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SUMMARY

Allergic diseases, such as eczema, rhinitis, asthma, and food allergies, have greatly
increased in the past two decades, mainly in developed countries. Immunoglobulin E (IgE)
is known to play a crucial role in the development of allergies, however, the physiological
function of IgE has most likely evolved to provide host defense mechanisms against
parasite infections. IgE-mediated immune responses involve similar mechanisms during
both allergic reactions and parasite clearance. Exposure to antigens leads to crosslinking of
antigen-specific IgE molecules bound to high affinity IgE receptors, FceRI, expressed
predominantly on mast cells and basophils. Activation of FceRI mediates the release of
allergic mediators, which are responsible for symptoms of allergy. Understanding the
mechanisms regulating IgE-dependent responses is therefore essential to provide effective

therapy against allergic disease and to alleviate damage caused by parasite infections.

The goal of the present thesis was to investigate the initial requirements for IgE production
and to elucidate the role of FceRI expression on different cell subsets. Animal models that
closely resemble the pathology of human allergic conditions and allow measurement of
physiologic parameters are required to efficiently address these questions. We therefore
established and characterized a novel allergy model based on infestation of mice with fur
mites. The advantage of this model lies in the usage of natural murine ectoparasites
allowing physiological exposure to antigens, which strongly resembles the human atopic
sensitization. Fur mites were found to induce high levels of serum IgE ina T cell- and IL-4-
dependent manner. Moreover, our results strongly suggest that mite antigen entry occurs
via the skin of infested mice leading to T cell activation and B cell isotype switch to IgE in
skin-draining lymph nodes. Furthermore, mite-induced mast cell degranulation in the skin
was detected implying that some of the IgE produced in response to mite infestation was
antigen-specific.

In the second part of this thesis we investigated the functions of FceRI. An intriguing
difference in the structure and cellular distribution of the human and murine high affinity
IgE receptor was previously found. While murine FceRI has an obligatory tetrameric
structure and is only expressed on mast cells and basophils, the human receptor can be
additionally expressed as a trimer found on eosinophils, dendritic cells, Langerhans’ cells,

monocytes, macrophages, and platelets. To investigate the role of FceRI expression on
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these effector and antigen presenting cells, we generated a murine transgenic system
(hmFceRlaf Tg mice) that mirrors the human distribution pattern of FceRI. Although
MRNA expression of the high affinity IgE receptor was successfully demonstrated in the
targeted cells of the hmFceRIaf3 Tg mice, FceRI protein expression could not be found.
Further investigation of the model is therefore required to determine the reason for the

absence of detectable FceRI protein expression and to evaluate how it may be overcome.

Lastly, to provide an additional tool for the investigation of FceRl we made an attempt to
generate a specific antibody against the a chain of the murine receptor. Such an antibody is
crucial for specific and efficient analysis of the expression of the murine FceRI, which was
important for the study of FceRI transgenic mice. To achieve the production of an anti-
muFceRIa antibody, a fusion protein composed of the extracellular domain of the murine
FceRla and the human IgG; Fc portion was generated and used to immunize FceRla-
deficient mice. However, as the first series of immunizations did not result in the synthesis
of anti-muFceRla antibodies and because a commercial anti-mouse FceRla antibody
became available during the completion of this project, the investigation was interrupted.
Nevertheless, the successfully generated and purified muFceRIla-hulgG;Fc fusion protein

is available in large amounts and can be used in future if required.

In conclusion, the regulation of IgE production and the effector functions induced by IgE
interactions with FceRI1 expressed on different cell types are still not fully understood.
Analysis of novel animal models, such as those presented in this thesis, may provide
answers to some of the still open questions and eventually lead to successful therapy of

allergy and parasite-induced disease.
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ZUSAMMENFASSUNG

Allergische  Reaktionen, wie z.B. Ekzem, Heuschnupfen, Asthma und
Nahrungsmittelallergien, sind in den letzten 20 Jahren vor allem in entwickelten Landern
drastisch gestiegen. Die Entstehung von Allergien ist zum grossen Teil vom
Immunoglobulin E (IgE) abhangig, die physiologische Funktion von IgE dient jedoch zum
Schutz gegen parasitare Infektionen. Die Immunantwort, die durch IgE ausgeldst wird,
umfasst &hnliche Mechanismen bei allergischen Reaktionen wie auch bei der Abwehr
gegen Parasiten. Kontakt mit Antigenen fihrt zu einer Kreuzvernetzung von
antigenspezifischen Ige Molekilen, die an Hochaffinitatsrezeptoren fur IgE, FceRl,
gebunden sind. FceRI ist vorwiegend auf Mastzellen und Basophilen exprimiert und seine
Aktivierung flhrt zur Freisetzung von pro-inflammatorischen Substanzen, z.B. Histamin,
welche die klassischen Merkmale von Allergie hervorrufen. Mechanismen der von IgE
ausgelosten Immunantworten zu verstehen, ist daher essentiell um wirksame Mittel gegen

Allergien und parasitdre Krankheiten zu finden.

Das Ziel der vorliegenden Dissertation war es, die VVoraussetzungen fur die IgE Produktion
zu untersuchen, und die Rolle von FceRI Expression auf diversen Zelltypen aufzukléren.
Tiermodelle, welche die Pathologie von menschlichen allergischen Erkrankungen
nachahmen und die es ermdglichen, physiologische Parameter zu messen, sind erforderlich
um diese Fragen effizient anzugehen. Wir haben ein neues Allergiemodel etabliert und
charakterisiert, das auf dem Befall von Mé&usen durch Fellmilben basiert. Der Vorteil dieses
Models liegt darin, dass natlrliche Mausektoparasiten den Kontakt mit Antigenen in
physiologischer Art und Weise ermdglichen, was wiederum der atopischen Sensibilisierung
bei Menschen ahnlich ist. Wir haben gezeigt, dass Milbenantigene durch die Haut von
befallenen Méusen aufgenommen und Uber die Lymphe in die dranierenden Lymphknoten
transportiert werden. Dort fiihrt das Antigen zur Aktivierung von T Zellen, die zur
Produktion von IL-4 stimuliert werden. Diese Th2 Antwort fihrt zum IgE-Klassenwechsel
in B Zellen und schliesslich zu stark erhohten IgE Serumwerten. Zudem haben wir
milbenabhangige Mastzelldegranulation in der Haut beobachtet, was darauf hindeutet, dass
ein Teil an IgE, das als Antwort auf den Milbenbefall produziert wurde, Antigen-spezifisch

sein muss.



6 ZUSAMMENFASSUNG

Im zweiten Teil dieser Arbeit haben wir die Funktionen des FceRI Rezeptors untersucht.
Ein Uberraschender Unterschied in der Struktur und in der zelluléren Verteilung zwischen
dem IgE Rezeptor von Mensch und Maus wurde bereits vor einigen Jahren erkannt.
Wéhrend FceRI in der Maus eine ausschliesslich tetramerische Struktur aufweist und nur
auf Mastzellen und Basophilen exprimiert wird, kann FceRI im Menschen eine trimerische
Form annehmen, die auch auf eosinophilen Granulozyten, dendritischen Zellen,
Langerhans-Zellen, Monozyten, Makrophagen und Thrombozyten exprimiert werden kann.
Um die Funktion von FceRI Expression auf diesen Zellen zu untersuchen, haben wir ein
transgenes System (hmFceRlafp Tg Maus) hergestellt, das die menschliche FceRI
Expression widerspiegelt. Obwohl die mMRNA Expression des IgE Rezeptors in den Zellen
der hmFceRIlap transgenen Méause erfolgreich gezeigt wurde, konnten wir keine FceRl
Protein Expression nachweisen. Das Modell erfordert deshalb weiterer Analyse, um den
Grund fir die fehlende FceRI Protein Expression zu identifizieren, und zu beurteilen wie

diese zu Uberwinden sei.

Dartiber hinaus haben wir versucht, einen spezifischen Antikérper gegen die o Kette des
FceRI der Maus herzustellen. Ein solcher Antikorper ist erforderlich fur eine spezifische
und effiziente Untersuchung der FceRI Expression, was fur die Studie der FceRI
transgenen Mause ausschlaggebend war. Um die Produktion von anti-muFceRla
Antikdrpern zu erzielen, haben wir ein Fusionsprotein hergestellt, das aus der
extrazelluldren Doméne der o Kette von FceRI und dem Fc-Teil des menschlichen 1gG;
Antikdrpers bestand. Dieses Fusionsprotein wurde anschliessend zur Immunisierung von
FceRlo”™ Méusen verwendet. Da aber die ersten Immunisierungsserien nicht zur Synthese
des erwinschten Antikorpers gefiihrt hatten, und weil ein kommerzieller anti-muFceRIa
Antikorper wahrend der Durchfihrung dieses Projektes erhaltlich wurde, haben wir die
Versuche eingestellt. Dennoch steht das erfolgreich generierte und isolierte Fusionsprotein

fir allféllige weitere Studien zur Verfligung.

Schlussfolgernd ist festzuhalten, dass die Regulation der IgE Produktion und die Folgen der
Interaktionen zwischen IgE und FceRI noch nicht ganzlich geklart sind. Analyse neuer
Tiermodelle, wie z.B. solcher die in dieser Dissertation prasentiert wurden, konnten
Antworten auf einige der offenen Fragen liefern und schliesslich zur erfolgreichen Therapie

gegen Allergie und parasitére Infektionen fiihren.



