hintergrund [93]), im Folgenden Cpa3¢re Mause genannt
und ein Mausstamm, dem nur Bindegewebsmastzellen (connective tissue mast cells; ctMCs)
(C57BL/6 Hintergrund; [118]), im Folgenden Mcpt5¢re genannt, verwendet. Die transgenen
Mause wurden alle heterozygot geziichtet und im Experiment immer mit nicht-transgenen
Wurfgeschwistern verglichen. Auf diese Weise konnen alle anderen Parameter, wie z.B. das
Mikrobiom und Umweltbedingungen der mastzellkompetenten und -defizienten Mause
weitgehend konstant gehalten werden.

Der Ergebnisteil gliedert sich wie folgt. Im erste Teil wird Induktion von Zellen des angeborenen
Immunsystems wahrend der Infektion mit S. ratti in lokalen lymphatischen Geweben, wie den
mesenterialen Lymphknoten (mLN) bzw. innerhalb des Peritoneums, sowie auf systemischer
Ebene im Blut und in der Milz beschrieben. Im zweiten Teil wird die distinkte Funktion von
mukosalen Mastzellen (mMCs) und ctMCs, wahrend der Kontrolle einer S. ratti Infektion und der
Initiierung einer schiitzenden Immunantwort untersucht. Der dritte Teil der Arbeit beschaftigt

sich mit der Regulation und Aktivierung von Mastzellen wahrend der S. ratti Infektion.

3.1.Induktion und Rekrutierung von Zellen des angeborenen Immunsystems

wihrend einer S. ratti Infektion

Um einen Uberblick zu erhalten, welche Zellen des adaptiven Immunsystems wihrend einer S.
ratti Infektion in spezifischen Organen induziert bzw. rekrutiert werden, wurde eine Kinetik der
Expansion von neutrophilen, eosinophilen und basophilen Granulozyten, als auch Mastzellen im
Blut, Milz, mLN und im Peritoneum von C57BL/6 und BALB/c Maiusen mittels
durchflusszytometrischer Analysen angefertigt. Die verschiedenen Zelltypen wurden wie folgt
charakterisiert. Mastzellen sind CD4, CD8, CD19 und CD11b negative, IgE (gebunden iiber Fce-
Rezeptor) und c-Kit positive Leukozyten. Basophile Granulozyten (Basophile) sind im Gegensatz
zu Mastzellen c-Kit negativ jedoch CD49b positiv. Neutrophile Granulozyten (Neutrophile) sind
CD4, CD8, CD19 negative Leukozyten, welche CD11b und GR-1 sehr hoch exprimieren.
Eosinophile Granulozyten (Eosinophile) sind CD11b positiv und exprimieren GR-1 intermediar.
Sind dafiir aber stark Siglec-F (CD170) positiv. Eine Gatingstrategie findet sich fiir jede Zellsorte
unter 2.2.1.8.
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Die systemische Immunantwort wurde durch Farbung der Leukozyten in Blut und Milz
untersucht. Zur Analyse der lokalen Antwort wurden die Lymphknoten in den Mesenterien
(mLN) verwendet, welche den Darm umspannen und eine Lavage, also eine Spiilung des
Bauchraums (Peritoneums) durchgefiihrt (peL). Die Infektion mit 2000 L3i S. ratti fiihrte in
C57BL/6 zu einem prozentualen Anstieg an Neutrophilen an Tag 3 im But (Abb.3.1.). Bei BALB/c
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Abb.3.1. Rekrutierung von Zellen des angeborenen Immunsystems wihrend einer S. ratti Infektion. C57BL/6 (schwarze
Balken) und BALB/c Mause (weifle Balken) wurden mit 2000 S. ratti L3i s.c. infiziert. Zu den angegebenen Zeitpunkten nach der
Infektion wurden periphere Blut- und Milzzellen, als auch Zellen der mesenterialen Lymphknoten und des Peritoneums isoliert und
durchflusszytometrisch analysiert. Dargestellt ist Anzahl der verschiedenen Zelltypen bzw. der prozentuale Anteil innerhalb
peripherer Blutzellen. Gezeigt sind die zusammengefassten Ergebnisse von zwei unabhéngigen Experimenten (n=4-6). Dargestellt ist
der Mittelwert +SEM. Die Sterne zeigen den signifikanten Unterschied der Ergebnisse des jeweiligen Analysetages im Vergleich zur

nicht infizierten Kontrollgruppe an Tag 0 an, ermittelt durch Mann Whitney U Test, *p< 0,05; **p< 0.01, ns= nicht signifikant.

Mdusen war dieser Anstieg erst an Tag 7 zu beobachten. Eine prozentuale Zunahme an
Eosinophilen tiber die Tage 3, 7 und 14 lief? sich auch fiir infizierte BALB/c Mause im Blut
beobachten. Hingegen zeigten Eosinophile im Blut von C57BL/6 Mausen eine biphasische

Expansion an Tag 3 und Tag 14 p.i. Mastzellen differenzieren sich erst im Gewebe aus und
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waren somit im Blut von naiven und infizierten C57BL/6 und BALB/c Mausen nicht zu finden.
Basophile waren an Tag 14 p.i sowohl im Blut von C57BL/6, als auch von BALB/c Mausen
erhoht. In der Milz waren bei C57BL/6 Mausen Eosinophile, Mastzellen und Basophile in ihrer
Anzahl an Tag 7 p.i erh6ht. Die Zahl der Neutrophilen sank tendenziell an Tag 3 und stieg wieder
an Tag 7 p.i. BALB/c Mause zeigten auch eine Erhéhung von Mastzellen an Tag 7 p.i. in der Milz,
diese sank an Tag 14 wieder und stieg an Tag 35 p.i erneut (Abb.3.1.). Die Zahl der Basophilen in
der Milz von C57BL/6 und BALB/c Mdusen sank kurzfristig an Tag 3 p.i. und gelangte an Tag 7
p.i. wieder auf das Ausgangsniveau zurilick. Im mesenterialen Lymphknoten war ein einheitlicher
Anstieg an der Anzahl an Neutrophilen, Eosinophilen, Mastzellen und Basophilen an Tag 7 p.i. fiir
BALB/c und C57BL/6 Mause feststellbar. Die Eosinophilenzahl erh6hte sich noch an Tag 14 bei
C57BL/6 Mausen, sank aber bei allen anderen Zelltypen ab diesem Tag wieder.

Insgesamt zeigte sich, dass die hier untersuchten Zellen des angeborenen Immunsystems
insbesondere an Tag 7 der Infektion in BALB/c und C57BL/6 Mausen, also zum Zeitpunkt der
hochsten gastrointestinalen Parasitenlast, besonders in den mesenterialen Lymphknoten und

dem Peritoneum, erhéht waren.

3.2. Einfluss einer Mastzelldefizienz auf den S. ratti Infektionsverlauf in der
Maus

3.2.1. Vergleich der Zellrekrutierung in den Darm wihrend der S. ratti
Infektion von mastzellkompetenten und mastzelldefizienten BALB/c

Mausen

Um zu iberpriifen, welchen Einfluss eine Mastzelldefizienz auf die Immunzellrekrutierung
wahrend einer S. ratti Infektion innerhalb des Darms hat, wurden Cpa3¢re Mause mit 2000 L3i S.
ratti infiziert und an Tag 6, 14 und 29 p.i. der Diinndarm entnommen und sogenannte ,Swiss
Rolls* fiir histologische Schnitte angefertigt.

Mastzellen sollten durch Farbung mit einem anti-c-Kit-Antikoérper (Abb.3.2.A) identifiziert
werden. Der Stammzellenwachstumsfaktor-Rezeptor KIT wird jedoch auch auf
hadmatopoetischen Stammzellen und anderen Zellen des hamatopoetischen und nicht-
hadmatopoetischen Systems exprimiert. Des Weiteren wurden Mastzellen mit dem basischen,
metachromen Farbstoff Toluidinblau gefarbt (Abb.3.2.B). Dieser farbt Mastzellen aufgrund ihrer
enthaltenen Granula violett an. Toluidin firbt aber auch Nukleinsduren, Mucine und kann auch
Granula von endokrinen Zellen anfirben. Daher erfolgt die Identifikation neben der Farbung

auch iiber die Morphologie der Zelle.
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An Tag sechs der S. ratti Infektion konnten in mastzelldefizienten Cpa3¢re Mausen
erwartungsgemafd keine c-Kit positiven Zellen im Darm angefirbt werden. In Cpa3wt Mdusen

konnten auch nur ein bis zwei Mastzellen anhand des anti-c-Kit Antikdrpers bzw. der

n W B o
o o o o

c-Kit* Zellen /10 VCU
>

(=]

6 14 28

Toluidin* Zellen /10 VCU

6 14 28
Tage nach Infektion

30

2 (@]

o

> P=0.08 P=0.1

S 200] _ o ° L

@ — O

= ° o S

g 10

£ ©

@ o

uw P COBe
6 14 28

Tage nach Infektion

P=0.33
[ J

OCe
e °a® O

Se &g

.$

6 14 28
Tage nach Infektion

Abb.3.2. Histologische Untersuchung von Mastzellen, Becherzellen und Eosinophilen im Diinndarm von S. ratti infizierten
BALB/c Cpa3¢re und Cpa3+t Mausen.

BALB/c Cpa3cre (schwarze Punkte) und Cpa3“t (weifle Kreise) Mduse wurden mit 2000 L3i S.ratti infiziert. An Tag 6, 14 und 28
wurden die Diinndiarme prapariert und ,swiss rolls” fiir die histologische Farbung mittels Formaldehydfixierung angefertigt. A und
B zeigt die Anzahl an Mastzellen pro Villus-Krypten-Einheit (VCU), C die Anzahl der Eosinophilen und D die Anzahl der Becherzellen.
A: Farbung mit Primarantikdrper gegen c-Kit; B: Toluidinfirbung; C: modifizierte Siriusrot-Farbung; D: PAS-Farbung. Zwei
Beispielbilder sind fiir jede Farbung dargestellt. Dargestellt sind zwei unabhingige Experimente, n=2-5. Punkte stellen jeweils eine
Maus dar und die Balken repréasentieren den Median; Sterne zeigen einen signifikanten Unterschied ermittelt mittels Mann-Whitney-
Test; * p<0,05.

Toluidinfarbung pro Villus-Krypten-Einheit (VCU) gefunden werden (Abb.3.2.A/B). In
mastzellkompetenten Cpa3wt Mausen stieg die Zahl an Toluidin positiven Zellen an Tag 14 p.i.
auf ca. 9 Zellen (Abb.3.2.B) bzw. knapp 22 c-Kit positive Zellen (Abb.3.2.A) pro VCU an. An Tag
28 p.i. sank die Anzahl an c-Kit positiven Zellen in mastzellkompetenten Cpa3wt Mausen wieder,

wohingegen die Anzahl an Toluidin positiven Zellen auf dem gleichen Niveau blieb, wie an Tag
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14. Uberraschenderweise war fiir Cpa3¢e Miuse ein Anstieg an c-Kit und Toluidin positiven
Zellen an Tag 14 bzw. Tag 28 p.i. zu verzeichnen (Abb.3.2.A/B). Da diese Mdause aber
mastzelldefizient sind sollten sie keine c-Kit bzw. Toluidin positiven Mastzellen aufweisen. Es
stellt sich daher die Frage (die in Abschnitt 4.6. diskutiert wird,) ob die Farbung nicht richtig
funktioniert hat oder ob die angefarbten Zellen keine Mastzellen sind.

Die Zahl an Eosinophilen pro Villus-Krypten-Einheit war an Tag 6 p.. in Cpa3¢re und Cpa3wt
Mausen gleich und betrug ca. 180 bis 190 (Abb.3.2.C). Jedoch sank die Zahl bei Cpa3+t Mausen an
Tag 14 p.. auf knapp 30 Eosinophile pro VCU wohingegen sie bei Cpa3¢re Mausen auf dem
gleichen Niveau blieb, wie an Tag 6 p.i. Das gleiche Bild konnte fiir Tag 28 p.i. festgehalten
werden. Die Unterschiede in der Eosinophilenanzahl zwischen mastzelldefizienten Cpa3¢tre und
mastzellkompetenten Cpa3wt Mdusen an Tag 14 und 28 waren allerdings nicht signifikant
(Abb.3.2.C). Die Analyse von Becherzellen im Darmepithel, welche iiber eine PAS-Farbung
(periodic acid-Schiff Reaktion) angefarbt wurden, ergab eine leichte, nicht signifikante Erh6hung
an Tag 14 p.. in mastzelldefizienten Cpa3¢re Mausen im Vergleich zu mastzellkompetenten

Cpa3wt Mausen (Abb.3.2.D).

3.2.2. Mastzellen sind wichtig fiir die Kontrolle der Parasitenlast im Darm
und fiir die Terminierung der S. ratti Infektion

Waihrend der Wanderung durch das Gewebe werden S. ratti L3 das erste Mal mit dem
Wirtsimmunsystem konfrontiert. Neben Neutrophilen, Eosinophilen und Makrophagen, welche
die Larven im Gewebe bekdampfen [24, 25, 36, 38, 39], sind auch Mastzellen in der Haut
lokalisiert. Der Einfluss von diesen Bindegewebsmastzellen auf die Wanderung der Larven
durch die Haut des Wirtes sollte mit Hilfe der mastzelldefizienten Mausstamme untersucht
werden. Zur Bestimmung der Anzahl an migrierenden Larven im Gewebe wurden Kopf, Lunge
und der Diinndarm von S. ratti infizierten Cpa3¢re und Cpa3wt Mause an Tag 1, 2, 3 und 4 der
Infektion prédpariert und die ausgewanderten Larven mikroskopisch ausgezihlt. An Tag 2
erreichte der Grofdteil der Larven den Kopf und die Lunge. Dabei zeigten mastzelldefiziente
Cpa3¢re Mause keinen Unterschied in der Anzahl der wandernden Larven in Kopf und Lunge im
Vergleich zu mastzellkompetenten Cpa3wt Mdausen (Abb. 3.3.B/C). Die Anzahl an L3 im
Dinndarm war ebenfalls bis Tag 3 der Infektion in mastzellkompetenten und
mastzelldefizienten Mdusen gleich. An Tag 4 der Infektion wiesen die mastzelldefizienten Mause
auf C57BL/6 und BALB/c Hintergrund, tendenziell mehr Larven im Darm auf im Vergleich zu
mastzellkompetenten Mausen. Dieser Unterschied war zu diesem Zeitpunkt noch nicht
signifikant. Interessanterweise zeigten mastzelldefiziente Cpa3¢re Mduse hingegen sowohl auf

BALB/c und C57BL/6  Hintergrund im  Vergleich zu  mastzellkompetenten
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Wildtypwurfgeschwister an Tag 6 der Infektion, also zum Zeitpunkt der maximalen
Parasitenlast im Diinndarm, eine signifikant hohere Wurmlast (Abb.3.3.D/E)). Mastzelldefiziente
Mause auf BALB/c Hintergrund (Abb.3.3.E) hatten im Mittel ca. 100 adulte Wiirmer im Darm,

wohingegen Wildtypmause im Vergleich nur ca. 20
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Abb.3.3. Mastzellen sind wichtig fiir die Kontrolle der Parasitenlast im Darm

(A) zeigt den Versuchsablauf. Cpa3¢re (schwarze Kreis; Quadrate) und Cpa3+t (weifde Kreise; Quadrate) Mause auf BALB/c und
C57BL/6 genetischem Hintergrund, wurden mit 2000 L3i S. ratti in den HinterfuR s.c. infiziert. An den angegeben Tagen wurden
Kopf, Lunge und Darm der Mause prépariert und die ausgewanderten Larven aus dem Gewebe gezihlt (B/C). Die Anzahl adulter
Wiirmer im Diinndarm wurde an Tag 6 p.i. bestimmt (D/E). C57BL/6 (B/D) und BALB/c (C/E). Die Graphen vereinigen Daten von
zwei unabhingigen Experimenten (n=3-9/Tag) (B/C) bzw. drei unabhdngigen Experimenten (n=.16-19) (D/E). (B/C) Die
Fehlerbalken zeigen +SEM. Statistik fiir Tag 4 fir Diinndarm wurde mittels Mann-Whitney Test gewonnen. Der Balken zeigt fiir (D)
den Median und fiir (E) den Mittelwert. Sterne zeigen signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten ermittelt durch (D)
Mann-Whitney *** p<0.0001 und (E) Student’s t-Test ***p<0.0005.

Adulte im Darm aufwiesen. Bei Cpa3¢re Mdusen auf C57BL/6 Hintergrund (Abb.3.3.D) hatten
mastzellkompetenten Mause ungefahr 100 adulte S. ratti, wohingegen mastzelldefiziente Mause
eine Steigerung auf knapp 180 Wiirmer im Diinndarm hatten. C57BL/6 Mause sind suszeptibler
fir eine S. ratti Infektion als BALB/c Mduse [124]. Der Vergleich von BALB/c und C57BL/6
Wildtypen (Cpa3vt Mause) zeigte, dass sowohl im Kopf, als auch in der Lunge eine gleiche Anzahl
an Larven wahrend den ersten Tagen der Infektion im Gewebe zu finden war (Abb. 3.3.B/C). Erst
im Diinndarm zeigte sich eine hohere Larvenzahl in C57BL/6 Mausen, die spater auch die
unterschiedliche Hohe der Wurmlast in den suszeptibleren C57BL/6 zu den resistenteren

BALB/C Méausen wiederspiegelte (Abb. 3.3.D/E).
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Ein wichtiger Marker fiir die Aktivitit von mukosalen Mastzellen (mMCs) ist die Maus-
Mastzellprotease 1 (mMCPT-1), welche spezifisch fiir mMCs ist [50]. Die Analyse der
Mastzellaktivitit in Cpa3¢re und Cpa3Wt Mausen, welche mit S. ratti L3i subkutan in die
Hinterpfote infiziert wurden ergab, das mMCPT-1 schon frith (Tag 2, Tag4 p.i.) im Serum von
mastzellkompetenten Cpa3wt Mdusen, BALB/c (Abb.3.4.A) und C57BL/6 (Abb.3.4.B), mittels
ELISA detektierbar war. Cpa3¢re Mduse zeigten erwartungsgemaf$ keine messbare Freisetzung
an mMCPT-1 im Serum wahrend der frithen Phase der Infektion von Tag 2 bis Tag 6. Jedoch war
bei Cpa3¢re Mdusen auf BALB/c Hintergrund ab Tag 6 und bei mastzelldefizienten Mdusen auf
C57BL/6 Hintergrund ab Tag 14 der Infektion mMCPT-1 im Serum detektierbar. Die
Konzentration von mMCPT-1 stieg im Laufe der Infektion bis auf ca. 0,8 pg/mL bei Cpa3cre
Mausen auf BALB/c Hintergrund an Tag 14 und bis auf 0,3 pg/mL bei C57BL/6 Cp3¢re Mdusen an
Tag 28 an. Damit unterschied sich die mMCPT-1 Konzentration im Serum von
mastzellkompetenten Mausen und mastzelldefizienten Mdusen zu diesem spaten Zeitpunkt nicht
mehr. Das Uberraschende Ergebnis, dass mastzelldefizienten Mduse eine Freisetzung von

mMCPT-1 zeigten, wird in Abschntt 4.6. ndaher diskutiert.
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Abb.3.4. Aktivitit von mukosalen Mastzellen wihrend einer S. ratti Infektion in Cpa3¢re und Cpa3Wt Mausen

Die Konzentration an mMCPT-1 im Serum von mit 2000 L3i S. ratti infizierten Cpa3¢re (schwarze Balken) und Cpa3vt (weifde Balken)
Maiusen wurde an den angegeben Zeitpunkten mittels ELISA bestimmt. (A) zeigt den Verlauf auf BALB/c Hintergrund, (B) den
Verlauf auf C57BL/6 Hintergrund. Dargestellt sind die Ergebnisse von zwei unabhangigen Versuchen (n= 6-14/Tag). Die
Fehlerbalken zeigen +SEM. Sterne zeigen einen signifikanten Unterschied ermittelt durch Student’s t-Test, *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,005, der einzelnen Tage, ns= nicht signifikant.

Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass Mastzellen im Diinndarm wichtig sind, um die friihe
Phase der Infektion (Tag 6 p..) zu kontrollieren. Eine S. ratti Infektion kann von immun-
kompetenten Mausen kontrolliert und innerhalb von ca. vier Wochen vollstindig beendet
werden [125]. Im Folgenden wurde untersucht, welche Rolle Mastzellen bei der endgiiltigen
Expulsion von S. ratti aus dem Darm spielen. Dafiir wurde der Infektionsverlauf in
mastzellkompetenten und -defizienten Mausen anhand des Ausstofies an S. ratti DNA als
Indikator fiir S. ratti Eier und schon geschliipften ersten Larven (L1) mittels quantitativer RT-

PCR auf S. ratti 28S RNA-DNA im Fazes der Mduse bis zur Beendigung der Infektion verfolgt.
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Abb. 3.5. Infektionskinetik von Cpa3¢re Miausen

Cpa3¢re (schwarze Balken) und Cpa3*t (weifde Balken) Mause wurden mit 2000 S. ratti L3is.c. in den Hinterfuf} infiziert und der
Ausstof? an S. ratti 28S RNA codierende DNA im Fazes der Miuse an den angegebenen Tagen mittels qRT-PCR quantifiziert. Die
Graphen vereinigen jeweils die Ergebnisse aus zwei unabhingigen Experimenten mit n=3-14/Tag. Dargestellt sind die Mittelwerte.
Die Fehlerbalken zeigen #SEM. Fiir die Statistik wurde jeder dargestellte Tag einzeln analysiert: Student's t-Test oder Mann-
Whitney-Test; *<0,05; **<0,01; ***<0,001. Im Fall der Klarung der Infektion, wenn also alle Werte einer Gruppe 0 einnehmen, konnte
keine Statistik mehr durchgefiihrt werden.

Die Analyse des Infektionsverlaufs in Cpa3¢e Mausen auf beiden Hintergriinden zeigte, dass
mastzelldefiziente Cpa3¢re Mause ihren hochsten Ausstofd an S. ratti 28S RNA kodierender DNA
an Tag 7 der Infektion hatten (Abb.3.5.). Dabei ist der Ausstofd an S. ratti DNA bei Cpa3Cre
Mausen ca. viermal so hoch, wie bei ihren mastzellkompetenten Wurfgeschwistern. Der erhohte
Ausstofd korrelierte dabei mit der erhdhten Wurmlast der Mduse an Tag 6 der Infektion
(Abb.3.3.D/E). Ab Tag 42 konnte bei Cpa3Wt Mausen keine S. ratti DNA im Fazes mehr
nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu zeigten die mastzelldefizienten Cpa3¢re Miusen einen
Ausstof$ von S. ratti DNA auf geringem Niveau bis zu 160 Tage nach Infektion (Abb. 3.5.). Der
Ausstof$ von S. ratti DNA im Fazes von mastzelldefizienten C57BL/6 Cpa3¢re Mausen reduzierte
sich nach ca. 60 Tagen und bei BALB/c Cpa3¢re Mdusen nach 14 Tagen. Dies zeigt noch einmal
die unterschiedliche Suszeptibilitidt der beiden Mausstimme.

Die angewendete PCR weif3t S. ratti DNA im Fazes nach. Sie kann nicht dafiir verwendet werden,

um zu unterscheiden, ob eine Maus noch mit einem lebenden, reproduzierenden Wurm infiziert
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ist, oder ob sie nur noch totes Wurmmaterial ausscheidet. Um zu tiberpriifen, ob der verldngerte
Ausstof? an S. ratti DNA bei den mastzelldefizienten Cpa3¢re Mdusen die Gegenwart von lebenden
Wiirmer im Diinndarm reflektiert, wurden Cpa3¢re Mduse mit S. ratti L3i infiziert. Nach 90 Tagen
wurden die Mause getotet, der Darm prapariert und ausgewaschene Wiirmer mittels Mikroskop
analysiert. Aus den Diinndarmen dieser Mause konnten ein adultes Weibchen (Abb.3.6.A) und
vitale erste Larven L1 isoliert werden (Abb.3.6.B). Dies zeigt, dass Cpa3¢re Mause zu diesem
spaten Zeitpunkt der Infektion noch mit lebenden und reproduzierenden Wiirmern infiziert

waren.

Abb.3.6. Adultes S. ratti Weibchen und L1 aus d90 infizierten BALB/c Cpa3¢re Mdusen

BALB/c Cpa3¢re Mause wurden mit 2000 S. ratti L3i s.c. in den Hinterfuf3 infiziert und an Tag 90 p.i. der Darm auf noch
vorhandene Wiirmer analysiert. Aufnahmen wurden mit einem Zeiss LSM 880 Mikroskop gemacht. (A) adultes Weibchen; 40x
VergrofRerung, (B) L1, 100x VergrofRerung.

Im Darm finden sich sowohl mukosale Mastzellen, als auch Bindegewebsmastzellen. Dabei sind
mMCs in der Lamina Propria, und bei Infektion in der Nidhe zum Parasiten zwischen den
intestinalen Epithelzellen zu finden. CtMCs sind in den unteren Schichten des Diinndarms
lokalisiert, vor allem in der Serosa. Um zwischen dem Einfluss von mMCs und ctMCs bei der
Abstofdung des Wurms zu differenzieren, wurde die Wurmlast an Tag 6 in Mcpt5¢e Mausen
analysiert. Die Mduse wurden dafiir mit S. ratti iL3 infiziert und an Tag 6 der Infektion der
Diinndarm prapariert und die ausgewanderten Larven lichtmikroskopisch ausgezihlt.
Interessanterweise fiihrte bereits das Fehlen von ctMCs in Mcpt5¢e Mausen allein zu einer
signifikant erhohten Wurmlast an Tag 6 der Infektion (Abb. 3.7.B). Die erhohte Wurmlast an Tag
6 der Infektion im Darm ist dabei nicht auf ein verandertes Wanderverhalten der dritten Larven
im Gewebe zuriickzufithren. Wie schon bei den komplett mastzelldefizienten Cpa3¢re Mausen
war die Anzahl an wandernden Larven in Kopf, Lunge und Darm von mit S. ratti infizierten
Mcpt5¢re Mdusen im Vergleich zu Mcpt5vt Mausen an Tag 2 der Infektion nicht verdndert (Abb.
3.7.A). Die Analyse des Infektionsverlaufs ergab, dass sowohl Mcpt5¢re, als auch Mcpt5+t Mause
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Abb.3.7. Phinotyp von ctMC-defizienten Mct5¢¢ Mdusen

Mcpt5¢re (schwarze Dreiecke/Balken) und Mcpt5Wt (weile Dreiecke/Balken) Mause wurden mit 2000 L3i S. ratti s.c. in den
Hinterfuf infiziert. Die Anzahl an migrierenden Larven wurde an Tag 2 in Kopf, Lunge und Darm analysiert (A). (B) zeigt die
Wurmlast an Tag 6 der Infektion und (C) den Infektionsverlauf der anhand des Ausstofd an S. ratti 28S RNA kodierende DNA im
Fazes der Mause an den angegebenen Tagen mittels qRT-PCR analysiert wurde. Die Sterne zeigen einen signifikanten Unterschied
ermittelt durch Student’s t-Test, **<0,01 (A). Statistik fiir (B) wurde mittels Mann-Whitney-Test fiir jeden einzelnen Tag ermittelt,
Die Graphen vereinigen Daten aus zwei unabhéngigen Experimenten (n=8-10) (A) bzw. aus drei unabhéngigen Experimenten (B/C)
(B) n=14-18; (C) n=4-10/Tag. Jedes Symbol reprasentiert eine Maus, die Balken zeigen den Median. Statistik wurde mittels Student’s
t-Test oder Mann-Whitney-Test, *p<0,05; **p<0,01, gewonnen. ns= nicht signifikant.

ihren hochsten Ausstofd an S. ratti 28S RNA kodierende DNA um Tag 6/7 der Infektion zeigten
(Abb.3.7.C). Dabei hatten Mcpt5¢re Mause einen signifikant hoheren Ausstof$ iber die Tage 6-15
im Vergleich zu ihren mastzellkompetenten Mcpt5vt Wurfgeschwistern. Der erh6hte Ausstofs an
S. ratti DNA im Fazes von Mcpt5¢e Madusen Korrelierte dabei mit der erhdhten Wurmlast im
Diinndarm der Mause an Tag 6 (Abb. 3.7.B). Mcpt5¢re Mause beendeten die Infektion jedoch mit
derselben Kinetik wie ihre ctMC-kompetenten Wurfgeschwister innerhalb von 30 Tagen
(Abb.3.7.C). Demnach sind ctMCs wichtig fiir die Kontrolle der Parasitenlast im Darm, jedoch
sind sie nicht fiir eine erfolgreiche Beendigung der S. ratti Infektion erforderlich.

Dies spricht dafiir, dass mukosalen Mastzellen, die neben ctMCs in den mastzelldefizienten
Cpa3¢re Mausen fehlen, wichtig sind fiir die Beendigung der Infektion. Die Frage, in wie weit
mukosale Mastzellen alleine zur Kontrolle der Parasitenlast an Tag 6 nach Infektion beitragen,
kann zum jetzigen Zeitpunkt nicht geklart werden, da ein entsprechendes Mausmodell in dem

nur mMCs fehlen, bisher nicht vorhanden ist.
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3.2.3. Mastzellen haben keinen Einfluss auf die Etablierung einer Th2

Immunantwort

Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass Mastzellen eine wichtig Rolle bei der Kontrolle der S. ratti
Infektion im Darm spielen. Spezifisch mMCs sind essentiell fiir die Abstofdung des Parasiten und
die endgiiltige Klarung der Infektion. Dabei stellt sich die Frage, ob Mastzellen nur als
Effektorzellen zur Beendigung der Infektion noétig sind oder, ob Mastzellen im Allgemeinen an
der Initiierung einer adaptiven Immunantwort gegen S. ratti beteiligt sind, wie es fiir die
Infektion mit einem anderen gastrointestinalen Nematoden, H. polygyrus, gezeigt werden
konnte [126]. Um zu tuberpriifen ob Mastzellen bei der Etablierung der adaptiven
Immunantwort beteiligt sind, wurde die zelluldre und humorale Immunantwort in S. ratti

infizierten Cpa3¢re und Cpa3wt Mausen verglichen.
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Abb.3.8. Zytokinantwort in Milzzellen von mastzelldefizienten Cpa3¢e Miausen

Milzzellen aus BALB/c Cpa3¢re (A) und C57BL/6 Cpa3¢re (B) Mausen (schwarze Balken) und den jeweiligen Cpa3Wt Mausen (weifde
Balken) wurden antigenspezifisch mit S. ratti Lysat (40pg/mL) bzw. polyklonal mit a-CD3 (1pg/mL) fiir 3 Tage bei 37°C stimuliert.
Zytokine im Uberstand wurden mittels ELISA gemessen. Die Graphen zeigen den Mittelwert von vereinigten Daten aus zwei
unabhangigen Experimente (n=7-8). Fehlerbalken zeigen SEM. Statistik wurde mittels Student’s T-Test bzw. mit Mann-Whitney-Test

ermittelt; ns= nicht signifikant.
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Zur Analyse der zelluliren Immunantwort in mastzelldefizienten Mausen wurden Cpa3¢re und
Cpa3wt Mause mit 2000 L3i S. ratti infiziert, an Tag 6 p.i. Milz und mLN isoliert und die T Zellen
polyklonal mit anti-CD3 oder antigenspezifisch mit S. ratti Lysat stimuliert. Nach 72h Inkubation
wurden die Zytokinkonzentrationen im Uberstand mittels ELISA bestimmt. Cpa3cre Mause auf
BALB/c Hintergrund zeigten im Vergleich zu Cpa3wtMausen keine drastischen Verdnderungen in
der Zytokinantwort in der Milz (Abb.3.8.A). Die Konzentration der Th2 assoziierten Zytokine IL-
13, IL-4, IL-5 sowie die Konzentration der mastzellstimulierenden Zytokine IL-3 und IL-9 waren
sowohl nach anti-CD3 Stimulation, als auch nach antigenspezifischer Stimulation von Zellen aus
der Milz (Abb.3.8.A/B) und den mesenterialen Lymphknoten (Abb.3.9.A/B) zwischen
mastzelldefizienten Cpa3¢re und mastzellkompetenten Cpa3wt Mausen auf beiden Hintergriinden
unverdndert. Zudem war die Konzentration des regulatorisch wirkenden Zytokins IL-10 sowohl
in Cpa3wt und Cpa3¢re Miusen gleich (Abb.3.8. und Abb.3.9.). Insgesamt war also die zelluldre

Immunantwort nicht auffillig verandert.

Th2 MC stim. Reg.
A 4000 1501 500- 10 150- 104 BALB/c
I 300 ary 5% oy ar) I = Cpa3Wt
E E10 E 300 E E100 £ cr
2 a0 2 g g 2 Z s Bl cpa3ce
© o 200 >y P~ =)
T @ @ @

5 oo 2 = 3 ﬁi I 5o

0 - o 0 ~ - ~ ~

S. ratti Lysat S. ratti Lysat S. ratti Lysat S. ratti Lysat S. ratti Lysat S. ratti Lysat

1500

1000-
500 0

0
o-CD3 o-CD3 «-CD3 «-CD3 0-CD3 -CD3

IL-9 [pg/mL]

IL-13 [pg/mL]
8588 8
T ? 2 297

IL-4 [pg/mL]
) I’ o
g8 8 8

IL-5 [pg/mL]
g E § &

IL-3 [pg/mL]
8 8 2

o

IL-10 [pg/mL]

R g

B 50001 2001 2000 100 300 200 C57BL/6
—_ ns —
g g g1soo 7 T 0 ns Fs0 d cpa3W‘
= E £ E £ ) [ ] Cre
82500 gwo- E 1000: g 50: E 25100 Cpa3
2 b 2 @ @ 100 2
4 2 2 500 = 2 3 s
- o o
S. ratti Lysat S. rattiLysat S. ratti Lysat S. ratti Lysat S. ratti Lysat S. ratti Lysat
60 30007 400 80 4000
oy = = 300 — 60 = oy
E 400 2 20001 H £ t E
> E E E E =
& 2 2 200 2 o 2 2 2000
el o
- 2001 < 10004 0 @ L -
=2 = = 100 = 20 = =2
o
-CD3 «-CD3 0-CD3 -CD3 «-CD3 «-CD3

Abb.3.9. Zytokinantwort im mesenterialen Lymphknoten in Cpa3¢e Mausen

Die Zytokinantwort im Uberstand von stimulierten (3 Tage; 37°C) mesenterialen Lymphknotenzellen aus BALB/c Cpa3¢e (A) und
C57BL/6 Cpa3cre (B) Mausen wurde mittels ELISA bestimmt. Stimuliert wurde antigenspezifisch mit S. ratti Lysat (40 pg/mL) und
polyklonal mit a-CD3 (1 pg/mL). Die Graphen zeigen den Mittelwert der vereinigten Daten aus zwei unabhdngige Experimentes
(n=7-8).Fehlerbalken zeigen SEM. Sterne zeigen signifikante Unterschiede ermittelt durch Student’s t-Test bzw. Mann-Whitney-
Test;ns= nicht signifikant.

42



Ergebnisse

Als nachstes wurde die S. ratti spezifische humorale Antwort nach Infektion mit 2000 vitalen
und bestrahlten L3i mittels ELISA bestimmt. Cpa3¢re Mause auf C57BL/6 und BALB/c
Hintergrund zeigten einen erhdhten Th2 assoziierten IgG1l Titer nach Infektion mit vitalen
infektiosen dritten Larven (Abb.3.10.). Dieser war bei BALB/c Cpa3¢re Mausen signifikant
erh6ht (Abb.3.10.A). Antigenpezifisches IgE wurde nicht detektiert, aber die Konzentration an
polyklonalem IgE im Serum war an Tag 36 nach Infektion signifikant in mastzelldefizienten
Cpa3¢re Mausen im Vergleich Cpa3wt Wurfgeschwistern auf BALB/c und C57BL/6 Hintergrund
erh6ht (Abb.3.10.). Sowohl der IgM, als auch der Th1l assoziierte I[gG2b Titer war in Cpa3Cre

Mausen im Vergleich zu Cpa3wt Mdusen unverandert (Abb.3.10.).
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Abb.3.10. Antikorperantwort von Cpa3¢e Miusen

Die Titer bzw. die Konzentration der Antikérper wurde an Tag 28 (A) bzw. Tag 21(B) p.i. in Seren von infizierten Cpa3¢e und
Cpa3wt Mdusen mittels ELISA bestimmt. (A) zeigt die Antikdrperantwort in BALB/c Cpa3¢e und (B) in C57BL/6 Cpa3¢r Mausen.
Die Graphen zeigen die Mittelwerte aus den vereinigten Daten von zwei unabhingigen Experimenten (n=5-9). Fehlerbalken zeigen
SEM und die Sterne zeigen signifikante Unterschiede ermittelt durch Mann-Whitney-Test, *p<0,05, **p<0,01.

Um zu Uberpriifen, ob die erhohte Wurmlast in Cpa3¢re Mausen ursachlich fiir die erhohte
Antikoérperantwort ist, wurden Mause mit bestrahlten Larven infiziert. Diese Larven sind noch
vital und konnen sich im Gewebe bewegen. Jedoch sind bestrahlte L3i nicht mehr in der Lage
sich zu hduten und der Grofteil stirbt wihrend der Wanderung im Gewebe. Dabei rufen die

wandernden Larven aber eine potente Immunantwort in den Mausen hervor. Diese Methode
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Abb.3.11. Antikérperantwort in Cpa3Cre Miusen nach Infektion mit bestrahlten Larven

Cpa3¢re und Cpa3Wt Maduse auf BALB/c (A) und C57BL/6 (B) Hintergrund wurden mit 2000 bestrahlten L3i S. ratti vakziniert und
Seren an Tag 36 (A) bzw. Tag 28 (B) auf Antikorpertiter/-konzentration mittels ELISA untersucht. Die Graphen zeigen die
Mittelwerte der vereinigten Daten von zwei unabhdngigen Experimente (n=4-13). Fehlerbalken zeigen SEM. Sterne zeigen
signifikante Unterschiede ermittelt durch Mann-Whitney-Test *p<0,05.

kann auch als Vakzinierung benutzt werden um einen Immunschutz gegeniiber einer zweiten
Infektion aufzubauen. Nach Infektion mit 2000 bestrahlten L3i zeigten die Cpa3cre Mdause
annadhernd gleiche Antikoérpertiter wie ihre Cpa3wt Wurfgeschwister (Abb.3.11.). C57BL/6
Cpa3¢re Mause zeigten noch einen leicht erhohten IgGl Titer im Vergleich zu
mastzellkompetenten Cpa3wt Mausen (Abb.3.11.B).

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Etablierung einer S. ratti-spezifischen Antikérperantwort in
den mastzelldefizienten Mdusen nicht gestort ist. Die erhohte Wurmlast in mastzelldefizienten
Mdusen fithrt sogar zu der Produktion von hdoheren Antikorpertitern, als bei

mastzellkompetenten Wurfgeschwistern.

Nachdem gezeigt wurde, dass die Abwesenheit von ctMCs und mMCs keinen Einfluss auf die
Immunantwort hat, zeigte sich, wie erwartet, dass die Abwesenheit von ctMCs allein bei der
Etablierung einer Immunantwort auf eine S. ratti Infektion ebenfalls keine Rolle spielte
(Abb.3.12.).Die Analyse der Antikoérperantwort fiir Mcpt5¢re Mause ergab, dass Mcpt5¢re Mause
im Vergleich zu Mcpt5wt Mdusen keine Verdnderungen in den Titern fiir S. ratti spezifisches 1gG1
und IgM zeigten (Abb.3.12.A). Auch die Serumkonzentration an polyklonalem IgE war bei
Wildtypen und ctMC-defizienten Mausen gleich. Die Produktion von IL-13 und IL-5 nach ex vivo
Stimulation von Milzzellen durch S. ratti Antigen oder durch anti-CD3 war zwischen Mcpt5¢re

und Mcpt5wt Mausen auch gleich (Abb.3.12.B). Die Analyse der Immunantwort in diesem

44



Ergebnisse

unabhéngigen System der Mcpt5¢re Mause verdeutlicht noch einmal, dass Mastzellen nicht

wichtig sind fiir die Etablierung einer Immunantwort.

A & 50001 = 4000 150
<) =
& - 7]
§ 4000 8 a000] N
—1
9 = 30001 2T 5 _E'
E 52 20001 =&
@ £ 20001 = o 2
& 3 85 s
E§ 1000 g 10007
[ 8
: o- 7] o- o
o Mcpts™ Mcpts®re Mcpts™ McptsCre Mcpts™ McptsCre
B . w
250- 150 c Mcpt5™"
Cre
— 200 - | Mcpt5
E 2 100
< 1501 E
2 =)
= 0 2
™ 1004 0
- ? 50
= =
= 504
o 0
S. ratti Lysat S. ratti Lysat
2500+ 600-
— 2000 -
T 2 400
S, 1500 £
o o
2 2
© 1000 o
- ? 2001
= =
= 500
0- o-
a-CD3 o-CD3

Abb.3.12. ctMC-Defizienz fiihrt auch in Mcpt5¢eMausen nicht zu einer veranderten Imnmunantwort

(A) zeigt die humorale Immunantwort in Seren von Mcpt5¢eund MCpt5Wt Mdusen an Tag 28 p.i. welche mittels ELISA quantifiziert
wurde. (B) zeigt die Zytokinantwort von ex vivo stimulierten (antigenspezifisch: S. ratti Lysat, 40 ug/mL; polyklonal: anti-CD3, 1
pg/mL) Milzzellen von Tag 6 infizierten Mcpt5¢re und Mcpt5WtMausen. Die Graphen zeigen die Mittelwerte aus den vereinigten Daten
von zwei unabhingige Experimente(n=7-14). Die Fehlerbalken zeigen+SEM.

Nach den bisherigen Ergebnissen zeigen mastzelldefizienten Mause keine Einschrankungen, was
den Aufbau einer S. ratti-spezifischen Th2 Immunantwort angeht. Diese Th2 Immunantwort
vermittelt bei Mausen welche eine erste S. ratti Infektion iiberstanden haben einen Teilschutz
gegen eine zweite Infektion. Dabei werden vor allem die wandernden Larven im Gewebe
wahrend der zweiten Infektion effektiv getotet und nur vereinzelte Larven erreichen den Darm
[124].

Um zu analysieren, ob auch in mastzelldefizienten Mausen die wandernden Larven im Gewebe
bei einer zweiten Infektion effektiv abgetdtet werden, wurden Cpa3¢re Mduse mit bestrahlten L3i
immunisiert und nach vier Wochen mit 2000 vitalen Larven s.c. in den Hinterfuf3 infiziert und
die Anzahl an Larven im Gewebe bestimmt. Zur Kontrolle der Parasitenlast in Abwesenheit von
einer schiitzenden Immunantwort, wurden jeweils mastzelldefiziente und mastzellkompetente
Mause, welche zum ersten Mal mit S. ratti L3i infiziert wurden, mitgefiihrt. Sowohl Cpa3vt, als
auch Cpa3cre Miuse zeigten eine signifikante Reduktion der Anzahl an wandernden Larven im

Kopf wéahrend der Reinfektion im Vergleich zu erst infizierten Mausen (Abb.3.13.A/B).
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Mastzelldefiziente Mduse konnten also die wandernden Larven im Gewebe genauso effektiv
abtoten, wie ihre mastzellkompetenten Wurfgeschwister. In der ersten Infektion wurden die
Larven im Gewebe ebenfalls in Abwesenheit von Mastzellen kontrolliert, erst im Darm zeigte
sich, dass Mastzellen als Effektorzellen vor Ort wichtig sind, um die Parasitenlast zu
kontrollieren und die Infektion zu beenden (Abb.3.3.D/E und Abb.3.7.B). Daher sollte auch in
der Reinfektion untersucht werden, ob die generierte adaptive Immunantwort auch
mastzelldefiziente Mausen die Etablierung einer zweiten Infektion im Darm verhindern kann.
Dazu wurden Cpa3Ce und Mcpt5¢e Mause reinfiziert und die Wurmlast an Tag 6 nach
Reinfektion bestimmt. Kontroll-Cpa3wt Méuse zeigten in der ersten Infektion im Mittel eine

Wurmlast von 60 (BALB/c) und 150 (C57BL/6), wahrend in der Reinfektion keine adulten
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Abb.3.13. Larvenlast und Parasitenlast mach Reinfektion von mastzelldefizienten Mausen

(A-D) Cpa3cre (schwarze Symbole) und Cpa3vt (weifle Symbole) Mduse wurden naiv belassen oder mit 2000 bestrahlten S. ratti L3i
vakziniert. Nach 4 Wochen wurden die Mduse mit 2000 vitalen L3i reinfiziert. (A/C) Anzahl der wandernden Larven im Kopf an Tag
2 p.i. (C/ D) Anzahl adulter Wiirmer im Darm an Tag 6 p.i. (A/C) C57BL/6; (B/D) BALB/c. (E) Mcpt5¢re (schwarze Smybole) und
Mcpt5vt (weifse Symbole) Mause wurde wie oben beschrieben vakziniert und reinfiziert. Dargestellt ist die Anzahl adulter Wiirmer
an Tag 6 p.i. Jedes Symbol reprasentiert eine Maus, die Balken zeigen den Mittelwert. Die Graphen zeigen Daten vereinigt aus zwei
unabhangigen Experimenten (A-D); n=3-8 bzw. aus einem Experiment (E). Sterne zeigen signifikante Unterschiede ermittelt durch
Students’s t-test oder Mann-Whitney-Test, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Parasiten gefunden wurden (Abb.3.13.C/D). Cpa3wt Mdause zeigten also eine Reduktion der
Wurmlast im Diinndarm in der Reinfektion von fast 100%. Im Gegensatz dazu waren im
Diinndarm von Cpa3¢re Mausen auf BALB/c und C57BL/6 Hintergrund an Tag 6 der Reinfektion
reproduzierende, adulte Weibchen im Diinndarm zu finden (Abb.3.13.C/D). BALB/c Cpa3¢Cre
Mause hatten im Mittel der Reinfektion ca. 20 adulte Weibchen und C57BL/6 Cpa3¢re Mduse im
Mittel ca. 40 adulte Weibchen im Darm. Dieses Ergebnis zeigt, dass mastzelldefiziente Cpa3Ccre
Mause nicht so effizient vor einer zweiten Infektion geschiitzt sind, wie mastzellkompetente
Wildtypmause. Im Gegensatz dazu hatten sowohl vakzinierte ctMC-kompetente Mcpt5+t als
auch vakzinierte ctMC-defiziente Mcpt5¢re Mause entweder keine oder nur einen adulten Wurm
an Tag 6 der Reinfektion Darm (Abb.3.13.E). Die ctMC-defizienten Mcpt5¢re Mause waren
demnach genauso geschiitzt, wie die ctMC-kompetenten Wurfgeschwister, obwohl das Fehlen
der ctMCs in der ersten Infektion auch zu einer erhohten Parasitenlast an Tag 6 nach Infektion
fiihrte.

Insgesamt zeigen die bisherigen Ergebnisse, dass ctMCs und mMCs nicht wichtig sind fiir die
Bekdmpfung der wandernden Larven im Gewebe; ctMCs sind generell jedoch wichtig, um die
Wurmlast im Darm auf dem Hohepunkt der Infektion zu kontrollieren. In wie weit mMCs alleine
wichtig sind fiir die Kontrolle der Parasitenlast kann hier nicht geklart werden, da, wie schon
erwahnt, bisher noch kein Mausmodell generiert wurde, in dem selektiv mMCs fehlen. Jedoch
sind ctMCs entbehrlich fiir die Beendigung der S. ratti Infektion, wohingegen aber mMCs
benotigt werden, um die Infektion zu terminieren. Die Tatsache, dass die zelluldre und humorale
Immunantwort und die Eradikation von wandernden Larven im Gewebe immuner Mause bei
einer zweiten Infektion auch in Abwesenheit von Mastzellen unverandert war, spricht dagegen,
dass MC wesentlich am Aufbau einer potenten und schiitzenden Immunantwort beteiligt sind.
Mastzellen scheinen also vor allem zentrale Effektorzellen fiir die Kontrolle und die Expulsion

des parasitiren Nematoden zu sein.

3.2.4. Zusatzliches Fehlen der adaptiven Immunantwort in Cpa3¢re Miusen

fiithrt zu keiner verschlechterten Kontrolle der S. ratti Infektion

Cpa3c¢re Mausen waren fiir knapp 5 Monate mit lebenden, reproduzierenden S. ratti Weibchen
infiziert. Auch das Fehlen von adaptiver Immunitat in T-Zell defizienten Nacktmausen oder in T-
und B-Zell defizienten RAG1/- Mausen fiihrte zu einem verlidngerten S. ratti Infektionsverlauf
([125], Breloer, unpublizierte Daten). Da von T-Zellen produzierte Zytokine und von B-Zellen

produzierte Antikorper fiir die Expansion und die Effektorfunktion von mMCs wichtig sind,
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ware es moglich, dass der Phinotyp der RAG1/- Mause durch eine fehlende Aktivierung der
Mastzellen durch das adaptive Immunsystem verursacht wird [127, 128].

Um diese Hypothese zu priifen, wurden C57BL/6 Cpa3¢e Maiduse auf RAG1/- Mause
zuriickgekreuzt. Die Nachkommen aus der F2 Generation, RAG1-/-xCpa3¢re und RAG1-/-xCpa3wt
Mause, wurden im Experiment verglichen, um den Effekt einer zusatzlichen Mastzelldefizienz in
Abwesenheit des adaptiven Immunsystems zu analysieren. Die Mause wurden mit 2000 L3i
infiziert, die Wurmlast an Tag 6 nach Infektion im Diinndarm, das Koérpergewicht und der
Ausstofs an S. ratti DNA im Fazes bestimmt (Abb.3.14.). Interessanterweise zeigten
mastzelldefiziente RAG1-/-xCpa3¢re Miuse nur eine tendenziell verschlechterte Kontrolle der
Wurmlast an Tag 6 der Infektion im Vergleich zu mastzellkompetenten RAG1-/-xCpa3wt Mdusen
(Abb.3.14.A). Das fehlende B- und T-Zell Kompartiment konnte zu kompensatorischen Effekten
auf Seiten von Zellen des angeborenen Immunsystems fiihren, die starker expandieren und so

die fehlenden Zellen ersetzen. Dabei konnten auch Immunzellen, expandieren, die fiir die

Kontrolle der Parasitenlast an Tag 6 der Infektion wichtig sind und so den Effekt der fehlenden
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Abb.3.14. Zusitzliches Fehlen des adaptiven Immunsystems in mastzelldefizienten Cpa3¢r Mausen fiihrt nicht zu einer
verschlechterten Kontrolle der S. ratti Infektion

RAG1/-xCpa3Cre (graue Punkte/Balken) und RAG17/-xCpa3wWt (weife Punkte/Balken) Midusewurden mit 2000 L3i s.c. in den
Hinterfuf infiziert und die Wurmlast an Tag 6 p.. im Diinndarm bestimmt (A). Zudem wurde der Gewichtsverlust (B) und der
Ausstof? an S. ratti DNA im Fazes (C) mittels qRT-PCR auf S. ratti 28 S RNA kodierende DNA hin, tiber die Infektion hinweg verfolgt.
Dargestellt ist jeweils ein Experiment (n=4-7). Jeder Punkt zeigt eine Maus und Balken reprasentieren den Median (A). Fehlerbalken
zeigen SEM. Statistik wurde mittels Mann-Whitney-Test gemacht; ns= nicht signifikant.

Mastzellen in diesem System aufheben. Auch unterschieden sich mastzelldefiziente RAG1-/-

xCpa3¢e Mause nicht von RAG1-/-xCpa3wt Mdusen, was den Verlauf des Verlustes an

Korpergewicht betraf (Abb.3.14.B). Sowohl bei RAG1-/xCpa3¢reund RAG1-/-xCpa3+wt Mausen war
ein Abfall des Korpergewichts von ca. 10% des Ausgangsgewichtes an Tag 3 der Infektion
festzustellen. Die Mause erholten sich aber ab Tag 7 wieder und an Tag 14 hatten alle Mause ihr
Ausgangsgewicht wieder erreicht. Die Analyse des Ausstofdes an S. ratti DNA im Fazes der Mause

zeigte auch keine signifikanten Unterschiede zwischen mastzelldefizienten und

mastzellkompetenten RAG1-/- Mausen (Abb.3.14.C). Zudem hatten beide Mausgruppen an Tag 50
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der Infektion noch einen nachweisbaren Ausstofd an S. ratti DNA im Fazes. Dieses Experiment
zeigt, dass entweder die Abwesenheit von Mastzellen oder die Abwesenheit des adaptiven
Immunsystems eine Verlangerung der S. ratti Infektion verursachen, die durch die Abwesenheit
der jeweils anderen Komponente nicht weiter verschlimmert wird. Dies weist darauf hin, dass
das adaptive Immunsystem und Mastzellen in immunkompetenten Mausen zusammen arbeiten

miussen um die Infektion zu beenden.

3.3. Aktivierung und Regulation von Mastzellen

3.3.1. Antikérper-vermittelte Aktivierung von Mastzellen

Mastzellen konnen iiber eine Vielzahl an Rezeptoren aktiviert werden. Neben
Komplementrezeptoren, Zytokinrezeptoren und TLRs (Toll-like-Rezeptoren) besitzen
Mastzellen vor allem Fc-Rezeptoren, iiber die sie aktiviert werden. Neben Fcy-Rezeptoren, die
IgG binden, haben Mastzellen hauptsachlich Fce-Rezeptoren auf der Oberflache, welche durch

die Bindung von IgE quervernetzt werden und so zur Aktivierung der Mastzelle fiihren.

Um zu untersuchen, ob die Antikorper-vermittelte Mastzellaktivierung notig ist fir die
Terminierung der Infektion, wurden RAG1-/- (Maduse denen aufgrund des Fehlens von B- und T-
Zellen auch die Antikorper fehlen), als auch Cpa3¢re Mause mit S. ratti spezifischem, hochtitrigem
Antiserum behandelt und der Infektionsstatuts iiber den Ausstofs an S. ratti DNA im Fazes
beobachtet. Das hochtitrige Antiserum wurde durch mehrfache Infektion von Wildtypmausen
generiert und mittels Herzpunktion gewonnen. Die Applikation eines so generierten gegen S.
ratti Antigene gerichteten Antiserums vor der Infektion mit S. ratti, flihrt in Mausen zu einer
Reduzierung der Larvenlast im Gewebe [129] und zeigt so die biologische Aktivitit des
Antiserums. Das hier verwendete S. ratti spezifische Antiserum wies einen S. ratti spezifischen
IgG1 Titer von ca. 1:8000 auf und die Konzentration von polyklonalem IgE im Antiserum betrug
knapp 1 pg/mL (Abb3.15.A/B) und konnte die Larvenlast in Kopf und Lunge in infizierten
C57BL/6 Mausen reduzieren (Abb3.15.C). In C57BL/6 Mausen, welchen S. ratti-spezifisches
Antiserum gespritzt wurde, konnten nur noch 1-2 Larven im jeweiligen Gewebe gefunden
werden, wohingegen C57BL/6, welche mit naiven Serum behandelt wurden, im Kopf im Mittel

200 Larven und in der Lunge im Mittel 50 Larven aufwiesen.
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Abb.3.15. Effektivititstest des Antiserums

Titer von S. ratti spezifischem IgG1l (A) und Konzentration von polyklonalem IgE (B) im Antiserum und naivem Serum wurde
quantifiziert mittels ELISA. (C) Anzahl migrierender Larven in Kopf und Lunge an d2 p.. C57Bl/6 Mausen wurde dafiir 4h vor
Infektion mit 2000 L3i S. ratti 500 pL Antiserum bzw. naives Serum i.p. gespritzt. Jedes Symbol zeigt eine Maus, die Balken
reprasentieren den Mittelwert. Fehlerbalken zeigen +SEM. (A) Bestimmung in Triplikaten (B) Bestimmung in Duplikaten (C) ein
Experiment (n=4). Sterne zeigen signifikante Unterschiede ermittelt mit Mann-Whitney-Test, *p<0,05, ns= nicht signifikant.

Die Gabe des Antiserums bzw. des naiven Kontrollserums an Tag 28 und Tag 29 in infizierte
C57BL/6 Cpa3ctre Mause und RAG1/-Mause flhrte nur zu einer kurzzeitigen Reduktion des
Ausstofdes an S. ratti DNA im Fazes (Abb.3.16.). Dies war aber unabhadngig davon, ob die Mause

mit S. ratt-spezifischem Antiserum behandelt wurden, oder aber mit dem Serum aus naiven
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Abb.3.16. Serumtransfer in Cpa3¢e und RAG1/- Mduse

Cpa3¢re (A) und RAG1/- (B) Méduse wurde an Tag 28 und 29 p.i. 250pL Antiserum (schwarze Balken/stark gepunktete Balken) oder
naives Serum (weifde Balken/leicht gepunktete Balken) i.p. gespritzt. Der Ausstof3 an S. ratti DNA im Fazes wurde mittels qRT-PCR
vor und nach Behandlung quantifiziert. Tag 7, 14 und 21 vor Behandlung dienten zur Kontrolle der Infektion und zur Bestimmung
des Ausgangsniveaus. Dargestellt ist ein Experiment (n=3-5). Fehlerbalken zeigen SEM.
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Mausen. In beiden Mausstammen konnte in diesem Versuch durch die Gabe des Antiserums
keine Beendigung der Infektion erreicht werden. Es stellte sich die Frage, ob die Menge an
verabreichten Antikoérpern fiir die Reduktion der Wurmlast in Cpa3¢e und RAG1-/- Mdusen

ausreichte, um die Infektion zu beenden (Abb.3.16.).
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Abb.3.17. Zweifacher Serumtransfer in RAG1-/- Mausen

RAG1/- Mduse wurden mit 2000 L3i S. ratti s.c. infiziert und an Tag 28, 29 und an Tag 72, 73 mit 250 uL S. ratti-spezifischem
Antiserum (schwarze und stark gepunktete Balken) bzw. naivem Kontrollserum (weifie und leicht gepunktete Balken) behandelt.
Der S. ratti DNA-Ausstof3 im Fdzes wurde vor und nach dem Serumtransfer mittels qRT-PCR bestimmt (A). S. ratti spezifisches 1gG1
im Serum der behandelten RAG1/- Mause wurde mittels ELISA nach dem ersten (B) und nach dem zweiten (C) Serumtransfer
verfolgt. Dargestellt ist ein Experiment (n=5). Fehlerbalken zeigen SEM. Sterne zeigen signifikante Unterschiede ermittelt mittels
Mann-Whitney-Test fiir jeden einzelnen Tag, *p<0,05.

RAG1-/- Mause wurden daher erneut infiziert und zweimal mit Antiserum bzw. naiven Serum
behandelt (Abb.3.17.). Wie schon im Versuch zuvor fiihrte die erste Gabe der Seren an Tag 28
und 29 zu einer Reduktion des Ausstofies an S. ratti DNA im Fazes an Tag 34 und 36 der
Infektion, unabhingig ob Antiserum oder naives Kontrollserum gespritzt wurde (Abb.3.17.A).
Nach der zweiten Applikation an Tag 72 und 73 nach Infektion konnten RAG1-/- Mause die
Infektion nach 121 Tagen beenden (Abb.3.17.A). Um zu zeigen, dass nach Applikation S. ratti
spezifische Antikorper in Ragl/- Miusen zu finden waren, wurden Serumproben der
behandelten Mause mittels ELISA auf IgG1l analysiert (Abb.3.17.C). Es konnten noch S. ratti
spezifische AntikOrper in mit Antiserum behandelten Mausen 39 Tage nach Applikation des

Serums nachgewiesen werden (Abb.3.17.B). Hingegen fand sich in mit naivem Kontrollserum
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behandelten RAG1-/- Mausen kein S. ratti spezifisches 1gG1 (Abb3.17.B/C). Die Beendigung der
Infektion in behandelten RAG1-/- war jedoch unabhingig davon, ob sie mit Antiserum oder
naivem Kontrollserum behandelt wurden. Im Serum sind neben Antikérpern auch andere
Mediatoren enthalten, wie z.B. Zytokine und Komplementfaktoren, welche anti-infektiés wirken
koénnen. Dies bedeutet, dass nicht S. ratti-spezifische Antikorper sondern ein anderer
enthaltener Mediator der auch im naivem Kontrollserum vorkommt, zur Klarung der Infektion

beigetragen haben muss.

3.3.2. IL-9 vermittelte Mastzellaktivierung und Klarung der S. ratti

Infektion

Neben der Antikorper-vermittelten Aktivierung konnen Mastzellen auch von Zytokinen aktiviert
werden, welche auch zu ihrer Expansion beitragen konnen. Zu diesen Zytokinen zahlt
Interleukin-3. Die Injektion von IL-3 in Nacktmause und C57BL/6 Mause fithrte zu einer
erhohten Anzahl an Mastzellen im Darm, einer verstarkten Freisetzung von mMCPT-1 und zu
einer geringeren Wurmlast [42]. Die IL-3-Injektion in die bisher verwendeten
mastzelldefizienten W/Wv Mause konnte keine Reduktion der Wurmlast bewirken [41], was
dahingehend interpretiert wurde, dass IL-3 liber die Expansion/Aktivierung von Mastzellen die
Reduktion der Wurmlast bewirkt. Zusatzlich zeigen IL-3 defiziente Mause eine verzogerte
Abstofdung von S. venezuelensis von 8 Tagen [43]. Neben IL-3 scheint auch Interleukin-9 wichtig
zu sein, eine S. ratti Infektion zu kontrollieren. IL-9 vermittelt die Expansion von Mastzellen
[130]. Die synergistische Gabe von IL-3 und IL-9 erhéhte die nur durch IL-3 allein freigesetzte
Menge an mMCPT-1 im Serum von Mausen [32]. Zudem fiihrt die Gabe von IL-9 zu einer
reduzierten Anzahl an S. ratti Weibchen im Darm und die reziproke Neutralisierung von IL-9

mittels Antikorper zu einer Erh6hung der Parasitenlast [20].

Zur Analyse der Rolle von IL-9 bei der Mastzellaktivierung wahrend der S. ratti Infektion
wurden BALB/c IL-9 Rezeptor defiziente Mause (IL-9R-/-) mit 2000 L3i S. ratti infiziert und die
Wurmlast, die mMCPT-1 Freisetzung und der Ausstofs an S. ratti DNA iiber die Infektion hinweg
bestimmt. Die IL-9R-/- Mduse wurden homozygot geziichtet und mit BALB/c Mausen verglichen.
Zur Anpassung der Darmflora wurden die Méuse vor Versuchsbeginn fiir 2 Wochen zusammen

gehalten.
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Abb.3.18. Phinotyp von IL-9R/- Mdusen wahrend S. ratti Infekion

BALB/c IL-9R/- (schwarze Punkte und Balken) und BALB/c (weiffe Punkte und Balken) wurden zur Angleichung der Darmflora fiir 2
Wochen zusammen gehalten und anschlieRend mit 2000 L3i S. ratti s.c. in den Hinterfuf} infiziert. Die Anzahl an adulten Wiirmern
(A) und die Konzentration an mMCPT-1 im Serum (B) wurde an Tag 6 p.i. bestimmt. Der Ausstof3 von S. ratti 28 S RNA kodierender
DNA im Fazes wurde iiber den Infektionsverlauf hinweg mittels qRT-PCR bis zur Terminierung der Infektion verfolgt (C). Jeder
Punkt reprasentiert eine Maus und die Balken den Mittelwert (A). Fehlerbalken zeigen SEM. Sterne zeigen signifikante Unterschiede
ermittelt durch Student’s t-Test oder Mann-Whitney-Test, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. Im Fall der Kldarung der Infektion, wenn
also alle Werte einer Gruppe 0 einnehmen, konnte keine Statistik mehr durchgefiihrt werden.

BALB/c IL-9R/-Mduse zeigten eine sechsmal so hohe Wurmlast, wie BALB/c Mduse an Tag 6 der
Infektion (Abb.3.18.A). Wahrend BALB/c Mause im Mittel 17 adulte Wiirmer im Darm besafien,
so hatten BALB/c IL-9R-/- Mause 103 adulte Wiirmer im Darm. Diese erhohte Parasitenlast ging
zu diesem Zeitpunkt mit einer signifikanten Reduktion von mMCPT-1 im Serum der infizierten
BALB/c IL-9R/- Mause im Vergleich zu BALB/c Mausen einher, welches ein Indiz flir eine
verschlechterte Mastzellaktivierung ist (Abb.3.18.B). BALB/c IL-9R/- Mduse zeigten zudem eine
verzogerte Klarung der Infektion von knapp 30 Tagen (Abb.3.18.C). Die Ergebnisse weisen
darauf hin, dass die IL-9 Rezeptor vermittelte Signaltransduktion wichtig ist fiir die Aktivierung
der Mastzelle und in der Folge fiir die Kontrolle der Wurmlast an Tag 6 p.i. In dieser Arbeit
konnte, aufgrund der Zeit, der Verlauf der Freisetzung von mMCPT-1 innerhalb der IL-9R-
defizienten Mause nicht analysiert werden und konnte Bestandteil weiterer Arbeiten sein.

Um zu iiberpriifen, ob die verzogerte Klarung der Infektion auf den Verlust des IL-9 Rezeptors
auf der Oberflache der Mastzelle zuriickzufiihren ist wurden gemischte Knochenmarkschiméaren

hergestellt, um die IL-9 Rezeptordefizienz auf Mastzellen zu beschrianken (BALB/c MCIL9R-/-
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Mause). Verglichen wurden diese Maduse mit mastzelldefizienten und mastzellkompetenten
Mausen, die auf die gleiche Weise behandelt wurden. Die Mduse wurden mit 2000 L3i S. ratti
infiziert und der Infektionsverlauf mittels qRT-PCR auf S. ratti DNA im Fazes der Mause hin
analysiert. In der frithen Phase der Infektion zeigte sich, dass der Ausstofd an S. ratti DNA im
Fazes in allen drei Gruppen gleich war. Der héchste Ausstofd wurde an Tag 8 gemessen. Sowohl
BALB/c MCIL9R-/-, als auch BALB/c Cpa3¢e Knochenmarkschimiren zeigen eine tendenziell
verzogerte Expulsion von S. ratti im Vergleich zu BALB/c Cpa3Wt Chimaren mit IL-9 responsiven
Mastzellen. Auch BALB/c Cpa3Wt beendeten die Infektion nicht innerhalb von 4 Wochen sondern
erst an Tag 78 pdi. Die Repopulation des Mastzellkompartiments durch Wildtyp
Knochenmarkstransplantation bestahlter Cpa3¢re Empfangermduse stellte also offensichtlich
nicht 100% der Mastzellfunktion wieder her. Hingegen zeigten Knochenmarkschimaren ohne
Mastzellen (BALB/c Cpa3¢re) und BALB/c MCIL9%-/- Chimaren an Tag 78 noch einen Ausstofi an S.
ratti DNA und beendeten die Infektion erst an Tag 86 (Abb.3.19.A). Dieses Experiment zeigt,
dass sich die S. ratti Infektion verlangert, wenn Mastzellen nicht durch IL-9 stimuliert werden
konnen. Jedoch rekapituliert die alleinige IL-9 Rezeptordefizienz der Mastzellen nicht die um 5
Monate verldngerte Infektion der mastzelldefizienten Cpa3¢re Mause.

An Tag 7 p.i. zeigten BALB/c MCIL9%R/- Chimaren eine tendenziell geringere mMCPT-1
Konzentration im Serum, was auf eine verminderte Aktivierung von IL-9R-/- Mastzellen zu
frithen Zeitpunkten der Infektion hinweist. Zu spateren Zeitpunkten, wie an Tag 14 war jedoch
kein Unterschied mehr in der Serumkonzentration von mMCPT-1 zwischen IL-9R-kompetenten

und -defizienten Mastzellen zu sehen (Abb.3.19.B).
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Abb.3.19. Fehlender IL-9R auf Mastzellen fiihrt zu einer verzogerten Expulsion von S. ratti

BALB/c Cpa3¢re, Cpa3Wt und MC'L9R/- Chimdren wurden mit 2000 L3i S. ratti s.c. in den Hinterfuf? infiziert und der Ausstofs an S. ratti
28 S RNA kodierende DNA mittels qRT-PCR im Fazes der Mause bestimmt (A). An Tag 7, 14 und 21 wurde den Mausen
Blutabgenommen und mMCPT-1 im Serum der Mause mittels ELISA bestimmt. (A) Graph vereinigt Daten von zwei unabhingigen
Experimenten, n=3-13. (B) Gezeigt sind Daten von einem Experiment, n=4. Fehlerbalken zeigen *SEM. Statistik wurde mittels
Kruskal-Wallis-Test und Dunns-Post-Test ermittelt. ns= nicht signifikant.
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Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die IL-9 vermittelte Mastzellaktivierung zur Kontrolle
der Infektion in der frithen Phase der Infektion beitragt, jedoch nicht essentiell ist um die S. ratti
Infektion zeitig zu beenden. Andere Wege der Mastzellaktivierung konnen die IL-9 vermittelte
Aktivierung ersetzen, wie die Freisetzung von mMCPT-1 ab Tag 14 p.i. zeigt und somit letztlich

zur Beendigung der Infektion beitragen.

3.3.3. Regulation von Mastzellen durch Interleukin-9 wihrend der friihen
Phase der S. ratti Infektion

Die bisherigen Experimente zeigen, dass IL-9 Mastzellen friih in der Infektion direkt aktiviert
und die Abstof3ung von S. ratti beschleunigt aber nicht exklusiv vermittelt. Wahrend der S. ratti
Infektion kommt es zu einer Expansion von regulatorischen T-Zellen (Tregs) [131]. Werden
diese Tregs depletiert so fiihrt dies zu einer Verringerung der Wurmlast an Tag 6 p.i. und einer
erhohten Produktion von IL-9 [20]. Diese geht einher mit einer erhdhten Freisetzung von
mMCPT-1. Die induzierten Tregs dampfen demnach sowohl die Mastzellaktivitat, als auch die
IL-9 Produktion. Um zu analysieren, ob das durch Tregs unterdriickte IL-9 wahrend der
Infektion von Wildtypmdusen verantwortlich ist fiir die Mastzellaktivierung wurden
mastzelldefiziente BALB/c Mause mit BALB/c-DEREG Mausen verpaart. Diese Mause
exprimieren den Diptheriatoxinrezeptor (DTR) auf der Oberfliche von Foxp3 positiven Treg.
Durch Injektion von Diphteriatoxin kénnen somit Treg in diesen Mausen fiir eine gewisse
Zeitspanne depletiert werden. Durch Verpaarung der Mause entstehen vier unterschiedliche
genotypische Gruppen. BALB/c Cpa3Wt Mause, welche eine normale Anzahl an Mastzellen und
Treg besitzen. Balb/c DEREG Cpa3Wt Mause, welche auch eine normale Anzahl an Mastzellen
besitzen aber deren Tregs den DTR exprimieren. Zudem entstehen mastzelldefiziente Mause, die
zum einen normale Tregs besitzen (BALB/c Cpa3¢re) und zum anderen mastzelldefiziente Mause
deren Tregs auch den DTR exprimieren (BALB/c DEREG Cpa3¢re). Wie beschrieben zeigt die
Infektion dieser Mause, dass die Depletion von Tregs durch DT Injektion zu einer signifikanten
Reduktion der Wurmlast fithrte [20]. Wie in dieser Arbeit gezeigt (Abb.3.3.D/E) fiihrte die
Mastzelldefizienz zu einer signifikanten Erhéhung der Wurmlast (Abb.3.20.B).
Interessanterweise reduzierte die Treg Depletion bei mastzelldefizienten Mausen die Wurmlast
nicht weiter, sie war in Cpa3¢e Mdusen in Gegenwart und Abwesenheit von Tregs gleich
(Abb.3.20.B). Die Messung der Konzentration von IL-9 im Uberstand polyklonal stimulierter
Milzzellen zeigte, dass die Treg-Depletion sowohl in mastzellkompetenten, als auch in
mastzelldefizienten Mausen zu einer signifikanten Steigerung der IL-9 Produktion fiihrte
(Abb.3.20.C), aber nicht zu einer Reduktion der Wurmlast. Dieses Ergebnis zeigt, dass die Treg
Depletion die Wurmlast verringert, weil die IL-9 Produktion durch Tregs gedampft wird. Es

55



Ergebnisse

zeigte sich ferner, dass Mastzellen noétig sind, um die gesteigerte IL-9 Produktion in Treg
depletierten Mausen in eine reduzierte Wurmlast zu libersetzen. Das deutet darauf hin, dass IL-9

die Mastzelle zur Redution der Wurmlast aktiviert.
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Abb.3.20. Rolle von Mastzellen wihrend einer S. ratti Infektion in Treg depletierten BALB/c Miusen

(A) zeigt den Versuchsaufbau. BALB/c Cpa3Wt und BALB/c Cpa3¢r, als auch BALB/c DEREG Cpa3"t und BALB/c DEREG Cpa3¢re
Mause wurden an drei aufeinanderfolgenden Tagen mit DT behandelt. An Tag zwei der DT Gabe wurden die Mause mit 2000 L3i S.
ratti infiziert, die Wurmlast an Tag 6 p.i. bestimmt (B), Milzzellen isoliert und fiir drei Tage ex vivo stimuliert (polyklonal mit a-CD3;
1pg/mL). Die IL-9 Konzentration im Uberstand der stimulierten Mause wurde mittel ELISA quantifiziert (C). Jedes Symbol zeigt eine
Maus und die Balken den Mittelwert (B) Graphen zeigen die vereinigten die Daten aus drei unabhédngigen Experimenten (n=12).
Fehlerbalken zeigen den SEM, Sterne signifikante Unterschiede ermittelt durch Student’s t-Test; *** p<0,001.
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4. Diskussion

4.1.Die Rolle von Mastzellen bei der Kontrolle einer S. ratti Infektion

Mit Hilfe von KIT-unabhingigen Mausmodellen wurde in dieser Doktorarbeit die Rolle von
Mastzellen wahrend der Infektion mit dem gastrointestinalen Nematoden S. ratti untersucht. Die
Abwehr der wandernden L3 im Gewebe wurde nicht von Mastzellen vermittelt: die Anzahl an L3
war sowohl in ctMC-defizienten Mcpt5Ce Mdusen, als auch in komplett mastzelldefizienten
Cpa3¢re Mausen genauso hoch, wie in den mastzellkompetenten Wurfgeschwistern. Die Abwehr
von adulten S. ratti im Diinndarm hingegen wurde von Mastzellen vermittelt. Beide
mastzelldefizienten Mausstimme wiesen im Vergleich zu Wildtyp Wurfgeschwistern eine
gesteigerte Parasitenlast an Tag 7 der Infektion im Diinndarm. Dabei zeigten aber nur komplett
mastzelldefiziente Cpa3¢re Mduse, aber nicht rein ctMC-defiziente Mcpt5¢e Mause, einen stark
verldngerten Infektionsverlauf. Dies zeigt, das ctMCs und moglicherweise auch mMCs zur
Kontrolle von S. ratti im Darm beitragen, aber spezifisch nur mMCs fiir die zeitige Beendigung

der Infektion essentiell sind.

4.1.1. Funktion von Mastzellen wahrend der frithen Phase der S. ratti

Infektion

Indirekte Hinweise, dass Mastzellen wichtig sind fiir die Kontrolle einer S. ratti Infektion
stammen von Studien mit Mausen, welche mit rekombinantem IL-3 behandelt (rIL-3) wurden,
oder IL-3-defizient sind [41, 132]. IL-3 ist ein wichtiges Zytokin fiir die Aktivierung und
Expansion von Mastzellen [98, 133]. Die Injektion von rIL-3 in immunkompetente Mause und T-
Zell defiziente Nacktmause reduzierte die Parasitenlast, fithrte zu einer Erh6hung der Anzahl an
mukosalen Mastzellen und zu einer verstarkten Aktivierung von Mastzellen, welche liber die
erhohte Konzentration an mMCPT-1 im Serum festgestellt wurde [41, 42]. Die Reduzierung der
Parasitenlast konnte nicht bei Gabe von rIL-3 in mastzelldefiziente WBB6F-KitW/W-v Mause
beobachtet werden, was darauf hinweist, dass IL-3 liber Mastzellen, oder aber iiber andere
Effektoren die in KIT-mutanten Mausen fehlen, zur verbesserten Expulsion des Parasiten
beitragt. Die Anzahl an Larven im Gewebe nach rIL-3 Behandlung war identisch zwischen
unbehandelten und behandelten Mdusen und die Parasitenlast war auch bei rIL-3 Behandlung
nach oraler Infektion mit adulten Wiirmer reduziert [41]. Die Resultate dieser Studie kénnen
somit dahingehend interpretiert werden, dass iiber IL-3 aktivierte Mastzellen fiir die
Parasitenabwehr im Darm aber nicht fir die Abwehr der wandernden Larven im Gewebe

wichtig sind.
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Direkte Hinweise, dass Mastzellen bei der Kontrolle von S. ratti Larven im Gewebe als auch von
adulten Wiirmern im Darm wichtig sind zeigen Studien mit KIT-abhangigen mastzelldefizienten
Mausen. So zeigen S. ratti infizierte WBB6F-KitW/W-v Mduse eine erhohte Anzahl an L3 im Kopf
[45]. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wiedersprechen jedoch diesem Ergebnis von Nawa
et al. Sowohl bei ctMC-defizienten Mcpt5¢e R-DTA Mausen, als auch bei komplett
mastzelldefizienten Cpa3¢re Miusen, war die Anzahl der wandernden Larven im Gewebe zu
jedem Zeitpunkt der frithen Phase der Infektion zwischen mastzelldefizienten und
mastzellkompetenten Mausen gleich. Dieses Ergebnis der vorliegenden Arbeit legt nahe, dass die
beobachtete Steigerung der wandernden Larven im Kopf in der Abwesenheit von Mastzellen in
Studien mit KIT-abhingigen Madusen [45] auf die zusatzlichen Defekte dieser Mause
zuriickzufiihren ist. Die in dieser Studie verwendeten WBB6F;-KitW/W-v Mduse haben neben der
Mastzelldefizienz auch eine reduzierte Anzahl an Neutrophilen [113]. Neutrophile sind dabei
wichtig, um Strongyloides Larven im Gewebe zu toten. Studien mit in Diffusionskammern
implantierten S. stercoralis Larven zeigen, dass Neutrophile durch einen Prozess, der die
Protease Myeloperoxidase (MPO) beinhaltet, téten kdénnen [24, 36]. Zusatzlich fihrt die

Blockade der Neutrophilenrekrutierung zu einer verschlechterten Toétung der Larven [24, 25].

Im Gegensatz zur Kontrolle der wandernden Larven im Gewebe zeigen die Studie mit
mastzelldefizienten KIT-abhangigen Mausen [45], als auch Studien bei der rIL-3 injiziert wurde
[132], dass Mastzellen bei der Kontrolle der S. ratti Infektion im Darm beteiligt sind. Das
kombinierte Fehlen von mMCs und ctMCs in den, in dieser Arbeit untersuchten Cpa3¢re Mausen
fithrte, wie auch bei WBB6F-KitW/W-v Mausen [134] zu einer gesteigerten Parasitenlast an Tag 6
der Infektion. Somit konnte der, in dieser Studie mit KIT-abhingigen mastzelldefizienten
Mausen produzierte Phanotyp, durch die Analyse der auf einem reinen genetischen Hintergrund

generierten KIT-unabhdngigen mastzelldefizienten Mausmodelle bestatigt werden.

Die Bedeutung der Expansion von Mastzellen fiir die Kontrolle einer parasitiren,
gastrointestinalen Nematodeninfektion scheint bei unterschiedlichen Nematodenarten
verschieden zu sein. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass Mastzellen wichtig sind
fiir die Kontrolle der Parasitenlast und insbesondere mukosale Mastzellen essentiell sind fiir die
Expulsion von S. ratti aus dem Darm. Interessanterweise bewirkte aber eine S. ratti Infektion
keine besonders starke Expansion von Mastzellen im Darm von Wildtypmausen, wie die
histologischen Farbungen zeigten (Abb.3.2.). Infektionen mit anderen gastrointestinalen
Nematoden, wie z.B. mit Heligmosomoides polygyrus oder Nippostrongylus brasiliensis fiihren in
Wildtypmausen zu einer starken Mastozytose, welche auch teilweise gekennzeichnet ist durch
eine erhohten mMCPT-1  Freisetzung [135-137]. Studien mit KIT-abhingigen

mastzelldefizienten Mausmodellen zeigen aber iliber die Funktion von Mastzellen wahrend
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dieser beiden Infektionen ein unterschiedliches Bild. So zeigen Studien mit WBB6F-KitW/W-vund
C57BL/6 KitWsh Mausen, dass das Fehlen von Mastzellen wahrend einer H. polygyrus Infektion
zu einer erhohten Parasitenlast und zu einer erh6hten Ausscheidung an Eiern fiihrt, was darauf
hindeutet, dass Mastzellen bei der Kontrolle der Parasitenlast, wie es auch bei S. ratti der Fall
war, mitwirken. Die Beendigung der H. polygyrus Infektion war jedoch nicht gestort [126, 138].
Hingegen zeigt eine Studie mit KIT-abhdngigen mastzelldefizienten Mausen, das Mastzellen fiir
die Expulsion des Nematoden N. brasiliensis nicht notig sind [139]. Vielmehr hingt die Expulsion
von N. brasiliensis aus dem Darm von der Expansion von Becherzellen ab, IL-22 defiziente Mause
zeigen nach Infektion mit diesem Nematoden eine verschlechterte Becherzellhyperplasie welche
einhergeht mit einer verschlechterten Infektionsterminierung [140]. Die Becherzellhyperplasie
spielt anscheinend wiederum bei der Expulsion von S. ratti eine eher untergeordnete Rolle.
Sowohl mastzelldefiziente, als auch mastzellkompetente BALB/c Cpa3¢re Mduse zeigten eine
gleiche Expansion der Becherzellen innerhalb der histologischen Farbung dieser Arbeit, was
darauf schliefRen ldsst, dass der verlangerte Infektionsverlauf innerhalb der mastzelldfizienten
Cpa3¢re Mause nicht auf einer verschlechterten Becherzellexpansion beruhte.

Zwei weitere gastrointestinale Neamtodeninfektionen zeigen ebenfalls eine unterschiedliche
Beteiligung von Mastzellen an der Kontrolle und Expulsion des Parasiten. So ist das
Vorhandensein von Mastzellen bzw. der durch sie freigesetzten Protease mMCPT-1 bei einer
Infektion mit Trichinella spiralis unabdingbar. Die Infektion mit T. spiralis fithrt zu einer
Expansion von Mastzellen und Mcpt-1 defiziente Mause zeigen eine verzogerte Expulsion des
Nematoden in Kombination mit einer erhdhten Anzahl an Muskellarven [141-143]. Hingegen
spielt die Aktivierung von Mastzellen tiber KIT bei der Kontrolle der Parasitenlast von Trichuris
muris infizierten Wildtypmausen keine Rolle, wie eine Studie zeigt, in der liber den
Infektionsverlauf hinweg eine Signalweiterleitung von Mastzellen mit der Gabe eines
antagonistischen c-Kit-Antikorpers blockiert wurde [144]. Es sollte dabei berticksichtigt werden,
dass die Studien fiir T. spiralis und T. muris nur indirekte Hinweise liefern was die Beteiligung
von Mastzellen wahrend dieser Infektionen angeht.

Insgesamt Kkorreliert demnach aber die Expansion von Mastzellen wahrend einer
gastrointestinalen Nematodeninfektion nicht immer mit der Beteiligung der Mastzelle an der
Kontrolle der Infektion bzw. der Expulsion des Nematoden. Dass die Expansion einer
Immunzelle nicht immer einhergeht mit einer verbesserten Funktion zeigt die Expansion von
Eosinophilen wéhrend einer Strongyloides Infektion. Obwohl es zu einer starken Eosinophilie im
Darm von S. ratti und S. venezuelensis infizierten Mausen kommt, fiihrt die Aufhebung der
Eosinophilie in IL-5 defizienten Mausen oder durch die Gabe von anti-IL-5 Antikdrper nicht zu

einer verschlechterten Kontrolle der Infektion [29, 30, 145]. Jedoch sollte hierbei beriicksichtigt
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werden, dass die Funktion von Eosinophilen wahrend einer Strongyloides Infektion mittels

eosinophildefizienter Mause, bisher nicht direkt analysiert wurde.

4.1.2. Unterschiedliche Funktion von ctMCs und mMCs wihrend der S. ratti

Infektion

Der Vorteil der mastzelldefizienten Mausmodelle, die in dieser Doktorarbeit verwendet wurden,
ist die Moglichkeit der Unterscheidung des Einflusses von ctMCs und mMCs wahrend einer S.
ratti Infektion. Die Ergebnisse dieser Doktorarbeit zeigten, dass komplett mastzelldefiziente
Cpa3¢re Mause eine erhohte Wurmlast an Tag 6 der S. ratti Infektion aufwiesen.
Interessanterweise zeigten auch rein ctMC-defiziente Mause eine gesteigerte Wurmlast an Tag 6
der Infektion. Daher konnte die erhohte Parasitenlast in den komplett mastzelldefizienten
Cpa3¢re Mausen auch allein vom Fehlen von ctMCs herrithren. Da bisher kein reiner mMC-
defizienter Mausstamm existiert, kann die spezifische Rolle von mMCs diesbeziiglich nicht
weiter analysiert werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen ferner, dass insbesondere mMCs eine wichtige Rolle bei der
Terminierung der S ratti Infektion spielen. Mastzelldefiziente Cpa3¢re Mduse waren im Gegensatz
zu ihren mastzellkompetenten Wurfgeschwistern, welche die Infektion innerhalb von vier
Wochen beenden konnten, bis zu 160 Tage infiziert. Dies konnte anhand des Ausstofdes an S.
ratti DNA im Fazes der Mduse nachgewiesen werden. Dabei konnte an Tag 90 nach Infektion
noch ein lebendes Weibchen und erste Larven aus einer infizierten Cpa3¢re Maus isoliert werden,
was dafiir spricht, das der Ausstof nicht nur auf totes Material, welches verlangsamt abgestof3en
wird, zurtickzufiihren ist. Im Gegensatz zu den komplett mastzelldefizienten Mausen konnten
aber Mcpt5¢e Mduse, denen nur die ctMCs fehlen die S. ratti Infektion innerhalb von vier
Wochen beenden, d.h. mit derselben Kinetik wie ihre Wildtyp Wurfgeschwister. Die zusatzliche
Abwesenheit von mMCs bei Cpa3¢re Madusen fiihrte demnach zu dem verlingerten
Infektionsstatus.

In Bezug auf eine Strongyloides Infektion unterstiitzen Studien mit PI3Kp85a-defizienten
Mausen das Ergebnis dieser Doktorarbeit, dass spezifisch mMCs fiir die Abstofdung des Parasiten
wichtig sind. Die Deletion der Untereinheit p85a der Phophoatidylinositol-3 Kinase (PI3K) in
PI3Kp85a-defizienten Mausen (PI3Kp85a+/-) filhrte zur Abwesenheit gastrointestinaler und
peritonealer Mastzellen. PI3Kp85a-/- Mause besitzen aber eine normale Anzahl an Mastzellen in
der Haut. Bei Infektion dieser Maduse mit S. venezuelensis kommt es zu einem erhdhten Ausstof3
an Eiern und L1 mit dem Fazes, zu einer erhohte Parasitenlast im Darm und zu einem
verlangerten Infektionsstatus [146]. Dabei umfasst die beobachtete verzogerte Terminierung

der Infektion in PI3Kp85a-/-Mdusen nur zwei bis vier Tage, im Gegensatz zu knapp 4 Monaten
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verzogerter Beendigung der Infektion bei Cpa3¢re Mausen. Dies konnte daran liegen, dass
PI3Kp85a-/- Miuse zwar im naiven Zustand keine Mastzellen im Jejunum und Ileum des
Diinndarms besitzen, jedoch an Tag 12 der S. venezuelnsis Infektion durchaus eine, wenn auch im
Gegensatz zu PI3Kp85a+/+ Mdusen moderate Mastozytose aufweisen, die eine frithere Expulsion
verursacht.

Das Ergebnisse der Arbeit wird ferner auch von Studien mit IL-3 defizienten Mausen unterstiitzt.
Diese zeigen eine verzogerte Terminierung der Infektion mit S. venezuelensis von acht Tagen,
welche mit einer reduzierten Mastzell- und Basophilenzahl korrelierte [43, 147]. Zusatzlich
weisen auch mastzelldefiziente WBB6F:-KitW/W-v Mause einen verldngerten Ausstof3 an S.
venezuelensis und S. ratti Eiern und L1 im Fazes auf [45, 148]. Jedoch zeigen beide Modelle
ebenfalls nicht den deutlich verlangerten Infektionsstatus der hier analysierten Cpa3¢re Mause.
Mastzelldefiziente WBB6F1-KitW/W-v Mduse denen zusatzlich auch IL-3 fehlt zeigten zwar eine
zusatzlich verlangerte Infektion von 50 Tagen, was darauf hindeutet, dass IL-3 nicht nur tiber
Mastzellen zur Expulsion des Nematoden beitrdgt. Dass IL-3 defiziente Mduse nur eine
Verldangerung der Infektion um 50 Tage zeigen und nicht die in Cpa3¢re Mausen verldngerte
Infektion von 150 Tagen kann zum einen daran liegen, dass IL-3 zwar ein wichtiger Faktor fiir
das Mastzellewachstum und der Mastzellaktivierung ist [43, 149], jedoch Mastzellen auch iiber
andere Wege aktiviert werden konnen. Dazu zdhlen Komplementrezeptoren, TLRs und
insbesondere liber Fc-Rezeptoren, dabei im speziellen liber den hoch affinen FceRI [98, 150,

151].

Sowohl komplett-mastzelldefiziente Cpa3¢re, als auch ctMC-defiziente Mduse zeigten eine
erhohte Parasitenlast an Tag 6 der Infektion, jedoch waren nur Cpa3¢re Mduse, denen neben den
ctMCs auch mMCs fehlen, nicht in der Lage die S. ratti Infektion wie die Wildtypmause zu
beenden. Es stellt sich daher die Frage, warum mukosale Mastzellen fiir die Terminierung der
Infektion wichtig sind und ctMCs nicht. Eine Erkldrung dafiir kdnnte die unterschiedliche
Lokalisierung der Zelltypen im Darm sein. Im Gegensatz zu mMCs, welche in der Lamina propria
des Darms und wahrend einer Infektion vermehrt auch zwischen den Epithelzellen lokalisiert
sind [128] finden sich ctMCs in der Serosa und in der Ndhe der glatten Muskulatur des Darmes.
mMCs sind demnach in direkter Ndhe zum Nematoden lokalisiert, der eingebettet in der Mukosa
bzw. in tunnelartigen Gebilden zwischen den Epithelzellen lebt [14]. Dass die Lokalisierung der
Mastzellen wichtig ist fiir die Kontrolle der Nematodeninfektion zeigen auch Studien mit Mausen
denen das Transmembranprotein Notch 2 fehlt. Bei Infektion dieser Mduse mit dem S. ratti
verwandten S. venezuelensis kommt es zu einer Akkumulation der Mastzellen in der Lamina
propria und nicht zum Einwandern in das Epithel des Darms. Damit einhergehend kommt es zu

einer erhohten Ausscheidung an L1 und Eiern wahrend der Infektion mit S. venezuelensis [152].
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Dabei war die Entwicklung und Gewebsverteilung von ctMCs in Notch2 defizienten Mausen

nicht verandert.

Die unterschiedliche Suszeptibilitit der Mausstimme (C57BL/6= hohe Wurmlast; BALB/c=
niedrige Wurmlast) gegeniiber einer Strongyloides Infektion ist bekannt [19, 124]. Die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen aber, dass dieser Unterschied erst im Darm auftritt,
da die wandernden Larven im Gewebe zwischen C57BL/6 und BALB/c Wildtyp Mausen gleich
waren. Da die Kontrolle der Parasitenlast abhingig ist vom Vorhandensein von Mastzellen
konnte die unterschiedliche Suszeptibilitit der Mausstimme durch die Mausstamm-spezifischen
Unterschiede in der Mastzellhdmatopoese [128] oder von der unterschiedlichen Regulation der

Mastzellaktivierung wahrend der frithen Phase der S. ratti Infektion herriihren [20, 153].

4.2. Sind Mastzellen Effektoren oder Initiatoren der Immunantwort wahrend
der S. ratti Infektion?

Die stark verldngerte S. ratti Infektion in mastzelldefizienten Cpa3¢re Mdusen kénnte dadurch
erklart werden, dass Mastzellen zentrale Effektorzellen sind, die fiir die endgiiltige Abstofdung
des Parasiten und damit fiir die Beendigung der Infektion nétig sind. Es ist aber auch denkbar,
dass Mastzellen zur Etablierung einer protektiven Immunantwort beitragen, die fiir die
Terminierung der Infektion wichtig ist. Studien mit KIT-mutanten Mausen, und KIT-mutanten
Mausen, die mit Mastzellen konstituiert wurden (KIT-knock-in Mause), zeigen, dass Mastzellen
besonders durch die Rekrutierung von dendritischen Zellen, Neutrophilen und Lymphozyten
zum Infektions- bzw. Entziindungsort durch die Produktion von TNF, Leukotriene und
Histamine zur Induktion einer Immunantwort und zur Produktion von Th2Z assoziierten
Zytokinen beitragen [154-159]. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass Mastzellen eine Th2
Antwort verstarken, indem sie die Produktion von IL-13 durch T-Zellen unterstiitzten. Dabei
interagiert eine membrangebundene Tryptase auf der Oberfliche von humanen Mastzellen
direkt mit T-Zellen [160].

Das Mastzellen zu einer Etablierung einer ThZ Immunantwort im Kontext einer
Nematodeninfektion beitragen, wurde innerhalb des Infektionsmodells mit H. polygyrus gezeigt.
Das Fehlen von Mastzellen in KIT-abhdngigen mastzelldefizienten Mausen fiihrt bei der H.
polygyrus Infektion zu einer reduzierten Produktion von Gewebszytokinen, den Alarminen (IL-
25, IL33 und thymusstimulierendes Lymphopoetin: TSLP), was einen Defekt in der Th2
Polarisierung zur Folge hat [126]. Innerhalb der vorliegenden Arbeit wurden jedoch keine durch
das Darmepithel freigesetzten Alarmine gemessen, welche diese Studie unterstiitzen kénnten.

Dass jedoch durch das Epithel freigesetzte Alarmine die Th2 Immunantwort gegeniiber einer S.
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venezuelensis Infektion unterstiitzen, zeigt eine Studie von Yasuda et al. Die Stimulation von
alveolaren Epithelzellen durch parasitires Chitin fiithrt zur Freisetzung von IL-33, welches
wiederum zur Expansion von ILCs und zur pulmonalen Eosinophilie fiihrt [161]. Dabei wurde
die Rolle von Mastzellen jedoch nicht untersucht. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen,
dass die Th2 Immunantwort, welche gekennzeichnet ist durch die Produktion von Zytokinen wie
IL-13, IL-4, IL-5, IL-9 und IL-10, die Induktion einer Antikérperantwort hin zu IgG1 und IgE [21,
162], in S. ratti infizierten mastzelldefizienten Mausen genauso gut initiiert wurde wie in
mastzellkompetenten Wurfgeschwistern. So zeigten polyklonal als auch Antigen-spezifisch
stimulierte mLN- und Milzzellen aus BALB/c Cpa3¢r und C57BL/6 Mausen eine normale Th2
Polarisierung. Die Analyse der Produktion von §. ratti spezifischen Antikérpern in
mastzelldefizienten Cpa3¢re Mdusen zeigte keine dramatischen Verdanderungen. Der Serumtiter
von S. ratti spezifischem IgM war zwischen mastzelldefizienten Cpa3¢e und
mastzellkompetenten Cpa3wt Mausen gleich. Der Titer von S. ratti spezifischem IgG1l und von
polyklonalem IgE war in Cpa3¢e Maiusen sogar hoher im Vergleich zu den Wildtyp
Wurfgeschwistern. Dies konnte durch die erhéhte Parasitenlast, die diese Mduse zeigen erklart
werden. Unterstiitzt wird diese Hypothese durch das Ergebnis dieser Arbeit, dass
mastzelldefiziente Cpa3¢e Mause nach Vakzinierung mit bestrahlten Larven, also nach
Exposition einer gleich hohen Antigendosis, einen gleich hohen Antikorpertiter wie
mastzellkompetente Cpa3wt Mause entwickelten. Die Daten der Arbeit zeigen, dass der
Klassenwechsel zu IgG und IgE und die allgemeine S. ratti spezifische Antikérperproduktion
(IgG1; IgM) wahrend der S. ratti Infektion in mastzelldefizienten Mausen nicht beeintrachtigt
waren. Zudem zeigte sich, dass die Inmunantwort im Darm was die Anzahl an Eosinophilen im
Darm in mastzelldefizienten Mausen betrifft auch nicht beeintrachtigt war. Die histologischen
Analysen der Arbeit zeigten, dass die Anzahl an Eosinophilen an Tag 6 der Infektion zwischen
Cpa3¢e und Cpa3wt Mdusen im Darm gleich waren, jedoch verblieb sie innerhalb der
mastzelldefizienten Mause auf diesem Niveau tber Tag 14 bis zu Tag 28, wohingegen sie in
mastzellkompetenten Médusen schon an Tag 14 auf fast 0 Eosinophile /10 VCU fiel. Die auf
hohem Niveau verbleibende Eosinophilenzahl kénnte auch durch die zu diesem Zeitpunkt noch
hohe Parasitenlast im Darm verursacht worden sein. Die konstant hohe Anzahl an Eosinophilen
in mastzelldefizienten Mausen war dabei aber nicht ursdchlich fiir eine verbesserte
Terminierung der Infektion, da die mastzelldefizienten Méuse iiber knapp 160 Tage mit S. ratti
infiziert waren. Wahrend einer S. venezuelensis Infektion konnte ebenfalls gezeigt werden, dass
IL-5 transgene Mause eine verstiarkte Einwanderung von Eosinophilen in das intestinale Epithel
zeigen und den Nematoden auch direkt umgeben. Diese verstirkte Akkumulation fiihrt aber

auch nicht zu einer verbesserten Expulsion des Wurms [31].
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Die Qualitit der in mastzelldefizienten Mausen etablierten Immunantwort wurde in dieser
Arbeit durch Vakzinierungsexperimente verglichen. Sowohl mastzellkompetente, als auch
mastzelldefiziente Cpa3¢re Mause, welche mit bestrahlten L3i vakziniert und mit vitalen L3i
reinfiziert wurden zeigten eine Reduktion der wandernden Larven im Gewebe wahrend der
Reinfektion. Auch die Anzahl an adulten Weibchen im Darm war in vakzinierten
mastzelldefizienten Mausen reduziert, sowohl in Cpa3¢re, als auch in Mcpt5¢e Mausen. Jedoch
zeigten mastzelldefiziente Cpa3¢re Maduse im Gegensatz zu Mcpt5¢e Mausen nicht denselben
Schutz wie Wildtyp Mause, sondern hatten immer noch eine signifikant hohere Parasitenlast im
Darm an Tag 6 nach Reinfektion im Vergleich zu reinfizierten mastzellkompetenten
Geschwistermdusen. Dabei war die Parasitenlast in der Reinfektion von Cpa3¢re Mdusen auf ca.
ein Drittel der Parasitenlast nach einer Erstinfektion reduziert. Da die Anzahl der wandernden
Larven in mastzellkompetenten und mastzelldefizienten Madusen gleichermaféen reduziert war,
scheint die etablierte Immunantwort im Gewebe in Abwesenheit von Mastzellen nicht
beeintrachtigt zu sein.

Diese Ergebnisse der Arbeit deuten darauf hin, dass Mastzellen keine Initiatoren der protektiven
Immunantwort wéhrend der S. ratti Infektion sind, sondern wesentliche Effektorzellen
darstellen, die zur Expulsion des Nematoden beitragen. Dieses Ergebnis wird unterstiitzt durch
eine Studie mit mastzelldefizienten Cpa3¢re Mausen, welche mit dem Parasiten Leishmania major
infiziert wurden. Das Fehlen von Mastzellen wahrend der L. major Infektion hat keinen Einfluss
auf die Etablierung einer Th2 Immunantwort in BALB/c Cpa3¢re Mausen oder die Mausstamm-
spezifische TH1/Th2 Polarisierung von L. major infizierten BALB/c und C57BL/6 Maiusen.
Sowohl die Parasitenlast, die Grofler der durch den Parasiten verursachten Lasionen, als auch
die expandierenden Zellen wahrend der Infektion sind auch in Abwesenheit von Mastzellen in

Cpa3¢re Mausen unverandert [163].

4.3.Die Effektorfunktion von Mastzellen wihrend der S. ratti Infektion

Nachdem die Ergebnisse darauf hindeuten, dass Mastzellen wesentliche Effektorzellen sind, die
fiir Abstofiung des Nematoden beitragen, stellte sich die Frage, wie genau Mastzellen zur
Expulsion des Nematoden fiihren. Mastzellen setzen nach ihrer Aktivierung ihre gespeicherten
Mediatoren frei, darunter auch die Mastzell-spezifische Protease mMCPT-1 [50]. Innerhalb
dieser Doktorarbeit konnte in mastzelldefizienten Cpa3C¢re Mdusen die Freisetzung von mMCPT-1
ab ca. Tag 14 der S. ratti Infektion gemessen werden. Jedoch, trotz der gemessenen mMCPT-1
Freisetzung, konnten die mastzelldefizienten Cpa3¢re Mause die S. ratti Infektion fiir ca. 160 Tage
nicht beenden. Dies spricht dafiir, dass mMCPT-1, welches mdglicherweise durch

aufkommenden Mastzellvorlaufer oder aber durch andere Zelltypen produziert wurde nicht fiir
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die Bekdmpfung und die Expulsion von S. ratti aus dem Darm nétig war bzw. nicht als alleiniger
Mediator ab Tag 14 nach Infektion die AbstofRung vermitteln konnte. Uber die genaue Funktion
von mMCPT-1 bei der Abwehr von gastrointestinalen Parasiten ist wenig bekannt. Da aber z.B.
mMCPT-1-defiziente Mause eine verzogerte Expulsion von T. spiralis zeigen wird angenommen,
dass die Protease einen Beitrag zur Expulsion dieses parasitiren Nematoden leistet [164]. Auch
die Freisetzung von mMCPT-1 wahrend einer Infektion mit S. ratti scheint mit einer reduzierten
Parasitenlast zu korrelieren. So fiihrt die Applikation von rekombinantem IL-3 in Wildtypmause
zu einer verstarkten Freisetzung von mMCPT-1 und zu einer reduzierten Parasitenlast im Darm
[41]. In Mausen in denen regulatorische T-Zellen depletiert wurden und Mause denen der
regulatorische Rezeptor BTLA (B and T Iymphocyte attenuator) bzw. sein Ligand HVEM (herpes
virus entry mediator) fehlt, zeigen ebenfalls eine reduzierte Parasitenlast, welche mit einer
erhohten Konzentration von mMCPT-1 im Serum von S. ratti infizierten Mdusen einhergeht [20,
153]. Zusatzlich fiihrt die Neutralisierung des mastzellstimulierenden Zytokins IL-9 zu einer
Steigerung der Parasitenlast und reduziert die Freisetzung von mMCPT-1 im Serum [20]. Im
Gegensatz dazu zeigen S. venezuelensis infizierte Fc-Rezeptor y-Kette-defiziente Mause (FcRy/)
eine normale Mastozytose und mMCP-1 Freisetzung, aber eine verzogerte Abstofdung des
Parasiten [165, 166]. Dieser Befund =zeigt, dass unter bestimmten Umstdnden, z.B. in
Abwesenheit von Fc-Rezeptor-vermittelter Aktivierung in FcRy/- Mdusen Mastzellen zwar
mMCPT-1 frei setzen aber trotzdem nicht zur Freisetzung der fiir die Wurmexpulsion nétigen
Effektormolekiile stimuliert werden.

Ein Effektormolekiil, das neben mMCPT-1 durch Mastzellen freigesetzt werden kann und zur
Expulsion von S. ratti beitragt konnte ist das Proteoglykan Chondroitinsulfat. Mukosale
Mastzellen von Ratten exprimieren z.B. nach Infektion mit N. brasiliensis verstarkt sulfonierte
Proteoglykane, darunter Glykosaminoglykane und Chondroitinsulfate [167, 168]. Studien mit
Hamstern und Ratten konnten zeigen, dass besonders hoch sulfonierte Mucine von Becherzellen
zur Abstofung von S. venezuelensis aus dem Darm beitragen [169, 170]. Auch Mastzellen
exprimieren solche hoch sulfonierten Glykosaminoglykane [171, 172]. Maruyama et al. konnten
zeigen, dass parasitdre S. ratti Weibchen sich nicht mehr in der Mukosa des Darms festsetzen
konnten wenn sie zuvor in vitro mit den Glykosaminoglykanen Chondroitin A, E und Heparin
inkubiert wurden [173]. Die erhohte Parasitenlast in den zuvor schon erwdhnten .
venezuelensis infizierten FcRy/- Mdausen Kkorreliert auch mit der Reduktion von freiem
Chondroitinsulfat in Darmspiilungen [166] und mit einer Erhohung an Chondroitinsulfat in
Darmhomogenat, also im Gewebe [165], was darauf schlieflen ldsst, das Mastzellen in
Abwesenheit der Fc-Rezeptor 7y-Kette nicht voll aktiviert werden, um Chondroitinsulfat
freizusetzen welches moglicherweise das verldngerte Festsetzen des Nematoden verhindern

konnte. Die unterschiedliche Suszeptibilitiat von 129/Sv] und C57BL/6 Mausen gegeniiber einer
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S. venezuelensis Infektion korreliert ebenfalls mit der unterschiedliche Freisetzung von
Chondroitinsulfat [174]. Daher kénnte also die Produktion und Freisetzung solcher Mediatoren
durch mMCs, unabhéngig von der Freisetzung von mMCPT-1, das Festsetzen des parasitdaren

Nematoden im Darm verhindern.

4.4. Antikorpervermittelte Aktivierung von Mastzellen

Die Ergebnisse der Arbeit zeigen, dass Mastzellen eine wichtig Rolle bei der Kontrolle der S. ratti
Infektion im Darm spielen und spezifisch mMCs essentiell sind fiir die endgiiltige Klarung der S.
ratti Infektion. Das Vorhandensein eines adaptiven Immunsystems ist ebenfalls wichtig fiir die
Terminierung der Infektion. T-Zell defizienten Nacktmdusen sind mindestens 6 Wochen [125]
und T- und B-Zell defiziente RAG1-/- Maduse sind iiber 300 Tage mit S. ratti infiziet kdnnen aber
die Infektion an Tag 6 genause kontrollieren wie Wildtypméause (Breloer, unpubliziert; [153]).
Auch T-zell defiziente Nacktratten bleiben liber ein Jahr mit S. ratti infiziert [175]. Auch B-Zell
defiziente JHD ko Mause zeigen einen verldngert hohen Ausstofd an S. venezuelensis Eiern nach
Implantation von adulten Wiirmer in den Darm [176], was auf eine verzogerte Expulsion des
Nematoden hinweist. Jedoch wurde in dieser Studie der Ausstof3 an Eiern nur bis Tag 11
verfolgt. Das Fehlen von Mastzellen in Kombination mit dem Fehlen einer adaptiven
Immunantwort fiihrte jedoch nicht zu einer Verschlechterung der Bekdmpfung der S. ratti
Infektion, wie die Daten der vorliegenden Arbeit zeigen. Mastzell- und T- und B-Zell defiziente
RAG1-/-xCpa3Cre Mduse hatten eine fast gleiche Parasitenlast an Tag 6 der Infektion, keinen
erhohten Verlust des Korpergewichts und keine erhéhte Ausscheidung an S. ratti DNA mit dem
Fazes im Vergleich zu nur B- und T-Zell defizienten RAG1-/-xCpa3wt Mdusen. Daher konnte es
sein, dass Mastzellen durch das adaptive Immunsystem wahrend einer S. ratti Infektion aktiviert
werden. Die Kreuzvernetzung von IgE, welches an den FceRI auf der Mastzelle gebunden ist,
durch Antigen, ist ein Weg Mastzellen zu Aktivierung und fiihrt zur Degranulation z.B. im
Asthma- und Allergiemodell [60, 61]. Um zu iberprifen, ob die Antikdrper-vermittelte
Aktivierung von Mastzellen zur Expulsion des Nematoden beitragt wurde in dieser Arbeit S.
ratti-spezifisches Antiserum in RAG1-/- und Cpa3Cre Mdause transferiert. Dass die in diesem
Antiserum enthaltenen Antikoérper wirksam gegen S. ratti sind zeigte sich bei der Bekdmpfung
der wandernden Larven im Gewebe. Wie schon bei Nouir et al. fithrte auch in dieser Arbeit der
Antiserumtransfer vor Infektion mit S. ratti zu einer Reduktion der wandernden Larven im
Gewebe an Tag 2 der Infektion [129]. Dies beruht vermutlich auf der Opsonierung der Larven

mit S. ratti-spezifischen Antikérpern und der darauffolgenden Erkennung und Tétung durch
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Granulozyten, denn die Bestandteile des transferierten Kontrollserums fiihrten nicht zu einer
Reduzierung der wandernden Larven.

Die Injektion von hochtitrigem S. ratti-spezifischen Antiserum als auch die Injektion des
Kontrollserums in mastzelldefiziente Cpa3¢re Mause an Tag 28 und 29 der Infektion fiihrte in
dieser Arbeit zu einer kurzen Reduktion des Ausstof3es an S. ratti DNA im Fazes dieser Mause.
Demnach profitierten auch mastzelldefiziente Mause von einem Serumtransfer, mit und ohne S.
ratti-spezifische Antikorper, was darauf hindeutet, dass die Mastzellen wahrend der S. ratti
Infektion nicht unbedingt durch Antikérper-vermittelte Aktivierung zur Expulsion des
Nematoden beitragen. Die zweimalige Gabe des naiven Kontroll- bzw. Antiserums in RAG1-/-
Mause fiihrte dazu, dass sowohl die mit Antiserum behandelten Maduse und die Kontrollgruppe,
die keine S. ratti-spezifischen Antikorper verabreicht bekommen hat, die Infektion beenden
konnten. Die Terminierung der Infektion in RAG1/- Mausen nach Serumtransfer war also
unabhdngig vom Vorhandensein von S. ratti-spezifischen Antikérpern. Daher fiihrten wohl
unspezifische Bestandteile im generierten Antiserum als auch im Kontrollserum, wie z.B.
Komplentfaktoren, Zytokine oder natiirliche Antikérper [42, 177-179] zur schnelleren
Terminierung der S. ratti Infektion in RAG1-/- Mdusen. Um zu untersuchen, welche Bestandteile
bei der Beendigung der Infektion eine Rolle spielen kdnnte das Serum vor Transfer in die Mause
hitzeinaktivert werden. So kénnten z.B. 16sliche Bestandteile des Komplementsystems innerhalb
des Serums entfernt werden und deren Rolle in Bezug auf die Terminierung der Infektion

beobachtet werden.

Dass RAG1-/- Mause nicht von einem spaten S. ratti-spezifischen Antiserumtransfer profitieren
spricht dafiir, dass Mastzellen in der spaten Phase der Infektion nicht von Antikoérpern aktiviert
werden bzw. dieser Aktivierungsweg zu diesem Zeitpunkt der Infektion nicht wichtig ist fiir die
Terminierung der Infektion. Dass die antikérpervermittelte Mastzellaktivierung zur Klarung
einer S. venezuelensis beitragt, konnte eine Studie von Matsumoto et al. zeigen. Diese nutzen AID-
defiziente Mause, welche aufgrund einer defekten B-Zellaffinitdtsreifung keinen
Antikorperklassenwechsel von IgM zu anderen Isotypen machen kénnen. Daher besitzen diese
Mause kein IgE und IgG. Der Transfer von gereinigtem S. ratti-spezifischen IgG oder IgE konnte
jeweils zu einer verbesserten die Expulsion des Nematoden beitragen. Dieser Effekt konnte nicht
bei Transfer von IgG oder IgE in mastzelldefiziente WBB6F:-KitW/W-v Mause beobachtet werden.
Dies spricht dafiir, dass die verbesserte Expulsion durch IgG bzw. IgE vermittelte
Mastzellaktivierung zu Stande kam. Der Serum bzw. Antikdérpertransfer fand in der zitierten
Studie an Tag 6/7 statt. Also zu einem Zeitpunkt, zu dem die Migrationsphase der Larven
abgeschlossen ist und sich die parasitiren Weibchen im Darm festsetzen und fiihrte zu einer
verbesserten Expulsion. Der Serumtransfer in dieser Arbeit fand vier Wochen nach Infektion

statt, zu einem Zeitprunkt, wo sich die adulten Weibchen schon in der Darmmukosa festgesetzt
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haben. Demnach koénnte es sein, dass die Antikérpervermittelte Mastzellaktivierung vor allem
wichtig sind um das Festsetzen des Nematoden zu verhindern. Zu einem spéateren Zeitpunkt
aber vielleicht andere Mediatoren freigesetzt werden, die keine Auswirkungen auf die Expulsion
haben. Neben dem FceRI besitzen Mastzellen auch Fcy Rezeptoren iiber die IgG zur
Mastzellaktivierung beitragen kann [63, 64]. Das Fehlen der Signalweiterleitung liber die Fc-
Rezeptor y-Kette fiihrte wahrend einer S. venezuelensis Infektion zu einer erh6hten Parasitenlast
und zu einem verlangert erhohten Ausstofd an S. venezuelensis [165, 166]. Die erhohte
Parasitenlast korreliert mit einer Reduktion von freiem Chondroitinsulfat in Darmwaschungen
und mit einer Erh6éhung an Chondroitinsulfat in Darmhomogenat [165]. Die Anzahl an
Mastzellen und die mMCPT-1 Freisetzung in FcRy/- Mdusen war jedoch nicht verandert [166],
was darauf schliefien lasst, das Mastzellen in Abwesenheit der Fc-Rezeptor y-Kette nicht voll
aktiviert werden, um Chondroitinsulfat freizusetzen welches moglicherweise das verlangerte
Festsetzen des Nematoden verhindern wiirde. Die FcRy-Kette ist sowohl bei der Aktivierung von
mehreren Fc-Rezeptoren, als auch z.B. bei C-Typ Lektinrezeptoren beteiligt [180], weshalb der
Phinotyp dieser Mause auch durch Defekte in der Signalweiterleitung durch nicht Fc-

Rezeptoren zu Stande kommen kann.

Zusammenfassend deuten die Daten der vorliegenden Arbeit darauf hin, dass die spate Antigen-
spezifische antikorpervermittelte Aktivierung von Mastzellen nicht zur Terminierung der

Infektion beitragt.

4.5. IL-9 vermittelte Mastzellaktivierung

Mastzellen konnen nicht nur iiber Antikdrperbindung an die jeweiligen Fc-Rezeptoren aktiviert
werden, sondern konnen auch durch Zytokinstimulation expandieren und verschiedene
Mediatoren sekretieren. Neben dem IL-3 Rezeptor, der fiir die Mastzellexpansion und Reifung
wichtig ist, besitzen Mastzellen auch den IL-9 Rezeptor [181-183]. IL-9 wirkt bei der Expansion
und Aktivierung von Mastzellen synergistisch mit IL-3 und IL-4 zusammen [32, 184]. Neben
seiner Wirkung als Wachstumsfaktor fiihrt IL-9 in Mastzellen auch zur Aktivierung der
Expression von verschiedener mastzellassoziierten Proteasen, wie mMCP-1, mMCP-2 und
mMCP-4 [185, 186]. Infektionen mit parasitiren Nematoden, wie T. muris, H. polygyrus, N.
brasiliensis und auch S. ratti fiihren neben der Expression der typischen Th2 Zytokine auch zur
Expression von IL-9 [20, 135, 184, 187], welches Mastzellen in Kombination mit IL-3 aktivieren
konnte [32]. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass die Gabe von IL-9 wahrend einer S. ratti
Infektion zu einer Reduktion der Parasitenlast an Tag 6 der Infektion fiihrt und reziprok die

Neutralisierung von endogenem IL-9 mittels Applikation eines anti-IL9-Antikérpers zu einer
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Steigerung der Parasitenlast und gleichzeitig zu einer Reduktion der Freisetzung von mMCPT-
1[20]. Dies lasst darauf schliefRen, dass IL-9 wahrend der S. ratti Infektion iiber Mastzellen zur
Kontrolle der Parasitenlast beitragt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass BALB/c IL-9R/- Mduse eine erhohte Parasitenlast im
Vergleich zu Kontroll-BALB/c Mausen an Tag 6 der Infektion besaflen. Diese erhohte
Parasitenlast ging mit einer fast fehlenden mMCPT-1 Freisetzung und einer verzodgerten
Terminierung der Infektion einher. Trotzdem waren BALB/c IL-9R/- Mduse nicht so lange mit S.
ratti infiziert, wie komplett mastzelldefiziente Cpa3¢re Maduse. Auch die Restriktion der IL-9R-
Defizienz auf Mastzellen in gemischten Knochenmarkschiméren spiegelte die um ca. 4 Wochen
verzogerte Terminierung der reinen BALB/c IL-9R/-Mause wieder und nicht die um 5 Monate
verzogerte Terminierung der mastzelldefizienten Cpa3¢re Mdause. Dies spricht dafiir, dass
Mastzellen offensichtlich durch weitere Wege aktiviert werden konnen, die die IL-9-abhingige
Aktivierung kompensieren konnen und zur Expulsion des Parasiten beitragen.

Im Gegensatz zur Terminierung zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass die
Kontrolle der Parasitenlast an Tag 6 der Infektion abhingig war von der IL-9 vermittelten
Mastzellaktivierung. IL-9R/- Mause zeigten eine erhohte Parasitenlast und eine reduzierte
mMCPT-1 Freisetzung im Gegensatz zu Wildtypmdusen, was auf eine verminderte
Mastzellaktivierung ohne IL-9 vermittelte Signale hinweist. Die IL-9 vermittelte
Mastzellaktivierung kann durch die Induktion von regulatorischen T Zellen unterdriickt werden
[20]. Die Depletion von Treg wahrend der S. ratti Infektion fiihrte in dieser Arbeit zu einem
Anstieg an IL-9 in ex vivo stimulierten Milzzellen. Dabei geht die Steigerung von IL-9 mit einer
erhohten Mastzellaktivierung und einer verbesserten Expulsion des Nematoden einher [20]. Bei
zusatzlichem Fehlen von Mastzellen war der Effekt der verbesserten Expulsion aufgehoben,
wobei die Steigerung der IL-9-Konzentration gleich blieb. Die Bedeutung von IL-9 vermittelter
Mastzellaktivierung istnicht bei allen intestinalen Parasiten. So fiihrte die T. muris Infektion von
IL-9 transgenen Mdusen zu einer verstiarkten Mastozytose die mit einer verbesserten Expulsion
der Infektion einher ging [188]. Auch eine Infektion mit T. spiralis konnte innerhalb von IL-9
transgenen Mausen schneller geklart werden. Dabei konnte auch eine verstirkte Mastozytose
beaobachtet werden, die anhand einer gesteigerten mMCPT-1 Produktion im Darm festgestellt
werden konnte [189]. IL-9 defiziente 129xC57BL/6 (F;) Mdause, welche mit N. brasiliensis
infiziert wurden zeigten eine reduzierte mMCPT-1 Freisetzung, aber keine Beeintrachtigung der
Expulsion [190]. Hingegen zeigt eine Studie mit IL-9 defizienten Madusen auf BALB/c
Hintergrund eine erhohte Suszeptibilitit gegeniiber einer N. brasiliensis Infektion mit
gleichzeitig reduzierter Mastzellzahl [191]. Dies verdeutlich, dass auch der genetische
Hintergrund der verwendeten Mause Einfluss hat, in wie weit die IL-9 vermittelte

Mastzellaktivierung wichtig ist fiir die Expulsion eines Nematoden.
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Ergebnisse dieser Arbeit beziiglich der Aktivierung
von Mastzellen wahrend einer S. ratti Infektion zeigen, dass der Verlust einer spaten, durch
Antigen-spezifische Antikorper-vermittelten Mastzellaktivierung, als auch der Verlust des IL-9
Rezeptors auf der Mastzelloberflache, jeweils nicht allein ursachlich sind fiir die verldngerte

Infektion, die in mastzelldefizienten Cpa3Cre Mdusen beobachtet werde kann.

4.6. Probleme des verwendeten Systems

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass ab ca. Tag 14 der Infektion mastzelldefiziente Cpa3¢cre
Mausen sowohl auf BALB/c, als auch auf C57BL/6 Hintergrund mMCPT-1 freisetzen. Die
mMCPT-1 ist eine Chymase die spezifisch von mukosalen Mastzellen in der Maus produziert und
freigesetzt wird [50]. Es stellt sich die Frage, ob die mastzelldefizienten Cpa3Cre Mause
tatsachlich defizient fiir Mastzellen sind. Die histologischen Farbungen zeigen mittels anti-c-Kit
Antikorper und Toluidinfarbung Zellen im Diinndarm von S. ratti infizierten Cpa3¢re Mausen,
welche Mastzellen bzw. Mastzellvorldufer darstellen kénnten. Jedoch sind diese Farbungen nicht
100% spezifisch, so kann Toluidin beispielsweise Nukleinsduren, Mucine und auch Granula von
endokrinen Zellen anfirben, weshalb eine morphologische Interpretation des jeweiligen
Zelltypen vorgenommen werden muss. Feyerabend et al. zeigten, dass bei der Generierung der
mastzelldefizienten Cpa3¢e Mduse noch mastzellihnliche Vorlauferzellen vorhanden waren
[93], die die in dieser Arbeit gezeigte Freisetzung von mMCPT-1 und die positiven Zellen in der
histologischen Farbung erkliaren konnten. Jedoch konnte wéhrend der Infektion von N.
brasiliensis, einem Nematoden der eine stirkere Mastozytose im Darm hervorruft als S. ratti,
keine Expansion von mukosalen Mastzellen an Tag 10 der Infektion im Darm von
mastzelldefizienten Cpa3Cre Mdusen mittels histologischer Farbung festgestellt werden. Auch die
Analyse der mMCP-1 mRNA Expression im Darm und die Konzentration im Serum, konnte keine
mMCPT-1 Induktion an Tag 14 der Infektion zeigen. Dies deutet darauf hin, dass womdglich
andere Zellen fiir die Produktion bzw. Freisetzung von mMCPT-1 innerhalb der S. ratti Infektion
verantwortlich sind. Festzuhalten ist, dass trotz der aufkommenden mMCPT-1 Freisetzung
Cpa3¢re Mause die S. ratti Infektion fiir ca. 160 Tage nicht beenden konnten, was dafiir spricht,
dass die moglicherweise aufkommenden Mastzellvorlaufer entweder nicht funktionell sind, oder
aber das die mMCPT-1 Freisetzung nicht ursachlich ist fiir die Expulsion des Nematoden, wie

dies z.B. fiir eine Infektion mit T. spiralis gezeigt werden konnte [164].
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5. Ausblick

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass insbesondere mukosale Mastzellen fiir die
Expulsion von S. ratti aus dem Darm wichtig sind. Der genaue Wirkmechanismus der Mastzelle,
der zur Expulsion des Parasiten beitragt wurde in dieser Arbeit nicht untersucht. Es kommen
dabei unterschiedliche, in Mastzellen gespeicherte, Effektormolekiile, als auch durch Mastzellen
induzierte Wirkmechanismen in Frage, die in weiteren Untersuchungen ndher analysiert werden
koénnten.

Mastzellen haben eine Vielzahl an Mediatoren in ihren Granula gespeichert, die potentiell einen
Einfluss auf die Expulsion des Parasiten haben kénnen. Zu diesen Substanzen zahlen z.B.
unterschiedliche Proteasen wie die Maus-Mastzellprotease mMCPT-1. Dass diese nicht
unbedingt wichtig ist fiir die Expulsion von S. ratti zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit. Innerhalb
der mastzelldefizienten Cpa3¢r Mause konnte eine aufkommende Freisetzung an mMCPT-1
festgestellt werden, nichts destotrotz zeigten diese Mause eine verlangerte Infektion. Um aber
die Beteiligung dieser Protease, als auch anderer Mastzellproteasen wie z.B. mMCPT-4 an der
Expulsion von S. ratti auszuschliefRen, kdnnten Proteasespezifisch-defiziente Mause (darunter
mMCPT-1 defiziente Mause) wahrend der S. ratti Infektion untersucht werden und so Aufschluss
dariiber geben, ob die Proteasen fiir die Terminierung der Infektion wichtig sind, wie es z.B. fiir

mMCPT-1 in der T. spiralis Infektion gezeigt werden konnte [164].

Neben Proteasen haben Mastzellen auch sulfonierte  Chondroitinsulfate  und
Glycosaminoglykane gespeichert, wobei erstere fiir die Einbettung von S. venezuelensis in die
Darmmukosa hinderlich sein kénnen [173]. Um die genauere Rolle dieser Molekiile bei der
Einbettung von S. ratti in den Darm zu analysieren kdnnten auch hier fiir die einzelnen Molekiile
defiziente Mause verwendet werden [192, 193]. Dies kann einen ersten Eindruck vermitteln, in
wie weit diese Molekiile bei der Bekdmpfung und Expulsion von S. ratti eine Rolle spielen. Es
muss allerdings beriicksichtigt werden, dass diese Molekiile nicht allein von Mastzellen
produziert werden, sondern z.B. auch von Becherzellen im Darm nach Infektion [169]. Um zu
tiberpriifen, ob die spezifisch durch Mastzellen freigesetzten Proteoglykane bzw. im speziellen
Chondroitinsulfat fiir die Kontrolle der Infektion wichtig sind, kdnnten, wie auch schon in dieser
Arbeit, gemischte Knochenmarkschimiren generiert werden, in denen der Verlust eines

Mediators auf die Mastzelle beschrankt wird.

Die Freisetzung der in Mastzellen gespeicherten Lipidmediatoren, wie z.B. Prostaglandine, als
auch die Produktion von Zytokinen wie IL-4 und IL-13 kdnnen zur Erhohung der Peristaltik des
Darms, als auch zur Erhoéhung der Mukusproduktion und der vaskuldren Permeabilitit
beitragen, die fiir das ,Herausschwemmen*“ des Nematoden aus dem Darm wichtig sein koénnen

[81, 194, 195]. Um zu untersuchen, ob Mastzellen einen Einfluss auf die Muskelkontraktilitiat des
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Darms haben, die wiederum zu der verschlechterten Expulsion von S. ratti aus
mastzelldefizienten Cpa3¢re Mdusen fiihren kann, konnte diese anhand von ex vivo praparierten
Darmmuskeln aus infizierten mastzelldefizienten Mdusen untersucht werden [196, 197], als
auch durch die Analyse der in vivo Weiterleitung von zugefiithrten Fluoreszenzfarbstoffen
innerhalb des Darms [198]. Dies wiirde Aufschluss dariiber geben, ob die verzdgerte
Terminierung der Infektion in mastzelldefizienten Mausen durch eine verschlechterte Peristaltik

generiert wird.

Die Ergebnisse der Arbeit lassen darauf schliefen, dass die Antikérper-vermittelte
Mastzellaktivierung zum spdten Zeitpunkt der Infektion nicht zur Expulsion des
gastrointestinalen Nematoden beitragt. Jedoch wurde in dieser Arbeit ein eher komplexes S.
ratti-spezifisches Antiserum verwandt welches zum einen unterschiedliche Antikorperisotypen
und zum anderen zusatzliche 16sliche Komponenten wie z.B. Komplementfaktoren enthielt. Um
eine genauere Aussage dariiber treffen zu konnen, ob Mastzellen doch von einem spezifischen
Antikorperisotyp, wie z.B. IgE oder IgG1 aktiviert werden, kdnnte man diese aus dem komplexen
Antiserum aufreinigen, wie es z.B. in der Studie von Matsumoto et al. gemacht wurde. Zusatzlich
konnte man dann durch den Transfer der gereinigten Antikorper in RAG1/- Mause an
verschiedenen Zeitpunkten analysieren, ob nicht doch vielleicht eine frithere Antikoérper-

vermittelte Mastzellaktivierung zur Expulsion des Parasiten beitragt.

Obwohl die IL-9 vermittelte Mastzellaktivierung zum frithen Zeitpunkt wichtig ist, um die
Parasitenlast zu kontrollieren [20], zeigen die Ergebnisse der Arbeit, dass dieser
Aktivierungsweg allein nicht noétig ist, fiir die Beendigung der Infektion. Mastzellen besitzen eine
Vielzahl an anderen Rezeptoren. Darunter z.B. auch den IL-33 Rezeptor. Eine Infektion mit dem
gastrointestinalen Nematoden H. polygyrus induziert im Darmepithel die Mastzell-abhdngige
Freisetzung von Alarminen, wie IL-25, IL-33 und TSLP (thymic stromal lymphopoietin). Wahrend
einer S. venezuelensis Infektion produzieren alveolare Epithelzellen IL-33, welches zur
Expansion von sogenannten ,innate lymphoid cells“ vom Typ 2 (ILC2s) fiihrt. Daher ware es
interessant zu sehen, ob die IL-33 abhangige Aktivierung von Mastzellen im Darm wichtig ist fiir
die Kontrolle der Parasitenlast, als auch fiir die Expulsion des Nematoden aus dem Darm. Dazu
konnten zum einen IL-33 Rezeptor-defiziente Mause wahrend der S. ratti Infektion untersucht
werden und/oder aber rekombinantes IL-33 konnte in mastzelldefizienten Cpa3¢re Mausen zu
einem frithen Zeitpunkt der Infektion zur Kontrolle der Parasitenlast, bzw. zu einem spaten

Zeitpunkt der Infektion fiir die Expulsion des Nematoden injiziert werden.

Die Ergebnisse der Arbeit zeigen, dass IL-9, welches durch regulatorische T-Zellen wahrend der
S. ratti Infektion unterdriickt wird, zur Aktivierung von Mastzellen fiihrt und dadurch zur

Kontrolle der Parasitenlast beitragt. Es stellt sich die Frage, wer dieses mastzellaktivierende IL-9
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wahrend der S. ratti Infektion produziert. Die weiteren Studien sollten sich demnach mit der
Analyse der ,Quelle des IL-9“ befassen. Neben Th9 Zellen, welche nach Ausdifferenzierung zur
Produktion und Freisetzung von IL-9 und z.B. zur Expulsion von N. brasiliensis beitragen kénnen
[191], sind wohl besonders ILC2s Kandidaten fiir die IL-9 Produktion wahrend der frithen Phase
der S. ratti Infektion. Diese konnen durch die Freisetzung von IL-33 durch die iiber parasitares
Chitin aktivierten alveolaren Typ II Epithelzellen in der Lunge expandieren und fiihren dort
durch die Produktion von IL-5 zur Rekrutierung von Eosinophilen [161]. Daher ware es
interessant die mogliche Induktion und Expansion der umstrittenen Th9 Zellen [199] und der
ILCs sowohl in der Lunge, als auch im Darm von S§. ratti infizierten Mausen z.B.

durchflusszytometrisch zu analysieren.
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6. Zusammenfassung

Ca. 1/3 der Weltbevoélkerung ist mit parasitiren Wiirmern infiziert. Dabei umfassen Infektionen
mit Strongyloides spp. ca. 30-100 Millionen Menschen. Die Infektion von Mausen mit dem
rattenpathogenen Strongyloides ratti kann als Modell fiir eine gastrointestinale
Nematodeninfektion genutzt werden. Die freilebenden infektiosen dritten Larven penetrieren
die unverletzte Haut der Mause und wandern zum Kopf, wo sie verschluckt werden.
Angekommen im Darm hauten sich die Larven iiber ein viertes Larvenstadium hin zu adulten
Weibchen, welche eingebettet in der Darmmukosa leben. Die parasitiren Weibchen vermehren
sich liber mitotische Parthenogenese. Eier und geschliipfte erste Larven gelangen mit dem Fazes
des Wirtes in die freie Welt. Imnmunkompetente Mause konnen eine Infektion innerhalb von ca.
vier Wochen im Kontext einer typischen Th2 Immunantwort beenden. Sie erwerben dabei eine
Teilresistenz gegeniiber einer zweiten Infektion. Die Funktion von Mastzellen wahrend einer S.
ratti Infektion wurde bisher mit mit Hilfe von mastzelldefizienten KIT-mutanten Mausen
untersucht. Diese Mause besitzen aufgrund der Mutation des Stammzellenwachstumsfaktor-
Rezeptors (KIT), welcher nicht nur fiir die Entwicklung von Mastzellen wichtig ist, neben der
eigentlichen Mastzelldefizienz noch weitere immunologisch relevante Defekte. Diese
zusatzlichen Defekte machen es schwer, ein in diesen Mausen beobachtetes Phanomen, nur auf
die alleinige Mastzelldefizienz zurtickzufiithren. Durch die Nutzung der neuen KIT-unabhangigen
Mausmodelle wurde in dieser Arbeit die Funktion von Mastzellen wahrend der S. ratti Infektion
neu analysiert. Des Weiteren wurden die unterschiedlichen Funktionen von zwei Arten von
Mastzellen, den Bindegewebsmastzellen und den mukosalen Mastzellen, wahrend der Infektion
differenziert.

Die Analyse von komplett mastzelldefizienten Cpa3¢e Miause und der nur
bindegewebsmastzelldefizienten Mcpt5¢re Mause ergab, dass Mastzellen bei der Bekdampfung der
wandernden Larven im Gewebe keine Rolle spielen. Die Anzahl an Larven war wahrend der
Gewebewanderung zwischen mastzellkompetenten und -defizienten Geschwisterméausen gleich.
Hingegen war die Parasitenlast im Diinndarm in beiden mastzelldefizienten Mausstimmen an
Tag 6 der Infektion, also zum Zeitpunkt der hochsten Parasitenlast, im Vergleich zu
Wildtypwurfgeschwistern signifikant erh6ht. Bei der Analyse des Verlaufs der Infektion zeigten
jedoch nur Cpa3¢tre Mduse, nicht aber Mcpt5¢re Mause, eine stark verldangerte Infektion von ca.
160 Tagen anstatt 30 Tagen in Wildtyp Geschwistermdusen. Dies zeigt, dass insbesondere
mukosale Mastzellen fiir die Beendigung der S. ratti Infektion wichtig sind.

Die Helminthen typischen Th2 Immunantwort, die sich durch die Produktion von Interleukinen,
wie IL-9, IL-13, IL-4 und IL-5 Antikoérpern der Isotypen IgG1 und IgE sowie Akkumulation von
Eosinophilen im Darm auszeichnet, war in Cpa3¢re und Cpa3wt Mausen vergleichbar. Diese

Immunantwort vermittelte einen effektiven Schutz gegen eine zweite Infektion. Wahrend der
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Zusammenfassung/Abstract

Reinfektion von vakzinierten Madusen zeigten mastzelldefiziente Cpa3Cre Mause und
mastzelldefiziente Cpa3wt Mause eine gleich effektive Bekdmpfung der migrierenden Larven im
Gewebe. Zudem war die Parasitenlast an Tag 6 nach Reinfektion im Darm auch in Cpa3Cre
Mausen im Vergleich zu einer Erstinfektion reduziert.

Die Analyse der Aktivierung von Mastzellen wahrend der S. ratti Infektion ergab, dass
Mastzellen iiber IL-9, welches von regulatorischen T Zellen supprimiert wird, in der frithen
Phase der Infektion aktiviert werden. Jedoch zeigte die Analyse von IL-9 Rezeptor defizienten
Mdusen und die Analyse von gemischten Knochenmarkchimiren, in denen die IL-9
Rezeptordefizienz nur auf Mastzellen begrenzt ist, dass die IL-9 Rezeptor-vermitteltet
Aktivierung nicht die einzige Moglichkeit ist Mastzellen so zu aktivieren, dass die S. ratti

Infektion beendet werden kann.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass Mastzellen wahrend der S. ratti
Infektion keinen Beitrag bei der Bekdmpfung der wandernden Larven im Gewebe und bei der
Etablierung einer schiitzenden zellularen und humoralen Immunantwort leisten. Jedoch sind
Mastzellen wichtig fiir die Kontrolle der Parasitenlast im Darm und spezifisch mukosale
Mastzellen sind essentielle Effektorzellen, ohne die eine Infektion nur stark verzogert beendet

werden kann.
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Abstract

Abstract

Approximately one third of the human population is infected with parasitic worms, Strongyloides
spp. accounting for 30-100 million cases. Mice infected with Strongyloides ratti can be used as a
model for a gastrointestinal helminth infection. The infective third-stage larvae of the nematode
actively penetrate the skin of mice and migrate to the mouth, predominantly via the head but
also the lung. The larvae are swallowed and reach the small intestine where they moult via a
fourth-stage larvae to become parasitic, female adults. The female worms live embedded in the
mucosa of the intestine and reproduce by parthenogenesis. Eggs and already hatched first-stage
larvae are excreted with the feces. Immunocompetent mice efficiently terminate the infection in
the context of a Th2 response that renders the mice semi-resistant to a subsequent infection.
Studies using KIT-deficient mice that lack mast cells suggest that mast cells are important for
expulsion of the nematode. However, as KIT is expressed in other hematopoietic and non-
hematopoietic cell lineages these mice exhibit additional immunological-relevant abnormalities,
making it difficult to separate the contributions of mast cells from the functions of KIT in other
cell lineages. In this study the role of mast cells during an S. ratti infection was re-evaluated with
recently generated KIT-independent mast cel-deficient mouse strains (Cpa3¢re and Mcpt5¢re
mice). Thereby, the function of two different types of mast cells, mucosal mast cells and
connective tissue mast cells, during S. ratti infection was investigated.

Numbers of tissue migrating larvae were alike in mast cell-competent and mast cell-deficient
littermates. All mast cell-deficient mouse strains displayed a significant increase in parasite
burden in the small intestine. Thus, mast cells are dispensable for the combat of migrating larvae
but are required for the control of female adults in the small intestine. Interestingly, mice that
selectively lack connective tissue mast cells efficiently terminated the S. ratti infection by day 40
after infection with the same kinetics as wildtype littermates. In contrast, mice that lack both,
connective tissue mast cells and mucosal mast cells, remained infected for more than 160 days.
The establishment of the canonical helminth-specific Th2 immune response was comparable
with regard to cytokine and antibody induction between mast cell-deficient and mast cell-
competent littermates, indicating that neither mucosal nor connective tissue mast cells were
required for the establishment of an adaptive immune response to S. ratti. In addition, the
immune response in mast cell-deficient mice was functional since improved eradication of tissue
migrating larvae was observed in immune mice also in the absence of mast cells.

Analyses of the function of IL-9 in mast cell activation showed that the IL-9 production that is
suppressed by regulatory T cells leads to mast cell activation and promoted the control of
parasite burden during the early phase of infection. However, IL-9 receptor deficient mice and
mixed bone marrow chimeras in which the IL-9 receptor deficiency was restricted to mast cells

did not exhibit the drastically prolonged infection observed in mast cell deficient Cpa3¢re mice.
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Abstract

Taken together these results indicate that mast cells do not contribute to control od tissue
migrating larvae and are not required as initiators or orchestrators of adaptive immune
responses during S. ratti infection. While connective tissue mast cells alone or in combination
with mucosal mast cells contribute to parasite control in the early stage of intestinal infection,
specifically mucosal mast cells represent central and indispensable effectors in the final
eradication of S. ratti from the small intestine. Thereby, IL-9 activation of mast cells is required
for control of parasite burden during the early phase of infection, but neither IL-9 receptor
mediated signalling nor antibody mediated mast cell activation is essential for termination of S.

ratti infection.
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