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Abkürzungsverzeichnis 
Ak Antikörper 
AND Anaphylactic Degranulation 
bright+ aktivierte Basophile, die ein Antigen hochreguliert haben 
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Btk Bruton’s tyrosine kinase 
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DAG Diacylglycerol 
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FcγRIIB IgG-Rezeptor 
FcεRI  Hochaffiner IgE-Rezeptor 
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GAB2 GRB2 associated binding protein 2 
GAP GTPase activating protein 
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ITAM Immunoreceptor tyrosine-based activation motif 
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JNK Jun amino-terminal kinase 
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MAPK Mitogen activated protein kinase 
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1 Einleitung  

 

 

 

 

1.1 Allergische Erkrankungen und die Bedeutung  

 basophiler Granulozyten 

 

 

    … canst thou quake, and change thy colour,  

     Murder thy breath in the middle of a word,  

      And then begin again, and stop again,  

       As if thou wert distraught and mad with terror?  

 

   William Shakespeare, Richard III. 

 

Dieses Zitat beschreibt die typischen Symptome einer anaphylaktischen 

Reaktion. Die täuschend echte Darstellung durch den englischen König Richard 

III. (1483-1485) beruhte keinesfalls auf einem herausragenden 

schauspielerischen Talent. Der Monarch litt vielmehr unter einer 

Nahrungsmittelallergie gegen Erdbeeren, die er nach Shakespeare politisch 

geschickt zu nutzen wusste. Durch den Verzehr einiger Erdbeeren überzeugte 

er seinen Hof, dass ein in Ungnade gefallener Lord ihn verhexen wolle, 

woraufhin dieser per Lynchjustiz sofort enthauptet wurde.  
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Der Begriff Allergie wurde 1906 durch den Wiener Pädiater Clemens von 

Pirquet eingeführt. Allergische Erkrankungen zeigen in den westlichen 

Industrienationen einen raschen Anstieg der Prävalenz. In Schweden z.B. hat 

sich die Prävalenz bei Kindern innerhalb von 12 Jahren verdoppelt. Am 

häufigsten kommen dabei Allergien gegen Hausstaubmilbenallergene 

(Dermatophagoides pteronyssinus) vor. Die Ursache dieser Zunahme wird 

häufig mit der verminderten Antigenexposition unserer westlichen Kultur in 

Verbindung gebracht. Dabei spielen Faktoren wie exzessive Hygiene, 

Antibiotika im frühen Kindesalter oder Impfungen eine Rolle. Daneben gibt es 

aber auch genetische Veranlagungen, wie bestimmte HLA-Allele oder 

Polymorphismen des hochaffinen IgE-Rezeptors [56].  

 Normalerweise führt die Reaktion des Immunsystems auf ein Antigen zu 

einer Th1-Zell-vermittelten Reaktion mit der Ausschüttung von Interferon-γ und 

der Bildung von IgG1 und IgG4 Antikörpern. Atopiker, Menschen mit einer 

Anlage zu allergischen Reaktionen, bilden gegen einige Substanzen IgE 

Antikörper. Dies wird durch Th2-Zellen und die Bildung von bestimmten 

Cytokinen, wie Interleukin 4 und 13 vermittelt. Diese sind neben den 

Costimulatoren CD40 und dessen Ligand CD154 entscheidend für die 

Transkription von IgE in B-Zellen [56]. 

 Die IgE vermittelte allergische Reaktion lässt sich in zwei Phasen 

einteilen: Zunächst kommt es innerhalb von Minuten zu einer lokalen, durch 

Mastzellen vermittelten Entzündungsreaktion, die in Abhängigkeit von der 

Allergenmenge nach ca. 6- 9 Stunden von einer Spätreaktion (late-phase-

reaction= LPR) gefolgt wird. Nach Bindung des Allergens durch IgE-Antikörper, 

die an hochaffine IgE-Rezeptoren auf Mastzellen gebunden sind, kommt es 

durch Quervernetzung dieser Rezeptoren zur Ausschüttung einer Vielzahl von 

Mediatoren. Dabei wird auch Tryptase freigesetzt, die proteaseaktivierte 

Rezeptoren auf Endothelien und Epithelien stimuliert, was zur 

Oberflächenexpression von Adhäsionsmolekülen führt [56]. Diese vermitteln 

unter anderem die Einwanderung von Basophilen und Eosinophilen in das 
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betroffene Gewebe, die dann die allergische Reaktion weiter unterhalten. Die 

transendotheliale Migration von Basophilen wird dabei in erster Linie durch 

Eotaxin und β1-Integrine vermittelt [50]. Basophile produzieren auch Th2-

typische Mediatoren wie IL-4 und IL-13 und exprimieren den CD40 Liganden,                                                      

der für den Klassenwechsel in B- Zellen zur Produktion von IgE wichtig ist [9, 

34, 56, 59, 88, 96]. 

 Neben der etablierten Funktion bei allergischen LPRs könnten Basophile 

auch bei anderen Erkrankungen eine wichtige Rolle spielen. Erst kürzlich wurde 

gezeigt, dass sie Magenmucosa infiltrieren, die mit Helicobacter pylori infiziert 

ist. Bestimmte Peptide des Bakteriums sind dabei chemotaktische Reize für 

Basophile [26]. 

 

 

1.2 Eigenschaften basophiler Granulozyten 

 

1.2.1 Entdeckung und Entstehung 

 

Ein Jahr nach seiner Entdeckung der Mastzellen beschrieb Paul Ehrlich im Jahr 

1879 erstmals basophile Granulozyten [29, 30]. Ebenso wie Mastzellen 

zeichnen sie sich durch ihre auffälligen, mit basischen Farbstoffen anfärbbaren 

Granula aus. Mit nur 1% aller Leukozyten, stellen Basophile die kleinste 

Granulozytensubpopulation des peripheren Blutes dar. Bei Allergikern kann sich 

ihre Zahl allerdings verdoppeln. Sie sind mit ihrem Durchmesser von ungefähr 

10-14µm auch die kleinste Granulozytenspezies [53]. Während Mastzellen als 

unreife Vorläuferzellen das Knochenmark verlassen und sich im normalen 

Bindegewebe verschiedener Organe spezifisch differenzieren, erhalten 

Basophile bereits im Knochmark ihre terminale Differenzierung und zirkulieren 
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im peripheren Blut. Erst aufgrund bestimmter chemotaktischer Signale 

verlassen sie die Blutbahn [88]. 

 Lange Zeit hielt man Basophile für eine Form zirkulierender Mastzellen. 

Als sicher gilt inzwischen, dass Mastzellen nicht aus reifen Basophilen 

hervorgehen [96]. Beide entstehen aus CD34+ Vorläuferzellen. Das wichtigste 

Cytokin für die Differenzierung Basophiler ist Interleukin 3 (IL-3). Mastzellen 

benötigen dagegen für die Differenzierung SCF (= stem cell factor, auch als c-

kit Ligand bezeichnet) [34]. Die genaue Identität der Basophilen-Stammzelle ist 

nicht abschließend geklärt. In vitro Untersuchungen bzw. Experimente mit 

Leukämiezelllinien ergaben einerseits Hinweise auf eine gemeinsame 

Vorläuferzelle von Basophilen und Eosinophilen, andererseits auf eine 

Gemeinsame Entwicklung von Basophilen und Megakaryozyten [4]. Die 

Möglichkeit eines gemeinsamen Ursprungs von Basophilen und Mastzellen legt 

der Oberflächenmarker CD203c nahe. Dieser erkennt neben reifen Mastzellen 

und Basophilen eine gemeinsame Vorläuferpopulation dieser Zellen. Diese 

Möglichkeit wird auch durch die Beobachtung unterstützt, dass bei manchen 

Allergikern Zellen mit einem gemischten Basophilen-Mastzellen Phänotyp 

beobachtet werden [4].  

 

 

1.2.2 Phänotyp 

 

Basophile exprimieren ein charakteristisches Muster von 

Oberflächenmolekülen, das  sich deutlich von dem auf  Mastzellen oder 

Eosinophilen unterscheidet.  Neben den basophilenspezifischen Markern Bsp-1 

und BB1 exprimieren Basophile im Gegensatz zu Mastzellen in hohem Maße 

CD123, einen Rezeptor für IL-3. Die Expression von c-kit (CD117) ist hingegen 

im Vergleich zu Mastzellen sehr gering [4]. 
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 Die Oberflächenmarker lassen sich in verschiedene Gruppen einteilen, 

die im Folgenden tabellarisch aufgelistet sind. Marker die von Basophilen, nicht 

aber von Mastzellen exprimiert werden sind mit * gekennzeichnet:  

 

Cytokinrezeptoren:  IL1-R2 (CD121b)*, IL2-R (CD25)*, IL3-R (CD123), IL4-R 

(CD124), IL5-R (CD125),  IL8-R (CD128), IL18-R, GM-CSFR (CD116), IFN-

α/βR (CD118), IFN-γR (CD119), NGFR related (CD40)* 
 

Chemokinrezeptoren:  CCR1, CCR2, CCR3, CCR5 (CD195), CXCR1 

(CDw128a), CXCR2 (CDw128b), CXCR4 (CD184), CRTH2 
 

Immunglobulinrezeptoren: FcεRI, FCγRII (CD32w).  
 

Komplementrezeptoren: CR1* (CD35), CR2 (CD21), CR4 (CD11c), C5aR 

(CD88), MCP (CD46), DAF (CD55), MACIF (CD59) 
 

Adhäsionsmoleküle:   

1. Integrine: β1 common (CD29), VLA-1 (CD29+CD49a), VLA-3 

(CD29+CD49c), VLA-4 (CD29+CD49d), VLA-5 (CD29+CD49e), β2 common 

(CD18)*, LFA-1 (CD18+CD11a)*, C3biR/Mac-1 (CD18+CD11b)*, p150 

(CD18+CD11c), Pgp-1 (CD44)  

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

PSGL-1 (CD162)* 

3. Andere Adhäsionsmoleküle: ICAM-1 (CD54), ICAM-2 (CD102), ICAM-3 

(CD50), PECAM (CD31)*, LFA-3 (CD58), Leukosialin (CD43) 
 

Andere: Basophil activation antigen (CD63), DRAP27/MRP-1 (CD9), 

Aminopeptidase N (CD13)*, Lactosylceramid (CDw17)*, Dipeptidylpeptidase IV 

(CD26), Leukocyte common antigen (CD45), Neurophilin/IAP (CD47), activation 

inducer molecule/AIM (CD69), MIC2 gene product (CD99), PETA-3 (CD151), 

BST-1 (CD157), MGC-24v (CD164), E-NPP3 (CD203c), Bsp-1*, BB1*, 212H6* 
 

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

 

1.3.1 Signaltransduktion über den hochaffinen IgE-R ezeptor 

 

Sowohl Basophile als auch Mastzellen exprimieren den hochaffinen IgE-

Rezeptor FcεRI. Auf diesen Zellen liegt er als Tetramer, bestehend aus α-, β- 

und zwei γ-Untereinheiten vor. Er kommt auch auf anderen Zellen vor, z.B. auf 

Monozyten. Diese exprimieren aber nur α- und γ-Untereinheiten [88]. Zur 

Aktivierung kommt es, wenn zwei Rezeptoren durch die Quervernetzung des 

rezeptorgebundenen  IgE mit einem Antigen (Allergen) miteinander verbunden 

werden. Die nähere Charakterisierung der Siganaltransduktionsmechanismen,  

die in Abbildung 1 graphisch dargestellt sind, verwendet Daten aus 

verschiedenen experimentellen Systemen. Pharmakologische Untersuchungen 

mit verschiedenen Inhibitoren zeigen aber, dass die dargestellten 

Signalkaskaden vermutlich auch bei der Basophilenaktivierung beteiligt sind 

[71]. Der genaue Mechanismus der Aktivierung des Rezeptorkomplexes ist 

ausführlich untersucht worden [31, 52, 57]. Dabei spielt offenbar auch die 

räumliche Organisation und damit die fokale Konzentration von 

Signalmolekülen in Membrankompartimenten eine wichtige Rolle [36]. Durch 

die Quervernetzung des Rezeptors kommt es zu einer Aktivierung der 

Tyrosinkinasen Lyn und Syk. Lyn katalysiert die Phosphorylierung von ITAMs 

(immunoreceptor tyrosine-based activation motifs) in den β- und γ-

Untereinheiten des Rezeptors, wodurch weitere Lyn-Moleküle und Syk binden 

können. Diese Bindung wird über phosphotyrosinbindende Domänen (SH2 

domain= src homology 2 domain) vermittelt. Syk wird von Lyn phosphoryliert 

und dadurch aktiviert [106].  

 Ein Substrat von Syk ist das Adapterprotein LAT (=linker for activation of 

T cells), das unter anderem GRB2 (= growth factor receptor bound protein 2) 

bindet. Dieses aktiviert SOS (son of sevenless), ein Nukleotidaustauschfaktor, 
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der die GTPase Ras aktiviert.  Diese führt schließlich zu einer Aktivierung der 

ERK MAPK-Kaskade (ERK= extracellular signal regulated kinase; MAPK= 

mitogen activated protein kinase). ERK spielt eine zentrale Rolle für die 

Synthese des Lipidmediators Leukotrien C4 (LTC4). Über einen ähnlichen 

Mechanismus kommt es zur Assemblierung von LAT, SLP76 (SH2 domain 

containing leukocyte protein of 76kDa) und dem Nukleotidaustauschfaktor VAV, 

der die GTPase Rac aktiviert. Diese aktiviert die Kaskaden der MAP- Kinasen 

JNK (Jun amino-terminal kinase) und p38. Die MAP-Kinase p38 vermittelt unter 

anderem die Produktion der Cytokine IL-4 und IL-13 [43, 55]. 

 Ein weiteres Substrat von Syk ist GAB2 (= GRB2 associated binding 

protein 2). Über eine SH2 Domäne bindet die Phosphatidylinositol 3-Kinase 

(PI3K) an das tyrosinphosphorylierte GAB2 und wird so an die Plasmamembran 

transloziert. Dort wird sie durch Tyrosinphosphorylierung aktiviert und 

katalysiert die Phosphorylierung von Phosphatidylinositol zu 

Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat (PtdInsP3). Phospholipase Cγ (PLCγ) 

bindet nun über eine phospholipidbindende PH Domäne (PH domain= 

Pleckstrin homology domain) an dieses Lipid und wird durch die Tyrosinkinase 

Btk (= Bruton’s tyrosine kinase) aktiviert. PLCγ spaltet PtdInsP3 in die 

Signalmoleküle Inositoltrisphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG). IP3 

vermittelt die Ausschüttung von Calcium aus dem endoplasmatischen 

Retikulum, welches gemeinsam mit DAG die Proteinkinase C (PKC) aktiviert. 

Diese spielt im Zusammenhang mit Calcium eine zentrale Rolle für die 

Degranulation. Ein weiteres, direktes Substrat der PI3-Kinase ist PDK1, eine 

Kinase die unter anderem Akt aktiviert. Akt hat in vielen Zellen eine wichtige 

antiapoptotische Funktion [55, 106]. 

 Ein Mechanismus der negativen Regulation dieses Systems wird über 

den IgG-Rezeptor FcγRIIB vermittelt. Über ein allergenspezifisches IgG wird er 

mit dem aktivierten FcεRI-Komplex verbunden. Die Tyrosinkinase Lyn kann 

hierdurch ein im Carboxyterminus des IgG-Rezeptors befindliches ITIM 

(immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif) phosphorylieren. Dies 
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ermöglicht die Bindung der Inositolphosphatase SHIP (Src-homology 2-domain 

containing inositol polyphosphate 5’ phosphatase) und des Adapterproteins 

DOK1. Durch die Hydrolysierung der Inositolphosphate wird die Bindung von 

PI3K, PLC und Akt an die Plasmamembran, und damit die Aktivierung 

unterbrochen. DOK1 aktiviert das die GTPase-Aktivität von Ras stimulierende 

Protein RasGAP (=Ras GTPase activating protein). Durch die Hydrolysierung 

des an Ras gebundenen Guanosintrisphosphat zu Guanosinmonophosphat wird 

Ras deaktiviert. Daneben spielt vermutlich auch die Bindung von 

Tyrosinphosphatasen an die phosphorylierten ITAMs des FcεRI eine Rolle  [89]. 

 Neben diesem allergeninduzierten Mechanismus gibt es noch weitere, die 

z.B. bei der Stimulation mit IL-3 aktiviert werden. Es wurde auch ein Effekt 

verschiedener Pharmaka, die das intrazelluläre cAMP beeinflussen, gezeigt. 

Diese Signalkaskade ist mit einigen dieser Wirkstoffe ebenfalls in Abbildung 1 

gezeigt [32, 71].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 1     Schema der intrazellulären Signaltr ansduktion in   

      basophilen Granulozyten und Mastzellen (Seite  11) 

Zur Erläuterung siehe Text und Abkürzungsverzeichnis. Die Produkte von 

Basophilen und Mastzellen unterscheiden sich zum Teil; nur von Basophilen 

ausgeschüttete Produkte sind mit °, solche die nur von Mastzellen ausgeschüttet 

werden sind mit * gekennzeichnet.  

Modifiziert nach Kawakami et al [55]. 
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1.3.2 Degranulation  

 

Histomorphologisches Hauptmerkmal der Aktivierung von Basophilen ist die 

Degranulation. Dabei wird eine Vielzahl von Mediatoren freigesetzt, die sich in 

drei Gruppen einteilen lassen [55]:  

1. In Granula gespeicherte Mediatoren wie Histamin, Chondroitinsulphat, 

neutrale Proteasen mit bradykinininduzierender Aktivität, Peroxidase, 

Carboxypeptidase A, Cathepsin G-like Enzym, major basic protein, β-

Glucoronidase, Elastase, Charcot-Leyden crystal protein. 

2. Lipidmediatoren: Leukotrien C4. 

3. Cytokine: Interleukin 4 und Interleukin 13. 

 Mastzellen unterscheiden sich auch hier zum Teil deutlich von 

Basophilen. Sie bilden unter anderem ein wesentlich breiteres Spektrum an 

Cytokinen [55, 81]. 

 Ein neues sekretorisches Produkt erkennt der Antikörper BB1. Dieser 

wurde 1999 von Walls et al. als basophilenspezifischer Antikörper entwickelt 

[75]. Die Identifizierung des Antigens, das sie auf Grund der Lokalisation in den 

basophilen Granula Basogranulin nannten, hat sich als außerordentlich 

schwierig erwiesen. Offenbar ist es Bestandteil eines Proteinkomplexes mit 

einer Größe von ungefähr 2,000,000 Dalton [76]. Basogranulin wird nach 

Aktivierung der Zellen mit anti-IgE Antikörper oder einem Calciumionophor 

sezerniert [76, 81]. Während die Histaminausschüttung bis ca. 30 Minuten nach 

der Stimulation zunimmt, erreicht Basogranulin bereits nach 15 Minuten ein 

Maximum. Ein Teil lässt sich dabei durchflusszytometrisch auch auf der 

Zelloberfläche nachweisen [81]. 

 Die klassische Degranulation erfolgt durch Verschmelzung der Granula 

mit der Plasmamembran. Dieser Vorgang wird auch als anaphylaktische 

Degranulation (AND) bezeichnet. 1973 beschrieb Ann Dvorak erstmals 

Basophile, die teilweise entleerte Granula und zahlreiche kleine Vesikel  
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zwischen diesen Granula und der Plasmamembran enthielten [24]. Einige 

dieser Vesikel waren mit den Granulamembranen oder der Plasmamembran 

verschmolzen. Sie bezeichnete diese Form der „stückweisen“ 

Granulaentleerung als Piecemeal-Degranulation (PMD). PMD wurde daraufhin 

auch bei Mastzellen und Eosinophilen beschrieben. In einer Vielzahl chronisch 

entzündlicher Läsionen, in denen diese Zellen vorkommen, ist PMD ein 

Hauptsekretionsmechanismus [24]. Ex vivo lässt sich der PMD-Phänotyp in 

Basophilen durch Aktivierung mit verschiedenen Stimuli erzeugen. TPA, ein 

Aktivator der Proteinkinase C ist in der Lage, PMD über einen längeren 

Zeitraum zu induzieren. AND wird bei TPA-Stimulation dagegen verspätet und 

vermindert beobachtet. Bei anti-IgE-Aktivierung zeigen die Zellen nach 2 

Minuten deutlich PMD, nach 7 Minuten fast ausschließlich AND. Bei der 

allergenvermittelten Aktivierung kommt es also zunächst zu vorübergehender 

PMD, gefolgt von AND [28]. Welche physiologischen Stimuli den anhaltenden 

PMD-Phänotyp von Basophilen in chronisch entzündlichen Läsionen 

aufrechterhalten ist derzeit noch unbekannt. Ebenfalls völlig unbekannt ist, 

welche Signalmechanismen bei der Induktion von PMD beteiligt sind. 

 

 

1.4 Aktivierungsmarker basophiler Granulozyten 

 
Die Aktivierung von Basophilen wird von Veränderungen der Expression von 

Oberflächenmolekülen begleitet. Einige dieser so genannten 

Aktivierungsmarker sind dabei auch schon auf ruhenden Basophilen deutlich 

nachweisbar und zeigen eine eher schwache Hochregulierung nach 

Stimulation. Hierzu zählen Moleküle wie CD11b, CD11c, CD18, CD26, CD35 

und CD45. Eine Ausnahme bildet CD203c, das zwar auch auf ruhenden 

Basophilen deutlich vorhanden ist, aber stark hochreguliert wird. Bislang ist 

CD63 der einzige Marker, der auf ruhenden Basophilen nicht, bzw. nur schwach 
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vorhanden ist, und erst nach Aktivierung auf der Zelloberfläche erscheint. 

Andere Moleküle zeigen dagegen nach Aktivierung eine verminderte 

Oberflächeexpression wie CD31, CD62L und CD162 (PSGL-1) [9,11]. 

 Neben den beiden wichtigsten Aktivierungsmarkern, CD63 und CD203c, 

soll im Folgenden näher auf die in dieser Arbeit erstmals als Basophilen-

Aktivierungsmarker beschriebenen Moleküle CD107a, CD107b, CD164 und 

CD13 eingegangen werden. 

 

 

1.4.1 CD63 

 

CD63, auch als LIMP, MLA1, PTLGP40, gp55, Granulophysin, LAMP-3, 

ME491, oder NGA bezeichnet, ist ein Mitglied der Familie der Tetraspanine 

(TSTF= tetraspan transmembrane family oder auch TM4SF= transmembrane 4 

superfamily). Diese Familie zeichnet sich strukturell durch vier 

Transmembrandomänen (TMD), zwei ungleiche extrazelluläre Schleifen (= 

Loops) und den kurzen, jeweils zytoplasmatisch lokalisierten Amino- und 

Carboxyterminus aus. Weitere Tetraspanine sind CD9, CD53, CD81, CD82 und 

CD151. Die meisten Gewebe exprimieren mehrere dieser Moleküle, mit 

Ausnahme von Erythrozyten. Funktionell sind sie in unterschiedlichen 

biologischen Prozessen, wie Zelladhäsion und Signaltransduktion beteiligt 

[105].  Im Rahmen der Zelladhäsion spielen sie unter anderem eine wichtige 

antimetastatische Rolle [94].   

 CD63 hat, wie alle Tetraspanine, eine Vielzahl von Bindungspartnern mit 

denen es auf der Plasmamembran große Komplexe formt. Solche Komplexe 

wurden unter anderem beschrieben mit CD11 und CD18 [99], α3β1-Integrin und 

CD9 [7] und mit VLA-3 und VLA-6 Integrinen [6]. In Neutrophilen wurde auch 

eine mit dem Komplex assoziierte Tyrosinkinaseaktivität beschrieben [99]. 
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Aufgrund dieser „organisierenden“ Eigenschaften, werden sie als „molecular 

facilitators“ betrachtet [69]. 

 Neben der aktivierungsabhängigen Expression auf der Plasmamembran 

findet sich CD63 vor allem in lysosomalen Membranen, für die es in der kurzen 

carboxyterminalen Domäne (CTD) ein spezifisches Zielsignal enthält [78]. 

Dieses Signal mit der Sequenz Glycin-Tyrosin-Glutamat-Valin bindet an die µ3-

Untereinheit des Adapterkomplexes AP-3, der unter anderem auch für die 

lysosomale Lokalisation von CD107a wichtig ist [63, 91]. In Basophilen ist es 

mit der Granulamembran assoziiert, mit der es bei der Degranulation an die 

Zelloberfläche transloziert wird [58, 76, 78]. Ursprünglich als Aktivierungsmarker 

für Thrombozyten beschrieben, hat sich die Detektion von CD63 auf aktivierten 

Basophilen besonders in der durchflusszytometrischen Diagnostik von Allergien 

als hilfreich erwiesen [58, 102].  
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N- Glykosylierungen

TMD1 EZLTMD2 TMD3 TMD4NH2 CTD COO-
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             COO-NH2
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Abbildung 2       Schemazeichnung der Struktur von CD63 

A:  CD63 besteht aus vier Transmembrandomänen (TMD1-4), zwei 

extrazytoplasmatischen Loops (EZL) und einer carboxyterminalen Domäne 

(CTD). Der erste EZL zwischen TMD1 und 2 ist sehr kurz und in der Grafik nicht 

A 

B 
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extra bezeichnet. Der EZL zwischen TMD3 und 4 trägt die N- Glykosylierungen 

von Asparaginresten. Die CTD beinhaltet das lysosomale Zielsignal Tyrosin(Y)-

Glutamat(E)- Valin(V), das an den Adapterproteinkomplex AP-3 bindet. 

B:  Vereinfachte Darstellung der räumlichen Organisation von CD63. Amino- 

und Carboxyterminus sind beide cytoplasmatisch orientiert. Die glykosylierte 

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

 

 

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

 

CD107a und CD107b, auch als LAMP-1 und LAMP-2 (LAMP= lysosomal 

associated protein) bezeichnet, sind ubiquitär exprimierte Glykoproteine. Als 

Hauptbestandteil lysosomaler Membranen (ca. 50%), bilden sie gemeinsam bis 

zu 0,2% des gesamten Eiweißgehaltes einer Zelle [3, 21, 23, 38].  

 Der Proteinkern von CD107a besteht aus 385 Aminosäuren, mit einem 

ungefähren Molekulargewicht von 40kD [112]. Durch die gewebespezifische 

Glykosylierung an insgesamt 18 Asparaginresten schwankt die Masse des 

Gesamtmoleküls zwischen 115-160kD [23]. Das Gen befindet sich auf 

Chromosom 13q34, das von CD107b auf Chromosom Xq24-25 [74]. Beide 

Moleküle weisen eine ähnliche Größe und Struktur auf: Der größte Teil des 

Moleküls wird durch die beiden extrazytoplasmatischen Domänen (EZD) 

gebildet. Diese tragen eine Vielzahl von Glykosylierungen, und sind durch eine 

bewegliche Scharnierregion (hinge) miteinander verbunden. Über eine 

Transmembrandomäne (TMD) sind sie mit der kurzen, cytosolischen 

carboxyterminalen Domäne (CTD) verbunden. Diese enthält ein lysosomales 

Zielsignal mit der Sequenz Tyrosin-Glutamin-Threonin,  das mit dem AP-3 

Adapterkomplex interagiert [63]. Eine ähnliche AP-3 bindende Domäne findet 

sich auch am C- Terminus des ansonsten strukturell vollständig verschiedenen 

CD63 [20, 45, 63, 91, 117]. 
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 LAMP-1 und 2 finden sich innerhalb der Zelle fast ausnahmslos in 

lysosomalen Membranen [23]. Eine aktivierungsabhängige Translokation an die 

Zelloberfläche wurde zuerst auf Thrombozyten, später auch auf Monozyten, 

zytotoxischen T-Zellen und FMLP-aktivierten neutrophilen Granulozyten  

beobachtet [35, 54, 66, 92, 98]. In Neutrophilen sind sie mit sekretorischen 

Vesikeln, nicht aber mit azurophilen Granula assoziiert [25]. Kürzlich wurden 

LAMP-1 und LAMP-2 als Aktivierungsmarker für Mastzellen beschrieben. 

Interessanterweise fanden die Autoren, trotz des ähnlichen Zielsignals, 

fluoreszenzmikroskopisch keine Kolokalisation mit CD63 [44]. 

 Auch nach intensiver Forschung ist die Funktion dieser Moleküle immer 

noch unklar. Aufgrund ihrer Menge bedecken sie vermutlich mit ihren 

Kohlehydraten vollständig die innere Lysosomenmenbran. Es wurde vermutet, 

dass sie die Membran so vor aggressiven Enzymen schützen [37]. Die 

Glykosylierungen sind außerdem Träger von N- Acetyllactosaminen, welche E- 

Selektin- bindende Epitope bilden können. Damit wären LAMPs auch  

Adhäsionsmoleküle. Dies könnte ihre Expression auf besonders metastatischen 

Tumorzellen und auf aktivierten peripheren Blutzellen erklären [95, 41]. In der 

Tat vermittelt LAMP-2 die Adhäsion von mononukleären Zellen des peripheren 

Blutes an Endothelien [54]. 

 Der Morbus Danon, eine außerordentlich seltene lysosomale 

Speicherkrankheit, wird verursacht durch Mutationen des LAMP-2-Gens auf 

Chromosom Xq24-25 [85]. Histomorphologisch ist er durch die intrazelluläre 

Akkumulation von autophagozytischen Vakuolen gekennzeichnet, klinisch durch 

das Auftreten von Kardiomyopathien und Myopathien. LAMP-2 Knock-out-

Mäuse zeigen einen ähnlichen Phänotyp und eine erhöhte Sterblichkeit [103]. 

LAMP-1 Knock-out-Mäuse haben hingegen kaum pathologische 

Veränderungen. Das Fehlen des Proteins wird durch die Überexpression von 

LAMP-2 kompensiert [3]. Doppel-Knock-out-Mäuse sterben hingegen um den 

15. Tag der Embryonalentwicklung. Die Lysosomenfunktion scheint auch hier 
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nicht grundlegend gestört zu sein. Embryonale Zelllinien dieser Mäuse zeigen 

aber eine Akkumulation von Cholesterol [33]. 
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Abbildung 3      Schemazeichnung der Struktur von C D107a/LAMP-1 

A: CD107a besteht aus zwei extrazytoplasmatischen Domänen (EZD1 und 2), 

eine Transmembrandomäne (TMD) und eine kurze carboxyterminale Domäne 

(CTD). Die beiden EZDs sind über eine variable „Scharnierregion“ (hinge) 

verbunden. Sie tragen viele N- Glykosylierungen, und ihre Struktur wird über 

Disulfidbrücken zwischen Cysteinresten (C) stabilisiert. Die CTD enthält die 

lysosomale Zielsequenz Tyrosin(Y)-Glutamin(Q)-Threonin(T), die den 

Adapterproteinkomplex AP-3 bindet. 

B: Vereinfachte Darstellung der räumlichen Organisation von CD107a. Die 

kurze CTD ist zytoplasmatisch orientiert, der N- Terminus luminal, bzw. 

extrazellulär. 

 

A 

B 
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1.4.3 CD203c 

 

CD203c ist eine Ektonukleotidpyrophosphatase/-phosphodiesterase (E-NPP) 

und wird als drittes Mitglied dieser Familie auch als E-NPP3 bezeichnet. 

Weitere Namen sind PD-Iβ, B10, gp130RB13-16 und PDNP3. E-NPPs spalten 

Phosphodiester und Phosphosulphate [19]. 

 Das Gen ist auf Chromosom 6q22 lokalisiert und kodiert für ein Protein 

mit 875 Aminosäuren. Es handelt sich um ein Klasse II Transmembranprotein. 

Den N-Terminus bildet die kurze cytoplasmatische Domäne, gefolgt von einer 

Transmembrandomäne (TMD). Dieser schließen sich zwei 

somatomedinähnliche Domänen (SLD1 und 2), die katalytische Domäne (CD) 

und am Carboxyterminus eine endonukleaseähnliche Domäne (ELD) an [19]. 

 Im hämatopoetischen System wird CD203c nur von Basophilen, 

Mastzellen und deren Vorläufern exprimiert [17, 18]. Daneben findet es sich 

auch in Uterus, Prostata und Kolonkarzinomen [19, 121]. 

 Über die biologische Funktion ist nur wenig bekannt. Ein monoklonaler 

Antikörper gegen die extrazelluläre Domäne von CD203c blockiert die 

Differenzierung von CD34+ Knochenmarkszellen zu Basophilen und Mastzellen, 

was auf eine wichtige Rolle bei der Differenzierung dieser Zellen hinweist. Auf 

reifen Basophilen hat es möglicherweise eine adhäsive Funktion [19].   

 Als Basophilen- Aktivierungsmarker hat CD203c in der 

durchflusszytometrischen Diagnostik verschiedener Allergien zunehmend an 

Bedeutung gewonnen [8, 46]. Die Vorteile gegenüber dem klassischen 

Basotest, der eine Kombination von IgE und CD63 als Marker verwendet, liegen 

einerseits in der Spezifität von CD203c für Basophile. Außerdem scheint 

CD203c in der Diagnostik sensitiver zu sein. Dies wird allerdings derzeit noch 

kontrovers diskutiert [14, 116]. 
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 Von besonderem Interesse für diese Arbeit sind vergleichende 

Untersuchungen zur Regulation von CD203c und CD63 [19, 70]. So wurde 

gezeigt, dass die Hochregulierung von CD203c wesentlich schneller erfolgt, als 

die von CD63. Die Expression von CD203c erreicht dabei bereits nach ca. 5 

Minuten ein Maximum, während die von CD63 bis ca. 15- 20 Minuten weiter 

ansteigt. Nach Stimulation mit TPA zeigen Basophile eine rasche 

Hochregulation von CD203c. CD63 wird dagegen erst nach 40- 60 Minuten 

schwach hochreguliert. Dabei sind beide Moleküle offenbar von der PI3- Kinase 

abhängig, da Wortmannin die Hochregulierung dosisabhängig inhibiert [19]. 

Interessant ist die Beobachtung, dass eine Inkubation von Basophilen mit den 

HMG-CoA-Reduktasehemmern Atorvastatin und Cerivastatin zu einer 

verminderten Hochregulierung von CD203c nach anti-IgE Stimulation führt. Für 

CD63 wurde dieser Effekt nicht beobachtet. Die Inkubation von KU-812 Zellen, 

einer basophilen Leukämiezelllinie, führte zur verminderten Expression von 

CD203c und zu einer erhöhten Expression von CD63 und CD117 [70]. 

 

 

NH2
COO-SLD1TMD SLD2 CD ELDNH2
COO-SLD1TMD SLD2 CD ELD

 

 

Abbildung 4      Schemazeichnung der Struktur von C D203c/ENPP-3 

CD203c besteht dem kurzen, zytoplasmatischen N- Terminus, einer 

Transmembrandomäne (TMD), zwei somatomedinänlichen Domänen (SLD1 

und 2), der katalytischen Domäne (CD) und einer endonukleaseähnlichen 

Domäne (ELD) am carboxyterminalen Ende. 
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1.4.4 CD164/ MGC- 24 
 
1992 beschrieben Masuzawa et. al. erstmals ein Glykoprotein mit einem 

Molekulargewicht von 24kD, das sie aus Magenkarzinomzellen isoliert hatten 

und das eine weit verbreitete Expression zeigte [72]. Einige Zeit später 

isolierten Zannettino et al. den cDNA-Klon eines 80- 90 kD schweren 

Transmembranproteins, das sich als Isoform des von Masuzawa 

beschriebenen, löslichen MGC-24 (multiglycosylated core protein of 24kD) 

herausstellte. Das neue Protein wurde als hämatopoetischer Stammzellmarker 

identifiziert und als CD164 geclustert [16, 123].  

 CD164 gehört in die Gruppe der Zelladhäsionsmoleküle (CAM= cell 

adhesion molecule). Diese unterteilen sich aufgrund struktureller und 

funktioneller Eigenschaften in verschiedene Gruppen wie Integrine, Cadherine, 

Selectine, Immunglobuline und Sialomuzine. Zu letzterer Gruppe zählen vor 

allem Glykoproteine des hämatopoetischen Systems und auf Epithelien und 

Endothelien exprimierte Moleküle. Neben CD164 gehören zu den Sialomuzinen 

auch GlyCAM-1, CD34, CD162, MadCAM-1, CD43, CD45RA, CD68 und CD96. 

Sie zeichnen sich in Bezug auf ihre Aminosäuresequenz durch eine 

ausgeprägte Heterogenität aus und  werden aufgrund ihres hohen Gehaltes an 

Prolin, Threonin und/ oder Serin und der mit diesen Aminosäuren verknüpften 

Kohlenhydratresten klassifiziert [114, 123]. 

Das CD164-Gen ist auf Chromosom 6q21 lokalisiert. Es besteht aus 

sechs Exons und fünf Introns. Differentielles Spleißen führt zu drei mRNA-

Varianten, wobei die vollständige Form mit allen sechs Exons (CD164(E1-6)) 

die vorwiegend exprimierte ist. Dieses Transkript findet sich ubiquitär in einer 

Vielzahl menschlicher Gewebe und codiert für ein Typ I Transmembranprotein. 

Es besitzt zwei extrazelluläre Muzindomänen, eine Transmembrandomäne und 

eine kurze zytoplasmatische Domäne [22, 60, 114]. Auch aus Maus und Ratte 

sind cDNAs kloniert worden, die als MGC-24v bzw. Endolyn bezeichnet werden 

[22, 49]. 
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Die Funktion von CD164 ist im Einzelnen noch ungeklärt. Es wurde 

gezeigt, dass monoklonale Antikörper gegen CD164 die Adhäsion an 

Knochenmarksstroma sowie die Proliferation hämatopoetischer Stammzellen 

hemmen. Das Molekül fungiert also vermutlich als Homingrezeptor für 

Stammzellen und hat außerdem einen Einfluss auf die intrazelluläre 

Signaltransduktion. Bis heute ist allerdings kein physiologischer Ligand 

beschrieben [114, 123]. CD164 wird auf besonders unreifen Stammzellen mit 

CD34 koexprimiert. Die Darstellungen mithilfe der konfokalen Lasermikroskopie 

auf der Oberfläche von primitiven hämatopoetischen Stammzellen zeigen eine 

hohe Kolokalisation mit CD34 in ringförmigen Ansammlungen, mit 

Verdichtungen an den Adhäsionspunkten mit dem Objektträger [77]. Allerdings 

ist der Großteil des Proteins intrazellulär in Endosomen und Lysosomen 

lokalisiert [22]. Für das orthologe Rattenprotein konnte gezeigt werden, dass 

eine spezifische Sequenz im zytoplasmatischen Schwanz hierfür zuständig ist 

[49]. Lee et al.  fanden heraus, dass CD164-Überexpression zur 

Differenzierung von Myoblasten führt, während die Depletion des Proteins die 

Differenzierung inhibiert [65] und Matsui et. al. fanden einen Zusammenhang 

zwischen einer erhöhten Metastasierung kolorektaler Karzinome und einer 

verminderten Expression von CD164 [73].  

Die starke Glykosylierung eröffnet durch die unterschiedliche Expression 

von Glykosyltransferasen die Möglichkeit zelltypspezifischer posttranslationaler 

Modifikationen. Die vier verschiedenen monoklonalen Antikörper gegen CD164 

(105.A5, 103.B2, 67D2 und N6B6) sind von der Glykosylierung des Proteins 

abhängig, und zeigen in Abhängigkeit vom Zelltyp unterschiedliche 

Reaktivitäten [114, 123]. 
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Abbildung 5      Schemazeichnung der Struktur von C D164  

A:  CD164 besteht aus zwei Muzindomänen (MD1/2), einer 

Transmembrandomäne (TMD) und der kurzen carboxyterminalen Domäne 

(CTD). Die beiden MDs sind über eine kurze Region verbunden, die über 

Disulfidbrücken zwischen Cysteinresten (C) stabilisiert wird. Der gesamte 

extrazytoplasmatische Teil des Moleküls ist stark O- und N-glykosyliert. Die 

CTD enthält die Sequenz Tyrosin(Y)-Histidin(H)-Threonin(T)-Leucin(L), die 

vermutlich als Zielsignal für die lysosomale Lokalisation dient. 

B:  Vereinfachte Darstellung der räumlichen Organisation von CD164. Die CTD 

ist zytoplasmatisch orientiert, der N-Terminus luminal, bzw. extrazellulär. Das 

Molekül liegt als Homodimer vor. Die Stellung der MDs wird durch die zwei 

Disulfidbrücken fixiert. 

 

A 

B 
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1.4.5 CD13/ Aminopeptidase N  

 

CD13, auch als Aminopeptidase N oder  gp150 bezeichnet, gehört in die 

Familie der zinkabhängigen Metalloproteasen. Es handelt sich um ein Typ II 

Transmembranprotein mit 967 Aminosäuren, das stark O- und N-glykosyliert ist. 

Diese posttranslationalen Modifikationen sind vermutlich zelltypspezifisch, da 

verschiedene monoklonale Antikörper gewebeabhängig unterschiedliche 

Reaktivitäten zeigen. Auf der Zelloberfläche liegt es als Homodimer vor. Die 

extrazellulär gelegene enzymatische Domäne katalysiert die Abspaltung 

einzelner Aminosäuren vom N-Terminus des Substrats. CD13 wird sowohl von 

frühen Vorläufern als auch von reifen Monozyten und Granulozyten exprimiert. 

Weiterhin findet sich das Molekül auf einer Vielzahl von Geweben, unter 

anderem auf Endothelien, Epithelien und auf Knochenmarksstromazellen [126].  

 Es gibt eine Vielzahl unterschiedlichster   Erkrankungen, mit denen die 

dysregulierte Expression des Moleküls assoziiert ist. Dazu zählen die akuten 

myeloischen Leukämien, Pankreascarcinome und multiple Sklerose [51, 104, 

125]. Hierbei scheint CD13 durch die Degradierung von Matrixstrukturen eine 

wichtige Rolle für die Invasivität der Zellen zu spielen [90].  Außerdem regt es 

die Neubildung von Gefäßen (Angiogenese) an [5, 86], spielt eine Rolle in der 

Zellzyklusregulation [67] und schützt Zellen vor Apoptose [80]. Besondere 

Bedeutung hat CD13 für die Virologie, da es als Rezeptor für verschiedene 

Coronaviren und das Cytomegalievirus dient [100, 122]. 

 Die physiologische Bedeutung des Moleküls auf Leukozyten ist noch 

weitgehend ungeklärt [67]. Der Großteil der Untersuchungen bezieht sich auf 

monozytäre Zellen. Auf diesen Zellen konnte gezeigt werden, dass CD13 mit so 

genannten lipid rafts („Lipidflösse“) assoziiert ist, komplexartig organisierter 

Einheiten aus verschiedenen Molekülen auf der Plasmamembran [84]. Die 

Bedeutung von CD13 liegt sowohl in seiner enzymatischen Aktivität als 

Ektopeptidase, als auch in seiner Funktion als Rezeptor. Obwohl noch kein 
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natürlicher Ligand beschrieben werden konnte, führt die Bindung monoklonaler 

Antikörper in Monozyten zu einer Erhöhung des intrazellulären Calciums und 

zur Aktivierung von MAP-Kinasen [93]. In Endothelzellen führt die Aktivierung 

dieser Signalkaskade zur Transkription des CD13 Gens [87]. Die Expression 

auf monozytoiden Zellen ist zellzyklusabhängig, und Inhibition der 

Enzymaktivität, bzw. Bindung monoklonaler Antikörper führt zu einer 

Verlangsamung des Zellzyklus [67]. Eine erhöhte Oberflächenxpression wurde 

auf bronchoalveolären eosinophilen Granulozyten von Asthmatikern nach 

Allergenstimulation beschrieben (ca. 2- 3 fache Erhöhung) [15]. Für die 

Expression auf antigenpräsentierenden Zellen (APC) wurde ein 

Zusammenhang mit der extrazellulären Prozessierung von Antigenen, die von 

T-Zellen auf MHCII-Molekülen präsentiert werden, gezeigt [62].  

 

 

1.5 Zielsetzung der Arbeit 

 

Ziel der Arbeit war es, die Reaktivitäten von über 250 Antikörpern, die im 

Rahmen des 8. Internationalen Leukozytenworkshops (HLDA8) zur Verfügung 

standen, auf ruhenden und über FcεRI aktivierten Basophilen zu bestimmen. 

Dadurch sollten einerseits das Expressionsmuster der erkannten Moleküle auf 

Basophilen bestimmt und andererseits potentielle neue Aktivierungsmarker 

identifiziert werden. Solche Marker können sowohl für die 

durchflusszytometrische Diagnostik von Allergien hilfreich sein, als auch zum 

Verständnis der molekularen Grundlagen allergischer Erkrankungen beitragen. 
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2 Methoden  
 

 

 

 

2.1 Puffer und Lösungen  

 

 
 FACS-Puffer: 

- PBS      500ml 

- 1% BSA      5ml, 10% 

-  0,1% Na- Azid    2,5ml, 20% 

 

 

 TRIS pH 8,8: 

 - 1,5M Tris base     91g in 500ml dH2O 

 - pH 8,8 mit HCl/ NaOH einstellen 

 - 0,4% SDS      2g 

 

 

 TRIS pH 6,8: 

 - 0,5M Tris base     6,05g in 100ml dH2O 

 - pH 6,8 mit HCl/ NaOH einstellen 

 - 0,4% SDS     0,4g 
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 Probenpuffer 6x 

 - 70% SDS- Tris 0,5M, pH 6,8  7ml 

 - 3% Glycerol     3ml 

 - 10% SDS     1g 

 - Bromophenol blau    1,2mg 

 - 10% β- Mercaptoethanol   1ml 

 - 0,5ml Aliquots bei -70 lagern 

 

 

 Laemmli-Laufpuffer  

 - 124mM Tris base    15,1g 

 - 960mM Glycin    72g 

 - 0,5% SDS     5g 

 - dH2O      auf 1000ml auffüllen 

 

 

 RIPA I 

 - 1% NP40 substitute   0,5ml 

 - 0,5% Deoxycholat    0,25g 

 - 4mM EDTA     0,4ml 500mM 

 - PBS       auf 50ml auffüllen  

 

 

 RIPA II 

 - 150mM NaCl    5ml 1,5M 

- 1% Triton X-100    0,5ml 

 - 1% Deoxycholat    0,25g 

 - 0,1% SDS     0,5ml 10% 

 - 4mM EDTA     0,4ml 500mM 

 - PBS       auf 50ml auffüllen  
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 30% Acrylamid/ 0,8% Bisacrylamid 

 -  30% Acrylamid    30g 

 - 0,8% Bisacrylamid    0,8g 

 - dH2O      auf 100ml auffüllen 

 - Lösung filtrieren 

 

 Coomassie-Färbelösung 

 - 50% Methanol    500ml 

 - 10% Essigsäure    100ml 

 - dH2O      auf 1000ml auffüllen 

 - Coomassie Brilliant Blue R  2,5g 

 

 

 Coomassie-Entfärbelösung 

 - 15% Methanol    150ml 

 - 10% Essigsäure    100ml 

 - dH2O      auf 1000ml auffüllen 

 

 

 Vollmedium  

- 500ml RPMI Medium 

- 50ml FCS Gold 10% (fetal calf serum) 

- 5ml Penicillin/ Streptomycin 

- 5ml MEM 

- 5ml Na- Pyruvat 1% 

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

 

2.2.1 Aktivierung basophiler Granulozyten  

 

Für die vorliegenden Experimente wurde das Blut von gesunden Spendern 

verwendet. Im Fall der allergeninduzierten Aktivierung mit Lischgrasallergenen 

wurde nach Einverständniserklärung Blut eines entsprechenden Allergikers 

verwendet. 

Venöses Vollblut wurde zur Gerinnungshemmung mit Lithium-Heparinat 

versetzt (Sarstedt Monovetten, 5,5ml). Anschließend wurde das Blut mit 0,5µg/ 

ml eines anti-IgE-Antikörpers für 20 Minuten bei 37°C inkubiert. Als Kontrolle 

wurde Blut mit PBS inkubiert. Zur Aktivierung wurde ein spezieller Antikörper 

verwendet, der zu einer Vernetzung der IgE-Moleküle führt. Aufgrund der im 

Folgenden beschriebenen komplexen Markierung konnte hier nicht der 

gebräuchliche Mausantikörper verwendet werden, sondern es wurde ein 

Ziegenantikörper benutzt. Die kalziumabhängige Aktivierung der Basophilen 

wurde mit 20mM EDTA gestoppt. Danach wurden die Zellen für 7 Minuten bei 

6°C und mit 1200 RPM zentrifugiert. 

 Zum Absättigen freier Immunglobulinbindungsstellen auf den Zellen 

wurde das Pellet mit 1mg/ml humanem Polyglobulin resuspendiert und für 

mindestens 10 Minuten auf Eis inkubiert. Schließlich wurde die Probe 1:1,5- 1:2 

mit FACS-Puffer verdünnt. 

 

 

2.2.2 Kombinierte indirekte und direkte Markierung 

 

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

monoklonalen Mausantikörpers gegeben und für 15 Minuten auf Eis inkubiert. 
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Danach wurden die Proben zweimal mit 1ml FACS-Puffer gewaschen und mit 

10µl eines auf 60µg/ml vorverdünnten FITC- konjugierten Kaninchen anti-

Mausantikörpers versetzt. Nach erneuter Inkubation für 15 Minuten und 

einmaligem Waschen mit 1ml FACS-Puffer wurde dem Ansatz mit 20µl einer 

auf 25µg/ml vorverdünnten Lösung von Mausimmunglobulinen zugegeben, und 

für 10 Minuten auf Eis inkubiert. Im letzten Schritt wurden 10µl eines CD203c-

PE-Konjugats (97A6) dazugegeben und die Proben für 15 Minuten auf Eis 

inkubiert. In Abbildung 6 ist das Prinzip dieser Markierung graphisch dargestellt. 

 

 

2.2.3 Erythrozytenlyse 

 

Zur Lyse der Erythrozyten und zur Fixierung der Zellen wurden 100µl Optilyse B 

dazugegeben und die Proben sofort gevortext. Nach 15 Minuten Inkubation bei 

Raumtemperatur wurden sie mit 2ml destilliertem Wasser versetzt und nach 

weiteren 5 Minuten abzentrifugiert (4°C, 7 Minuten,  1200 RPM). Nach 

nochmaliger Inkubation mit 2ml destilliertem Wasser für 10 Minuten wurden sie 

einmal mit FACS-Puffer gewaschen und schließlich in 150µl FACS-Puffer 

resuspendiert. 

 

 

2.2.4 Besonderheiten der Markierung in 96-Napf 

Mikrotiterplatten 

 

Für das Screening der Workshopantikörper wurde die Markierung und 

Erythrozytenlyse in 96-Napf Mikrotiterplatten ausgeführt. Da das maximale 

Volumen eines Napfes 200µl fasst, mussten  die Waschvolumina entsprechend 
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reduziert werden. Für die Messung wurden die Proben in FACS- Röhrchen 

überpipettiert. 

 

 

Monoklonaler Mausantikörper 
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Abbildung 6      Kombinierte indirekte und direkte Markierung 
Zur Erläuterung siehe Kapitel 2.2.2 und Abkürzungsverzeichnis. 
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2.2.5 Doppelmarkierung mit konjugierten Antikörpern  

 

Zur Doppelmarkierung mit konjugierten Antikörpern wurden die Proben wie in 

2.2.1 beschrieben vorbereitet und anschließend direkt mit beiden Konjugaten 

markiert. Nach 15 Minuten Inkubation erfolgte die Lyse wie in 2.2.3 

beschrieben. 

 

 

2.2.6 Messung verschiedener Zeitpunkte nach Stimula tion und 

Versuche mit Wortmannin, TPA und Prostaglandin D2 

 

Bei der Messung verschiedener Zeitpunkte nach der Aktivierung mit anti-IgE 

wurde bei der Stimulation jeweils mit der längsten Inkubationszeit begonnen 

und die Reaktion wie oben beschrieben mit 20mM EDTA gestoppt. Wortmannin 

wurde 15 Minuten vor anti-IgE-Stimulation in einer Endkonzentration von 

500nM zu den Proben gegeben. TPA wurde ebenfalls in einer Endkonzentration 

von 500nM eingesetzt. Für die Stimulation mit Prostaglandin D2 wurden 

10µmol/Liter verwendet. 

 

 

2.2.7 Messung und Auswertung der Zellen 

 

Zur Analyse der Zellen wurde ein FACSCalibur Durchflusszytometer von 

Becton- Dickinson verwendet. Die Auswertung erfolgte an einem Macintosh 

Computer mit der Cellquest Software. 

Zur Quantifizierung der Antigenexpression auf der Zelloberfläche von 

Basophilen wurde im Scatterbild (Darstellung des Vorwärtsscatters gegen den 

90° Scatter) auf die Lymphozyten gegated (Abb. 7 A) . Anhand der Doppel-
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fluoreszenz-Darstellung wurde dann auf CD203c+- (ruhende, Gate R2) bzw. 

CD203c+bright- (aktivierte, Gate R3) Basophile gegated (Abb. 7 B). Von Zellen in 

diesem Gate wurde dann die Fluoreszenzintensität bestimmt. Abbildung 7 C 

zeigt das Histogramm der in R2, bzw. R3 gegateten Zellen für das FITC-Signal, 

und den dazugehörigen Wert der medianen Fluoreszenzintensität. 

Die Berechnung des Stimulationsindexes ist in Abbildung 8 A gezeigt. 

Hierfür wurde die mediane Fluoreszenzintensität der aktivierten Basophilen 

durch die der Ruhenden dividiert. 

Bei der Bestimmung des Prozentanteils der Basophilen, die ein Antigen 

nach Stimulation hochregulieren, wurden die Basophilen in der Dot-Plot 

Darstellung in vier Quadranten unterteilt (Abb. 8 B). Anschließend wurde aus 

den absoluten Zellzahlen der relative Anteil der für ein Antigen Positiven Zellen 

berechnet. Dabei ergibt sich die Zahl der CD203c+-Zellen aus der Summe von 

Region R1 und R3 und die der CD203c+bright-Zellen aus R2 und R4. Beispielhaft 

für die CD164+-Zellen errechnet sich die Zahl aus der Summe von R3 und R4. 

Zur Bestimmung der Prozentanteile wurden die Werte wie in Abbildung 8 B 

dargestellt eingesetzt. 
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Abbildung 7  Ermittlung der medianen Fluoreszenz fü r ein   

   Basophilenantigen  

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

A: Zunächst wurden im Scatterbild die Lymphozyten ausgewählt (Gate R1).  

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

nach Aktivierung mit anti-IgE CD203c hochregulieren. Für ruhende und 

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

Fluoreszenzintensität des FITC-Signals gemessen.  

C: Histogramme der Gates R2 und R3.  
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Abbildung 8      Stimulationsindex und Prozentsatz positiver Zellen 

Rechenbeispiele für A:  den Stimulationsindex und B:  den Prozentsatz der 

CD203c+bright, bzw. CD164+bright Basophilen. 

A 

B 
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2.3 Immunpräzipitation unbekannter Antigene 

 

2.3.1 Proteinlysat von KU812-Zellen 

 

KU812-Zellen wurden mit Vollmedium (s. 2.1) in einem Inkubator mit 5% CO2 

bei 37°C kultiviert. Nach Abzentrifugation und zwei maligem Waschen mit PBS 

wurden sie gezählt und auf Eis gestellt. Zur Vorbereitung wurden 10ml des 

verwendeten Lysepuffers (s. 2.1) mit 20µl Aprotinin 2mg/ml und 100µl PMSF 

100mM versetzt. Anschließend wurde das Zellpellet in 500µl Lysepuffer/ 5.107 

Zellen resuspendiert und in Eppendorfgefäße überpipettiert. Mit einer gelben 

Kanüle und einer 1ml-Spritze wurden die Zellen 10mal auf und ab pipettiert. 

Nach 10 Minuten Inkubation und wiederholtem auf und ab pipettieren wurde 

das Lysat 30 Minuten bei 14.000 RPM und 4°C zentrif ugiert. Der Überstand 

wurde sorgfältig abpipettiert und in Kryogefäßen bei -70°C eingefroren, bzw. 

direkt verwendet.    

 

 

2.3.2 Immunpräzipitation 

 

Der Lysepuffer wurde wie in 2.3.1 beschrieben vorbereitet und auf Eis gestellt. 

25µl Protein G Sepharose Beads wurden 3mal mit jeweils 1ml des verwendeten 

Lysepuffers  gewaschen (Abzentrifugation jeweils mit 12.000 RPM für 1 Minute 

bei 4°C). Zur Vorreinigung (Preclearing) wurde das Zelllysat für eine Stunde mit 

den gewaschenen Beads inkubiert. Nach Abzentrifugation wurden jeweils 500µl 

des Überstands mit 7µg gereinigtem 80274-Antikörper, 100µl E-63-

Kulturüberstand, bzw. entsprechenden Mengen eines Kontrollantikörpers 

versetzt und für eine Stunde bei 4°C inkubiert. Ans chließend wurde der Ansatz 

mit jeweils 50µl frisch gewaschenen Beads versetzt und erneut für eine Stunde 



Kapitel 2 Methoden            Seite 37 

 

bei 4°C inkubiert. Nach Zentrifugation wurde der Üb erstand abgenommen und 

das Pellet 4mal mit 1ml Lysepuffer gewaschen. Für die SDS-PAGE Analyse (= 

Sodiumdodeacylsulphate-Polyacrylamid-Gelelectrophorese) wurden die Proben 

mit 25µl 6x Probenpuffer (siehe 2.1) 10 Minuten bei 100°C gekocht und nach 

der Abzentrifugation auf das Gel geladen. 

 

 

2.3.3 SDS-PAGE 

 

Für die Gelanalyse wurde ein 10% Laemmli- Gel verwendet. Die Separation 

erfolgte mit dem Protean-Minigelsystem von Biorad. Zur Herstellung des 

Trenngels wurden 5ml 30% Acrylamid/0,8% Bisacrylamid (siehe 2.1), 3,75ml 

Tris pH8,8 (siehe 2.1) und 6,25ml dH2O gemischt. Als Katalysatoren wurden vor 

dem Gießen des Gels 100µl Ammoniumpersulphat 10% (APS) und 20µl 

TEMED dazugegeben. Die Oberkante des Gels wurde bis zum Abschluss der 

Polymerisation mit 1ml 100% Ethanol bedeckt. Für das Stacking (Ladegel) 

wurden 0,65ml 30% Acrylamid/0,8% Bisacrylamid, 1,25ml Tris pH 6,8 (siehe 

2.1),  3,05ml dH2O und zum Starten 50µl APS und 10µl TEMED verwendet. Die 

Separation erfolgte bei 100 Volt und max. 15mAmpere. 

 Zur Färbung wurde das Gel 5 Minuten in Coomasie Färbelösung (2.1) 

gelegt und anschließend ca. 1 Stunde mit Entfärbelösung (2.1) entfärbt. 

 Die Banden wurden mit einem Skalpell ausgeschnitten und in dH2O bei 

4°C bis zur NanoHPLC-ESI-MS Analyse aufbewahrt. 
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2.4 NanoHPLC-ESI-MS 
 

Die NanoHPLC-ESI-MS Analyse wurde freundlicherweise durch das Tübinger 

Proteome Center von Professor A. Nordheim durchgeführt. Hier soll nur kurz 

das Prinzip der Messung erläutert werden.  

Die ausgewählten Banden wurden mit Trypsin (Promega, Deutschland) 

verdaut, und die dabei entstandenen Peptidfragmente mittels HPLC (= high 

pressure liquid chromatography) separiert (Dionex LC Packings, Deutschland).  

Anschließend wurde eine ESI-MS Analyse durchgeführt (= electrospray 

ionization mass spectrometry). Diese Technik ermöglicht, ähnlich wie die 

MALDI Analyse (= matrix-assisted laser desorption/ ionisation), eine schonende 

Vaporiesierung von Probenmolekülen. Dabei wird aufgrund 

elektromagnetischer Eigenschaften des Lösungsmittels ein Aerosol erzeugt, 

dessen Tröpfchen mit einer Größe von etwa 1nm nur jeweils ein Probenmolekül 

enthalten. Durch Desolvatisierung entstehen schließlich gasförmige Ionen. Die 

Masse dieser Teilchen kann dann mit einem TOF-Massenspektrometer (= time 

of flight) bestimmt werden. 

Durch den Verdau mit Endoproteasen wie Trypsin, entsteht ein 

hochspezifisches Muster verschiedener Fragmente (mass map), das sich durch 

den Abgleich mit Datenbanken einem bestimmten Protein zuordnen lässt. 

Voraussetzung ist jedoch, dass die Sequenz des gesuchten Proteins bekannt 

ist. Eine Mischung verschiedener Proteine, z.B. Verunreinigungen mit 

Zytokeratinen, können bis zu einer bestimmten Grenze toleriert, das heißt vom 

Computer „herausgerechnet“ werden. 
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2.5 Konfokale Immunfluoreszenzmikroskopie 
 

KU812-Zellen wurden zum Blocken der Immunglobulinrezeptoren mit 1mg/ml 

Polyglobulin für mindestens 10 Minuten bei 4°C inku biert. Jeweils 5x104 Zellen 

in 100µl wurden mit einer Cytozentrifuge für 10 Minuten bei 800 RPM auf einen 

Objektträger aufgebracht. Anschließend wurden sie in vorgekühltem Methanol  

für mindestens 20 Minuten bei -20°C inkubiert. Die so fixierten und 

permeabilisierten Zellen wurden zweimal  für 5 Minuten in PBS gewaschen, 

danach wurden sie zum Blocken unspezifischer Bindungen in PBS mit 10% 

FCS (= foetal calf serum) für eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Zur 

Antikörpermarkierung wurden die jeweiligen konjugierten Antikörper in einer 

Konzentration von 0,25- 1mg/ml und in einem Volumen von 40µl auf Parafilm 

gegeben und die Objektträger für 1 Stunde umgekehrt daraufgelegt.  

Anschließend wurde jeweils 3mal für 10 Minuten mit PBS/10% FCS und 3mal 

mit PBS gewaschen. Die leicht angetrockneten Zellen wurden mit einer 

Einbettlösung (NeoMount) überschichtet und mit Deckgläsern abgedeckt. 

Zur Analyse wurden ein konfokales Lasermikroskop, eine Kamera und 

eine entsprechende Software von Leica verwendet.  
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3 Ergebnisse  
 

 

 

 

3.1 Screening der Reaktivität der Workshopantikörpe r 

auf ruhenden und aktivierten Basophilen  

 
Zur Identifizierung möglicher neuer Aktivierungsmarker wurden die 

Reaktivitäten von 252 monoklonalen Antikörpern jeweils auf ruhenden und 

aktivierten Basophilen  verglichen. Die Antikörper wurden im Rahmen des 

Workshops der 8. Konferenz für humane Leukozytenantigene (HLDA= human 

leukocyte differentiation antigens) zur Verfügung gestellt. Der Workshop gliedert 

sich in verschiedene Sektionen. Für diese Arbeit wurden vor allem Antikörper 

aus den Sektionen Blind panel, Cytokine/ Chemokine und NK-Zellen  

verwendet. 

 Zur Identifizierung der basophilen Granulozyten wurde ein CD203c- 

(97A6) PE-Konjugat eingesetzt und die Workshopantikörper über eine indirekte 

Markierung mit einem FITC-Konjugat gegengefärbt. Die Aktivierung der 

Basophilen erfolgte mit einem vernetzenden anti-IgE Antikörper. Die Markierung 

wurde wie in Kapitel 2.2 beschrieben auf 96-Napf Mikrotiterplatten durchgeführt. 

Tabelle 1 fasst die Ergebnisse zusammen. In der ersten Spalte sind die 

Antikörpernummern des HLDA-Workshops aufgeführt, die zweite Spalte enthält 
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Angaben zu dem erkannten Antigen. In der dritten und vierten Spalte ist jeweils 

die mediane Fluoreszenzintensität für ruhende und aktivierte Zellen angegeben 

(zur Ermittlung des Medianwertes siehe Kapitel 2.2.7). Als signifikant positiv 

wurden nur Werte über 10 Fluoreszenzeinheiten gewertet. Außerdem wurde 

anhand der Dot-Plots die Qualität der Messung berücksichtigt. Die eindeutig als 

positiv gewerteten Antikörper sind in Tabelle 1 fett gedruckt. In Abbildung 9 sind 

die Dot-Plots und Histogramme von ausgewählten, positiv getesteten 

Antikörpern dargestellt. In den Histogrammen sind die jeweiligen Medianwerte 

eingetragen.  

Die Antikörper 80216- 80220 sind gegen CD203c gerichtet. Da sie 

teilweise das gleiche Epitop wie das CD203c-PE-Konjugat erkennen, 

entstanden in der Doppelmarkierung Interaktionen.  

 

Tabelle 1 Reaktivität der Workshopantikörper auf ru henden und anti-

IgE aktivierten Basophilen 

Primäre Basophile aus peripherem Vollblut wurden wie in Kapitel 3.2 

beschrieben markiert. Spalte 1 gibt die Antikörpernummer an, Spalte 2 das 

erkannte Antigen und Spalten 3 und 4 die jeweilige mediane 

Fluoreszenzintensität (MFI) von ruhenden und aktivierten Basophilen. Positiv 

getestete Antikörper sind fett gedruckt.  
 

 

1. Sektion blind panel 

HLDA- 
Antikörper-  

Nummer 
 

Antigenspezifizierung 
 
 

MFI 
auf 

ruhenden 
Basophilen  

 

 

MFI 
auf 

aktivierten  
Basophilen  

 

IgG1 Kontrolle 5,28 1,72 
80002 Neue Form von CD43 54,74 43,71 
80004 CD117 8,62 4,47 
80018 CD138 8,43 5,88 
80019 CD138 7,23 4,83 
80020 TF1-,MO7-, CHO- und U937- Zellen 8,58 4,96 
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80023 CD62L 180,24 134,56 
80032 CD109 14,92 10,65 
80033 PRR2 4,03 2,08 
80060 TRAIL R2 5,14 5,62 
80061 TRAIL R2 4,37 2,43 
80063 TRAIL R1 5,5 3,85 
80064 TRAIL R1 8,54 5,05 
80081 TRAIL R3 8,17 5,83 
80082 TRAIL R3 7,27 6,32 
80094 Auf MER2 und Erythrozyten 30,23 56,74 
80095 neutrophil nuclear protein? 11,76 2,11 
80096 Human MRP8/MRP14 Komplex 9,06 2,15 
80097 Human MRP8/MRP14 Komplex 14,59 4,74 
80098 Auf Macrophagen 4,57 4,07 
80099 Auf Eosinophilen 4,74 2,83 
80100 

 
Glycoprotein mit Kell- Antigenen 
(CD238) 

3,65 6,67 

80101 ART4 Dombrock Blutgruppenantigen 9,14 2,53 
80102 ART4 Dombrock Blutgruppenantigen 7,27 2,39 
80103 Eventuell anti-CD75- ähnlich 3,8 3,96 
80104 anti-Rh 17 126,35 210,97 
80105 Anti-Xga gebunden an CD99 9,52 5,5 
80115 CD125 (IL-5 Receptor) 5,19 2,67 
80116 CD1d 10,56 1,81 
80117 Integrin beta 1 Untereinheit 7,84 2,62 
80118 CD146 5,38 2,59 
80119 TAP1 6,15 1,96 
80120 TAP2 4,66 2,05 
80121 DC-SIGN (CD209) 6,26 2,35 
80122 DC-SIGNR 7,81 3,25 
80123 CXCR2 25,03 7,33 
80124 CXCR3 6,98 3,02 
80125 CXCR4 24,8 18,94 
80126 CXCR5 7,3 3,8 
80127 CXCR6 6,64 3,13 
80128 CCR1 39,95 31,06 
80129 CCR2 44,91 26,66 
80131 CCR5 17,94 7,3 
80132 CCR6 5,8 2,31 
80133 CCR7 30,37 8,51 
80134 CCR9 7,7 2,19 
80135 CXCR1 13,1 54,74 
80149 CD153 5,88 2,37 
80150 NGF- Rezeptor 6,29 2,41 
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80151 CD88 10,23 2,81 
80154 F11 Rezeptor 15,54 16,4 
80160 CD164 (N6B6) 41,23 469,76 
80161 CD133 4,41 3,52 
80162 CD164 (67D2) 18,43 537,61 
80163 SIRP- beta 4,41 3,19 
80164 SIRP- beta 5,09 4,66 
80165 CD203c 16,25 6,07 
80166 CD109 5,83 3,6 
80167 E-Cadherin 3,72 3,16 
80168 Ep-CAM 4,1 5,33 
80170 

 
Auf neuronalen und mesenchymalen 
Stammzellen 

4,78 2,27 

80172 
 

Auf neuronalen und mesenchymalen 
Stammzellen 

4,94 3,25 

80173 CD123 248,05 255,98 
80174 CD56 8,74 5,09 
80175 CD56 10,14 5,19 
80177 CD141 8,74 3,44 
80178 BDCA-2 transfizierte U937- Zellen 10,41 4,78 
80179 anti-BDCA-2 9,73 5,67 
80180 anti-BDCA-2 7,99 3,22 
80181 CD141 7,77 2,71 
80183 Neuropilin-1 8,13 4,03 
80184 LIF- Rezeptor 6,98 2,71 
80185 LIF- Rezeptor 7,84 4,37 
80186 Calpain1 8,2 4,07 
80187 CD95 10,94 4,01 
80188 fMLP- Rezeptor 9,06 3,89 
80191 Aminopeptidase A (APA) 7,99 3,31 
80192 Auf CD4+CD8+ Thymozythen 7,32 1,89 
80193 Auf dendritischen Zellen 11,44 4 
80216 CD203c 3,43 2,57 
80217 CD203c 12,08 1,17 
80218 CD203c 4,94 22,98 
80219 CD203c 6,55 45,93 
80220 CD203c 10,75 16,7 
80223 CD153 10,46 5 
80224 CD140b 4,7 5,14 
80230 IL 18Ra 20,54 24,14 
80231 IL 18Ra 26,9 16,55 
80264 CD130 9,91 4,66 
80265 CD106 10,27 5,07 
80266 CD106 10,27 3,89 



Kapitel 3 Ergebnisse                                                               Seite 44 

 

80274 Auf Knochenmarksstromazellen 28,9 112,4 
80275 Auf Knochenmarksstromazellen 15,26 15,96 
80276 Auf Knochenmarksstromazellen 9,18 2,48 
80272 6A8 alpha- Mannosidase 8,58 3,25 
80280 Auf dendritischen Zellen 5,94 716,92 
80281 CD244 28,77 25,95 
80282 DEC-205 (CD205) 11 5 
80283 DEC-205 (CD205) 9,47 5,33 
80284 DEC-205 (CD205) 15,61 7,3 
80285 Auf dentritischen Zellen 7,4 2,21 
80286 CD179a 7,04 3,72 
80287 Siglec 6 10,46 6,73 
80288 Siglec 9 7,81 5,99 
80289 EGF- Tm7 19,28 20,35 
80294 epithelial specific antigen 8,02 4,33 
80295 Poly(ADP-Ribose) Polymerase  7,33 2,59 
80296 Poly(ADP-Ribose) Polymerase 7,77 3,19 
80297 Auf dentritischen Zellen 7,64 3,82 
80298 Auf dentritischen Zellen 9,06 2,57 
80303 Auf reifen B-Zellen 8,2 2,92 
80304 Fetales Hämoglobin (HbF) 4,1 3,54 
80305 

 
ICAM-3 Rezeptor auf dentritischen 
Zellen 

6,58 2,53 

80306 Grb2- ähnliches Adaptorprotein 10,32 3,01 
80307 Auf unreifen dentritischen Zellen 9,02 4,01 
80308 CD205 16,25 12,52 
80314 

 
Cub domain containing protein 1 
(CDCP1) 

7,04 3,89 

80315 
 

Cub domain containing protein 1 
(CDCP1) 

4,89 3,75 

80316 
 

Cub domain containing protein 1 
(CDCP1) 

7,5 4,14 

80317 
 

Cub domain containing protein 1 
(CDCP1) 

7,33 3,96 

80318 
 

Cub domain containing protein 1 
(CDCP1) 

5,57 2,97 

80323 ICOS Ligand 11,34 5,47 
80340 natural killer cell like antigen 11,09 6,15 
80341 Betakette von DP, DQ, DR 4,33 4,96 
80357 Thomsen-Friedenreich Antigen 6,85 3,16 
80390 NKG2D 7,81 3,72 
80391 VEGF-R2 (KDR) 3,19 6,49 
80392 Folliculäre dentritische Zellen 4,57 3,55 
80393 Folliculäre dentritische Zellen 4,7 4,22 
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80394 Folliculäre dentritische Zellen 3,16 3,62 
80426 PAI1 7,37 3,59 
80427 NK-T 9,52 4,03 
80428 PAI1 9,56 5,03 
80429 ABCG2 (BCRP1) 9,06 4,1 
80430 TWEAK R 3,19 3,75 
80431 BSP1 (basophil specific protein) 22,27 6,79 
80432 NKG2D 4,96 3,46 
80435 Siglec-7 2,48 4 
80436 MICA/B 5,47 4,45 
80441 TLR4 10,84 11,65 
80442 Nkp46 4,94 3,91 
80443 HI302 (antigen unbekannt) 6,85 4,14 
80448 CCR8 7,81 4,22 
80454 OX116 3,19 4,39 
80455 OX108 46,56 102,74 
80459 RANK 3,59 3,62 
80460 TACI 3,82 4,22 
80461 TRANCE 2,56 4,87 
80462 Jagged-1 3,13 3,73 
80463 Leptin-R 2,75 4,53 
80464 BMPR1alpha 4 4,7 
80465 BMPR1alpha 3,01 4,74 
80466 FGF R1 3,55 3,65 
80467 FGF R2 4,68 5,47 
80468 FGF R2 4,03 5,45 
80469 FGF R2 4,18 5,09 
80470 FGF R2 3,67 4,31 
80471 FGF R3 3,52 4,59 
80472 FGF R3 2,18 5.00 
80473 FGF R4 3,41 4 
80474 CD226 10,09 5,47 
80475 LAIR 35,55 47,83 
80476 LAIR 27,14 25,48 
80477 LAIR 22,88 48,25 
80478 TRAIL 5,67 7,53 
80479 TRAIL 4,37 5,73 
80480 TRAIL 4,18 6,18 
80481 TACI 6,32 10,37 
80482 TACI 5,52 6,64 
80483 Blys 3,16 5,26 
80484 Blys 4,94 4,26 
80485 Light 12,47 31,34 
80486 Light 4,03 7,84 
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80488 Light 7,88 18,94 
80489 APRIL 6,92 8,82 
80490 APRIL 8,86 12,41 
80497 BAFF-R 3,11 5,78 
80498 BAFF-R 3,31 5,65 
80504 BCMA 3,09 4,49 
80505 LAIR2 3,92 6,15 
80506 LAIR2 7,77 19,28 
80507 LAIR2 4,37 5,52 
80508 LAIR2 5,83 7,91 
80509 TRAIL-R4 3,96 3,79 
80510 TRAIL-R4 5,62 7,17 
80511 TRAIL-R3 4,68 8,9 
80512 TRAIL-R2 5,78 4,35 
80513 TRAIL-R2 3,13 3,64 
80515 EpCAM 5,03 3,11 
80516 EpCAM 5,45 2,94 
80517 EpCAM 3,01 3,48 
80525 NKP44 3,19 3,28 
80526 NKP30 3,98 8,74 
80527 NKP46 3,16 5,67 
80528 NKG2D 6,41 4,41 
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 2. Sektion Cytokine/Chemokine   

HLDA 
Antikörper  
Nummer 

 

Antigenspezifizierung 
 
 

 

MFI 
auf 

ruhenden 
Basophilen 

 

MFI 
auf 

aktivierten 
Basophilen  

 

80061 TRAIL R2 9,73 3,91 
80062 TRAIL R2 4,53 4,53 
80065 TRAIL R2 5,14 3,59 
80069 TRAIL R1 4,35 4,01 
80072 TRAIL 4,18 4,61 
80075 TRAIL 4,37 4,68 
80077 TRAIL R1 4,16 2,55 
80083 TRAIL R5 8,7 4,45 
80087 TRAIL R4 4,22 2,79 
80089 TRAIL R4 4,78 4,53 
80123 CXCR2 3,92 5,52 
80124 CXCR3 4,49 2,89 
80125 CXCR4 22,27 16,85 
80126 CXCR5 6,32 3,68 
80127 CXCR6 7,14 3,34 
80128 CCR1 40,5 24,36 
80129 CCR2 35,87 27,14 
80131 CCR5 9,56 3,34 
80132 CCR6 8,13 4,22 
80133 CCR7 10,99 3,89 
80134 CCR9 11,44 3,43 
80135 CXCR1 18,27 20,72 
80184 LIF Rezeptor 12,19 4,43 
80185 LIF Rezeptor 7,99 4,26 
80228 IL18Ra 4,45 5,67 
80232 IL18Rb 13,16 13,7 
80438 IL18Ra, alpha c 13,1 10,94 
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3. Sektion NK- Zellen 

HLDA- 
Antikörper-  

Nummer 
 

Antigenspezifizierung 
 
 

MFI 
auf 

ruhenden 
Basophilen  

 

 

MFI 
auf 

aktivierten 
Basophilen  

 

80174 CD56 5,52 2,76 
80175 CD56 6,79 4,18 
80176 CD56 6,67 2,78 
80255 CD16 4,96 3,79 
80263 CD56 4,29 3,89 
80279 auf T- und NK- Zellen 92,22 154,69 
80281 CD244 42,94 21,87 
80290 KIR2D- Epitop 7,04 4,22 
80335 CD56 3,02 4,29 
80340 NK CLA (NK cell like antigen) 12,19 4,91 
80390 NKG2D 7,64 12,13 
80427 NK- T 10,94 15,82 
80432 NKG2D 12,63 5,42 
80442 NKp46 14,52 4,61 
80452 CRACC 8,98 5,28 
80475 LAIR 39,6 43,71 
80476 LAIR 27,63 22,67 
80477 LAIR 22,07 50,48 
80525 NKP30 5,09 5,28 
80527 NKP46 4,78 7,43 
80528 NKG2D 5,33 7,04 
80543 LAIR-1 22,88 38,2 
80544 NKp30 3,25 7,1 
80545 NKp30 4,03 2,46 
80546 NKp46 5,33 2,5 
80547 NKp46, nicht spezifisch 4,87 2,62 
80548 NKp46 5,52 8,28 
80549 CD94 9,82 4,57 
80550 CD94 8,13 4,7 
80551 CD158b1/b2/j 5,62 4,91 
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C
D

20
3c

/ c
ou

nt
s

aktiviertruhend

80125 

CXCR4

80128 

CCR1

80129 

CCR2

80135 

% Gated % Total Geo Mean CV Median
100.00 2.72 42.75 125.64 39.95

Gated Events: 557 Total Events: 20460

100 101 102 103 104
FL1-Height

100 101 102 103 104
FL1-Height

39,95

% Gated % Total Geo Mean CV Median
100.00 0.59 26.88 71.18 31.06

Gated Events: 237 Total Events: 40000

100 101 102 103 104
FL1-Height

100 101 102 103 104
FL1-Height

31,06

% Gated % Total Geo Mean CV Median
100.00 0.54 35.09 55.89 44.91

Gated Events: 269 Total Events: 50000

100 101 102 103 104
FL1-H

100 101 102 103 104
FL1-H

% Gated % Total Geo Mean CV Median
100.00 0.41 25.29 54.06 26.66

Gated Events: 205 Total Events: 50000

FL1-H
100 101 102 103 104 100 101 102 103 104

FL1-H

CXCR1% Gated % Total Geo Mean CV Median
100.00 1.10 16.17 165.73 13.10

Gated Events: 275 Total Events: 25000

100 101 102 103 104
FL1-Height

100 101 102 103 104
FL1-Height

% Gated % Total Geo Mean CV Median
100.00 0.37 46.83 71.21 54.74

Gated Events: 151 Total Events: 40815

100 101 102 103 104
FL1-Height

100 101 102 103 104
FL1-Height

13,1 54,74

44,91 26,66

% Gated % Total Geo Mean CV Median
100.00 0.73 21.48 97.06 24.80

Gated Events: 182 Total Events: 25000

100 101 102 103 104
FL1-Height

100 101 102 103 104
FL1-Height

% Gated % Total Geo Mean CV Median
100.00 0.26 17.93 111.70 18.94

Gated Events: 131 Total Events: 50000

100 101 102 103 104
FL1-Height

100 101 102 103 104
FL1-Height

24,8 18,94

C
D
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3c

/ c
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nt
s

aktiviertruhend aktiviertruhend

80125 

CXCR4

80128 

CCR1

80129 

CCR2

80135 

% Gated % Total Geo Mean CV Median
100.00 2.72 42.75 125.64 39.95

Gated Events: 557 Total Events: 20460

% Gated % Total Geo Mean CV Median
100.00 2.72 42.75 125.64 39.95

Gated Events: 557 Total Events: 20460

100 101 102 103 104
FL1-Height

100 101 102 103 104
FL1-Height

100 101 102 103 104
FL1-Height

100 101 102 103 104
FL1-Height

39,95

% Gated % Total Geo Mean CV Median
100.00 0.59 26.88 71.18 31.06

Gated Events: 237 Total Events: 40000

% Gated % Total Geo Mean CV Median
100.00 0.59 26.88 71.18 31.06

Gated Events: 237 Total Events: 40000

100 101 102 103 104
FL1-Height

100 101 102 103 104
FL1-Height

100 101 102 103 104
FL1-Height

100 101 102 103 104
FL1-Height

31,06

% Gated % Total Geo Mean CV Median
100.00 0.54 35.09 55.89 44.91

Gated Events: 269 Total Events: 50000

% Gated % Total Geo Mean CV Median
100.00 0.54 35.09 55.89 44.91

Gated Events: 269 Total Events: 50000

100 101 102 103 104
FL1-H

100 101 102 103 104
FL1-H

100 101 102 103 104
FL1-H

100 101 102 103 104
FL1-H

% Gated % Total Geo Mean CV Median
100.00 0.41 25.29 54.06 26.66

Gated Events: 205 Total Events: 50000
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Abbildung 9      Ausgewählte positiv getestete Work shopantikörper 

Es sind jeweils die Dot-Plots und die dazugehörigen Histogramme für ruhende 

(linke Seite) und aktivierte Basophile (rechte Seite) gezeigt. In den 

Histogrammen sind die Werte der medianen Fluoreszenzintensität angegeben. 

Oberhalb der Plots ist die Antikörpernummer des Workshops, unterhalb die 

Information über das entsprechende Antigen angegeben. 
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3.2 Identifizierung neuer Aktivierungsmarker 

 
Durch das Screening der Workshopantikörper konnten drei neue 

Aktivierungsmarker identifiziert werden: 1. CD164 (Antikörper 80160 und 

80162) mit einem SI von 10- 22; 2. Antikörper Nummer 80274 mit einem 

Stimulationsindex (SI) von 3- 6;  3. Antikörper Nummer 80280 mit einem SI von 

bis zu 120. Weitere Antigene sind möglicherweise schwache 

Aktivierungsmarker, wie zum Beispiel Antikörper 80455 (OX108) mit einem SI 

von 2. Ein uneinheitliches Bild ergab sich für die verschiedenen Antikörper 

gegen LAIR und Light. Auch wiederholte Messungen erbrachten kein 

eindeutiges Ergebnis. Möglicherweise handelt es sich um schwache 

Aktivierungsantigene. 

 

 

3.2.1 Expression der neuen Aktivierungsmarker auf K U812- 

Zellen 

 

Zur Identifizierung der Antigene von Antikörper 80274 (A8)  und 80280 wurde 

eine geeignete Zelllinie gesucht. KU812-Zellen, eine basophile 

Leukämiezelllinie, zeigten in der indirekten Fluoreszenzmarkierung mit einem 

PE-Konjugat eine starke Expression des 80274-Antigens (Median: 85,05; siehe 

Abb. 10). 80280 zeigte nur eine sehr schwache  Reaktivität, die sich kaum 

signifikant von der Kontrolle unterschied (Median: 6,98; siehe Abb. 10). Da 

dieses Antigen allerdings auch auf ruhenden Basophilen offenbar 

ausschließlich intrazellulär lokalisiert ist, wurden die KU812-Zellen trotzdem 

ausgewählt. Die direkte Markierung mit einem CD164-PE Konjugat zeigte für 

dieses Antigen eine schwache Reaktivität (Median: 16,85; siehe Abb. 10). 
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Abbildung 10  Expression der neuen Aktivierungsmark er auf KU812-Zellen 

KU812-Zellen wurden indirekt mit einem PE-konjugierten Sekundärantikörper 

für die unbekannten Antigene A8 und E-63 markiert. Für CD164 wurde ein PE- 

Direktkonjugat verwendet. Als Kontrolle wurde unspezifisches IgG1 verwendet. 

 

 

3.2.2 Identifizierung der Spezifität von Antikörper  80274 und 

80280 

 

Zur Immunpräzipitation des Antigens wurden ca. 2 .108 KU812-Zellen jeweils in 

RIPA I und RIPA II Lysepuffer lysiert (siehe 2.1 und 2.3.1). RIPA I wurde als 

milder Lysepuffer mit wenig Detergenzien (NP40 substitute, Deoxycholat) 

gewählt, um die Effizienz der Antikörper- Antigen Interaktion möglichst wenig zu 

beeinflussen. RIPA II enthält dagegen mehrere, stärkere Detergenzien (Triton 

X-100, SDS und andere), um vor allem Membranproteine besser in Lösung zu 
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bringen. Die Proben wurden auf einem 10% Laemmli-Gel separiert (siehe 

2.3.3). Banden, die spezifisch mit den Antikörpern präzipitierten (siehe Abb. 11), 

wurden ausgeschnitten und mit einer NanoHPLC-ESI-MS/MS Analyse 

identifiziert. Dafür wurden die mit RIPA II erhaltenen Banden verwendet, da hier 

insgesamt weniger unspezifische Banden präzipitiert wurden. Die Analyse 

wurde freundlicher Weise durch die Arbeitsgruppe von Professor A. Nordheim 

am Tübinger Proteomcenter durchgeführt (siehe 2.4). Die Analyse erbrachte für 

Antikörper 80274 (A8) als wahrscheinliches Antigen CD13 und für 80280 (E-63) 

CD107a. Die Spezifität des Antikörpers 80274 für CD13 wurde von Dr. 

Stockinger in Wien, die von 80280 für CD107a von Dr. Meikle in Adelaide durch 

Messung auf entsprechenden Transfektanten bestätigt. 
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Abbildung 11      Spezifisch mit Antikörper 80274 ( A8) und 80280 (E-63)  

        präzipitierte Banden 

Gezeigt  ist das Coomassie- gefärbte SDS-Gel der spezifisch mit A:  Antikörper 

80274/A8 und B:  Antikörper 80280/E-63 präzipitierten Banden. In der ersten 

Reihe ist der Größenmarker (MW) aufgetragen; die Größe der Banden ist in 

kiloDalton angegeben. Die zweite und dritte Reihe enthalten jeweils die 

Präzipitate von Kontrolle und Reaktion der mit RIPA I hergestellten Lysate. 

Reihe vier und fünf enthalten die Präzipitate der mit RIPA II lysierten Zellen. 

 

A 

B 



Kapitel 3 Ergebnisse                                                               Seite 56 

 

3.3 CD164 als Aktivierungsmarker auf Basophilen 

 

3.3.1 Reaktivität verschiedener CD164 Antikörper mi t 

Basophilen 

 

Für CD164 standen insgesamt vier monoklonale Antikörper  zur Verfügung. Ihre 

Reaktivität  mit  unterschiedlichen  Geweben  ist  sehr  verschieden  und  hängt 

stark von der Glykosylierung des Moleküls ab. Dadurch lassen sich drei 

Klassen von Epitopen unterscheiden: Klasse I umfasst gegen Sialidase 

sensitive, Klasse II gegen N-Glycosidase sensitive und Klasse III gegen 

Glycosidase resistente Epitope [47, 114, 123]. Bei der vergleichenden Messung 

dieser Epitope mit spezifischen monoklonalen Antikörpern auf ruhenden und 

aktivierten Basophilen zeigte sich eine deutlich unterschiedliche Reaktivität. 

Verwendet wurden jeweils 20µl Kulturüberstand. Die Antikörper gegen die 

Klasse III Epitope N6B6 und 67D2 erkennen CD164 auf Basophilen mit 

ähnlicher Effizienz. Der Stimulationsindex  (SI) für 67D2 betrug 18, bei einer 

medianen Fluoreszenzintensität (MFI) auf aktivierten Basophilen von 371,80. 

Der SI für N6B6 betrug 11, bei einer entsprechenden MFI von 469,76. Das 

Klasse II Epitop 103B2 zeigt nur auf aktivierten Basophilen eine geringe 

Reaktivität (Median: 28,90), während das Klasse I Epitop 105A5 gar keine 

Reaktivität mit Basophilen zeigt. Dies deutet darauf hin, dass CD164 in 

basophilen Granulozyten in anderer Weise glykosyliert wird wie zum Beispiel in 

CD34+ hämatopoetischen Stammzellen; auf diesen Zellen zeigt sich eine hohe 

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

 

Zur näheren Charakterisierung wurden Basophile unterschiedlich lang mit 0,5µg 

anti-IgE stimuliert und auf ihre Reaktivität mit CD164-Antikörper (67D2) 

untersucht. Die Inkubation erfolgte in einem Inkubator bei 37°C. Der Zeitpunkt 

t(0 Minuten) entstand durch Messung einer unstimulierten Probe. Die längeren 

Zeitpunkte wurden jeweils zuerst stimuliert, so dass zum Schluss alle Proben 

gleichzeitig mit 20mM EDTA gestoppt wurden. Die Markierung erfolgte für 

CD164 indirekt mit einem FITC-konjugierten anti-Mausimmunglobulin 

Antikörper, die für CD203c direkt mit einem PE-Konjugat (siehe auch 2.2.2). 

 Abbildung 13 zeigt die Aktivierungskinetik der CD164-Hochregulierung. 

Die Stimulierungszeiten sind in den Plots angegeben. Die für CD203c positiven 

Zellen sind in vier Quadranten unterteilt, in denen der jeweilige Prozentsatz  

bezogen auf alle CD203c+ Zellen angegeben ist. Man erkennt deutlich, dass 

sich die doppelt positive Population annähernd diagonal verschiebt. Dies lässt 

auf eine zeitgleiche und ähnlich starke Hochregulierung von CD203c und 

CD164 schließen. 
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Abbildung 12      Reaktivitäten verschiedener CD164  Antikörper 

PB Basophile wurden auf die Expression unterschiedlicher CD164 Epitope 

untersucht. Die Antokörper N6B6 und 67D2 erkennen Klasse III, Antikörper 

103B2 Klasse II und Antikörper 105A5 Klasse I Epitope. Ruhende (linke Seite) 

und Aktivierte Zellen (rechte Seite) wurden wie in Kapitel 2.2 beschrieben 

gefärbt und analysiert. Neben den Plots sind die Werte der medianen 

Fluoreszenzintensität innerhalb der CD203c+-Population angegeben. 
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Abbildung 13      Aktivierungskinetik von CD164 und  CD203c 

Heparinisierte PB-Zellen wurden unterschiedlich lang mit 0,5µg eines 

aktivierenden anti-IgE Antikörpers inkubiert. Die Stimulation erfolgte bei 37°C. 

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

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

markiert. Angegeben sind jeweils die Prozentsätze der verschiedenen 

Populationen und die Stimulationszeit mit anti-IgE in Minuten. 
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3.3.3 Allergeninduzierte Hochregulierung von CD164 bei einem 

Lischgrasallergiker 

 

Die Stimulation von Basophilen mit vernetzenden anti-IgE Antikörpern simuliert 

die allergeninduzierte Aktivierung. Um die Hochregulation von CD164 durch 

den physiologischen Stimulus eines Allergens zu testen, wurde Blut eines 

Lischgrasallergikers untersucht. Gesichert war bei diesem Patienten der 

Universitätshautklinik Tübingen eine Allergie gegen Gräserpollen (Pricktest 

zweifach positiv, spezifisches IgE positiv). Als Kontrolle wurden Zellen mit PBS, 

bzw. mit 1µg/ml anti-IgE Antikörper inkubiert. Die Allergene wurden in einer 

Konzentration von 2µg/ml eingesetzt. Die Inkubation erfolgte 20 Minuten bei 

37°C in einem Wasserbad. Der Stimulationsindex (SI)  von CD164 für die mit 

anti-IgE stimulierte Probe betrug 18,76. Für Phlp1, Phlp5 und Phlp6 ergaben 

sich jeweils SI-Werte von 14,48, 3,88 und 7,77. Ein Vergleich mit den Werten 

für CD203c ist in Tabelle 2 abgebildet. Die Messungen sind in Abbildung 14 

dargestellt. 

 

 

Tabelle 2 Vergleich der medianen Fluoreszenzintensi täten und der SI- 

Werte von CD164 und CD203c nach Allergenstimulation  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 CD164 CD203c 
 MFI SI MFI SI 
PBS 13,22 1 40,32 1 
anti- IgE 248,05 18,76 557,31 13,82 
Phlp1 191,1 14,48 441,31 10,93 
Phlp5 47,4 3,88 429,35 10,65 
Phlp6 102,74 7,77 445,08 11,04 
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Abbildung 14      Allergeninduzierte Hochregulierun g von CD164 

Heparinisierte PB-Zellen wurden unterschiedlich lang entweder mit 1µg der 

verschiedenen Lischgrasallergene, mit  PBS oder mit 0,5µg eines aktivierenden 

anti-IgE Antikörpers bei 37°C inkubiert. Die Reakti on wurde mit 20mM EDTA 

gestoppt. CD203c wurde direkt mit einem PE-Konjugat, CD164 indirekt mit 

einem FITC-konjugierten Sekundärantikörper markiert. In den Plots ist die 

jeweilige mediane Fluoreszenzintensität für CD164 angegeben. 
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3.4 CD13 als Aktivierungsmarker auf Basophilen 

 
Ruhende Basophile zeigen auf ihrer Oberfläche eine moderate Expression von 

CD13 mit einer relativen medianen Fluoreszenzintensität (MFI-Ratio) von 8- 10. 

Die für CD13 beobachtete Hochregulation nach anti-IgE Stimulation war mit 

einem Stimulationsindex von 3- 6 am schwächsten unter den hier 

beschriebenen Aktivierungsmarkern. Die Aktivierungskinetik von CD13 wurde 

analog wie in Kapitel 3.3.2 für CD164 beschrieben durchgeführt. Die Messung 

erfolgte mit dem monoklonalen CD13-Antikörper A8 aus dem Workshop, der 

indirekt mit einem FITC-konjugierten Sekundärantikörper markiert wurde. 

Abbildung 15 zeigt die Plots dieser Untersuchung. Die Stimulierungszeiten sind 

in den Plots angegeben. Die für CD203c positiven Zellen sind in vier 

Quadranten unterteilt, in denen der jeweilige Prozentsatz  bezogen auf alle 

CD203c+ Zellen angegeben ist. Dabei zeigte sich, wie auch bei CD164, eine 

annähernd parallele Verschiebung der doppelt positiven Population. Das heißt, 

dass Zellen die CD203c und CD164 hochregulieren auch gleichzeitig CD13 

hochregulieren. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Kapitel 3 Ergebnisse                                                               Seite 63 

 

 

   

100 101 102 103 104

t(0)

93 3

13

100 101 102 103 104

t(2‘)

11

3817

34

100 101 102 103 104

t(1‘)

15

1418

52

100 101 102 103 104

6

659

t(5‘)

20

100 101 102 103 104

t(10‘)

5

557

32

100 101 102 103 104

7

666

20

t(20‘)

100 101 102 103 104

t(40‘)

4

728

16

100 101 102 103 104

t(60‘)

5

827

6 S
S

C

0 200 400 600 800 1000

R1

FSC

CD13- FITC

C
D

20
3c

-
P

E

100 101 102 103 104

t(0)

93 3

13

100 101 102 103 104

t(0)

93 3

13

100 101 102 103 104

t(2‘)

11

3817

34

100 101 102 103 104

t(2‘)

11

3817

34

100 101 102 103 104

t(1‘)

15

1418

52

100 101 102 103 104

t(1‘)

15

1418

52

100 101 102 103 104

6

659

t(5‘)

20

100 101 102 103 104

6

659

t(5‘)

20

100 101 102 103 104

t(10‘)

5

557

32

100 101 102 103 104

t(10‘)

5

557

32

100 101 102 103 104

7

666

20

t(20‘)

100 101 102 103 104

7

666

20

t(20‘)

100 101 102 103 104

t(40‘)

4

728

16

100 101 102 103 104

t(40‘)

4

728

16

100 101 102 103 104

t(60‘)

5

827

6

100 101 102 103 104

t(60‘)

5

827

6 S
S

C

0 200 400 600 800 1000

R1

FSC

S
S

C

0 200 400 600 800 1000

R1

FSC

CD13- FITC

C
D

20
3c

-
P

E

 

Abbildung 15      Aktivierungskinetik von CD13 (A8)  

Heparinisierte PB-Zellen wurden unterschiedlich lang mit 0,5µg eines 

aktivierenden anti-IgE Antikörpers inkubiert. Die Stimulation erfolgte bei 37°C. 

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

PE-Konjugat, CD13 indirekt mit einem FITC-konjugierten Sekundärantikörper 

markiert. Angegeben sind jeweils die Prozentsätze der verschiedenen 

Populationen und die Stimulationszeit mit anti-IgE in Minuten.  
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3.5 CD107a und CD107b als Aktivierungsmarker auf 

Basophilen 

 
CD107a und CD107b (LAMP1/2) sind ubiquitär exprimierte Proteine 

lysosomaler Membranen. Antikörper zeigen auf ruhenden Basophilen keine, 

bzw. nur eine sehr schwache Reaktivität. Auch andere Zellen des peripheren 

Bluts zeigen keine signifikante Oberflächenexpression. Im Gegensatz dazu 

lässt sich nach anti-IgE Aktivierung für CD107a eine MFI-Ratio von über 100 

messen. Diese hohen Werte wurden aber nur mit dem neuen monoklonalen 

Antikörper E63-880 aus dem Workshop beobachtet. Ein FITC-Konjugat der 

Firma Becton-Dickinson ergab eine schwächere Hochregulierung (MFI-Ratio 

30- 40). Möglicherweise hat der neue Antikörper eine höhere Avidität für 

CD107a. Zur Messung von CD107b stand ebenfalls ein FITC-Konjugat von 

Becton-Dickinson zur Verfügung. Es zeigte sich eine schwache 

Hochregulierung mit einem SI von 2- 3. 

Die Aktivierungskinetik von CD107a wurde analog wie in Kapitel 3.3.2 für 

CD164 beschrieben durchgeführt. Die Messung erfolgte mit dem FITC- 

konjugierten Antikörper von Becton-Dickinson. Abbildung 16 zeigt die Plots 

dieser Untersuchung. Die Stimulierungszeiten sind in den Plots angegeben. Die 

für CD203c positiven Zellen sind in vier Quadranten unterteilt, in denen der 

jeweilige Prozentsatz  bezogen auf alle CD203c+ Zellen angegeben ist. Dabei 

zeigte sich im Vergleich zu CD203c eine verzögerte Hochregulierung von 

CD107a. Bemerkenswerterweise kam es nur bei einem Teil der Zellen zu einer 

starken Hochregulierung, so dass zwei Populationen entstanden. Basophile 

zwischen diesen beiden Populationen, also Zellen mit einer intermediären 

Expression von CD107a, wurden praktisch nicht beobachtet.  Das heißt, dass 

CD107a erstens langsamer hochreguliert wird als CD203c, CD164 und CD13. 

Zweitens scheint, im Gegensatz zu der kontinuierlichen Verschiebung in der 
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CD203c-Gruppe nach Aktivierung, die Hochregulierung einer alles-oder-nichts 

Regel zu folgen. Dies entspricht dem für CD63 publizierten Profil [19].  
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Abbildung 16      Aktivierungskinetik von CD107a 

Heparinisierte PB-Zellen wurden unterschiedlich lang mit 0,5µg eines 

aktivierenden anti-IgE Antikörpers inkubiert. Die Stimulation erfolgte bei 37°C. 

Die Reaktion wurde mit 20mM EDTA gestoppt. Die Messung erfolgte für beide 

Marker direkt mit konjugierten Antikörpern. Angegeben sind jeweils die 

Prozentsätze der verschiedenen Populationen und die Stimulationszeit mit anti-

IgE in Minuten.  
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3.5 Vergleich der verschiedenen Aktivierungsmarker 

 

3.5.1 Vergleich der anti-IgE Aktivierungskinetiken 

 

Abbildung 17 stellt die kinetischen Daten der verschiedenen Aktivierungsmarker 

zusammen. Die Messung und Auswertung der Daten erfolgte gemäß der in 

Kapitel 2.2.7 beschriebenen Methode. Es wurde jeweils die Zahl der Zellen 

bestimmt, die nach Aktivierung für den jeweiligen Marker stärker positiv waren. 

Diese wurde dann durch die Zahl aller CD203c+ Zellen, also aller Basophilen 

dividiert und in Prozent berechnet (siehe auch Abbildung 8 B).  

Der Vergleich zeigt deutlich, dass es zwei Gruppen von 

Aktivierungsmarkern gibt. CD164 und CD13 folgen der schnellen Kinetik von 

CD203c, und zeigen nahezu auf allen Zellen eine vermehrte Expression. 

CD107a und CD107b dagegen folgen der langsameren Kinetik von CD63. 

Charakteristischer Weise zeigt auch nur eine Subpopulation von Basophilen 

eine Hochregulierung dieser Marker. 

 

 

3.5.2 Vergleich der TPA Aktivierungskinetiken 

 

12-O-Tetradecanoyl-Phorbol-13-Acetat (TPA) ist ein Aktivator der Proteinkinase 

C (PKC). Mit TPA stimulierte Basophile zeigen eine rasche Hochregulierung 

von CD203c. Eine deutlich vermehrte Oberflächenexpression von CD63 wird 

dabei allerdings erst nach 40- 60 Minuten beobachtet [19]. 

 Um die Einteilung der neuen Aktivierungsmarker in eine CD203c- 

Gruppe und eine CD63-Gruppe zu präzisieren, wurde eine vergleichende 

Kinetik dieser Marker nach TPA-Stimulation erstellt. Dazu wurde TPA in einer 

Endkonzentration von 500mM eingesetzt. Die Stimulation erfolgte bei 37C° in 
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einem Inkubator (siehe auch 2.2.6). Abbildung 18 zeigt die graphische 

Darstellung dieses Experiments. Die Auswertung erfolgte wie oben 

beschrieben. Es konnte gezeigt werden, dass CD164 und CD13 ebenso wie 

CD203c nach Zugabe von TPA rasch hochreguliert werden. CD107a und 

CD107b werden hingegen erst verzögert hochreguliert, und folgen damit der 

Kinetik von CD63. 
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Abbildung 17      Vergleich der anti-IgE Aktivierun gskinetiken 

Die Grafik zeigt das kinetische Profil der neuen Aktivierungsmarker, sowie das 

von CD203c und CD63. Angegeben sind die Zellen mit hochregulierter 

Expression des jeweiligen Markers, bezogen auf alle CD203c+ Zellen. Dabei 

wird deutlich, dass CD164 und CD13 parallel mit CD203c hochreguliert wird, 

und auch ähnliche Werte erreicht. CD107a und CD107b folgen dagegen der 

Kinetik von CD63, und werden nur von einem Teil der Zellen hochreguliert. Die 

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

Die Grafik zeigt das kinetische Profil der verschiedenen Aktivierungsmarker 

nach TPA-Stimulation (500nM). Angegeben sind die Zellen mit hochregulierter 

Expression des jeweiligen Markers, bezogen auf alle CD203c+ Zellen. CD164 

und CD13 werden sehr rasch und parallel mit CD203c hochreguliert. CD107a 

und CD107b folgen hingegen der stark verzögerten Kinetik von CD63. 

 

 

3.5.3 Stimulation mit Prostaglandin D2 

 

Die Stimulation von Basophilen mit Prostaglandin D2 (PGD2) zeigt ähnlich wie 

mit TPA, einen differentiellen Effekt auf die Oberflächenexpression von CD203c 

und CD63. Während CD203c deutlich hochreguliert wird, zeigt sich keinerlei 

Veränderung von CD63 [82]. 
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 Um den Effekt des Lipidmediators auf die verschiedenen 

Aktivierungsmarker zu vergleichen, wurde Vollblut mit 10µM PGD2 stimuliert. 

Die Inkubation erfolgte für 10 Minuten bei 37°C in einem Wasserbad (siehe 

auch 2.2.6). Anschließend wurde die Probe geteilt und mit den jeweiligen 

Markern gefärbt. Für CD63 und CD107a/b wurden FITC-konjugierte Antikörper 

verwendet. Für CD203c ein PE-Konjugat. CD13 und CD164 wurden indirekt mit 

einem FITC-konjugierten Sekundärantikörper markiert. Abbildung 19 zeigt das 

Ergebnis dieser Untersuchung. Wie bereits von Monneret et al. [82] publiziert, 

zeigte sich eine Hochregulierung von CD203c, nicht aber von CD63. Wie 

erwartet, wurden CD164 und CD13 ebenfalls hochreguliert, CD107a und 

CD107b jedoch nicht. Dabei scheint PGD2 allerdings keine stabile 

Hochregulierung zu erzeugen. Nach 40 und 60 Minuten zeigte sich bereits eine 

deutliche Abnahme des Effektes. 

 

 

3.5.4 Inhibition mit Wortmannin 

 

Wortmannin ist ein häufig verwendeter Inhibitor der PI3-Kinase. Die 

Präinkubation mit Wortmannin vor anti-IgE Stimulation, führt zu einer deutlichen 

Reduktion der Hochregulierung von CD203c und CD63 [19].  

 Für ein vergleichendes Experiment wurde frisches Vollblut 15 Minuten 

mit 500nM Wortmannin bei 37C° in einem Wasserbad in kubiert. Anschließend 

wurden die Basophilen mit 1µg/ml anti-IgE für 20 Minuten stimuliert (siehe auch 

2.2.6). Nach dem Stoppen der Reaktion mit 20mM EDTA, wurden die Zellen für 

die verschiedenen Marker gefärbt. CD13, CD63, sowie CD107a und CD107b 

wurden direkt mit FITC-konjugierten Antikörpern, CD203c mit einem PE- 

Konjugat markiert. Für CD164 erfolgte die Färbung mit einem FITC- 

konjugierten Sekundärantikörper. Abbildung 20 zeigt die graphische 

Zusammenfassung der Ergebnisse. Die Prozentangaben der für das 
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hochregulierte Antigen positiven Basophilen beziehen sich jeweils auf alle 

CD203c+ Zellen. 

 Unter den Bedingungen einer submaximalen Inhibition zeigte sich ein 

deutlicher Unterschied in der Effektivität gegenüber den verschiedenen 

Aktivierungsmarkern. Die Hochregulierung von CD203c, CD13 und CD164 

wurde im Vergleich zur Kontrolle ohne Wortmannin nur um etwa die Hälfte 

reduziert. Dagegen wurde die Hochregulierung von CD63, CD107a und 

CD107b vollständig inhibiert. 
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Abbildung 19      Stimulation mit Prostaglandin D2 (PGD2) 

Periphere Blutzellen wurden mit 10µM PGD2 für 10 Minuten stimuliert. 

Anschließend wurden die Proben geteilt und für die angegebenen 

Oberflächenmoleküle markiert. Angegeben sind die Zellen mit hochregulierter 

Expression des jeweiligen Markers, bezogen auf alle CD203c+ Zellen. Für 

CD203c, CD164 und CD13 sieht man eine deutliche Hochregulierung, während 

PGD2 keinen Effekt auf CD63 oder CD107a/b hat. 
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Abbildung 20      Inhibition mit Wortmannin 

Frisches Vollblut wurde 15 Minuten mit 500nM Wortmannin vor anti-IgE 

Aktivierung (1µg/ml) präinkubiert. Nach der 20minütigen Stimulation wurden die 

Zellen für die verschiedenen Marker gefärbt. Angegeben sind die Zellen mit 

hochregulierter Expression des jeweiligen Markers, bezogen auf alle CD203c+ 

Zellen. Die Abbildung zeigt, dass bei dieser Konzentration des Inhibitors die 

Hochregulierung von CD203c, CD13 und CD164 nur teilweise reduziert wird. 

Die Hochregulierung von CD63 und CD107a/b wird dagegen vollständig 

inhibiert. 
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3.6.5 Konfokale Lasermikroskopie 

 

Der Vergleich der verschiedenen Aktivierungsmarker hinsichtlich ihrer Kinetik 

und ihres Verhaltens auf Stimulatoren und Inhibitoren legt die Existenz zweier 

Gruppen von Aktivierungsmarkern nahe. Diese unterscheiden sich offenbar in 

ihren intrazellulären Regulationsmechanismen. Eine nahe liegende Vermutung 

ist, dass sie sich ebenfalls durch ihre intrazelluläre Lokalisation unterscheiden. 

Eine etablierte Methode zur Darstellung der Verteilung von Antigenen in 

subzellulären Kompartimenten ist die konfokale Lasermikroskopie. 

Insbesondere die Verwendung unterschiedlicher Fluoreszenzstoffe ermöglicht 

den direkten Vergleich verschiedener Marker in einer Zelle.  

 Die Aufreinigung von Basophilen, insbesondere  in größeren Mengen, ist 

ein aufwendiges Verfahren. Deshalb wurde die basophile Leukämiezelllinie KU-

812 verwendet. Um die in Suspension wachsenden Zellen auf einem 

Objektträger zu färben, musste zunächst ein Protokoll erarbeitet werden 

(Einzelheiten siehe Kapitel 2.5). Es wurden jeweils 5x104 Zellen auf einen 

Objektträger aufgebracht. Die Fixierung und Permeabilisierung erfolgte durch 

Inkubation mit Methanol bei -20 C° in einem Schritt . Als Antikörper wurden die 

PE-Konjugate von CD203c und CD164, sowie die FITC-Konjugate von CD63 

und CD107a verwendet.  Hierbei erwies sich in der Doppelfärbung die 

Kombination von FITC und PE als problematisch, da erstens beide Fluorophore 

durch die gleiche Wellenlänge angeregt werden und zweitens ein sich teilweise 

überlappendes Spektrum emittieren. Dies machte aussagekräftige 

Overlayassays zum Vergleich der intrazellulären Lokalisation unmöglich. 

Weiterhin war das Signal der meisten Konjugate zu schwach, insbesondere das 

von CD203c. Lediglich mit CD164 konnte ein zuverlässiges Signal in praktisch 

allen Zellen erzeugt werden. CD107a ergab nur in wenigen Zellen ein 

deutliches Signal. 
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 Abbildung 21 A zeigt verschiedene Zellen in der Einfachmarkierung für 

CD107a-FITC und CD164-PE. Man erkennt jeweils ein granuläres 

Verteilungsmuster. Für CD164 zeigten sich zum Teil auch tubulär erscheinende 

Strukturen, wie sie in der rechts abgebildeten Zelle in der Einfachmarkierung zu 

sehen sind. Abbildung 21 B zeigt eine Doppelmarkierung dieser Marker. Es 

handelt sich jeweils um die gleiche Zelle, die einmal mit einem FITC- und 

einmal mit einem PE-Filter aufgenommen wurde. Das Signal ist sehr schwach 

und die Auswertung aus den oben genannten Gründen zurückhaltend zu 

bewerten. Man erkennt aber, dass sich das Signalmuster von CD164 und 

CD107a deutlich unterscheidet. 

 Als wesentliches Ergebnis konnte in diesem Kapitel ein Protokoll für die 

Immunfluoreszenzmarkierung in Suspension wachsender KU-812 Zellen 

erarbeitet werden. Außerdem wurde gezeigt, dass sowohl CD164, als auch 

CD107a mit granulären Strukturen assoziiert sind. Vermutlich handelt es sich 

dabei um unterschiedliche Granula, da die beiden Marker anscheinend nicht 

kolokalisiert sind. 
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Abbildung 21      Intrazelluläre Lokalisation von C D164 und CD107a 

KU812-Zellen wurden auf einem Objektträger fixiert, permeabilisiert und 

entweder mit CD164-PE, CD107a-FITC oder mit beiden Konjugaten gleichzeitig 

gefärbt. A:  Unterschiedliche Zellen mit einer Einfachmarkierung für CD107a 

und CD164. Man sieht deutlich das granuläre Verteilungsmuster. B:  

Doppelmarkierung einer Zelle für CD164 und CD107a, jeweils mit einem 

entsprechenden Filter fotografiert. Man erkennt, dass sich die beiden Signale in 

ihrer Verteilung deutlich unterscheiden.  
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4 Diskussion 
 
Basophile Granulozyten sind wichtige Effektorzellen allergischer Erkrankungen. 

Durch die rasche Zunahme der Prävalenz dieser Erkrankungen in den letzten 

Jahren ist das Verständnis ihrer molekularen Mechanismen von besonderem 

Interesse. Dabei geht es einerseits um neue Methoden in der Diagnostik, und 

andererseits um neue Strategien in der Therapie. Hier können neue 

Erkenntnisse über die Aktivierung von Basophilen hilfreich sein. Deshalb wurde 

in dieser Arbeit die Oberflächenexpression verschiedener humaner 

Leukozytenantigene vor und nach Aktivierung dieser Zellen verglichen.  

  

 Von den getesteten 252 monoklonalen Antikörpern aus dem 8. 

Internationalen Leukozytenworkshop zeigten 44 eine Reaktivität mit basophilen 

Granulozyten. Dabei konnten 10 Antigene erstmals auf der Oberfläche dieser 

Zellspezies nachgewiesen werden. Neben 2 Antikörpern mit unbekanntem 

Antigen (80094 und 80275), zählen hierzu der TLR4 (= toll-like-Rezeptor 4), ein 

EGF-TM7 Rezeptor (= Familie epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptoren mit 

sieben Transmembrandomänen [61]), der F11-Rezeptor, sowie CD107a, 

CD244, LAIR, LIGHT und das Rhesus17 Antigen. 

 

Vier dieser Antikörper zeigten auf anti-IgE aktivierten Basophilen eine 

erhöhte Reaktivität. Dabei handelt es sich um zwei  Antikörper gegen CD164 

(N6B6/80160 und 67D2/80162) und  zwei weitere mit ursprünglich unbekannter 

Spezifität (E63/80280 und A8/80274). Durch Immunpräzipitation konnten für 

den Antikörper E63/80280 CD107a und für den Antikörper A8/80274  CD13 als 

Antigen identifiziert werden. Der Stimulationsindex (SI) von CD164 betrug 
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10- 22, für CD107a teilweise über 100.  Für CD13 lag der SI zwischen 3- 6. 

Damit könnten diese Moleküle in der Diagnostik allergischer Erkrankungen 

hilfreich sein. Die Messung von CD164 auf den mit Wiesengrasallergenen 

stimulierten Basophilen zeigte eine eindeutige Hochregulierung (vgl. Tabelle 2). 

Der Vergleich der unterschiedlichen Allergene Phlp1, 5 und 6 zeigte für CD203c 

allerdings zuverlässigere Werte. Dies liegt möglicherweise an der etwas 

schlechteren Qualität der indirekten Markierung von CD164 mit einem FITC- 

Konjugat, verglichen mit der direkten Färbung mit einem CD203c-PE Konjugat. 

Gegen CD164 gibt es neben den beiden Antikörpern aus dem Workshop noch 

die Antikörper 103B2 und 105A5. Der Vergleich der Reaktivitäten mit 

Basophilen zeigte, dass das Epitop für N6B6 und 67D2 auf aktivierten 

Basophilen stark exprimiert ist, das von 103B2 hingegen nur schwach auf 

aktivierten Basophilen, und das von 105A5 gar nicht (vgl. Abb. 12). 

Interessanterweise sind die beiden letztgenannten Epitope Glykosylierungen 

des CD164 Moleküls, die z.B. von hämatopoetischen Stammzellen stark 

exprimiert werden. Man kann somit schließen, dass CD164 in Basophilen auf 

andere Weise posttranslational modifiziert, das heißt glykosyliert wird, als z. B. 

in hämatopoetischen Stammzellen.  

  

 Eine vergleichsweise geringe Hochregulation zeigte sich für OX108, mit 

einem maximalen SI von 2. Es handelt sich um den CD200 Rezeptor 

(CD200R), dessen Expression auf Mastzellen und Basophilen bereits 2003 

beschrieben wurde. Die Autoren dieser Arbeit fanden eine Abnahme der 

spezifischen mRNA nach Allergenstimulation von Mastzellen [119]. Neben dem 

CD200R, der ein inhibitorisches Signal überträgt, gibt es weitere Isoformen, die 

allerdings eine stimulierende Funktion haben. Trotz hoher Sequenzhomologie 

binden sie nicht CD200. Voehringer et al. konnten ihre Expression in 

Basophilen von Mäusen mit einer Darmwurminfektion nachweisen. Dabei spielt 

die Assoziation aktivierender CD200R-Formen mit dem Adapterprotein DAP12 

eine wichtige Rolle  [113]. Ob die Aktivierung von CD200R einen 
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antagonistischen Einfluss auf die allergeninduzierte Basophilenaktivierung hat, 

ist unbekannt. Mit einem rekombinanten CD200 oder einem aktivierenden 

Antikörper ließe sich dies untersuchen. Auf diese Weise konnten neueste 

Untersuchungen an Mastzellen zeigen, dass CD200R tatsächlich deren 

allergeninduzierte Aktivierung hemmt [124]. Dabei kommt es über die in 

Abbildung 1 unterhalb des FcγRIIB dargestellten Mechanismen zur 

Inaktivierung der MAP-Kinasen [124]. Die Entwicklung pharmakologischer 

Liganden für den CD200-Rezeptor stellt somit eine aussichtsreiche Strategie in 

der Therapie allergischer Erkrankungen dar. Dabei könnte sowohl die durch 

Mastzellen vermittelte Sofortreaktion, wie auch die durch Basophile 

unterhaltene LPR (= late-phase-reaction) beeinflusst werden. 

  

 Gegen LAIR-1 standen mehrere monoklonale Antikörper zur Verfügung. 

Die Austestung erbrachte kein einheitliches Ergebnis. Zwar zeigte sich mit allen 

Antikörpern eine schwache Expression des Moleküls, die in einigen Fällen 

beobachtete Hochregulierung war aber nicht zuverlässig reproduzierbar. Die 

stärke der Oberflächenexpression schien vergleichbar mit der auf nahezu allen 

Zellen des Lymphozytengates (R1) beobachteten Reaktivität. LAIR-1 (leukocyte 

associated Ig-like receptor-1) ist ein immunglobulinähnlicher Rezeptor mit 

inhibitorischer Funktion auf NK-Zellen, T-Zellen und Monozyten und wird von 

den meisten mononukleären Zellen des peripheren Blutes exprimiert [111]. 

Auch hämatopoetische Vorläuferzellen exprimieren LAIR. Die Vernetzung der 

Rezeptormoleküle durch monoklonale Antikörper führt z.B. in zytotoxischen T-

Zellen zur Unterdrückung der Immunantwort [79]. Dabei wird das inhibitorische 

Signal vermutlich durch die Aktivierung von SHP2 (Src homology region 2-

containing protein tyrosine phosphatase) vermittelt, welches an die beiden 

ITIMS (immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motifs)  in der 

cytoplasmatische Domäne des Moleküls bindet [64, 111]. Die Aktivierung von 

Tyrosinphosphatasen spielt auch bei der negativen Regulation der 

Basophilenaktivierung eine wichtige Rolle (siehe Abbildung 1). Die Bedeutung 
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der Expression von LAIR-1 auf Basophilen ist unklar. Eine Aktivierung des 

LAIR-Rezeptorkomplexes mit monoklonalen Antikörpern vor Allergenstimulation 

könnte Aufschluss darüber geben, ob es sich um einen effektiven Mechanismus 

zur Inhibition der Basophilenaktivierung handelt. Daraus könnte sich eventuell 

ein pharmakologischer Ansatzpunkt ergeben. Zurzeit sind allerdings weder ein 

chemischer, noch ein natürlicher Ligand bekannt.  

  

 Ein ähnliches Bild, mit einer nicht sicher reproduzierbaren 

Hochregulierung, zeigte sich für LIGHT (=homologous to lymphotoxin, inducible 

expression, competes with herpes simplex virus (HSV) glycoprotein D for HSV 

entry mediator (HVEM), expressed on T lymphocytes). Die Expression dieses 

Moleküls auf T-Zellen führt zu einer Entzündungsreaktion mit Aktivierung von 

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

  

 Bei zwei Antikörpern, CD62L und BSP1, zeigte sich eine Abnahme der 

Reaktivität nach Aktivierung der Zellen.  Für CD62L ist dies seit langem 

beschrieben [9]. Für BSP1 konnte es in dieser Arbeit erstmals gezeigt werden. 

Der Mechanismus dieser Verminderung der Oberflächenexpression ist bei 

beiden Molekülen unbekannt. Es könnte sich einerseits um eine Abstoßung, 

z.B. durch spezifische Proteasen in der Zellmembran handeln. Das Molekül 

könnte aber andererseits auch durch Endozytose in die Zellen aufgenommen 

werden, von wo es dann rasch wieder an die Zellmembran zurückgebracht 

werden kann. Für dieses Modell spricht die Beobachtung, dass die 

Oberflächenexpression von BSP1 nach 40- 60 Minuten wieder zunimmt. 

 

 Der Vergleich der neuen Aktivierungsmarker CD13, CD164 und CD107a 

zeigte, dass es für die Stärke der Oberflächenexpression von CD13 und CD164 

offenbar ein kontinuierliches Spektrum gibt. Es ließ sich während den ersten 5- 

10 Minuten der Aktivierung eine gleichmäßige  Zunahme der Zahl dieser 

Moleküle an der Zelloberfläche beobachten. Dies entspricht dem Bild von 
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CD203c. Bei CD107a hingegen scheint es zwei Populationen zu geben, die 

einer Art alles-oder-nichts Regel folgen: Die Zellen zeigen entweder keine, oder 

eine starke Reaktivität für diesen Marker. Damit gleicht CD107a dem Profil von 

CD63. Darüber hinaus zeigten die Kinetiken der neuen Aktivierungsmarker, 

dass die Moleküle der CD203c-Gruppe sehr viel rascher hochreguliert werden, 

als die der CD63-Gruppe (vgl. Abb. 17). Erstere zeigten nach 5 Minuten bereits 

ein Maximum, während dies bei CD63 und CD107a erst nach 15- 25 Minuten 

beobachtet wurde. Dieser Unterschied legt die Vermutung nahe, dass es zwei 

grundsätzlich verschiedene Arten von Vesikeln/ Granula in Basophilen gibt. Für 

die CD203c-Gruppe müsste man eine Population vieler, kleinerer Vesikel 

postulieren. Dadurch ließe sich die kontinuierliche Hochregulierung erklären. 

Die konfokale Lasermikroskopie zeigte, dass CD164 tatsächlich mit einer 

Vielzahl kleiner Vesikel assoziiert ist. Diese Ergebnisse sind allerdings sehr 

zurückhaltend zu beurteilen, da das schwache Fluoreszenzsignal der anderen 

Marker einen sinnvollen Vergleich ihrer subzellulären Lokalisation nicht zuließ 

(vgl. Kapitel 3.6.5). Für die CD63-Gruppe hingegen müsste man von  größeren 

Vesikeln, vermutlich den Histamingranula ausgehen, was die starke, scheinbar 

übergangslose Hochregulation erklären würde. Interessant ist hier, dass CD63 

und CD107a eine Erkennungssequenz in ihrer zytoplasmatischen Domäne 

aufweisen, über die sie an den Adapterkomplex AP-3 binden [63, 91]. Die 

heterotetrameren AP-Komplexe sind entscheidend am intrazellulären 

Eiweißtransport aus dem Trans-Golgi-Netzwerk (TGN) beteiligt, wobei AP-3 für 

den direkten Transport zwischen TGN und Lysosomen/Endosomen 

verantwortlich ist [83].  CD203c hat keine solche Sequenz, und könnte 

demzufolge eine andere subzelluläre Lokalisation aufweisen. Wenn es sich 

dabei um solche kleinen, für die frühe Hochregulation von 

Oberflächenmolekülen verantwortlichen Vesikel handelt, ergäben sich daraus 

weitere, interessante Fragen. Gibt es mehrere Subtypen, mit einem jeweils 

charakteristischen Markerprofil, das heißt CD203c-Vesikel, CD164-Vesikel 

usw., oder  nur einen Typ? Eine lasermikroskopische Kolokalisationsanalyse 
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könnte hierüber Aufschluss geben. Da allerdings in dieser Arbeit unter keinen 

Bedingungen eine isolierte Hochregulation eines Markers der CD203c-Gruppe 

beobachtet wurde, legt  dies nahe, dass es nur einen Typ von solchen Vesikeln 

gibt. Eine weitere Frage ist, ob es sich dabei um sekretorische Vesikel handelt 

und welche Mediatoren/ Enzyme sie ggf. enthalten. Ein Zusammenhang der 

sich hier aufdrängt, ist der zwischen der CD203c-Gruppe und der Piecemeal- 

Degranulation, kurz PMD (vgl. Kapitel 1.3.2).  Hier werden elektronenmikro-

skopisch kleine Vesikel beobachtet, die  von den großen Granula „knospen“ 

(engl.: budding), und  so zu einer stückweisen Mediatorfreisetzung führen. Ein 

Zusammenhang zwischen PMD und bestimmten molekularen Markern oder 

Signaltransduktionsmechanismen  ist bisher nicht beschrieben. Da sich die 

Vesikel hierbei aus den Membranen der Granula bilden, müsste man bei einem 

direkten Zusammenhang mit den CD203c-Markern annehmen, dass sich diese 

Moleküle ebenfalls in der Granulamembran befinden. Dies ließe dann bei der 

anaphylaktischen Degranulation (AND), bei der die Granula mit der 

Zellmembran verschmelzen, einen weiteren Anstieg der CD203c-Marker 

erwarten. Tatsächlich wird zum Zeitpunkt der maximalen Hochregulation von 

CD63 und CD107a aber eher eine beginnende Abnahme dieser Marker 

beobachtet.  

 Das unterschiedliche kinetische Verhalten der neuen Aktivierungsmarker 

deutet auf unterschiedliche intrazelluläre Regulationsmechanismen hin. Bühring 

et al. fanden nach Stimulation mit dem PKC-Aktivator TPA eine rasche 

Hochregulierung von CD203c, nicht aber von CD63. Erst nach 40- 60 Minuten 

zeigt CD63 einen leichten Anstieg. Außerdem ließ sich die Hochregulierung 

beider Marker dosisabhängig mit dem PI3-Kinase Inhibitor Wortmannin 

unterdrücken [19]. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich die 

Hochregulation sowohl von CD164 wie auch von CD13 ebenfalls mit TPA 

induzieren lässt. Interessant ist hier, dass sich bei mit TPA stimulierten 

Basophilen elektronenmikroskopisch eine ausgeprägte PMD nachweisen lässt 

[24]. Dagegen wurde für CD107a und CD107b zunächst kein Anstieg 
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beobachtet. Wie für CD63 zeigte sich erst nach 40- 60 Minuten ein leichter 

Anstieg (vgl. Abb. 18). Bei der Inhibition mit Wortmannin zeigte sich, dass die 

Marker der CD63-Gruppe deutlich stärker inhibiert wurden, als die Marker der 

CD203c-Gruppe (vgl. Abb. 20). Dies könnte einerseits bedeuten, dass die 

Moleküle der CD203c-Gruppe eine geringere Signalintensität durch die PI3-

Kinase benötigen. Andererseits könnten von der PI3-Kinase unabhängige 

Signalkaskaden existieren, die ebenfalls zu einer Hochregulation dieser Marker 

führen.   

 Monneret et al. zeigten eine Zunahme der CD203c-Expression nach 

Stimulation mit Prostaglandin D2 (PGD2), die durch den PGD2-Rezeptor 

CRTH2 vermittelt wird [82]. Dabei handelt es sich um einen von TH2-Zellen, 

Eosinophilen und Basophilen exprimierten G-Protein gekoppelten Rezeptor, der 

über ein inhibitorisches G-Protein (Gάi) zu einer Zunahme der intrazellulären 

Kalziumionenkonzentration führt [48]. Der Vergleich der verschiedenen Marker 

nach PGD2 Stimulation zeigte, dass lediglich CD203c, CD164 und CD13 

heraufreguliert werden. Auf die Expression von CD63 und CD107 zeigte sich 

kein Effekt (vgl. Abb. 19). 

 Diese Experimente legen nahe, dass dem gemeinsamen kinetischen 

Profil der beiden Gruppen von Aktivierungsmarkern, ein jeweils gemeinsamer 

intrazellulärer Regulationsmechanismus zugrunde liegt. Vermutlich gibt es 

dabei für die CD203c-Gruppe verschiedene Stimuli, wie Allergene, PGD2 und 

auch IL-3. Die gemeinsame Endstrecke der intrazellulären Signaltransduktion 

ist hierbei noch unklar. Sowohl Allergene als auch PGD2 führen zu einer 

Erhöhung der intrazellulären Kalziumkonzentration. Mit einem Kalziumionophor 

ließe sich prüfen, ob die Erhöhung des intrazellulären Kalziums alleine 

ausreichend ist. Die Kalziumkonzentration zeigt nach anti-IgE Stimulation von 

Basophilen einen biphasischen Verlauf: Zunächst kommt es zu einer raschen 

und kurzfristigen Freisetzung aus intrazellulären Kalziumspeichern. Diesem 

initialen Peak folgt dann eine länger anhaltende Erhöhung durch einen 

Kalziumeinstrom aus dem Extrazellulärraum. Chelatoren wie EGTA die das 
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extrazelluläre Kalzium binden verhindern nur diesen zweiten Anstieg und 

blockieren gleichzeitig die Degranulation [68]. Möglicherweise ist  die 

Entleerung der intrazellulären Kalziumspeicher an der Hochregulation der 

CD203c-Marker beteiligt, während der prolongierte Einstrom extrazellulären 

Kalziums zur Hochregulation der CD63-Marker beiträgt. Die Anwendung von 

Kalziumchelatoren in niedrigmolarer Konzentration sollte dann keinen Einfluss 

auf die CD203c-Marker haben, die Hochregulation der CD63-Marker aber 

vollständig unterdrücken.  Wie durch die Experimente mit TPA gezeigt werden 

konnte, scheint die Aktivierung der PKC für die Hochregulation dieser Gruppe 

ausreichend zu sein. Die Aktivität dieses Enzyms ist kalziumabhängig [2]. Eine 

Aktivierung der PKC in Basophilen durch PGD2 wurde bisher aber nicht 

beschrieben. Zu berücksichtigen sind außerdem bei solchen chemischen 

Aktivatoren, wie auch den Inhibitoren, unspezifische Effekte. Die stark 

verzögerte Hochregulation von CD63 und CD107 durch TPA könnte auf feed-

back-Mechanismen zurückzuführen sein. Auch bei dieser Gruppe ist noch 

unklar, welches die entscheidenden Signaltransduktionswege für ihre 

Hochregulierung sind. 

 Über die Bedeutung der enzymatischen Aktivität von CD203c und CD13 

kann ebenfalls nur spekuliert werden. In diesem Zusammenhang ist interessant, 

dass nach Abspaltung eines N-terminalen Restes des Chemotaxins MCP-1 

(=monocyte chemotactic protein 1), sich die Spezifität der chemotaktischen 

Wirkung auf Basophile, zugunsten von Eosinophilen ändert [115]. Die 

enzymatische Aktivität der Aminopeptidase N (CD13) katalysiert eben solche N- 

terminalen Abspaltungen. Die Hochregulation auf aktivierten Basophilen würde  

dadurch eine Gewebeinfiltration mit Eosinophilen fördern. Ob CD13 eine 

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

 

 Zusammenfassend lässt sich aufgrund dieser Arbeit sagen, dass es zwei 

Gruppen von Aktivierungsmarkern auf Basophilen gibt. Erstens solche, die nach 

Allergenstimulation eine rasche, kontinuierliche Hochregulation zeigen, die auch 
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durch PGD2 und TPA induzierbar ist. Zu dieser Gruppe zählen CD203c, CD13 

und CD164. Zweitens gibt es solche, die nach Allergenstimulation weniger 

schnell hochreguliert werden, und dabei zwei Populationen bilden, zwischen 

denen hinsichtlich der Expressionsstärke kaum Zwischenformen beobachtet 

werden. Diese Gruppe ist durch PGD2 gar nicht und durch TPA nur stark 

verzögert induzierbar. Sie wird durch die Moleküle CD63, CD107a und CD107b 

gebildet. Die im Vorausgehenden diskutierten Möglichkeiten zu den 

morphologischen und funktionellen Grundlagen dieser beiden Gruppen sind in 

Abbildung 22 graphisch zusammengefasst. Sie sind rein spekulativ. Ihre weitere 

Untersuchung könnte zu interessanten Einblicken in die Funktionsweise der 

basophilen Granulozyten führen. 
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Abbildung 22      Hypothetisches Modell zur Regulat ion der zwei Gruppen  

          von Aktivierungsmarkern 

Sowohl Allergene, als auch PDG2 führen zu einer Erhöhung des intrazellulären 

Kalziums. Dies führt zur Aktivierung von Signalmolekülen (PKC?) und dadurch 

zur Hochregulation der CD203c-Gruppe. Für die CD63-Gruppe sind zusätzliche 

Signalmechanismen erforderlich. 
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Zusammenfassung 
 

 

Einleitung:  Allergische Erkrankungen, vor allem im Kindes und Jugendalter, 

spielen eine zunehmende Rolle in der klinischen Praxis. Basophile 

Granulozyten sind dabei wichtige Effektorzellen. Um diese seltenen Zellen 

näher zu charakterisieren, wurden über 250 monoklonale Leukozytenantikörper, 

die im Rahmen des 8. HLDA-Workshops (= human leukocyte differentiation 

antigens) zur Verfügung gestellt wurden, in ihrer Reaktivität mit ruhenden und 

aktivierten Basophilen verglichen. 

 

Methoden: Für das Screening der verschiedenen Antikörper wurden Zellen aus 

peripherem Vollblut mit Antikörpern stimuliert und mit den jeweiligen 

monoklonalen Antikörpern über indirekte Fluoreszenzmethoden markiert. Zur 

Identifizierung der Basophilen wurde ein für Basophile spezifisches CD203c-PE 

Konjugat verwendet. Nach der Markierung wurden die Zellen 

durchflusszytometrisch analysiert und die erhaltenen Daten ausgewertet. Zur 

Identifikation unbekannter Antigene, wurden Lysate aus KU-812 Zellen mit dem 

entsprechenden Antikörper über Protein-G Sepharose affinitätsgereinigt und  

die Antigene immunpräzipitiert. Nach der SDS-Gelseparation wurden die 

Banden mittels NanoHPLC-ESI-MS durch das Tübinger Proteomcenter 

analysiert. Zur Untersuchung der intrazellulären Signaltransduktion wurden der 

Proteinkinase C-Aktivator TPA und der PI3-Kinase-Inhibitor Wortmannin 

verwendet. Ferner wurden die Zellen mit Prostaglandin D2 stimuliert. Für die 

konfokale Lasermikroskopie von KU-812-Zellen wurden ein CD164-PE 

Konjugat, sowie ein CD107a-FITC Konjugat benutzt. 
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Ergebnisse:  Von den 252 untersuchten monoklonalen 

Leukozytenantikörpern zeigten 44 eine Reaktivität mit Basophilen. Durch 

vergleichende Reaktivitätsmessungen von ruhenden und mit anti-IgE aktivierten 

Basophilen konnten drei neue Aktivierungsmarker identifiziert werden: CD164, 

und zwei unbekannte Antigene. Letztere konnten als identisch mit CD13 und 

CD107a identifiziert werden. Die Stimulationsindices betrugen für CD164 10- 

22, für CD13 3-6 und für CD107a teilweise über 100. Der Vergleich der 

Aktivierungskinetiken dieser Moleküle zeigte für CD164 und CD13 eine rasche 

Hochregulation analog zu CD203c. CD107a, wie auch CD107b zeigten eine 

langsamere Kinetik, analog zu CD63. Versuche mit TPA, Wortmannin und 

Prostaglandin D2 (PGD2) zeigten, dass sich auch hier CD164 und CD13 wie 

CD203c verhielten, während CD107 sich wie CD63 verhielt. Dabei ist die 

Aktivierung der PKC durch TPA, sowie die Stimulation mit PGD2 ein effizienter 

Stimulus für die Hochregulation von Markern der CD203c-Gruppe, nicht aber für 

die der CD63-Gruppe. Wortmannin zeigt dosisabhängig einen stärkeren Effekt 

auf die Marker der CD63-Gruppe. Der wesentliche Teil der Ergebnisse wurde in 

einer internationalen Zeitschrift veröffentlicht [47]. 

 

Diskussion: In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass es zwei Gruppen von 

Basophilen-Aktivierungsmarkern gibt: Solche mit einer zu CD203c analogen 

Aktivierungskinetik, die nach anti-IgE Stimulation eine rasche und vollständige 

Hochregulation zeigen. Hierzu zählen neben CD203c die Moleküle CD13 und 

CD164. Zweitens gibt es solche Marker, die analog zu CD63 reguliert werden 

und eine etwas langsamere Aktivierungskinetik zeigen. Hierzu zählen neben 

CD63 die Moleküle CD107a und CD107b. Über den Zusammenhang dieser 

beiden Gruppen mit morphologischen Veränderungen und 

Signaltransduktionsmechanismen kann derzeit nur spekuliert werden. Ihre 

Untersuchung könnte zu einer weiteren Klärung der Funktionsweise der 

basophilen Granulozyten und zu neuen Strategien in Diagnostik und Therapie 

allergischer Erkrankungen führen. 
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