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Einleitung 1

1. Einleitung

Periphere Gewebe wie Haut, Lunge und Darm stehen in staindigem Kontakt mit der Umwelt
und bilden die erste Verteidigungslinie des Korpers gegen Parasiten und infektidose Erreger.
Neben 16slichen Faktoren sind es vor allem immunkompetente Zellen, die diese Aufgabe
iibernehmen. Einen immunkompetenten Zelltyp, der besonders zahlreich in den peripheren
Geweben wie in der Haut', in der Lunge’ und im Darm® sowie dariiber hinaus im

Herzmuskel* verbreitet ist, stellt die Mastzelle dar.

1.1 Mastzellen

Mastzellen entstehen aus multipotenten Stammzellen des Knochenmarks, die iiber das Blut in
die verschiedenen Gewebe auswandern und dort unter dem EinfluB3 des gewebespezifischen
Zytokinmilieus ausdifferenzieren. Ein essentielles Zytokin flir die Ausdifferenzierung stellt
der von verschiedenen Stromazellen produzierte Wachstumstaktor SCF (stem cell factor oder
c-kit ligand) dar, der iiber seinen Rezeptor c-kit (CD117) auf Stammzellen einwirkt’‘. Im
Gegensatz zu allen anderen aus Knochenmarkszellen differenzierten Zelltypen spielt SCF bei
Mastzellen jedoch nicht nur fiir die frithe Zellentwicklung eine wichtige Rolle, sondern ist
auch fiir das Uberleben ausdifferenzierter Mastzellen im Gewebe essentiell’. Daher tragen
Mastzellen aller Entwicklungsstufen c-kit auf ihrer Oberflache, wihrend dieser Rezeptor bei
anderen aus Knochenmarkszellen differenzierten Zelltypen nur in unreifen Stadien exprimiert
wird®. Neben SCF sind an der Einwanderung von Mastzellen in die verschiedenen Gewebe
auch Chemokine beteiligt, wobei jedoch die Berichte sehr widerspriichlich sind, iiber welche
der zahlreichen Chemokinrezeptoren dieses vermittelt wird.

Die Erstbeschreibung der Mastzelle geht auf Paul Ehrlich im Jahr 1878 zuriick, der im
Rahmen seiner Dissertation einen Zelltyp entdeckte, dessen Granula sich mittels des
Farbstoffes Anilinblau tief violett anfirben lieBen.” Er nannte dieses Phdnomen des
Farbumschlags ,,Metachromasie* und den Zelltyp ,,Mastzelle®, in der Annahme, es handle
sich bei den Granula um phagozytiertes Material, wodurch die Zellen ,,gemistet™ erschienen.
Obwohl man inzwischen weil}, dal es sich bei den Granulainhalten um priaformierte,
gespeicherte Zellmediatoren handelt, wurde die Bezeichnung ,Mastzelle“ bis heute
beibehalten. Die von Ehrlich beschriebene violette Farbreaktion mit dem basischen Farbstoff

Anilinblau oder mit dessen heute verwendeten Derivaten wie z.B. Toluidinblau beruht auf
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einer Reaktion mit dem in den sekretorischen Granula enthaltenen sauren Heparin. Eine
maligebliche Funktion des Heparins innerhalb der Granula besteht darin, zusammen mit
verschiedenen Chrodroitinsulfaten eine Matrix fiir die in kristalliner Form vorliegenden
Zellmediatoren zu bilden'®. Wird die Zelle aktiviert, treten diese Mediatoren in eine 16sliche
Form iiber und werden durch Exocytose aus den Granula in die Umgebung der Zelle
ausgeschleust - ein Vorgang, den man als Degranulation bezeichnet'’. Neben der Freisetzung
priformierter Mediatoren wie der Enzyme Tryptase und Chymase sind Mastzellen jedoch
auch in der Lage, nach Stimulation eine Reihe verschiedener anderer Mediatoren de novo zu
synthetisieren. Diese umfassen Lipidmediatoren (Leukotriene und Prostaglandine) und
Zytokine, wie z.B. verschiedene Interleukine und TNF-o (Tumor necrosis factor-oc)”'13 .

Beim Menschen aber auch bei anderen Spezies wurden Mastzellen aufgrund ihrer
Lokalisation in verschiedenen Geweben und ihrer unterschiedlichen histochemischen
Eigenschaften mehreren Subtypen zugeordnet. Eine erste Unterteilung erfolgte in den
sechziger Jahren aufgrund der Beobachtung, dafl bei Miusen die Mastzellen der Haut
(,,connective tissue mast cells CTMC) nach Fixierung von Priparaten in Formalin und
Farbung mit Toluidinblau weiterhin das Phdnomen der Metachromasie zeigten, wéhrend
Mastzellen der intestinalen Mukosa (,,mucosal mast cells, MMC) sich nach
Formalinfixierung nicht mehr anférben lieBen'*. Auch in humanen Geweben gibt es Formalin-
sensitive und -resistente Mastzellen. Allerdings kommen beide Gruppen gemeinsam in der
Haut, der Lunge sowie dem Intestinaltrakt vor, so daB die fiir Maiuse getroffene
gewebsspezifische Einteilung fiir den Menschen nicht iibernommen werden kann'”.

Ein Unterscheidungsmerkmal humaner Mastzellen ist ihr Gehalt an mastzellspezifischen
Proteasen. Man unterscheidet zwei Gruppen: Mastzellen, die nur Tryptase exprimieren (Mr)
und Mastzellen, die sowohl Tryptase als auch Chymase exprimieren (Mrc)'. Diese beiden
Subtypen unterscheiden sich auch hinsichtlich der Ultrastruktur ihrer Granula'”'%. MCrc
exprimieren neben Tryptase und Chymase auch noch die Proteasen Carboxypeptidase und
Kathepsin G'°. Mastzellen in der Haut gehoren zu fast 100 % dem MCrc-Typus an. Auch in
der Submukosa des Gastrointestinaltraktes und in den Tonsillen finden sich iiberwiegend
MCrc®. Dagegen sind die Mastzellen der intestinalen und nasalen Mukosa sowie des
Alveolargewebes iiberwiegend MC1*’. Die physiologische Bedeutung der Mastzell-Subtypen
ist noch nicht geklart.

Der bekannteste Mechanismus zur physiologischen Aktivierung von Mastzellen aller Spezies

besteht in der Quervernetzung der auf ihrer Oberfldche befindlichen hochaffinen Rezeptoren

fiir Immunglobulin E (IgE), den Fc.RI. Diese Rezeptoren binden IgE-Molekiile iiber deren
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Fc-Region und sind in vivo immer mit IgE-Molekiilen beladen. Wird nun ein multivalentes
Antigen (,,Allergen*) von mehreren dieser IgE-Molekiile erkannt und gebunden, kommt es zu
einer Quervernetzung (,,crosslinking®) der IgE-Molekiile und damit auch der Fc.RI-
Rezeptoren, was zu einer Aktivierung der Zelle und zur Freisetzung von Mediatoren fiihrt.
Diese Reaktion, bei der die Ausschiittung der gespeicherten Mediatoren innerhalb weniger
Minuten erfolgt, wird als ,,allergische Sofortreaktion* (Typ I) bezeichnet. Neben der IgE-
Quervernetzung gibt es eine Reihe anderer, d.h. IgE-unabhidngiger Stimuli, die ebenfalls
Degranulation in Mastzellen auslésen konnen. Zu diesen Substanzen gehdren physiologische
Mediatoren wie z.B. die Neuropeptide Substanz P (SP), Vasoaktives Intestinales Polypetid
(VIP) und Somatostatin, aber auch synthetische Agenzien wie das stark basische Peptid
compound 48/80, das porenbildende Kalziumionophor A23187 oder das dem Bienengift

Mellitin dhnliche Oligopeptid Mastoparan®' 2.

1.1.1 Mastzellen in der Entziindung

Infolge der Mastzelldegranulation, wie sie bei Allergikern nach Kontakt mit Allergenen
auftritt, werden Mediatoren wie Histamin freigesetzt, die u.a. durch die sofortige Induktion
einer Konstriktion der Bronchien asthmatische Anfille auslosen. Neben solchen sofortigen
Effekten flihrt Mastzelldegranulation jedoch auch zu einem verzogerten Einstrom von
anderen Mastzellen sowie von Granulozyten, wie Eosinophile und Neutrophile in das
betroffene Gewebe, wodurch die jeweiligen Organe nachhaltig geschadigt werden und
chronische Krankheitsbilder auftreten konnen wie chronisches Asthma oder die Chronisch-
obstruktive Lungenerkrankung (COPD, chronic obstructive pulmonary disease). Mediatoren
der Einwanderung von Neutrophilen sind u.a. Mastzellproteasen wie z.B. Chymase und
Zytokine wie z.B. TNF-o ** und verschiedene Chemokine, insbesondere IL-8 (Interleukin-
8)*>2°. Die Bedeutung der Enzyme fiir dieses Phanomen lieB sich in Tierexperimenten zeigen,
in denen einerseits ein Inhibitor der Chymase und des Kathepsin G die allergen-induzierte
Neutrophileneinwanderung hemmte®’ und andererseits die Injektion gereinigter Chymase zur
Einwanderung von Neutrophilen fiihrte?®. Die zugrundeliegenden Mechanismen scheinen sehr
unterschiedlich zu sein. So kann Chymase einerseits direkt chemotaktisch auf die Zellen iiber
Proteinase-aktivierte-Rezeptoren wirken®, prozessiert jedoch andererseits auch Angiotensin I
zu Angiotensin II*°, das die Expression von auf Neutrophile wirkenden Chemokinen in
Endothelzellen induziert’'. Die groBe Bedeutung der direkt von Mastzellen gebildeten oder

von Mastzellen in anderen Zellen induzierten Chemokine konnte ebenfalls durch
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Tierexperimente gezeigt werden®’. Hier erwies es sich, daB mastzelldefiziente Miuse weniger
Neutrophile-rekrutierende Chemokine bildeten als Kontrollméuse, was mit einer verringerten
Einwanderung von Neutrophilen in das Gewebe korrelierte.

Interessanterweise zeigte sich in Tierexperimenten ebenfalls, daB neben Mastzellen auch
Blutpléttchen an der Einwanderung von Neutrophilen wéhrend der allergischen Reaktion
maligeblich beteiligt sind. So zeigten Thrombozyten-depletierte Mause gegeniiber
Kontrollméusen nach Stimulation mit einem Allergen einen massiv verringerten Einstrom von

3233 1
=, Diese

Neutrophilen sowie eine verringerte Restrukturierung (Remodeling) des Gewebes
Befunde sind insofern besonders interessant, als dall einer Vielzahl von ilteren Berichten
zufolge auch beim Menschen im Verlauf einer allergischen Reaktion die Blutkonzentrationen
der von Thrombozyten freigesetzten Chemokine B-TG Ag (f-thromboglobulin-antigen), PF-4
(platelet factor 4) und RANTES (Regulated upon activation, normal T cell expressed and

38 Inwieweit es einen Zusammenhang zwischen der Aktivitit von

secreted) ansteigen
Mastzellproteasen und thombozytiren Chemokinen hinsichtlich der Neutrophilenrekrutierung

gibt, ist bis heute ungeklért und wird eine der Fragestellungen dieser Arbeit sein.

1.2 Chemokine und deren Rezeptoren

Da Chemokine zentrales Thema dieser Arbeit sind, sollen ihre Charakteristika im folgenden
ausfiihrlicher beschrieben werden. Neben der namensgebenden Fahigkeit gerichtete
Zellmigration (Chemotaxis) zu induzieren, konnten den Chemokinen mittlerweile noch
weitere biologische Wirkungen zugewiesen werden, wie Modulation der Angiogenese, eine
Rolle bei der Organisation lymphatischer Organe sowie ein FEinfluf auf die
Zelldifferenzierung (siche Ubersichtartikel von Rollins®®). In dieser Arbeit stehen jedoch vor
allem die Funktionen von Chemokinen als Mediatoren inflammatorischer Prozesse im
Vordergrund.

Die Gruppe der Chemokine umfafit nach heutigem Kenntnisstand beim Menschen ca. 50
relativ kleine Proteine homologen Ursprungs von meist nur 70-100 Aminosduren Linge. Die
Verwandtschaft der Chemokine spiegelt sich in einer teilweise hohen Ahnlichkeit ihrer
Primérstrukturen (20-70 % AS-Sequenzidentitdt) wider. Strukturanalysen zufolge dhneln sich
die Chemokine ebenso in ihrer Sekundir- und Tertidrstruktur und weisen alle einen
ungeordneten N-Terminus, drei sich anschlieBende antiparallel verlaufende -Faltblattstrange
und eine C-terminale o-Helix auf. Stabilisiert wird die rdumliche Struktur durch zwei

Disulfidbriicken zwischen insgesamt vier konservierten Cysteinen, bei denen jeweils das vom
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N-Terminus aus gesehene erste Cystein mit dem dritten sowie das zweite mit dem vierten
verbunden ist. Anhand dieser Cysteinreste erfolgt auch eine weitergehende Einteilung der
Chemokine in insgesamt vier verschiedene Untergruppen. Die beiden prominentesten
Untergruppen, in die man die weit liberwiegende Mehrheit der Chemokine einordnen kann,
sind dadurch charakterisiert, da3 sich zwischen den ersten beiden Cysteinen entweder keine
(CC-Chemokine) oder lediglich eine (CXC-Chemokine) zusétzliche Aminosdure befindet.
Die Rezeptoren der Chemokine zeichnen sich durch sieben die Zellmembran durchziehende,
helikale Doménen aus und gehoren somit zur Familie der heptahelikalen Transmembran-
Dominen-Rezeptoren. Nach Ligandenbindung an diese Rezeptoren erfolgt die
Signalweiterleitung in das Zellinnere {iber Guanidinnucleotid-bindende Proteine (G-Proteine),
die ihrerseits {iiber mehrere Zwischenschritte einen Anstieg der zytosolischen
Kalziumkonzentration hervorrufen. Dabei unterliegen die durch Chemokine induzierten
Signale einer strengen Gegenregulation. So ist bekannt, dal mit IL-8 stimulierte Neutrophile
mit einem kurzzeitigen Anstieg der intrazelluldren Kalziumkonzentration antworten, auf eine
kurz darauf folgende erneute Stimulation mit derselben Dosis IL-8 jedoch nicht mehr
reagieren’’. Dieses als Desensitivierung bezeichnete Phinomen basiert u.a. auf der
Internalisierung der Rezeptoren nach der ersten Stimulation, und der damit einhergehenden
Verminderung der Rezeptoranzahl auf der Zelloberfliche''. Andere, die Zellaktivierung
intrazelluldrer Signalkomponenten betreffende Mechanismen sind ebenfalls beteiligt.

Ebenso wie zwischen CC- und CXC-Chemokinen unterschieden wird, werden auch deren
Rezeptoren in CC- und CXC-Chemokinrezeptoren eingeteilt. Innerhalb einer Klasse kdnnen
mehrere Rezeptoren durchaus eine Reihe verschiedener Liganden binden und umgekehrt.
Nahezu allgemeingiiltig ist jedoch das Prinzip, dal keine Bindung zwischen Rezeptoren und
Chemokinen unterschiedlicher Klassen stattfindet. Ein klassisches Beispiel hierfiir stellt das
CC-Chemokin RANTES dar, das zwar an die CC-Chemokinrezeptoren CCR1, CCR3 und
CCRS5 bindet, jedoch keine Interaktion mit einem der bekannten CXC-Chemokinrezeptoren
zeigt'?. MCP-1 (monocyte chemotactic protein-1) ist eines der wenigen monospezifischen
CC-Chemokine und bindet nur an CCR2®. Unter den Liganden der CXC-
Chemokinrezeptoren unterscheidet man ELR'-CXC-Chemokine, die ein aus drei
Aminosduren bestehende Sequenzmotiv Glu-Leu-Arg (ELR) enthalten, welches die Bindung
an die Rezeptoren CXCR1 und CXCR2 ermdglicht, und ELR-CXC-Chemokine, denen als
Liganden anderer CXC-Chemokinrezeptoren dieses Sequenzmotiv teilweise oder vollstindig
fehlt. Die prominentesten Vertreter der ELR” CXC-Chemokine sind der CXCR4-Ligand SDF-
la (stromal cell-derived factor-1 alpha) und die drei klassischen CXCR3-Liganden IP-10
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(Interferon-gamma inducible protein-10), MIG (Monokine induced by Interferon-gamma) und
I-TAC (Interferon-gamma inducible T cell alpha chemoattranctant)**™*.

Alle ELR" CXC-Chemokine binden mit hoher Affinitit an CXCR2, die meisten jedoch mit
sehr viel niedrigerer Affinitit an CXCRI1. So zeigen IL-8 und GCP-2 eine nahezu gleiche
Affinitit gegeniiber beiden Rezeptoren’’, wihrend ENA-78 (epithelial-derived neutrophil
attractant-78), MGSA (melanocyte growth stimulatory activity) und das zur Familie des
B-TG Ag zdhlende NAP-2 (neutrophil-activating peptide 2) ca. 200-fach schwicher an
CXCRI als an den CXCR2 binden**'. Die am besten charakterisierten Zielzellen des NAP-2
sind Neutrophile, in denen es iber CXCR2 und CXCR1 éhnliche Zellantworten induziert wie
IL-8. So reagieren Neutrophile bereits auf nanomolare NAP-2-Konzentrationen mit einer
Erhéhung der intrazelluldren Ca*-Konzentration, einer Freisetzung von Granulainhalten und

einer chemotaktischen Zellwanderung®' ™.

1.2.1 Chemokinrezeptorexpression auf humanen Mastzellen

Teilweise widerspriichlich sind die Berichte hinsichtlich der Expression von Rezeptoren
inflammatorischer Chemokine auf Mastzellen. Brightling e al. fanden CXCR3 auf adulten
Lungenmastzellen und konnten in Zellen durch Stimulation mit CXCR3-Liganden
Chemotaxis induzieren®. Ebenso tragen Zellen der humanen Mastzellinic HMC-1 (human
mast cell line-1) den CXCR3. Aus Stammzellen differenzierte Mastzellen exprimierten jedoch
weder nach Beobachtungen dieser Autoren noch nach Ochi et al. CXCR3”, weswegen
angenommen wird, daf} dieser Rezeptor erst ab einem gewissen Differenzierungsstadium der
Mastzellen exprimiert wird. Hingegen scheint CXCR4 in fast allen Differenzierungsstadien
von Mastzellen vorzukommen. So tragen HMC-1-Zellen, aus Stammzellen differenzierte
Mastzellen, und adulte Mastzellen CXCR4 und reagierten alle chemotaktisch auf Stimulation
mit SDF-lo, dem Liganden des CXCR4°*°*°" Lediglich Ochi et al. berichteten, daB
Stammzellen wahrend der Differenzierung zu Mastzellen CXCR4 zwar nach vierwochiger
Kultur noch exprimieren, den Rezeptor jedoch nach neunwdchiger Kultur verlieren. AuBerst
widerspriichlich sind die Berichte, die die Expression der RANTES-Rezeptoren CCR1, -3 und
—5 und die Expression des MCP-1-Rezeptors CCR2 betreffen. Laut Ochi et al. exprimieren
aus Stammzellen differenzierte Mastzellen CCR3 und in frithen Differenzierungsstadien auch
CCR5%. Brightling e al. fanden auf diesen Zellen hingegen keine Expression des CCR3
dafiir aber die Expression des CCR1>*. Adulte Lungenmastzellen exprimieren CCR1 und

CCR3, jedoch nicht CCR5*. Dariiberhinaus wurde auf diesen Zellen keine signifikante
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Expression des MCP-1-Rezeptors CCR2 festgestellt’®. Einem der wenigen Berichte iiber
Hautmastzellen zufolge (Hartmann ez al.’®) zufolge, reagieren diese Zellen nicht mit einer
chemotaktischen Antwort gegeniiber RANTES und MCP-1, wihrend laut Romagnani ez al.”
und de Paulis ef al.*® sowohl Haut- als auch Lungenmastzellen, die dem Myc zuzuordnen
sind, RANTES-Rezeptor CCR3 exprimieren und auf Stimulation mit RANTES chemotaktisch
reagieren. Ebenso kontrovers wie die Expression der meisten anderen Chemokinrezeptoren
wird auch diejenige der NAP-2-Rezeptoren CXCR1 und CXCR2 diskutiert. Brightling et al.
fanden bei der Untersuchung von Lungenmastzellen eine Subpopulation, die CXCRI1, nicht
jedoch CXCR2 exprimiert’®. Dieselben Autoren fanden auf aus Stammzellen differenzierten
Mastzellen keinen der beiden Rezeptoren, wihrend Inamura et al. ebenfalls auf aus
Stammzellen differenzierten Mastzellen die Expression beider Rezeptoren feststellten®.
Hingegen fanden Nilsson ef al. bei denselben Zellen sowie der Mastzellinie HMC-1 (human
mast cell line-1) nur die Expression des CXCR2. In klarem Widerspruch dazu standen die
Erkenntnisse von Lippert et al., die auf HMC-1 beide Rezeptoren fanden®. Einen besonders
interessanten Unterschied stellten die Autoren jedoch hinsichtlich der Responsivitit von
HMC-1-Zellen gegeniiber verschiedenen Liganden dieser Rezeptoren fest: wéihrend IL-8 und
MGSA ein starkes Kalziumsignal in diesen Zellen induzieren, war das durch das
thrombozytire Chemokin NAP-2 verursachte Signal sehr viel schwicher. Inwieweit dieser
Befund mit einer anderen Beobachtung aus elektronenmikroskopischen Untersuchungen in
Zusammenhang gebracht werden kann, ndmlich, da Hautmastzellen CXCR1 auf der
zytoplasmatischen Membran tragen, wihrend CXCR2 ausschlieBlich intrazelluldr lokalisiert
zu sein schien, bleibt jedoch ungeklart®.

Faft man diese heterogenen Beobachtungen zusammen, so 1d6t sich feststellen, da3 das
Expressionsmuster von Mastzellen der verschiedenen Differenzierungsstadien wenig
einheitlich ist, wie anhand der CXCR4 und der CCRS Expression von Ochi ef al. festgestellt
wurde™. Bei adulten Lungenmastzellen sind vor allem die Rezeptoren CXCR1, CXCR3 und
CXCR4 exprimiert, jedoch auch die RANTES-Rezeptoren CCR1 und CCR3. Die wenigen
Berichte iiber Untersuchungen der Rezeptorexpression von Hautmastzellen belegen die
Expression des CXCR1, CXCR2 und CCR3, wihrend andere Rezeptoren nicht untersucht
worden sind. Daher war es eine der Fragestellungen dieser Arbeit herauszufinden, welche
Chemokinrezeptoren von Hautmastzellen exprimiert werden. Vor kurzem beschrieben
Kirshenbaum et al. die Mastzellinie LAD-2 (laboratory of allergic diseases), die anders als
die Mastzellinie HMC-1 einen funktionellen c-kit sowie einen funktionellen FceRI besitzt™.

Allerdings ist hinsichtlich der Chemokinrezeptorausstattung dieser Zellinie nur die Expression
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des CXCR4 und des CCRS5 bekannt. Im Rahmen dieser Arbeit sollte auch die Expression
anderer Chemokinrezeptoren auf dieser Zellinie untersucht werden, um festzustellen, ob sie
als geeignetes Modell flir Untersuchungen von Chemokinfunktionen auf Mastzellen dienen

konnte.

1.3 Thrombozytire Chemokine

Die meisten Chemokine werden von Zellen auf einen proinflammatorischen Reiz hin de novo
synthetisiert und erscheinen daher erst Stunden nach Initiation einer Entziindung. Im
Gegensatz dazu liegen die thrombozytdren Chemokine PF-4 und B-TG Ag bereits praformiert
in den a-Granula von Blutplittchen vor und kénnen im Zuge der Thrombozytenaktivierung
augenblicklich in groen Mengen freigesetzt werden. So konnten in normalem Serum
Konzentrationen der thrombozytiren CXC-Chemokine PF-4 von 0,4 - 1,9 uM und B-TG Ag
von 1,6 - 4,8 uM nachgewiesen werden®. Zudem ist zu erwarten, daB die lokalen
Konzentrationen in der unmittelbaren Ndhe des Thrombus die im Serum gemessenen Werte
bei Weitem iibersteigen. AuBerdem fanden verschiedene Autoren im Blut** sowie in der
Lungenfliissigkeit®™ akut allergischer Patienten deutlich erhdhte Konzentrationen beider
Chemokine, die mit dem gleichzeitigen verstirkten Auftreten anderer thrombozytdrer
Mediatoren einherging.

Man geht davon aus, dal Thrombozyten die einzig relevante Quelle des freigesetzten B-TG
Ag darstellen. Zwar konnten Formen des B-TG Ag auch in proinflammatorisch stimulierten
Leukozyten wie T-Zellen und Monozyten induziert werden, jedoch wurde lediglich die
Expression von mRNA bzw. von intrazelluldr gespeichertem Protein nachgewiesen® . Der
Begriff B-TG Ag bezeichnet nicht ein definiertes Chemokin, sondern umfafit als
Sammelbegriff unterschiedlich lange Derivate des PBP (platelet basic protein), die
gemeinsame Immunreaktivitéit gegeniiber Antiseren zeigen. Die zwei deutlich iiberwiegenden
Formen des B-TG Ag in Uberstinden aktivierter Thrombozyten sind mit ca. 20% das PBP und

mit ungefahr 80% das CTAP-III (connective-tissue activating peptide 1,

1.3.1 Proteolytische Prozessierung des B-TG Ag

PBP und CTAP-III sind beide chemotaktisch inaktive Prikursoren des bereits oben
beschriebenen ELR" CXC-Chemokins NAP-2. Die Neutrophilen stellen jedoch nicht nur eine
wesentliche Zielzelle des NAP-2 dar, sondern tragen auch selbst zur NAP-2-Bildung durch
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proteolytische Abspaltung eines 15 AS-langen Peptids vom N-Terminus des CTAP-III bei. Es
wird vermutet, da3 dieser N-terminale Sequenzabschnitt das funktionell wichtige ELR-Motiv
iiberdeckt und somit die Interaktion zwischen CTAP-III und den Rezeptoren CXCRI1 und
CXCR2 verhindert’>®. Alle bisher durchgefiihrten Untersuchungen deuten darauf hin, daf
Neutrophile die Umwandlung von CTAP-III zu NAP-2 durch das Zellmembran-assoziierte
Enzym Kathepsin G vermitteln. Neben Neutrophilen wurde bislang nur Monozyten die
Fihigkeit zugewiesen, CTAP-III zu NAP-2 mittels Kathepsin G umzuformen’""". In vitro
Untersuchungen zufolge besitzen Monozyten allerdings eine deutlich geringere
prozessierende Kapazitit als Neutrophile, weshalb ein physiologisch wesentlicher Beitrag von
Monozyten bei der Prozessierung von CTAP-III unwahrscheinlich erscheint®.

Lange Zeit wurde angenommen, da3 PBP eine Speicherform des CTAP-III darstellt, da mit
fortschreitender Ausreifung der Megakaryozyten der Gehalt an PBP zugunsten von CTAP-III
abnimmt. Bei einem Vergleich von PBP und CTAP-III als Substrat der proteolytischen
Spaltung zu NAP-2 fanden Ehlert ef al. jedoch heraus, da3 PBP ca. sechsfach schneller durch
Neutrophile sowie durch Kathepsin G umgesetzt werden kann als das in Thrombozyten
mengenmifig vorherrschende CTAP-III*®. Die Autoren nehmen an, es handle sich bei PBP
um ein Vorldufermolekiil, dessen beschleunigte Prozessierung wihrend der initialen Phase der
Entziindung die schnelle Verfiigbarkeit von NAP-2 gewihrleistet.

In vitro Daten zufolge bewirken physiologische Konzentrationen Neutrophiler nicht nur die
Umsetzung von PBP, sondern auch diejenige von CTAP-III zu NAP-2 mit sehr hoher
Geschwindigkeit. So wird auch bei Prozessierung von CTAP-III bereits innerhalb weniger
Minuten genligend NAP-2 bebildet, um Chemotaxis und Degranulation in Neutrophilen
auszulosen®®’. Interessanterweise besitzt NAP-2 jedoch nicht nur die Fihigkeit Neutrophile
zu aktivieren, sondern kann unter bestimmten Bedingungen auch desensitivierend auf die
Zellen wirken. Diese desensitivierende Wirkung von NAP-2 ist bei CTAP-III-prozessierenden
Neutrophilen selbst beobachtet worden. So antworten die prozessierenden Neutrophilen selbst
nicht auf das von ihnen generierte NAP-2, sondern werden durch die sukzessive Erh6hung der
NAP-2 Konzentration in ihrer Umgebung desensitiviert und zeigen gegeniiber einer
nachfolgenden Stimulation mit NAP-2 weder Chemotaxis noch Degranulation®®.

Neben der N-terminalen Prozessierung des CTAP-III durch Kathepsin G moduliert zusétzlich
der Abbau am C-Terminus die chemotaktische Aktivitdt des NAP-2 und verdndert sogar das
Funktionsspektrum des Chemokins. So wurden im Uberstand von Ko-Kulturen stimulierter
mononukledrer Blutzellen mit Thrombozyten um 4 bzw. 7 C-terminale Aminosduren

verkiirzte Formen des NAP-2 gefunden, die eine deutlich hohere biologische Aktivitit
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aufwiesen als das intakte NAP-2">". Desweiteren entdeckte man im Uberstand lysierter
Thrombozyten C-terminal um 2 Aminosduren verkiirzte Varianten des NAP-2 und des CTAP-
III, die im Gegensatz zu den intakten Chemokinen erhebliche antimikrobielle Wirkung
zeigen”*. In Anlehnung an Herkunft und Funktion bezeichnet man die C-terminal um zwei
Aminosduren verkiirzten Derivate des NAP-2 und CTAP-III als Thrombozidin-1 und -2

(abgeleitet von thrombocyte microbicidal protein)’”.

1.3.2 Der Plittchenfaktor 4

Im Gegensatz zu NAP-2, das in Form inaktiver Prekusoren von Thrombozyten freigesetzt
wird, stellt PF-4, ein weiteres thrombozyten-spezifisches CXC-Chemokin, in seiner
freigesetzten Form bereits einen funktionell aktiven Mediator dar. Als ELR-CXC-Chemokin
bindet PF-4 nicht an die Rezeptoren CXCR1 und CXCR2 und induziert in Neutrophilen
andere Zellfunktionen als NAP-2 oder IL-8. In Neutrophilen vermittelt PF-4 weder eine
chemotaktische Antwort noch die Degranulation der primiren Granula, sondern 16st u.a. die
Exozytose sekundérer Granula im Zusammenspiel mit anderen Mediatoren (z.B. TNF-a) aus.
Allen Untersuchungen zufolge agiert PF-4 auf Neutrophile nicht iiber einen klassischen
heptahelikalen, G-Protein-gekoppelten Chemokin-Rezeptor, sondern iiber ein membran-
assoziiertes Chondroitinsulfat-Proteoglykan als signalgebenden Rezeptor. Dieser Rezeptor
bindet Tetramere des PF-4, die sich ab einer Konzentration von ca. 0,5 uM PF-4 bilden.
Dieses erklért auch, warum es erst oberhalb dieser Konzentration von PF-4 zur Auslésung
zelluldrer Antworten in Neutrophilen kommt”™. Neben Neutrophilen wirkt PF-4 auf eine
Reihe anderer Zellen in sehr unterschiedlicher Weise. So supprimiert PF-4 die IL-2
Expression und damit die Proliferation von T-Zellen’®, fiihrt zur Ausdifferenzierung von

8,79
87 und

Monozyten zu Makrophagen’’ oder in Kombination mit IL-4 zu dendritischen Zellen
beeinflufit die Proliferation von Endothelzellen. Einer neueren Publikation von Lasagni ef al.
zufolge, scheint zumindest die letztere Funktion nicht ausschlieBlich {iber ein
Chondroitinsulfat-Proteoglykan vermittelt zu werden, sondern iiber eine Variante des
CXCR3Y, die hingegen nicht von Neutrophilen exprimiert wird (personliche Mitteilung von
PD Dr. Frank Petersen, Forschungszentrum Borstel).

Wie aus mehreren verschiedenen Befunden hervorgeht, scheint PF-4 auch einige der
Wechselwirkungen zwischen NAP-2 bzw. CTAP-III einerseits und Neutrophilen andererseits

modulieren zu konnen. So unterbindet PF-4 die Adhédrenz CTAP-III-prozessierender

Neutrophiler an Endothelzellen, die durch das entstehende NAP-2 vermittelt wird. Dem
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zugrunde liegt wahrscheinlich auch die von Dr. Tobias Grimm und Prof. Dr. Ernst Brandt
(beide Forschungszentrum Borstel) entdeckte Fahigkeit des PF-4, die CTAP-III-Umwandlung
zu NAP-2 durch Neutrophile inhibieren zu kénnen®'. Ungeklirt blieb jedoch die Frage, ob
dieser Effekt des PF-4 auf die durch Neutrophile katalysierte Prozessierung von CTAP-III
beschrinkt ist oder in generellerer Weise die CTAP-III Umwandlung auch durch andere
Zellen beeinfluflt. Einen in diesem Zusammenhang interessanter Zelltyp stellt die Mastzelle
dar, da diese wie Neutrophile Kathepsin G exprimiert und somit theoretisch in der Lage sein

konnte, CTAP-III in NAP-2 umzuwandeln.

1.4 Proteolytische Prozessierung von Zytokinen und anderen Mediatoren
durch Neutrophile und Mastzellen

Fir das Enzym Kathepsin G sind auBer CTAP-III weitere Chemokine als Substrat
beschrieben worden. Kathepsin G wandelt ENA-78[1-78] in die biologisch zweifach
potentere Form ENA-78[9-78] um®, zerstért hingegen die biologische Aktivitit anderer
Chemokine, z.B. durch Abbau von SDF-1a[1-67] zu SDF-10[6-67]* und MIP-1a[1-70] zu
MIP-10[25-70] bzw. [29-70]1**. Etliche Literaturbefunde deuten darauf hin, daB Kathepsin G-
vermittelte proteolytische Prozessierung auch die biologische Aktivitit anderer
inflammatorischer Mediatoren reguliert, die nicht zur Familie der Chemokine gehoren. So
prozessiert Kathepsin G Angiotensin 1 zu Angiotensin I, das Neuropeptid SP[1-11]
(Substance P)86, zu SP[1-7] und SP[1-8] sowie das 31 kDa groe Vorldufermolekiil des
Zytokins IL-1B zu aktivem IL-1p*’. AuBerdem kann Kathepsin G auch Bradykinin
proteolytisch deaktivieren®’.

Interessanterweise ist beschrieben worden, dafl die Mastzellprotease Chymase Angiotensin I,
das Neuropeptid SP, den Vorldufer des IL-1B und Bradykinin in gleicher Weise
umsetzt®>*5, Allerdings ist bisher nicht bekannt, ob auch Chemokine durch Mastzellen oder

Chymase prozessiert werden konnen.
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1.5 Fragestellung

Bei allergischen Entziindungen fiihrt eine akute Mastzellaktivierung zur gleichzeitigen
Aggregation von Thrombozyten im benachbarten Gewebe sowie zum verzdgerten Einstrom
von Neutrophilen. Diese und andere Beobachtungen legen nahe, daBl wechselseitige
Beziehungen zwischen Mastzellen und Thrombozyten sowie zwischen deren Mediatoren
existieren. Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der
Reaktionsbereitschaft von Mastzellen gegeniiber thrombozytiren Chemokinen und die
Wirkung von Mastzellmediatoren (wie z.B. Proteasen) auf thrombozytire Chemokine.
Nachdem in dieser Arbeit zunéchst ein Verfahren etabliert wurde, welches die Gewinnung
von Mastzellen aus menschlicher Haut ermdglichte, standen folgende Fragen im Mittelpunkt :

1. Welche Rezeptoren fiir inflammatorische Chemokine werden von Mastzellen

exprimiert?
Die Klidrung dieser Frage soll Aufschlufl iiber die Reaktionsbereitschaft von
Mastzellen gegeniiber inflammatorischen Chemokinen geben. Im Mittelpunkt standen
hier die Rezeptoren des thrombozytiren Chemokins NAP-2. Wiéhrend dieser
Untersuchungen lie3 eine Beobachtung vermuten, dafl Mastzellen NAP-2 durch
proteolytische Prozessierung aus CTAP-III bilden kdnnen. Daraus resultierte die
zweite Frage dieser Arbeit :

2. Konnen Mastzellen den thrombozytéren Prekursor CTAP-III zu NAP-2 prozessieren
und lduft die Prozessierung innerhalb physiologisch relevanter Konzentrationen und
Zeitrdume ab?

Hier standen vor allem die Effizienz, die zugrundeliegenden Mechanismen und die
katalysierenden Enzyme der durch Haut- und Lungenmastzellen vermittelten
CTAP-III-Prozessierung im Vergleich zu Neutrophilen im Mittelpunkt.

3. Ist die CTAP-III-Prozessierung durch Mastzellen unter physiologischen Bedingungen

regulierbar?
Kern dieser Untersuchungen war, ob das ebenfalls aus Thrombozyten stammende
Chemokin PF-4 in physiologischen Konzentrationen und Zeitrdumen auf die
CTAP-III-Prozessierung durch Mastzellen wirkt und welche Mechanismen einer
solchen Wirkung zugrundeliegen kdnnte.
Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse zeigen auf, dal Mastzellen und
thrombozytidre Chemokine sich wechselseitig beeinflussen konnen. Dadurch ergibt sich eine
Modellvorstellung, die zum Verstindnis der komplexen Regulationsmechanismen wéhrend

der Frithphase der allergischen Reaktion beitragen kann.
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2. Materialien und Methoden

Sofern nicht im Text angegeben, sind die verwendeten Gerite sowie die Zusammensetzungen

der Losungen und Puffer dem Anhang (sieche Abschnitt 7) zu entnehmen.

2.1 Agenzien zur Stimulation und Kultur von Zellen

Aufgereinigtes humanes IgE stammte von der Firma Calbiochem (Frankfurt a.M.).
Polyklonales Antiserum der Ziege gegen humanes Immunglobulin E (a-IgE) wurde von der
Firma Biosource (Marseille, Frankreich) erworben. Substanz P sowie fMLP (N-formyl-
methionyl-leucyl-phenylalanine) (beides von Sigma, Taufkirchen) wurden zu 1 mg/ml bzw. 1
mM in Aqua dest. aufgenommen. Ebenfalls von der Firma Sigma stammte das
Kalziumionophor A23187, das zu einer Konzentration von 1 mg/ml in Ethanol aufgenommen
wurde. Der Hersteller des humanen rekombinanten Zytokins SCF (aufgenommen zu 100
pg/ml in Aqua dest.) war die Firma Peprotech (London, UK). Alle diese Reagenzien wurden

bis zur Verwendung bei —20°C eingefroren.

2.2 ChemoKkine

2.2.1 Rekombinante Chemokine

Humanes monozytires IL-8 wurde nach einer von Dr. J.E. Ehlert (Laborgruppe Biologische
Chemie, Forschungszentrum Borstel) etablierten Methode in E.coli rekombinant generiert und
anschlieBend bis zur Homogenitit aufgereinigt’’. Die rekombinanten, humanen Chemokine
RANTES, MCP-1, I-TAC, und SDF-la stammten von der Firma Peprotech. Sdmtliche
rekombinant hergestellten Chemokine wurden in 0,1 % Trifluoressigsdure (TFA) zu einer

Konzentration von 0,5 - 2 mg/ml aufgenommen und bis zum Gebrauch bei —20°C gelagert.
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2.2.2 Aufreinigung humaner thrombozytirer Chemokine

Die humanen Chemokine PBP, CTAP-III und PF-4 wurden in der Laborgruppe Biologische
Chemie aus Uberstinden mit Thrombin stimulierter Thrombozyten isoliert und aufgereinigt.
Alle Varianten des B-TG Ag einschlielich des CTAP-III und PBP wurden zunichst mittels
Immunaffinitits-Chromatographie angereichert und anschlieBend {iber sequentielle
Kationenaustausch- und Umkehrphasen-Hochdruckfliissigkeitschromatographie (RP-HPLC,
analytische HPLC) bis zur Homogenitit aufgereinigt™. PF-4 wurde aus Uberstinden mit
Thrombin stimulierter Thrombozyten nach Absorption des B-TG Ag aus dem Durchfluf3 der
Immunséule mittels Affinitdtschromatographie an Heparin-Sepharose und RP-HPLC bis zur
Homogenitit aufgereinigt””. Die verwendeten Priparationen aller thrombozytéren Chemokine
iibertrafen stets 99 9% Reinheit, wie durch Silberfarbung nach Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) sowie durch automatisierte N-terminale
Sequenzierung nachgewiesen wurde.

Natiirliches humanes NAP-2 wurde aus CTAP-II durch limitierte Spaltung mittels
Chymotrypsin gewonnen. Dazu wurde 1 mg CTAP-III in PBS fiir 30 min bei 37°C mit 13 g
bovinem Pankreas-Chymotrypsin (87 U/mg, Serva, Heidelberg) inkubiert. Die Reaktion
wurde durch Ansduern (pH 3,0) mit TFA gestoppt und das gebildete NAP-2 anschlie3end
mittels des oben beschriebenen RP-HPLC-Verfahrens zur Trennung verschiedener Formen
des B-TG Ag bis zur Homogenitit aufgereinigt’'. Hinsichtlich seiner Aminosiuresequenz und
seiner  biologischen  Aktivitdit entsprach das gereinigte Chemokin dem aus
Zellkulturiiberstinden stammenden NAP-2.

Nach der Prédparation wurden die Chemokine in phosphatgepufferter Kochsalzlosung (PBS)
lyophilisiert und bei -70°C gelagert. Vor Gebrauch wurden die thrombozytiren Chemokine in
0,1 %iger TFA gel6st, im Bicinchoninsidure-Assay (BCA, siehe Abschnitt 2.6.1) auf ihren
Proteingehalt hin iiberpriift und in Konzentrationen zwischen 0,5 und 2 mg/ml bis zur

weiteren Verwendung bei —20°C gelagert.
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2.3 Enzyme und Enzyminhibitoren

2.3.1 Enzyme zum Gewebeaufschluss humaner Haut und Lunge

Die bovinen Enzyme Hyaluronidase, Kollagenase Typ II, Elastase und Kollagenase Typ IV
dienten dem AufschluB humanen Gewebes und stammten von der Firma Worthington
Biochemicals (Lakewood, NJ, USA). Liberase wurde von Roche (Basel, Schweiz) erworben.
Dispase und Chymopapain stammte von Sigma. Deoxyribonuklease I (DNAse 1) lieferte die
Firma Gerbu (Gaiberg).

2.3.2 Enzyme zur Prozessierung von Zytokinen

Die humanen natiirlichen Enzyme Kathepsin G aus Neutrophilen und Chymase aus
Hautisolaten stammten von der Firma Calbiolchem (Frankfurt a.M.), widhrend bovines

Chymotrypsin von Serva (Heidelberg) geliefert wurde.

2.3.3 Enzyminhibitoren
Der Serinproteaseinhibitor Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF), der Kathepsin G-Inhibitor
Aprotinin, der Kathepsin G- und Chymase-Inhibitor SBTI (Soybean trypsin inhibitor) sowie

der Tryptase-Inhibitor Leupeptin stammten von Sigma.
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2.4 Antikorper

Die in dieser Arbeit verwendeten Antikdrper wurden geméll den Angaben des Herstellers bei
4°C oder -20°C gelagert und sind in Tabelle 1 nach den unterschiedlichen

Anwendungszwecken geordnet aufgelistet.

Tabelle 1 : In dieser Arbeit verwendete Antikorper

Zellisolierung und Zellkultur

Antikorper® Klon Isotyp  Konjugat” Hersteller

humanes IgE U266 IgE - Calbiolchem, Frankfurt

Ziege a—Mensch IgE polyklonal -—- - Biosource, Nivelles, Belgien

Maus a—Mensch CD203c 97A6 1gG1 PE Immunotech, Marseille, Frankreich
Maus a—Mensch CD117 YB5.B8 1G4 - Becton Dickinson, Heidelberg

Maus a—PE k.A. - Beads Miltenyi Biotech, Bergisch-Gladbach
Ratte a-Maus 1gG k.A. - Beads Miltenyi Biotech, Bergisch-Gladbach

Immunfluoreszenzfarbung zur Analyse im DurchfluBzytometer

Antikorper® Klon Isotyp  Konjugat” Hersteller

Ziege a—Mensch IgE polyklonal -—- FITC Biosource, Nivelles, Belgien
Maus a—Mensch CXCR1 E3 1gG1 -— Dr. Voitenok, Minsk, Weilrussland
Maus a—Mensch CXCR2 RIl 115 19G2 - Biolog. Chemie, FZB

Maus a—Mensch CXCR3 1C6 1gG1 - BD Pharmingen, Heidelberg
Maus a—Mensch CXCR4 44716.111 19G2 - R&D Systems, Wiesbaden
Maus a—Mensch CCR1 53504.111 19G2 - R&D Systems, Wiesbaden
Maus a—Mensch CCR2 48607.121 19G2s - R&D Systems, Wiesbaden
Ratte a—Mensch CCR3 61828.111 19G2a - R&D Systems, Wiesbaden
Maus a—Mensch CCR5 45531.111 19G2s - R&D Systems, Wiesbaden
Maus a—Mensch Chymase CCl 19G1 - Serotech, Oxford, UK

Maus IgG1 Isotypkontrolle Ci4 19G1 PE Chemikon, Hampshire, UK
Maus 1gG1 Isotypkontrolle B0O7 19G4 - LG Biologische Chemie, FZB
Maus 1gG2b Isotypkontrolle DK-GO9 19G2 - DAKO, Glostrup, Danemark
Ratte 1IgG2a Isotypkontrolle 54447 1 19G2a -—- R&D Systems, Wiesbaden
Ziege a-Maus 1gG (H+L) k.A. k.A. DTAF Dianova, Hamburg

Ziege o-Maus IgG (H+L) k.A. k.A. Alexa-488 Dianova, Hamburg

Maus o-Ratte IgG (H+L) k.A. k.A. DTAF Dianova, Hamburg

Proteinbiochemische Analyse

Antikérper® Klon Isotyp  Konjugat® Hersteller

Kaninchen o-Mensch BTG polyklonal - - LG Biol. Chemie,FZB

Maus a-Mensch BTG C24 19G1 - LG Biol. Chemie, FZB

Ziege o—Kaninchen I1gG polyklonal - POD Dianova, Hamburg

Ziege o—Kaninchen 1gG polyklonal - IRDye-800 Rockland, Gibertsville, PA, USA

M H+L = spezifisch fiir schwere (H) und leichte (L) Kette von Maus-IgG
» DTAF = Dichlorotriazinylaminofluoreszin, POD = Peroxidase, PE = Phycoerythrin, Cy5 = Indopentamethincyanin,
Beads = Fe,0;-Polysaccharid-Kiigelchen
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2.5 Zellisolierung und Zellkultur

2.5.1 Neutrophile Granulozyten (Neutrophile)

2.5.1.1 Isolierung neutrophiler Granulozyten

Neutrophile ~ wurden aus  peripherem  Blut  gesunder  Einzelspender  durch
Dichtegradientenzentrifugation gewonnen’’. Hierzu lag ein positives Gutachten der
Ethikkommission der Universitidt Liibeck (AZ: 04-89) vor. Humanes Vollblut wurde mit
Natriumcitrat (3,8 % w/v Natriumcitrat in aqua dest.) im Verhiltnis 5:1 versetzt, anschlieBend
mit 3/8 des Volumes 37°C warmer Ca’"/Mg* -freier, phosphatgepufferter Kochsalzlosung
nach Dulbecco (PBS-D) verdiinnt und davon jeweils 17 ml auf 8 ml einer Ficoll-Hypaque
Losung (Pharmacia, Freiburg) in Glaszentrifugenréhrchen (& = 20 mm, Vol. = 30 ml)
geschichtet. Nach Zentrifugation (400 x g, Raumtemperatur (RT), 40 min, 2 min Anlaufzeit,
ohne Bremse) wurden die auf der Oberfliche des Erythrozytenpellets befindlichen
Granulozyten mit einer Pipette abgenommen, je 15 ml davon mit 30 ml Polyvinylalkohol
resuspendiert und die Erythrozyten durch Sedimentation (1 x g, 30 min, RT) abgetrennt. Der
Uberstand wurde zentrifugiert ( 250 x g, 20 min, RT, ohne Bremse) und die noch im Pellet
verbliebenen Erythrozyten durch hypotonen Schock in 5 ml aqua dest. lysiert. Nach 45 s
wurde durch Zugabe des gleichen Volumens an zweifach konzentriertem PBS-D wieder
physiologische Salzkonzentration eingestellt. Nach Zentrifugation (250 x g, 20 min, RT, ohne
Bremse) wurde das Zellpellet zu den fiir den jeweiligen Versuch erforderlichen
Konzentrationen in PBS-D/ 0,1 % BSA aufgenommen und bei 37°C fiir 10 min temperiert.
Die so prédparierten Zellen waren zu 99 % viabel und erwiesen sich nach Analyse im
Vorwirts-Seitwartsstreulicht eines DurchfluBzytometers (Becton-Dickinson, San Jose, USA)
regelmiBig zu 96 % als polymorphkernige neutrophile Granulozyten (siche Abschnitt
2.7.3.3).

2.5.1.2 Bestimmung der Zellzahl neutrophiler Granulozyten

Im Anschluf} an die Isolierung der Neutrophilen wurde die Anzahl der Zellen nach Zusatz von
Tiirks-Losung bestimmt. Die in der Tiirks-Losung enthaltene Essigsdure bewirkt die selektive
Lyse der Erythrozyten, wéihrend die Leukozyten intakt bleiben und angefirbt werden. Der
Tirks-Farbstoff farbt die Zellkerne an, anhand derer man Neutrophile gut von anderen

Leukozyten unterscheiden kann. Zur Quantifizierung der Neutrophilen wurden Aliquots der



Material und Methoden 18

aufgereinigten Zellen 1:20 mit Tirks-Losung (Merk, Darmstadt) verdiinnt und in einer

Neubauer Zahlkammer (Brand, Ludwigshafen) lichtmikroskopisch ausgezahlt.

2.5.1.3 Bestimmung der Zellviabilitit

Zur Uberpriifung der Viabilitit der Zellen wurde eine Vitalfirbung mit Hilfe von Trypanblau
durchgefiihrt. Das Prinzip beruht darauf, daf} tote Zellen aufgrund von Membranschiddigungen
den Trypanblau-Farbstoff aufnehmen und angefirbt werden, wahrend lebende Zellen mit
intakter Zellmembran den Farbstoff ausschlieBen und farblos bleiben. Dazu wurden Aliquots
der Zellsuspensionen zu gleichen Teilen mit Trypanblauldsung versetzt und der prozentuale
Anteil lebender Zellen an der Gesamtzellzahl lichtmikroskopisch in einer Neubauer

Zahlkammer bestimmt.

2.5.2 Isolierung von Mastzellen aus humaner Haut

2.5.2.1 Gewebeproben zur Isolierung von Mastzellen aus humaner Haut

Die verwendeten Gewebeproben waren Hautresektate von Patienten, die sich in den
Operationsraumen der Klinik fiir Hand-, Brust und Plastische Chirurgie am Klinikum
Neustadt einem schonheitschirurgischen Eingriff unterzogen hatten. Die Gewebeproben
wurden direkt nach Entnahme in eiskaltes Transportmedium iberfiihrt und mir
freundlicherweise mit dem Einverstindnis der Patienten zur weiteren Verwendung zur
Verfiigung gestellt. Hierzu lag ein positives Gutachten der Ethikkommission der Universitit

Liibeck (AZ: 04-90) vor.

2.5.2.2 Bestimmung des Mastzellanteils in Zellsuspensionen

Wihrend der Isolierungsprozedur wurden die Mastzellzahl sowie der Mastzellanteil in
Zellsuspensionen nach Zusatz von saurer Toluidinblau-Losung bestimmt. In salzsaurer
Toluidinblau-Losung farben sich Zellkerne blau an. Die cytoplasmatischen Granula von
Mastzellen nehmen einen tiefen violetten Farbton an, wéhrend das Cytoplasma anderer Zellen
ungefarbt bleibt, so dal Mastzellen gut von anderen Zellen zu unterscheiden sind (siche
Abbildung 1). Zur Bestimmung des Mastzellanteils wurden Aliquots der Zellensuspensionen

1:2 mit Toluidinblau-Losung (siehe Anhang) verdiinnt in eine Neubauer Zidhlkammer
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gegeben. Nach 20 Minuten wurden sowohl die gesamten Zellen als auch die Mastzellen

lichtmikroskopisch ausgezéhlt und der prozentuale Mastzellanteil errechnet.

2.5.2.3 Gewebeaufschlufl von humaner Haut zur Isolierung von Hautmastzellen

Direkt nach Ankunft im Labor der Biologischen Chemie am Forschungszentrum Borstel
wurden die Gewebeproben aus dem eiskalten Transportmedium in 4°C kalten Mastzellpuffer
iiberfiihrt. Anschlieend wurden das subkutane Fettgewebe sowie offensichtlich nekrotische
Bereiche der Gewebeproben sorgfiltig mittels Schere und Skalpell entfernt. Um den Enzymen
in dem nachfolgenden GewebeaufschluB3 eine mdglichst groBe Angriffsfliche zu bieten,
wurden je 15 g des fettfreien Gewebes mit einer feinen Schere in moglichst gleichmiBig
kleine Stiickchen von 1 -2 mm? zerkleinert und bei 4°C in Mastzellpuffer (siche Anhang)
aufbewahrt. Der enzymatische Gewebeaufschluss von je 15 g des Gewebematerials erfolgte
anschliefend in 200 ml Verdaupuffer (Mastzellpuffer versetzt mit 1 mg/ml BSA, 1,5 mg/ml
Kollagenase Typ 2 und 0,75 mg/ml Hyaluronidase). Um eine gleichmaBige Temperatur von
37°C und eine optimale Durchmischung der Suspension im Verdaugefdll zu gewdhrleisten,
fand der gesamte Verdau unter stetigem Riihren auf einem temperierbaren Magnetriihrer statt,
so daBl die Gewebefragmente nicht sedimentieren konnten. Um einer Aggregation der
dissoziierenden Gewebefragmente an dem Riithrmagnet im Verdaugefd3 entgegenzuwirken,
wurden diese zuséatzlich alle 10 - 30 min mit einer Spritze (50 ml, Becton-Dickinson), deren
Kaniilenaufsatz manuell auf einen Durchmesser von ca. 1 cm erweitert worden war,
resuspendiert. Nach 4 — 6 h wurde der Verdau abgebrochen sobald die Gewebefragmente
weitestgehend dissoziiert waren und keine Aggregation der Zellen mehr stattfand. Die
Suspension wurde zuerst durch ein feinmaschiges Haushaltssieb, dann durch Gaze
(MaschengroBe 120 um) filtriert und anschlieBend zentrifugiert (300 x g, 10 min, RT). Das
jeweils aus 15 g Ausgangsmaterial erhaltene Zellpellet wurde in 5 ml Mastzellpufter bei 20°C
aufgenommen und die darin enthaltenen Mastzellen mittels Dichtegradientenzentrifugation

angereichert.

2.5.2.4 Dichtegradientenzentrifugation zur Anreicherung von Hautmastzellen
Die Anreicherung der Mastzellen mittels diskontinuierlicher Dichtegradientenzentrifugation
durch einen Percoll-Gradienten erfolgte im Prinzip nach einer Methode von Gibbs & Ennis®”.

Entsprechend den Angaben des Herstellers wurden die verschiedenen Verdiinnungsstufen des
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Percolls (Sigma) mindestens 4 Stunden vor Beginn der Auftrennung angesetzt. Da die
Percoll-Stammldsung nahezu keine Salze enthilt, wurde zuerst isotones Percoll (entspricht
100% Percoll) durch Zugabe eines Teiles zehnfach konzentrierten Mastzellpuffers zu neun
Teilen Percoll-Stammlosung erzeugt. Zur Herstellung der weiteren Gradientenlosungen wurde
das 100 %ige Percoll mit einfachem Mastzellpuffer im Verhiltnis 4:1 zu 80 %igem bzw. im
Verhiltnis 3:2 zu 60 %igem Percoll ausverdiinnt. Jeweils 10 ml des 80 %igen Percolls wurden
in ein 50 ml Polypropylenrohrchen gegeben und vorsichtig mit 10 ml 60 %igem Percoll
iiberschichtet. Von der durch den Verdau gewonnenen, mastzellhaltigen Zellsuspension
wurden nun jeweils 5 ml mit 5 ml 100 % Percoll vermischt und die so erhaltene
Zellsuspension somit in 50 %igem Percoll auf den Gradienten gegeben und anschlieend mit
2 ml Mastzellpuffer tiberschichtet. Nach Zentrifugation (400 x g, 20 min, 20°C) wurden die
in verschiedenen Bereichen der Gradienten akkumulierten Zellen (Ringfraktionen) getrennt
mit einer Pipette abgehoben, anschlieBend 1:10 mit 20°C-warmen Mastzellpuffer verdiinnt
und bei 300 x g fiir 10 min bei 20°C zentrifugiert, um das verbliebene Percoll zu entfernen.
Die resultierenden Zellpellets wurden jeweils in 1 ml 4°C kaltem MACS-Puffer
(PBS-D /0,5% BSA) aufgenommen und sowohl die Zellviabilitdt durch Trypanblaufirbung
als auch der Mastzellanteil durch Toluidinblaufirbung in Aliquots der Suspension bestimmt.
Die nach der Dichtegradientenzentrifugation aus dem Pellet geernteten Zellen sowie die
Zellen, die direkt oberhalb der 80 %igen Percollschicht geerntet worden waren, enthielten in
der Regel die meisten Mastzellen und zeigten auch den hochsten Mastzellanteil (siehe
Abschnitt 3.1.2).

Diese Zellen wurden vereinigt und nach Zugabe von 3 ml 4°C kaltem MACS-Puffer (PBS-D
/ 0,5 % BSA) zentrifugiert (300 x g, 10 min, 4°C). Das Zellpellet zu 5 x 10 Zellen/ ml
MACS-Puffer bei 4°C aufgenommen und zur weiteren Anreicherung der Mastzellen der

Magnetseparation zugefiihrt.

2.5.2.5 Aufreinigung humaner Hautmastzellen mittels Magnetseparation

Zur Aufreinigung der mittels Dichtegradientenzentrifugation angereicherten Mastzellen
mittels eines Magnetseparationsverfahren diente ein MACS-System (Miltenyi, Bergisch-
Gladbach). Die Magnetseparation stellt ein Trennverfahren dar, bei dem Zellpopulationen
anhand der Expression spezifischer Oberflachenantigene voneinander getrennt werden. Dazu
werden die fiir eine bestimmte Zellpopulation typischen Oberflichenantigene durch

spezifische Antikorper markiert und in einem zweiten Schritt mit einem sekundéren
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Antikorper, der mit magnetischen Mikropartikel konjugiert wurde, gekoppelt. In einer Sadule
mit ferromagnetischer Matrix, die in einem geeigneten Magneten fixiert ist, werden die so
markierten Zellen beim Trennungsgang festgehalten, wihrend unmarkierte Zellen durch einen
kontinuierlichen Pufferstrom aus der Sdule entfernt werden. SchlieBlich konnen nach
Entfernen der Siule aus dem Magneten die markierten Zellen aus der Sdule gespiilt werden.
Im Laufe der Etablierung eines Magnetseparationsverfahrens zur Auftrennung humaner
Mastzellen stellte sich heraus, dafl andere Zellen in der Suspension ebenfalls den sekundiren
Antikorper banden. Daher wurden diese unspezifisch bindenden Zellen vor der eigentlichen
selektiven Anreicherung der Mastzellen abgetrennt, indem die Zellsuspension nur mit dem
sekunddren Antikérper inkubiert wurde und die unspezifisch reagierenden Zellen
anschlieend durch einen ersten Sdulenlauf entfernt wurden.

Im Einzelnen wurde das Verfahren wie folgt durchgefiihrt:

Die nach Dichtegradientenzentrifugation geernteten und anschlieBend gewaschenen Zellen
wurden zu 5 x 107 Zellen /ml in MACS-Puffer aufgenommen und 10 min mit o-PE-
microbeads (1:20, Miltenyi) bei 4°C inkubiert. Ungebundene a-PE-microbeads wurden durch
Waschen in 5 ml MACS-Puffer entfernt (300 x g, 10 min, 4°C). Im Anschlul wurde das
Zellpellet in 3 ml MACS-Puffer resuspendiert und auf eine LS-Séule (Miltenyi) gegeben, die
zuvor mit 2 Sdulenvolumina (1 SV = 3 ml) MACS-Puffer dquilibriert und in einen Midi-
MACS-Magneten (Miltenyi) eingespannt worden war. Wéhrend des Spiilens mit 4 SV
MACS-Puffer wurde der Durchlauf, der die unmarkierten Mastzellen enthielt, aufgefangen.
Zur Charakterisierung der markierten, auf der Sdule gebundenen Zellen wurde die Sédule aus
dem Magnetfeld entfernt und 1 SV MACS-Puffer mit einem Stempel (Miltenyi) durch die
Sdule gedriickt. Die so eluierte Zellsuspension enthielt nach Bestimmung der Zellzahl, der
Viabilitdit und des Mastzellanteil keine relevanten Mengen an Mastzellen und wurde
verworfen.

Auf die gleiche Weise erfolgte die Bestimmung der Zellzahl, Viabilitit und des
Mastzellanteils der unmarkierten Zellen des Durchlaufs. Darauthin wurden diese Zellen bei
300 x g sedimentiert, das Zellpellet zu 5x10’ Zellen/ml aufgenommen und mit einem
Phycoerythrin-gekoppelten, murinen Antikorper gegen CD203c (a-CD203c-PE) fiir 45 min
lichtgeschiitzt inkubiert. Nachdem der ungebundene a-CD203c¢-PE durch Waschen entfernt
worden war, folgte wiederum ein Inkubationsschritt mit a-PE-microbeads (1:20 bei 5 x 10’
Zellen/'ml fiir 10 min). Nach Abzentrifugieren (300 x g 10 min 4°C) wurden die
ungebundenen a-PE-microbeads entfernt, das Zellpellet in 3 ml MACS-Puffer aufgenommen

und in gleicher Weise wie bereits oben beschrieben iiber eine LS-Siule aufgetrennt. Die nicht
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an die Sdule gebundenen Zellen des mastzelldepletierten Durchlaufs wurden ebenso wie das
mastzellreiche Eluat auf Zellzahl, Viabilitit und Mastzellanteil hin untersucht. Die so

aufgereinigten Mastzellen wurden zentrifugiert und anschliefend in Kultur genommen.

2.5.2.6 Kultur von Hautmastzellen

Nachdem sich herausgestellt hatte, daB3 die aufgereinigten Mastzellen direkt nach der
Isolierung zumeist keine addquate Responsivitit im Hexosaminidase-Freisetzungstest
gegeniiber mastzelltypischen Stimuli zeigten, sollte ihnen durch die Kultur die Moglichkeit
geboten werden, sich von den Strapazen der Isolierung zu erholen. Die Zellen wurden in einer
Konzentration von 5 x 10° Zellen/ ml in RPMI mit 10 % fotalem Kilberserum unter Zusatz
von 2 mM L-Glutamin, 100 U/ ml Penicillin und 100 pg/ ml Streptomycin kultiviert.
Zusatzlich wurde der Kultur humanes SCF in einer Endkonzentration von 100 ng/ml
zugesetzt. Die gesamte Kultur erfolgte in einem Brutschrank bei 37°C und konstantem

5 %CO;-Anteil der Luft.

2.5.3 Lungenmastzellen

Mastzellen der Lunge unterscheiden sich von denen der Haut u.a. durch ihren Gehalt an
gespeicherten Proteasen. Daher war es fiir einige Experimente interessant, Haut- und
Lungenmastzellen hinsichtlich ihrer Fahigkeit zur Spaltung von Chemokinen zu vergleichen.

Isolierte Lungenmastzellen wurden mir freundlicherweise von Dipl.-Biol. R. Gross
(Forschungszentrum Borstel) zur Verfligung gestellt. Das zur Isolierung der
Lungenmastzellen verwendete Lungengewebe stammte von Patienten des Klinikums
GroBhansdorf, denen dort Lungentumore entfernt wurden. Nachdem die Resektate in der
Pathologie des Forschungszentrums Borstel untersucht worden waren, wurden mir tumorfreie
Resektate mit Einverstindnis der Patienten zur Verfiigung gestellt. Hierzu lag ein positives
Gutachten der Ethikkommission der Universitdt Liibeck (AZ: 03-158) vor. Zur Isolierung
verwendete Dipl.-Biol. R. Gross ein von Schulman et al. beschriebenes Verfahren?, welches
er im Rahmen seiner Dissertationsarbeit weiterentwickelte. Prinzipiell besteht dieses
Verfahren aus den gleichen vier Schritten wie das Verfahren zur Gewinnung von
Hautmastzellen. Das Gewebe wird zuerst manuell zerkleinert und enzymatisch

aufgeschlossen. AnschlieBend werden die Mastzellen mittels Dichtegradientenzentrifugation
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angereichert und nach Aufreinigung mittels Magnetseparation fiir 5-7 Tage mit SCF

kultiviert. Die Reinheit der Lungenmastzellen war stets {iber 90 %.

2.5.4 Kultur der Zellinie LAD-2

Die jiingst beschriebenen Zellen der Linie LAD-2 stellen die einzig bekannte humane
Mastzellinie dar, die in ihren Charakeristika humanen, natiirlichen Mastzellen sehr nahe
kommt®. So hiingt die Proliferation der LAD-2-Zellen im Gegensatz zu der bislang allgemein
verwendeten humanen Mastzellinie HMC-1 (human mast cell leukemia cells) von der Prisenz
des Zytokins SCF ab®. Ferner antworten LAD-2-Zellen anders als HMC-1-Zellen nach IgE-
Kreuzvernetzung mit Degranulation®. Die Zellinie LAD-2 wurde mir freundlicherweise von
Drs. Arnold S. Kirshenbaum und Cem Akin (beide National Institute of Health, Bethesda,
MD, USA) zur Verfiigung gestellt. Die Kultur der LAD-2-Zellen erfolgte nach Kirshenbaum
et al. in StemPro-34-Medium (Life Technologies, Grand Island, NY) unter Zusatz von 2 mM
L-Glutamin und 100 ng/ml SCF in einer Zelldichte von 0,5 bis 1 x10° Zellen/ ml bei 37°C.

Alle 2 Wochen wurden die Zellen geerntet und in frischem Medium erneut ausgesit.

2.6 Biochemische Testverfahren

2.6.1 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Der Proteingehalt der aufgereinigten Chemokinpriparationen wurde im Mikro-
Bicichoninsidure-Assay nach Smith er al. bestimmt”. Die Methode beruht darauf, daf
zweiwertige Kupferionen unter alkalischen Bedingungen Komplexe mit Peptidbindungen
bilden und dabei zu einwertigen Kupferionen reduziert werden. Die einwertigen Kupferionen
reagieren mit zwei Molekiilen Bicinchoninsdure zu einem violetten Chelatkomplex, der
photometrisch nachgewiesen werden kann. Diese sensitive Methode erlaubt die Erfassung von
Proteinen im Konzentrationsbereich von 5 — 250 pg/ml.

Zur experimentellen Durchfiihrung wurde die frisch angesetzte BCA-Ldosung B, welche
zweiwertige Kupferionen und Bicinchoninsdure enthdlt, mit der auf pH =11,3 eingestellten
BCA-Lo6sung A zu gleichen Volumenanteilen vermischt. Je 125 pl dieser Losung A/B wurden
in einer Pro-Bind-Mikrotiterplatte (Beckton-Dickinson, Heidelberg) mit je 125 ul der seriell
in Schritten von 1:2 verdiinnten Probe versetzt und 90 min bei 60°C inkubiert. Nach

Abkiihlung auf RT wurde die Extinktion im Mikrotiterplatten-Photometer bei A = 550 nm
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gemessen. Zur Berechnung der Proteinkonzentration aus den Extinktionswerten diente

Rinderserumalbumin (BSA) als Standard.

2.6.2 Sandwich-ELISA

Zur quantitativen Untersuchung von Proben auf ihren Gehalt eines bestimmten Antigens kann
das Sandwich-ELISA-Verfahren (enzyme-linked immunosorbent assay) angewendet werden.
Hierbei wird das Antigen zundchst mit Hilfe eines an eine feste Phase absorbierten
Fangantikorpers spezifisch gebunden und anschlieBend mit einem zweiten Antikorper
detektiert. Dieser wiederum wird durch einen Enzym-gekoppelten Sekundirantikorper
spezifisch nachgewiesen. Anhand der Intensitit der Farbreaktion, die durch Umsetzung eines
chromogenen Substrates durch das gekoppelte Enzym hervorgerufen wird, kann die Menge
des eingesetzten Antigens durch Vergleich mit einem mitgefiihrten Antigenstandard bestimmt

werden.

2.6.2.1 Quantitative Bestimmung von B-TG Antigen

Der als Fangantikorper verwendete mAk C24 erkennt alle bisher bekannten Formen des B-TG
Ag. Zunichst wurde der mAk C24 auf einer Immulon-Mikrotiterplatte (Immulon, Dynatech,
Virginia, USA) in einer Konzentration von 10 ug/ml in 0,5 M Natriumkarbonatpuffer pH 9,0
iiber Nacht bei 4°C vorbeschichtet. Alle Inkubationen wurden in einem Volumen von 50 pl
pro Vertiefung durchgefiihrt. Nach dreimaligem Waschen mit Tris-Waschpuffer wurden die
seriell in 1:2-Schritten verdiinnten Proben in RS-Dil-Puffer gelost, in die Vertiefungen
iiberfiihrt und eine Stunde bei 37°C inkubiert. AnschlieBend erfolgte ein viermaliges Waschen
mit Tris-Waschpuffer und eine einstiindige Inkubation bei 37°C mit dem Antiserum
Kaninchen-o-human B-Thromboglobulin Antigen (Ra-BTG, final 1:5000 in RS-Dil-Puffer)
als Nachweisantikorper. Der Peroxidase-gekoppelte Sekundérantikorper Ziege-a-Kaninchen-
IgG (final 1:8000 in RS-Dil) wurde nach viermaligem Waschen mit Tris-Waschpuffer
hinzugegeben und eine Stunde bei 37°C inkubiert. Die Quantifizierung erfolgte anschlieBend
mit dem Substrat o-Phenylendiamin (OPD), welches in der OPD-Substratlésung enthalten ist.
OPD wird von der Peroxidase in Gegenwart von H,O, zu einem gelblichen, wasserloslichen
Farbstoff umgesetzt. Die Extinktion des gebildeten Farbstoffs wurde im Mikrotiterplatten-
Photometer bei einer Wellenldnge von A = 450 nm gemessen und der B-TG Antigengehalt

anhand einer Standardpréparation von CTAP-III ermittelt.
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2.6.3 Auftrennung und Immunchemischer Nachweis gespaltener Zytokine

2.6.3.1 Reduzierende Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
Die reduzierende Natriumdodecylsulfat (SDS)-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

trennt Proteine nach ihrem Molekulargewicht in einem elektrischen Feld auf. Dabei wird
ausgenutzt, da} Proteine in Anwesenheit von Reduktionsmittel und SDS denaturieren und mit
einer negativen Nettoladung versehen werden, die mit ihrer GroBe korreliert. Uber ein Gel, in
dem Acrylamid und Bisacrylamid vernetzt sind, konnen Proteine dann ihrem
Molekulargewicht entsprechend elektrophoretisch aufgetrennt werden.

In dieser Arbeit wurde eine Variante der Methode von Laemmli’* angewendet, wie sie von
Schigger und von Jagow beschrieben wurde’. Diese Methode bietet den Vorteil einer
besonders scharfen Auftrennung von kleinen Proteinen, deren GrofB3e unterhalb von 10 kDa
liegt. Dabei handelt es sich um ein diskontinuierliches Trennsystem, bei dem zuerst ein
13 %iges Trenngel mit einem 10 %igen Zwischengel iliberschichtet wird. Nachdem das Gel
iiber Nacht polymerisiert ist, wird ein 4 %iges Sammelgel darauf geschichtet. Die Dicke der
Gele betrug 0,75 mm. Die Proben wurden 1:1 mit Probenpuffer versetzt und 60 min bei RT
inkubiert. Um die erneute Ausbildung von Disulfidbriicken zu verhindern, wurden die Proben
fiir 30 min mit Jodazetamid (2 % Endkonzentration, Merck, Darmstadt) versetzt. Es wurden
jeweils 20 ul pro Probentasche aufgetragen. Zur Ermittlung des relativen Molekulargewichts
der Proben wurde in parallele Probentaschen eine Mischung standardisierter, geféarbter
Proteine mit bekannten Molekulargewichten von 2,35 bis 46 kDa (Rainbow-Marker,
Amersham Buchler, Braunschweig) gegeben. Die elektrophoretische Trennung erfolgte in
einer Elektrophoresekammer (Modell GE-2/4, Pharmacia, Freiburg), die mit Anodenpuffer
befiillt wurde. Das Einlaufen der Proben in das Gel erfolgte bei 30 V, 70 mA und 30 W in
Kathodenpuffer. Nach 60 min wurde die Spannung auf 600 V fiir den anschlieBenden

fiinfstiindigen Trennlauf erhoht.

2.6.3.2 Western Blot-Analyse elektrophoretisch aufgetrennter Proteine

Das Western Blot-Verfahren dient dem Nachweis und der Quantifizierung von
immunreaktiven Proteinen nach deren Transfer mittels eines angelegten elektrischen Feldes
von einem Gel auf eine Membran.

Dazu wurde eine mit Towbinpuffer vorédquilibrierte Polyvinyldifluoridmembran (PVDEF-

Membran, Immobilon-P, Millipore, Eschborn) auf die der Anode zugewandten Seite des Gels
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gelegt. Membran und Gel wurden zwischen jeweils zwei Filterpapieren in eine mit
Towbinpuffer gefiillte Blotkammer (Modell TE 50, Hoefer, San Francisco, CA, USA)
iiberfiihrt und tiber Nacht einem elektrischen Feld mit 0,6 mA bei 0,3 V ausgesetzt.

Am néchsten Morgen wurden die Membranen entnommen und fiir 1 h getrocknet. Nachdem
die Membran kurz in reinem Methanol redquilibriert worden war, folgte auf einen 30
miniitigen Waschschritt in PBS eine 60 miniitige Inkubation in Roti-block-Puffer. Die
immunchemische Detektion begann mit der Inkubation fiir 60 min mit einem spezifischen
Antiserum (Kaninchen a-humanes B-TG 1:5000 in Roti-block-Puffer). AnschlieBend wurde
der ungebundene Antikorper durch fiinfmaliges Waschen in PBS / 0,1 % Tween von der
Membran entfernt. Zum Nachweis des gebundenen primiren Antikorpers diente der
darauffolgende 60 miniitige Inkubationsschritt mit einem sekundidren Fluorochrom-
gekoppelten Antikorper (Ziege a-Kaninchen-IRDye-800, 1:5000 in Roti-block-Puffer). Nach
nochmaligem, fliinffachem Waschen in PBS / 0,1 % Tween wurde die Membran 30 min in
PBS gespiilt und im Anschlul mittels eines Infrared Imaging Systems (Odyssey, Bad
Homburg) auf angefdrbte Banden hin untersucht. Dabei emittiert ein im Gerét eingebauter
Laser monochromes Licht (A = 780 nm), das den an den sekundiren Antikérper gekoppelten
Farbstoff IRDye-800 zur Fluoreszenz anregt (Absorptionsmaximum in Wasser bei Ay, = 774
nm). Das nach dieser Anregung von dem Farbstoff emittierte Licht (Emissionsmaximum in
Wasser A = 789 nm) wird von einem Photodetektor im Gerdt gemessen. Auf diese Weise
wurde der Western Blot mit einer Auflosung von 169 um und einer geritespezifischen
Intensitdt von 5 eingelesen. Da die gemessene Fluoreszenzintensitdt sich proportional zur
Menge des gebundenen Antikorpers verhilt, war es moglich, die Menge des auf die Membran
iibertragenen Zytokins iiber einen weiten Bereich quantitativ zu erfassen. Dazu wurde ein
ellipsoider Bereich um das eingelesene Bild der immunchemisch detektierten Zytokinbande,
z.B.NAP-2, gelegt und die Fluoreszenzintensitit dieses Bereichs bestimmt. Nach Abzug der
unspezifischen Hintergrundfluoreszenz, die aus einem bandenfreien Bereich gleicher Fliache
ermittelt worden war, wurde anhand einer parallel auf demselben Gel gelaufenen
Standardpréparation desgleichen Zytokins (NAP-2) mit bekanntem Proteingehalt (50 ng) der
Zytokingehalt der Probe ermittelt.

2.6.4 Analyse der Spaltung von Zytokinen mit Hilfe der RP-HPLC

Die RP-HPLC ist eine chromatographische Methode, die es ermdglicht, in wésserigen

Losungen 16sliche Substanzen nach ihrer Hydrophobizitit zu trennen. Dazu werden die
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Substanzen zunichst in wisserigem Milieu auf die Sdule aufgetragen. Die Sdule besitzt an ein
inertes Trigermaterial gekoppelte Kohlenwasserstoffketten definierter Lénge, welche
hydrophobe Interaktionen mit den aufgetragenen Substanzen eingehen. Mit Hilfe ansteigender
Konzentrationen eines zur Elution eingesetzten organischen Ldsungsmittels werden
anschlieBend die gebundenen Substanzen nach und nach aus der Interaktion mit dem
Saulenmaterial verdringt. Da die Fragmente eines Proteins sich meistens in ihrer AS-
Zusammensetzung voneinander unterscheiden, konnen diese in der Regel iiber RP-HPLC von
der Ausgangssubstanz getrennt werden.

Zur Analyse der Spaltung wurden jeweils 200 pl Probe iiber die RP-HPLC aufgetrennt
(C2/C18-Sdule uRPC PC 3.2/3 auf einem SMART-System, beides von Amersham Pharmacia
Biotech AB, Uppsala, Schweden). Die Elution erfolgte bei einer FlieBgeschwindigkeit von
300 pl/Min mittels eines linearen Gradienten von 0 bis 50 % Azetonitril in 0,1 % TFA.
Elutionspeaks wurden bei 214 nm Wellenlinge mit einem pPeak-Monitor (Amersham
Pharmacia Biotech AB) erfalit. Die Auswertung der Chromatogramme erfolgte mit Hilfe der

Software SMART Manager 1.51 (Amersham Pharmacia Biotech AB).

2.6.5 Immunaffinititschromatographie

Die Immunaffinitidtschromatographie dient zur selektiven Aufreinigung von Molekiilen aus
Substanzgemischen. Sie beruht auf der reversiblen Interaktion des aufzureinigenden Molekiils
mit einem Antikérper. Wahrend der spezifische Antikorper als statische Komponente an die
Chromatographiematrix gekoppelt ist, wird das zu isolierende Molekiil in Losung an der
Gelmatrix vorbeigefiihrt. Ungebundenes Material wird ausgewaschen und die gebundene
Komponente durch Verdnderung der physikochemischen Bedingungen, z.B. durch Absenken

des pH-Wertes, von der Matrix abdissoziiert und eluiert.

2.6.5.1 Vorbereitung von Protease enthaltenden Proben fiir die

Immunaffinititschromatographie von B-TG Ag

In einigen Experimenten wurde CTAP-III mit Proteasen bzw. Mastzellen versetzt, um den
Abbau des Chemokins zu verfolgen. Die Protease-Reaktion wurde durch Zugabe von TFA
abgestoppt. AnschlieBend sollten die enstandenen Abbauprodukte auf biologische Aktivitit
im Neutrophilen-Elastase-Freisetzungstest iiberpriift werden. Um einer Stérung der

Aktivitdtsbestimmung durch Mastzelldegranulationsprodukte vorzubeugen, wurde das in der
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Probe enthaltene B-TG Ag vorher mittels Immunaffinitdtschromatographie aufgereinigt. Fiir
die Aufreinigung iiber die Immunaffinitdtschromatographie miissen die Proben einen pH-
Wert von pH 7,2 - 7,4 aufweisen. Um zu vermeiden, da3 es durch Reneutralisierung der
angesduerten Proben zu einer Reaktivierung der proteolytischen Enzymaktivitit kommt,
mufliten die prozessierende(n) Enzym(e) irreversibel inaktiviert werden. Da sich in
Vorversuchen herausgestellt hatte, da in Anwesenheit von 1 mM des Serinproteaseinhibitors
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) (Sigma-Aldrich, Deisenhofen) keine Prozessierung des
CTAP-III durch Mastzellen mehr stattfindet, wurden die Proben direkt vor Auftrag auf die
Immunaffinititssdule mit 1 mM PMSF (gelost in Ethanol) versetzt und anschlieBend durch
Zugabe von NaOH neutralisiert (pH 7,4).

Bei der Immunaffinititschromatographie des B-TG Ag diente der an CNBr-aktivierte
Sepharose (CL-4B; Pharmacia, Freiburg) gekoppelte Antikdrper mAk C24 (10 mg
Antikorper/ml  Gel, Laborgruppe Biologische Chemie) als Immunoadsorbens. Die
chromatographische Auftrennung erfolgte in einem 1 ml-Gelvolumen. Nach Auftrag der
neutralisierten, PMSF-behandelten Probe wurde die Sédule nacheinander mit 3
Sdulenvolumina (SV) PBS-D, 1 SV NP-40-Puffer, und 4 SV Wasser (Milli Q, pH 7,0)
gespiilt, bevor die Elution des B-TG Ag durch Senkung des pH-Wert mit 4 SV Wasser (Milli
Q, pH 2,5) erfolgte. Die Elutionsfraktion wurde aufgefangen und vereinigt. Nach
Gefriertrocknung wurde die Trockensubstanz in 0,1 % TFA aufgenommen, der Gehalt an 3-
TG Ag mittels Sandwich-ELISA (siche Abschnitt 2.6.2.1) bestimmt und bis zur

Weiterverwendung bei —20°C aufbewabhrt.

2.7 Biologische Testverfahren

2.7.1 Neutrophilen-Elastase-Freisetzungstest zum Nachweis von biologisch aktivem

NAP-2

Zum quantitativen Nachweis von biologisch aktivem NAP-2 diente dessen Fiahigkeit, die
Freisetzung lysosomaler Elastase durch Neutrophile zu induzieren™. Neutrophile lassen sich
durch verschiedene Stimuli zur Phagozytose aktivieren. Dabei schniiren sie Phagosomen von
der Zelloberflache ab, ein Vorgang, der von der Polymerisation des Aktins abhéngig ist.
Anschlieffend verschmilzt in einem vom Aktin unabhingigen Proze8 das Phagosom mit
Lysosomen’®. Elastase ist eine lysosomale Serinprotease, die in das Phagosom entlassen wird

und dort am Abbau des Vesikelinhaltes beteiligt ist. Vorinkubation der Zellen mit
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Cytochalasin B fiihrt zur Inhibition der Aktinpolymerisation, und damit wird selektiv die
Abschniirung des Phagosoms von der Zelloberfliche verhindert. Bei der Zellaktivierung wird
die Elastase nun {iber die zur ZellauBenseite offenen Phagosomen in das Medium abgegeben
und kann dort quantitativ bestimmt werden.

Die Bestimmung der Degranulation neutrophiler Granulozyten erfolgte nach einer von Brandt
et al. beschriebenen Methode™. Dafiir wurden Neutrophile (1x107/ml) in PBS-D / 0,1% BSA
fiir 30 min bei 37°C vorgewarmt und anschliefend fiir 10 min mit Cytochalasin B (5 pg/ml)
inkubiert. Gleich nach Zugabe von CaCl, und MgCl, (Endkonzentration 1,8 mM bzw. 1 mM)
zu den Zellen wurden jeweils 100 ul der Zellsuspension mit 100 pl der Probenldsung
(angesetzt in PBS-D/0,1 % BSA) in einer Flachbodenmikrotiterplatte vermischt. Nach 30 min
Inkubation bei 37°C im Brutschrank wurden die Zellen abzentrifugiert (300 x g, 20 min) und
50 pl der gewonnenen Uberstinde seriell 1:2 in PBS-D/ 0,1 % BSA iiber vier Schritte
ausverdiinnt. Die Aktivititsbestimmung der freigesetzten Elastase erfolgte iiber den
enzymatischen Umsatz des in der Elastase-Substratlosung enthaltenen N-t-BOC-Ala-Pro-
NorVal-p-Chlorothiobenzylester (BOC). Zehn Minuten nach Zugabe der Elastase-
Substratlosung (50 ul/  Vertiefung) wurde die Extinktion (A = 450 nm) im
Mikroplattenphotometer gemessen. Die Aktivitit des freigesetzten Enzyms wurde anhand der
Gesamt-Elastaseaktivitit der Zellen (Aktivitdit von in mit 0,1 % Hexadecyltrimethyl-
ammoniumbromid (Hexa) behandelten Totallysaten) berechnet und als dessen prozentualer
Anteil angegeben. Der NAP-2-Gehalt der Testansitze wurde dann anhand der durch sie
verursachten Elastase-Freisetzung im Vergleich zu derjenigen durch eine mitgefiihrte NAP-2

Standardpréparation errechnet.

2.7.2 Hexosaminidase-Release-Assay

Zu den wichtigen biologischen Funktionen von Mastzellen z&hlt ihre Fahigkeit, nach
Stimulation mit aktivierenden Mediatoren die Inhalte ihrer sekretorischen Granula in die
Umgebung der Zelle auszuschleusen. Dieser als Degranulation bezeichnete Vorgang vollzieht
sich durch Exozytose (compound exocytosis), d.h. die kristallin vorliegenden Mediatoren
gehen in eine 16sliche Form iiber und werden nach Fusion der Granulamembran mit der
Plasmamembran graduell in die Umgebung freigesetzt. Dabei wird unter anderem das Enzym
B-Hexosaminidase ausgeschiittet, dessen Freisetzung mit derjenigen einiger anderer
Granulainhalte wie Histamin und Chymase korreliert”’. Daher bietet die

Aktivititsbestimmung der PB-Hexosaminidase im Uberstand stimulierter, hochreiner
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Mastzellen mittels einer von Schwarz et al. beschriebenen Methode® eine Mdglichkeit,
Mastzelldegranulation nachzuweisen.

Dafiir wurden humane Mastzellen oder LAD-2-Zellen (2 x 10°/ml) in PBS-D + CaMg / 0,1%
BSA fiir 10 min bei 37°C vorgewirmt und anschlieBend jeweils 100 pl der Zellsuspension
mit 100 pl der Probenlosung (angesetzt in PBS-D + CaMg / 0,1 % BSA) in einem
Reaktionsgefal3 (500 pul, Polypropylen, Sarstedt) vermischt. Nach 30 min Inkubation bei 37°C
im Thermoschiittler wurden die Zellen abzentrifugiert (300 x g, 3 min) und 50 pl der
gewonnenen Uberstinde seriell 1:2 in PBS-D + CaMg / 0,1 % BSA iiber vier Schritte
ausverdiinnt. Die Aktivititsbestimmung der freigesetzten f-Hexosaminidase erfolgte iiber den
enzymatischen Umsatz des in der [-Hexosaminidase-Substratlosung enthaltenen 4-
Nitrophenyl-2-acetamido-2-deoxy-f-D-glucopyranosid. Dafiir wurden jedem Ansatz 50 ul
B-Hexosaminidase-Substratlosung hinzugefiigt und bei 37°C fiir 3 h (Mastzellen) oder fiir 4 h
(LAD-2-Zellen) inkubiert. Danach wurde die enzymatische Reaktion durch Zugabe von
jeweils 100 pl Glycinpuffer pH 10,3 gestoppt und die Extinktion des entstandenen gelblichen
p-Nitrophenols im Mikrotiterplatten-Photometer bei A = 405 nm gemessen. Die Aktivitit des
freigesetzten Enzyms wurde anhand der Gesamt-B-Hexosaminidaseaktivitit der Zellen
(bestimmt in mit 0,05 % Triton X-100-behandelten Totallysaten) berechnet und als

prozentualer Anteil ausgegeben.

2.7.3 Nachweis der Expression und der Herabregulation zellassoziierter Rezeptoren

Eine herkémmliche Methode um die Oberflichenexpression von Rezeptoren auf Zellen zu
bestimmen, ist die Immunfluoreszenzfirbung und anschlieBende Analyse im
Durchflulzytometer. Dabei erfolgt die Immunfluoreszenzfiarbung entweder direkt iiber einen
Fluorochrom-gekoppelten, rezeptorspezifischen Antikorper oder indirekt {iber einen
sekunddren  Fluorochrom-markierten = Antikérper, der seinerseits den  priméren,
rezeptorspezifischen  Antikérper erkennt. In der anschlieBenden Analyse im
Durchflulzytometer wird die Fluoreszenz und damit die relative Rezeptorexpression jeder
einzelnen Zelle bestimmt. Zusidtzlich kann bei Zellen, deren Chemokinrezeptoren nach
Bindung des Liganden von der Zelle internalisiert wurden, durch die im Vergleich zu
unbehandelten Kontrollzellen verminderte Anzahl der auf der Oberfliche verbliebenen
Rezeptoren nach Rezeptorfirbung im  DurchfluBzytometer als Riickgang der

Rezeptorexpression erfafit werden.
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2.7.3.1 Vorbehandlung von Zellen zur Herabregulation von Chemokinrezeptoren

Um die Internalisierung von Chemokinrezeptoren in Gegenwart von Chemokinen bei
Neutrophilen und LAD-2-Zellen zu untersuchen, wurden die Zellen in einer Konzentration
von 5 x 10° Zellen /ml in An- und Abwesenheit von Chemokinen in 200 pl PBS-D + CaMg
/0,1 % BSA fiir 10 min bei 37 °C inkubiert. Das Abstoppen der Reaktion erfolgte durch
Zugabe von 4 ml eiskaltem PBS-D / 0,1 % BSA. Die erhaltene Suspension wurde mit 200 ul
eiskaltem FCS unterschichtet und die Zellen bei 300 x g fiir 10 min bei 4 °C zentrifugiert.
AnschlieBend wurde die Expression der Chemokinrezeptoren auf den Zellen mittels

Immunfluoreszenzfarbung untersucht.

2.7.3.2 Direkte und indirekte Immunfluoreszenzfirbung von Oberflichenantigenen

Zur Immunfluoreszenzmarkierung wurden Neutrophile, LAD-2, Lungen- oder
Hautmastzellen in jeweils 100 ul PBS-D/ 0,1% BSA, in dem der Primérantikdrper gelost
worden war, aufgenommen und 60 min bei 4°C unter Schiitteln inkubiert. Die dazu
verwendeten Konzentrationen der jeweiligen Primérantikorper konnen der Tabelle 1
entnommen werden. Anschlielend wurden die Ansédtze mit 1,25 ml PBS-D / 0,1% BSA
aufgefiillt, mit 300 pl FCS unterschichtet und zentrifugiert (7 min, 300 x g, 2min Anlaufzeit
bei 4°C). In den Fillen, bei denen zur Detektion direkt an ein Fluorochrom gekoppelte
Primérantikdrper eingesetzt wurden, konnten die Zellen nach Entfernen des Uberstandes in
500 pl PBS-D / 0,1% BSA aufgenommen und ihre Fluoreszenz im Durchflulzytometer
bestimmt werden. Bei unkonjugierten Primérantikdrpern wurden die Zellsedimente nach
Entfernen des Uberstandes zur Detektion der an die Antigene gebundenen priméren
Antikorper mit einem DTAF-gekoppelten Ziege a-Maus IgG Antiserum (1:100 in PBS-D/
0,1% BSA) fiir 60 min bei 4°C inkubiert. Nach anschlieender Sedimentation durch eine
FCS-Schicht (wie fiir den Primédrantikorper beschrieben) wurden die Zellen dann in 500 pl

PBS-D / 0,1% BSA aufgenommen und ihre Fluoreszenz im Durchfluzytometer bestimmt.

2.7.3.3 Analyse im Durchflufizytometer

In der durchfluBzytometrischen Analyse durchlaufen die Zellen einzeln in einem feinen,
gleichbleibenden Pufferstrom (PBS-Azid) den Lichtstrahl eines Argonlasers (488 nm
Wellenldnge). Das von den Zellen mit unverdnderter Wellenldnge gestreute Licht und das in

den langwelligen Bereich verschobene emittierte Fluoreszenzlicht wird durch
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Photodetektoren registriert. Dabei werden die MeBwerte fiir jede einzelne die Detektoren
passierende Zelle als ein Ereignis gespeichert. Die Streulichtsignale erlauben eine
Differenzierung der Zellen nach Grofe und Granularitit. Das Vorwirtsstreulicht wird in
einem Winkel von 10° der urspriinglichen Strahlungsrichtung aufgenommen und stellt ein
MaB fiir die ZellgréBe dar. Das in einem Winkel von 90° gemessene Seitwirtsstreulicht wird
vor allem von der Granularitdt der Zelle beeinfluft. Zusétzlich wird im 90°-Winkel auch das
Fluoreszenzsignal erfaflt. Auf diese Weise kann das Emissionslicht von Fluorochromen, die
iiber Antikorper an die Zelle gebunden sind und vom Laserstrahl angeregt werden, gemessen
werden. Die Messungen wurden in einem DurchfluBzytometer der Firma Becton-Dickinson
durchgefiihrt und mit dem dazugehorigen Computerprogramm Cellquest Pro analysiert. Pro
MeBvorgang wurden 10000 Ereignisse aufgenommen. Von diesen Ereignissen wurden die
von der jeweils zu untersuchenden Zellpopulation (Neutrophile, LAD-2, Mastzellen)
stammenden Signale mit charakteristischem Vorwirts- und Seitwértsstreulicht durch
Festlegung eines MefBbereichs (Fenster) eingegrenzt und die restlichen, von anderen Zellen
bzw. Zelltrimmern hervorgerufenen Signale auBlerhalb des Fensters ausgeblendet. Die
gemessenen Fluoreszenzintensitdten der so definierten Zellpopulation wurden als Histogramm
dargestellt. Dabei wird die Hiufigkeit der Ereignisse gegen die Fluoreszenzintensitét
aufgetragen. Aus der Haufigkeitsverteilung wird die flir die gesamte Zellpopulation

repriasentative mediane Fluoreszenzintensitdt rechnerisch ermittelt.

2.7.4 Immunfluoreszenzmikroskopie

Die Immunfluoreszenzmikroskopie bietet gegeniiber der durchfluzytometrischen Analyse
den Vorteil, daB} sie eine Aussage iiber die Lokalisation der Proteine in der Zelle erlaubt. In
der vorliegenden Arbeit wurde mit dieser Methode der intrazelluldire Chymasegehalt von
Hautmastzellen und LAD-2-Zellen analysiert. Dazu wurden 10° Zellen auf einen Objekttriger
zentrifugiert (300 x g, 10 min). AnschlieBend wurden die Zellen fiir 10 min in 3 %igem
Paraformaldehyd fixiert. Nach dreimaligem Waschen in PBS-D wurden die Zellen fiir 90
Sekunden mit 0,1 % Triton X-100 permeabilisiert. Zur Markierung der Chymase wurden die
Zellen dann mit einem murinen o-Chymase-Antikorper (IgG;, Klon CCl mit 0,5 pg/ml) oder
einem irrelevanten Kontrollantikdrper gleichen Isotyps (IgG;, Klon BO7 mit 0,5 pg/ml) fiir 60
min bei 4°C in PBS-D + 0,5 % BSA inkubiert. Der Nachweis der gebundenen Antikorper
erfolgte nach dreimaligem Waschen durch Detektion mit einem Alexa488-gekoppelten Ziege

o-Maus, der nach 30 min bei 4°C wieder entfernt wurde. Zur Farbung der Zellkerne diente
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anschliefend eine 20 min Inkubation mit dem Farbstoff TOTO-3 (Sigma). Nach Trocknen
und Eindeckeln der Pridparate wurden die Proben mittels konfokaler Lasermikroskopie auf

thre Fluoreszenz hin untersucht.

2.7.5 Bestimmung der intrazelluliren Ca-Konzentration

Die intrazellulire Kalziumkonzentration von LAD-2-Zellen und Neutrophilen wurde mit
Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffes 1-[2-5-Carboxyoxazol-2-yl-6-aminobenzfuran-5-oxyl]-2-
amino-5’-methyloxy-ethan-N,N,N’ N’-tetraessigsdure (FURA-2) nach einer von Grynkiewicz
et al. beschriebenen Methode bestimmt’™. Durch Veresterung mit Azetoxymethanol (AM)
liegt FURA-2 in einer lipophilen Verbindung vor, die von den Zellen aufgenommen und
durch intrazelluldre Esterasen hydrolysiert werden kann. Das freigesetzte FURA-2 ist nicht
membranpermeabel und akkumuliert in den Zellen. FURA-2 bildet Komplexe mit den
intrazelluldren Kalziumionen und dndert dabei die Lage seines Absorptionsmaximums (mit
Kalzium gesittigtes FURA-2: 340 nm, freies FURA-2: 380 nm). Bei stindig wechselnder
Anregung mit Licht der Wellenldngen von As; = 340 nm (F;) bzw. von Ax> = 380 nm (F»)
kann das emittierte Fluoreszenzsignal bei Ap = 510 nm aufgenommen werden. Aus dem
Verhiltnis der beiden emittierten Fluoreszenzintensititen R = F/F, 146t sich die
Kalziumkonzentration nach folgender Formel berechnen :

[Ca®"]i = Kb x [(R-Runin) / (Rmax-R)] X [F2¢/Fap]

Dabei stellt Kp die effektive Dissoziationskonstante des FURA-2/Ca*" Komplexes dar
(Kp =224 nM). Ry« entspricht dem Verhéltnis F,/F, bei maximaler Beladung von FURA-2
mit Kalziumionen, das nach Lyse der Zellen und Freisetzung von FURA-2 in das
kalziumionenhaltige Medium gemessen werden kann. Rmin reprisentiert das Verhéltnis
F1/F2 bei unbeladenem FURA-2, das nach vollstindigem Entzug des Kalziums mittels
anderer starker Komplexbildner bestimmt werden kann. F2f bzw. F2b stellen die
Fluoreszenzintensititen (F2) der unbeladenen FURA-2-Probe bzw. der mit Kalzium

gesittigten FURA-2-Probe dar.

2.7.5.1 Beladung der Zellen mit Fura-2
LAD-2-Zellen (2,5 x 10°) wurden in 500 pl PBS-D + CaMg/ 0,1% BSA aufgenommen und

mit 1 pl Stammlésung (Stammldésung 1mM, 2 pM Endkonzentration) versetzt und fiir 30 min

im Thermoschiittler bei 37°C inkubiert. Nicht von den Zellen aufgenommenes FURA-2/AM
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wurde durch Waschschritt mit 2 ml warmen PBS-D + CaMg/ 0,1% BSA mittels
Zentrifugation bei 300 x g fiir 3 min entfernt. AnschlieBend wurden die mit dem
Indikatorfarbstoff beladenen Zellen in 1 ml warmem PBS-D + CaMg/ 0,1% BSA

resuspendiert und in die vorgewdrmte Quarzkiivette des Fluoreszenzspektrometers iiberfiihrt.

2.7.5.2 Analyse der Zellen im Fluoreszenzspektrometer

Die Fluoreszenzmessung von FURA-2-beladenen Zellen wurde mit einem PTI-
Fluoreszenzspektrometer vorgenommen. Die Messungen erfolgten bei den alternierenden
Anregungswellenldngen Aa; = 340 nm und Aax = 380 nm. Das emittierte Fluoreszenzlicht
wurde bei Ag = 510 nm aufgenommen. Wihrend der gesamten 400 s andauernden Messung
wurden die Zellen in der Quarzkiivette geriihrt und konstant auf 37°C temperiert. 45 s nach
Beginn der Messung erfolgte die erste Injektion des zu testenden Stimulus (geldst in 2 bis 10
ul 0,1 % TFA) in die MeBkiivette. Um die Responsivitdt der Zellen gegeniiber einer weiteren
Stimulation zu testen, wurden nach 150 s nochmals Stimulus zugegeben. Ry.x und Ry,
wurden nach jeder Messung durch Lyse der Zellen in 0,05 % reduziertem Triton X-100 und
anschlieBender Zugabe des Chelat-Bildners Ethylenglycol-bis(2-aminoethylether)-N,N’-

tetraessigsdure (EGTA) zu einer Endkonzentration von 10 mM  bestimmt.
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3. Ergebnisse

3.1 Etablierung einer Methode zur Gewinnung von Hautmastzellen

Bevor die Studien zur Interaktion zwischen humanen Hautmastzellen und Chemokinen
beginnen konnten, mufite zundchst ein Verfahren zur Aufreinigung von Mastzellen aus
Hautgewebe etabliert werden. Neben der laut Literaturangaben {iblichen Reinheit von mehr
als 90 %, war eine weitere Anforderung an das zu etablierende Verfahren, dal3 die isolierten
Mastzellen im Anschlul mastzelltypische Funktionen, vor allem die Féhigkeit zur
Degranulation nach IgE-Kreuzvernetzung, ausfithren konnten. Zur Etablierung des
Verfahrens versuchte ich bereits als effektiv beschriebene Vorgehensweisen anderer Autoren
zu lbernehmen und weniger gut arbeitende Schritte zu optimieren. Das hier entwickelte
Aufreinigungsverfahren gliedert sich in vier verschiedene Hauptschritte. Im ersten Schritt
wird das zerschnittene Hautgewebe durch enzymatische Behandlung in eine Zellsuspension
iiberfiihrt. Der zweite Schritt dient der Anreicherung der Hautmastzellen. Dazu werden die
unterschiedlichen Zelltypen des Hautgewebes mittels Dichtegradientenzentrifugation
getrennt. Die selektive Aufreinigung von Mastzellen geschieht dann in einem dritten Schritt
durch Magnetseparation nach Markierung eines speziell auf Mastzellen exprimierten
Antigens. Da sich die auf diese Weise aufgereinigten Mastzellen als nicht responsiv
gegeniiber IgE-Kreuzvernetzung erwiesen, wurden die Zellen in einem vierten Schritt in
Kultur genommen, um die Responsivitit der Zellen wiederherzustellen. Im folgenden

Abschnitt sind die grundlegenden Schritte der Etablierung dieser Methode beschrieben.

3.1.1 Enzymatischer Aufschlufl von humanem Hautgewebe

Wie schon in élteren Arbeiten von einer Vielzahl von Autoren beschrieben, bietet der
enzymatische AufschluB3 eine Moglichkeit, das aus einem festen Zellverband bestehende
Hautgewebe in eine Zellsuspension umzuwandeln, aus der dann Mastzellen isoliert werden
konnen. Freundlicherweise gab mir PD Dr. B.F. Gibbs (Klinik fiir Dermatologie, Universitat
Liibeck) Gelegenheit, die in seinem Labor etablierte Methode zum enzymatischen
Gewebeaufschlul humaner Haut, sowie zur Anreicherung von Mastzellen mittels Percoll zu
erlernen. Daher wurde zum GewebeaufschluB der von Gibbs ez al.? (ausfiihrlich nachzulesen

bei Gibbs & Ennis’®) beschriebenen Mastzellpuffer benutzt. Als Enzyme wurde die bei
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Kambe et al. beschriebene Kombination aus 1,5 mg/ml Collagenase Typ II und 0,7 mg/ml
Hyaluronidase verwendet”. In dieser Kombination verschwanden die Zellaggregate in der
Regel nach 4 h und die Zellen konnten geerntet werden.

Zunichst wurde versucht, die Ausbeute an Zellen ohne eine Verringerung der Viabilitdt durch
eine Verdnderung der Enzymzusammensetzung des Verdaupuffers zu erhéhen. Dazu wurden
in dieser Arbeit verschiedene von Benyon et al.loo, Schwartz et al.lm, Babina et al.'® und
Lawrence et al.' beschriebene sowie selbst kreirte Enzymmischungen im GewebeaufschluB
auf ihre Eignung hin iberpriift (Testansatz) und mit der in dieser Arbeit verwendeten
Enzymzusammensetzung (Vergleichsansatz) verglichen (dargestellt in Tabelle 2). Als
maligebliches Kriterium fiir die Effizienz dieses Schrittes waren vor allem die isolierte
Zellmenge und der Zustand der Zellen entscheidend, jedoch spielten nicht zuletzt auch die
finanziellen Kosten dieses Verfahrens eine gewisse Rolle.

Wie Tabelle 2 zu entnehmen ist, steigerte weder eine Halbierung noch eine Verdopplung der
Enzymmenge des Vergleichsansatzes die Effizienz des Verdaus, da sich entweder die isolierte
Zellmenge oder die Viabilitdt deutlich verschlechterte. AuBerdem iiberpriifte ich noch,
inwieweit jeweils die Enzyme Collagenase Typ IV, Liberase, DNAse Typ I sowie Dispase
den Verdau verbessern konnen. Collagenase Typ IV und Liberase wurden als Ersatz fiir
Collagenase Typ II verwendet. Die Verwendung 1,5 mg/ml Collagenase Typ IV fiihrte zu
einer dramatischen Verschlechterung der Zellausbeute. Liberase, eine weiter aufgereinigte
Collagenase, der vom Hersteller verschiedene andere Enzyme zugesetzt worden waren, bot
gemdl den Angaben des Herstellers den Vorteil, da3 die von Collagenase Typ II bekannten
Schwankungen zwischen den verschiedenen Praparationen bei diesem Enzym nicht auftreten.
Liberase erwies sich in der hochsten Konzentration, bei der die Aktivitit derjenigen der zum
Vergleich herangezogenen Collagenase Typ II entsprach, als sehr effizient. In geringeren
Konzentrationen des Enzyms war das Enzym jedoch deutlich weniger effizient. Trotz des
teilweise besseren Ergebnisses wurde Liberase aus Kostengriinden nicht weiter benutzt.
DNAse Typ I und Dispase wurden dem Verdauansatz jeweils zusétzlich hinzugefiigt. Der
Zusatz von DNAse Typ I fiihrte zu keiner deutlichen Verbesserung des Aufschlusses, und
durch Zusatz von Dispase verschlechterte sich der Verdau sogar. Somit wurde fiir den Verdau
des humanen Hautgewebes der bei Gibbs et al. beschriebene Mastzellpuffer mit der bei
Kambe et al. beschriebenen Enzymmenge von 1,5 mg/ml Collagenase Typ II und 0,75 mg/ml
Hyaluronidase benutzt. Die Dauer des Verdau wurde auf 4 bis maximal 6 Stunden festgelegt.
Die ausfiihrliche Beschreibung der Methode kann in Materialien und Methoden unter Punkt

2.5.2.3 nachgelesen werden.
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Tabelle 2 : Aufschlufl von humaner Haut durch verschieden zusammengesetzte Enzymmischungen

Zusammensetzung

Testansatz a)

Zellzahl/ Viabilitat

Testansatz °

Zellzahl / Viabilitat

Vergleichsansatz 9

Vergleich ¢

0,75 mg/ml Coll.2

0,35 mg/ml Hyal.

Zellen : 0,8

Viabilitat: 96%

Zellen: 1,7

Viabilitat: 96%

geringere Zellmenge (< 50%)

ahnliche Viabilitat

geringere Kosten (50 %)

3,0 mg/ml Coll.2 Zellen : 3,1 Zellen: 2,5 ahnliche Zellmenge (120%)
1,5 mg/ml Hyal. Viabilitat: 48% Viabilitat: 89 % niedrigere Viabilitat

héhere Kosten (200 %)
1,5 mg/ml Coll.4 Zellen: 0,7 Zellen: 4,0 geringere Zellmenge (< 20%)

0,75 mg/ml Hyal.

Viabilitat: 97%

Viabilitat: 87%

héhere Viabilitat

gleiche Kosten (100 %)

0,4 WU/ml Liberase ®

Zellen: 3,4

Viabilitat: 85%

Zellen: 2,6

Viabilitat: 91%

héhere Zellmenge (> 130%)

ahnliche Viabilitat

héhere Kosten (174 %)

0,2 WU/ml Liberase

Zellen: 2,1

Viabilitét: 93%

Zellen: 4,4

Viabilitat: 74%

geringere Zellmenge (< 50%)
héhere Viabilitat

geringere Konsten (87 %)

0,1 WU/ml Liberase *

Zellen: 0,1

Viabilitat: 100%

Zellen: 3,1

Viabilitat: 69 %

geringere Zellmenge (< 5%)
héhere Viabilitat

geringere Konsten (44 %)

1,5 mg/ml Coll.2

0,75 mg/ml Hyal.
1000 KU/mI DNAse |

Zellen: 1,7/ 0,4

Viabilitat: 92%

Zellen: 2,1/0,3

Viabilitat: 85%

ahnliche Zellmenge ( 80% / 130%)

ahnliche Viabilitat
héhere Kosten (167 %)

1,5 mg/ml Coll.2

0,75 mg/ml Hyal.

1,5 mg/ml Dispase

Zellen: 0,6

Viabilitat:28 %

Zellen: 1,1

Viabilitat: 79%

geringere Zellmenge (< 60%)

niedrigere Viabilitat

ahnliche Kosten (109 %)

D Coll.2 / 4 (Collagenase Typ II oder Typ IV), Hyal. (Hyaluronidase), Lsg. (Losung), WU (Wuensche Unit), KU

(Kunitz Unif)

1 WU (Wuensche Unit) entspricht 1000 CDU (Collagenase_Desitrometric Unit). 1,5 mg/ml der zum Vergleich

herangezogenen Collagenasepriparation besal eine Aktivitdt von 409 CDU /ml (entspricht 0,4 WU/ml)

° Die erhaltene Zellmenge und Viabilitéit des jeweiligen Testansatzes.

9 Der Vergleichsansatz gibt die erhaltene Zellmenge und Viabilitit einer parallel zur Testansatz aufgearbeiteten

Préparation des gleichen Hautgewebes mit 1,5 mg/ml Collagenase Typ II und 0,75 mg/ml Hyaluronidase.

® Verglichen wurde der Testansatz und der Vergleichsansatz hinsichtlich der erhaltenen Zellmenge, Viabilitit

der Zellen und der Kosten des Verfahrens.
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Um die Aufreinigung von Mastzellen dokumentieren zu konnen, machte ich mir zur
Erkennung der Mastzellen die von Ehrlich beschriebene Metachromasie nach Fiarbung mit
dem basischen Farbstoff Toluidinblau zunutze. Dazu wurden die aus dem Verdau erhaltenen
Zellen auf einen Objekttrager zentrifugiert, mit Toluidinblau gefdrbt und unter dem

Mikroskop analysiert.
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Abbildung 1: Toluidinblaufirbung aus Gewebeaufschlufl erhaltener Hautzellen

Aus enzymatischem GewebeaufschluB erhaltene Hautzellen (10° /Objekttriger) wurden auf einen Objekttriger
zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Zellen fiir 20 min mit 0,1 % saurer Toluidinblaulésung behandelt. Nach
Entfernen der Losung wurden die Zellen getrocknet. Die Fotographien wurden im Lichtmikroskop bei 40-facher
Vergroflerung (A: Aus dem GewebeaufschluB3 erhaltene Hautzellen) und bei 200-facher VergoBerung (B:
Einzelne Mastzellen) erstellt. Dargestellt ist ein reprasentatives von 3 Experimenten.

Wie in Abbildung 1A zu sehen, farbte Toluidinblau die Zellkerne in einem hellen Blauton an.
Durch die Verwendung stark saurer Toluidinblaulésung wird die normalerweise eintretende
Blaufirbung der Zellmembran unterdriickt, wodurch bei allen Zellen auller den Mastzellen
keine Férbung des Cytoplasmas eintritt. Hingegen zeigten Mastzellen die von Ehrlich
beschriebene Metachromasie und farbten sich violett an. Wie in Abbildung 1B gezeigt, war
die Farbung des Zytoplasmas einer Mastzelle nicht gleichmifig, sondern wies, wie von
Ehrlich beschrieben, eine granuldre Struktur auf.

Mit dieser Methode war es mdglich, deutlich zwischen Mastzellen und anderen Zellen zu
unterscheiden. Da diese Methode auch bei Zellsuspension in einer Neubauer-Zdhlkammer
funktionierte, wurde die Toluidinblaufarbung zur regelmédBigen Bestimmung des
Mastzellanteils und der Mastzellzahl wihrend der gesamten Aufreinigungsprozedur genutzt.
Wie sich aus der Fiarbung der Zellen direkt nach dem Verdau ergab, variierte der
Mastzellanteil an den Gesamtzellen jedoch sehr stark zwischen 0,3 und 14 % und betrug im

Mittel 5 % (21 Experimente).
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3.1.2 Anreicherung von Hautmastzellen mittels Dichtegradientenzentrifugation

Ein von verschiedenen Autoren benutztes Verfahren zur Anreicherung der aus dem
Gewebeaufschluf3 humaner Haut gewonnenen Mastzellen stellt die
Dichtegradientenzentrifugation dar. Dabei verwendeten die Autoren unterschiedlich
abgestufte Gradienten aus verschieden verdiinnten Percolllssungen. Kambe er al.”
beschrieben den einfachsten Gradienten, in dem die Zellsuspension lediglich auf eine 75 %ige
Percollschicht aufgebracht wurde. In meinen Hénden fiihrte diese Methode jedoch nicht zu
der von den Autoren beschriebenen Anreicherung von Mastzellen in der Puffer-Percoll-

1% beschriebenen

Interphase. Bessere Ergebnisse konnten hingegen mit der von Gibbs ef a
Methode erzielt werden, die zur Vereinfachung modifiziert wurde. In der urspriinglichen
Methode wurden die Zellen in 40 %igem Percoll aufgenommen und auf einen Gradienten,
bestehend aus Schichten von 50 %igem, 60 %igem, 80 %igem und 100 %igem Percoll,
geschichtet. Zur Vereinfachung wurden die Zellen direkt in 50 %igem Percoll aufgenommen

und auf einen Gradienten, bestehend aus 60 %igem und 80 %igem Percoll, gegeben.

Tabelle 3 : Mastzellanreicherung durch Dichtegradientenzentrifugation

Phase Reinheit ? Wiederfindung ¢
Auftrag® 5% (0,3-14 %) [100%

0-50 <1% <1%

50-60 " 6% (1-16%) |41 % (12-50 %)
60-80" 34% (4-72%) |51 % (32-72 %)
Pellet 58 % (11 - 100 %) [8 % (1 - 15 %)

¥ Zellen vor der Auftrennung iiber den Gradienten
® Gibt die Interphase an, auf der die Zellen geerntet wurden.

9 Die Reinheit gibt den durch Toluidinblaufirbung bestimmten Anteil von Mastzellen an den

Gesamtzellen an.

9 Die Wiederfindung gibt den in der jeweiligen Fraktion gefundenen Anteil der Mastzellen an
den gesamten Mastzellen aller Fraktionen an. Angegeben sind die Mittelwerte und der

Schwankungsbereich von 21 unabhingigen Experimenten.

Wie Tabelle 3 zu entnehmen ist, konnte der Mastzellanteil von 5 % mittels
Dichtegradientenzentrifugation auf durchschnittlich 34 % oberhalb der Interphase zwischen

60-80 %igem Percoll gesteigert werden. Unter diesen Zellen befanden sich durchschnittlich
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ca. 50 % der gesamten Mastzellen der Auftragszellen. Die weiter angereicherten Zellen des
Pellets spielten keine bedeutende Rolle, da nur geringe Mengen der Gesamtmastzellen dort
gefunden werden konnten. Aus diesen Resultaten ergab sich, da die
Dichtegradientenzentrifugation eine brauchbare Moglichkeit bot, Mastzellen anzureichern.
Zur weiteren Aufreinigung der Mastzellen wurden die auf der 60-80 Interphase gelegenen
Zellen mit den Zellen aus dem Pellet vereinigt und dem folgenden

Magnetseparationsverfahren zugefiihrt.

3.1.3 Aufreinigung von Hautmastzellen durch Magnetseparation

Die Dichtegradientenzentrifugation fiihrte zu einer Anreicherung der Mastzellen von 5 % auf
durchschnittlich 34 % der Gesamtzellen. Da diese Reinheit fiir die geplanten Versuche noch
nicht ausreichend war, sollte durch ein weiteres Verfahren die Reinheit nochmals erhoht
werden. Ein in der Literatur hdufig beschriebenes Verfahren zur weiteren Anreicherung von
Mastzellen stellt die positive Magnetseparation dar. In diesem Verfahren wird ein nur auf den
zu isolierenden Zellen exprimiertes Oberflachenantigen mit einem spezifischen Antikdrper
markiert. AnschlieBend werden die so mit dem primaren Antikérper markierten Zellen mittels
eines sekundédren Antikorpers, der mit magnetischen Mikropartikeln konjugiert ist, gekoppelt.
Indem die Zellen auf eine Magnetseparationssidule gegeben werden, konnen die unmarkierten
Zellen ungehindert durch das angelegte Magnetfeld von der Sdule heruntergespiilt werden,
wiéhrend die markierten Zellen zuriickgehalten werden. Nach Entnahme der Sdule aus dem
Magneten konnen die zuriickgehaltenen Zellen entnommen werden.

Besonders wichtig fiir die effektive Durchfiihrung dieser Methode ist die Auswahl eines
geeigneten Oberflichenantigens auf den Mastzellen. In der Literatur finden sich fiir die
Anreicherung von Mastzellen drei verwendete Antigene: Erstens, der auf Mastzellen und
Basophilen exprimierte hochaffine Rezeptor fiir Immunglobulin E, der FceRI. Dieser
Rezeptor ist allerdings duBerst schlecht fiir die Aufreinigung der Zellen geeignet, da die
Markierung dieses Rezeptors zur Aktivierung der Zelle fiihren kann. Zweitens, der Rezeptor
fiir den Wachstumsfaktor SCF, der sogenannte c-kit oder auch CD117. Ein Nachteil dieses
Antigens fiir die Magnetseparation ist, dal durch die Markierung der c-kit fiir den Liganden
SCF unzuginglich wird, wodurch sich auch die Responsivitit der Zellen gegeniiber SCF
verringern kann. Im Hinblick auf die nachfolgende SCF-abhédngige Zellkultur der Mastzellen
stellt die Isolierung iiber den c-kit somit ein Risiko fiir die Viabilitit der Zellen dar. Eine

Alternative zum c-kit als Oberflachenantigen zur Magnetseparation fanden Ren ef al. in dem
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3!, {iber dessen Markierung Mastzellen von urspriinglich 12 % auf

Disialogangliosid GD
iiber 90 % angereichert werden koénnen. Jedoch ist der gegen GD3 gerichtete Antikorper nicht
kommerziell verfiigbar. Ein anderes aussichtsreiches Antigen schien mir hingegen der
kommerziell verfligbare Antikdrper 97A6 zu sein, der ein auf der Oberfliche von
Stammzellen, Basophilen und Mastzellen exprimiertes Ektoenzym erkennt, das als CD203c
klassifiziert wird'**'®>. Wie Buhring et al. berichteten, erwies sich dieser Antikdrper bereits
als duBerst effektiv zur Aufreinigung von Stammzellen aus Knochenmark sowie zur
Aufreinigung Basophiler aus dem peripheren Blut'®. In einem ersten Experiment sollte
zundchst gekldrt werden, ob eine auf den CD203c abzielende Magnetseparation tatsdchlich
zur Anreicherung von Hautmastzellen flihrt. In Vorversuchen hatte sich bereits gezeigt, daf3
einige der aus dem Percollgradienten erhaltenen Zellen das Sekundirreagenz, die o-PE-
Beads, unspezifisch binden. Um diese unspezifisch bindenden Zellen im Vorfeld von der
Aufreinigung auszuschlieen, wurden sie in einem Vorlauf durch eine Magnetseparation in
Abwesenheit des primdren Antikdrpers von den restlichen Zellen abgetrennt. Fiir die folgende
Magnetseparation wurden dann die verbleibenden Zellen mit Phycoerythrin (PE)-
konjugiertem o-CD203c auf Eis fiir 45 min inkubiert, anschlieBend mit sekundédren o-PE-
beads fiir 10 min markiert und {iber eine Magnetseparationssdule aufgetrennt. Die durch die
Saule gelaufenen sowie die eluierten Zellen wurden im Durchfluzytometer analysiert und

mit den Zellen vor dem Auftrag verglichen.
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Abbildung 2: Expression des CD203c auf Zellen der Ausgangspopulation, des Séiulendurchlaufs und des
Eluates nach Magnetseparation mittels a-CD203c¢

Aus dem enzymatischen GewebeaufschluB humaner Haut erhaltene Mastzellen wurden mittels
Dichtegradientenzentrifugation angereichert und direkt oberhalb der 80 %igen Percollschicht abgenommen.
Diese Zellen wurden in 160 ul MACS-Puffer aufgenommen und mit 40 pl a-PE-Beads fiir 10 min auf Eis
inkubiert. Nachdem die jeweiligen Zellen, die o-PE-Beads unspezifisch binden, iber eine
Magnetseparationssdule entfernt worden waren, wurden die eluierten Zellen nacheinander mit a-CD203c-PE
und mit o-PE-Beads markiert (A). AnschlieBend wurden die Zellen auf eine Magnetseparationssdule
aufgetragen. Die Zellen des Durchlaufs (B) sowie die eluierten Zellen (C) wurden aufgefangen und im

Durchflulzytometer auf ihr Verhalten im Seitwirtsstreulicht sowie ihre Fluoreszenzintensitdt hin untersucht.
Dargestellt ist ein reprasentatives von 5 Experimenten.



Ergebnisse 43

Wie das links in Abbildung 2A dargestellte Punktdiagramm zeigt, gab es unter den aus dem
Percollgradienten erhaltenen Zellen eine Population, die den CD203c¢ stark exprimierte und
ein besonders starkes, fiir Mastzellen typisches Seitwértsstreulicht aufwies. Wie in dem
Histogramm rechts in Abbildung 2A zu sehen ist, machte diese CD203c-positive Population
(mit einer relativen Fluoreszenzintensitit > 200) 9 % der Gesamtzellen aus und entsprach
damit weitgehend dem durch Toluidinblaufirbung der gleichen Préparation ermittelten
Mastzellanteil von 11 % der Gesamtzellen. Das links in Abbildung 2B gezeigte
Punktdiagramm zeigt die Zellen des Durchlaufes der Magnetsdule nach Magnetseparation. Es
wird erkennbar, da3 die CD203c-positive Subpopulation abgenommen hat. Wie dem daneben
dargestellten Histogramm zu entnehmen ist, reduzierte sich der Anteil dieser Population auf
4 %. Ebenso nahm der durch Toluidinblaufarbung ermittelte Mastzellanteil auf 4 % ab.
Hingegen ist bei der in Abbildung 2C dargestellten, durchfluzytometrischen Analyse der
Zellen des Eluats zu sehen, dal der Anteil der CD203c-positiven Population auf 94 %
angestiegen war. Dieses Resultat stand in guter Ubereinstimmung mit einem Mastzellanteil
von 93 %.

Wie aus der ca. zehnfachen Anreicherung der Mastzellen gegeniiber der aus dem
Percollgradienten erhaltenen Zellen klar hervorgeht, stellt der CD203c¢ ein duferst effizientes
Zielantigen fiir die Aufreinigung humaner Hautmastzellen mittels Magnetseparation dar. So
war sogar bei einem relativ  niedrigen Anteil von  Mastzellen nach
Dichtegradientenzentrifugation (hier 9 %, im Mittel 34 %) in der Regel eine ausreichende
Aufreinigung der Mastzellen gewdhrleistet. Falls die Reinheit nach Magnetseparation
unterhalb von 90 % lag, konnte sie durch nochmaliges Auftragen auf die Séule auf iiber 90 %
gesteigert werden. Ein weiterer wichtiger Aspekt war, da diese Methode immer zur
Gewinnung von mehr als 60 % der aus der Dichtegradientenzentrifugation hervorgegangenen
Mastzellen fiihrt (21 Experimente).

Allerdings stellte sich heraus, daB3 die auf diese Weise isolierten Hautmastzellen direkt nach
der Isolierung keine Degranulation nach Stimulation mit kreuzvernetzenden a-IgE oder mit
dem Kalziumionophor A23187 aufwiesen. Wie andere Autoren berichten, kann die
Responsivitit von Mastzellen durch eine solche strapazidse Isolationsprozedur stark

06

vermindert sein'”. Daher versuchte ich, die Responsivitit durch Kultur der Zellen

wiederherzustellen.
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3.1.4 Zellkultur isolierter Hautmastzellen

Fiir die Kultur humaner Mastzellen wurden in der Literatur eine Reihe unterschiedlicher
Medien beschrieben, von denen ich zundchst RPMI mit 10 % FCS auswihlte. Notwendig ist
jedoch grundsétzlich die Anwesenheit des Zytokins SCF wihrend der Kultur. Daher wurde
dem Medium zusétzlich noch die nach Literaturangaben {ibliche Dosis von 100 ng/ml SCF
hinzugefiigt'®.

Um die Erholung der Mastzellen von den Strapazen der Isolierung zu dokumentieren, wurden
die Zellen bis zu einer Woche kultiviert und zu verschiedenen Zeitpunkten auf ihre
Responsivitit auf a-IgE hin tiberpriift. Eine typische, durch IgE-Kreuzvernetzung ausgeloste
Reaktion von Mastzellen ist die Degranulation, d.h. die Freisetzung der Inhalte der
sekretorischen Granula, wie z.B. des Enzyms Hexosaminidase, in die Umgebung der Zelle.

Diese Funktion machte ich mir zur Bestimmung der Responsivitit der Zellen zunutze.

30+
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Abbildung 3 : Responsivitiit von isolierten Hautmastzellen gegeniiber a-IgE wihrend der Mastzellkultur

Isolierte Hautmastzellen wurden direkt nach der Isolierung oder nach verschieden langer Kultur in Medium
(RPMI-1640/ 10 % FCS/ 100 ng/ml SCF) auf ihre Responsivitdt gegeniiber 3 pg/ml a-IgE hin tiberpriift. Dazu
wurden die Hautmastzellen (2 x 10* Zellen /ml) fiir 30 min mit PBS-D/ 0,1%BSA allein oder zusitzlich mit 3
ng/ ml o-IgE inkubiert und anschlieBend deren zellfreie Uberstinde auf freigesetzte Hexosaminidase-
Enzymaktivitit hin untersucht. Dazu wurden die Zellen entfernt und die zellfreien Uberstdnde fiir 3 Stunden mit
dem Hexosaminidase-Substrat 4-Nitrophenyl-2-acetamido-2-deoxy-B-D-glucopyranosid inkubiert. Nach
Abstoppen der Reaktion durch Zugabe von Glyzinpuffer wurde die Extinktion bei A = 405 nm gemessen. Der
Anteil der freigesetzten Hexosaminidase wurde als Prozentsatz der durch Triton-X-100-Lyse aus
Vergleichszellen freigesetzten Menge ( = 100 %) angegeben. Die Abbildung zeigt die Mittelwerte +
Standardabweichungen dreier unabhéngiger Experimente.
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Wie Abbildung 3 zu entnehmen ist, blieb direkt nach der Isolierung (Tag 0) die Freisetzung
der Hexosamindase nach Stimulation mit o-IgE auf dem Niveau unstimulierter Zellen. Auch
an Tag 1 war noch keine wesentliche Steigerung nach a-IgE-Stimulation gegeniiber der
unstimulierten Kontrolle zu beobachten. Am dritten Tag der Kultur zeigten die Zellen
erstmals eine erhdhte Hexosaminidase-Freisetzung nach o-IgE-Stimulation (11,8 + 3,5 %).
Nach fiinftagiger Kultur belief sich die Hexosaminidase-Freisetzung nach o-IgE-Stimulation
auf 21,2 £ 3,6 %, die sich durch langere Kultur bis zu sieben Tagen nicht weiter steigern lie}
(21,9 £ 1,7 %).

Diese Ergebnisse zeigen, daf3 isolierte Mastzellen sich wéhrend der Kultur erholen und nach 5
Tagen ihre maximale Responsivitit gegeniiber o-IgE wiedererlangt haben. Damit hatte ich
Zellen erhalten, die fiir die folgenden Untersuchungen zur Interaktion von Mastzellen und
Chemokinen geeignet sind. Ein Problem blieb jedoch der teilweise hohe Verlust an Zellen
wihrend der Kultur von durchschittlich mehr als 50 %, der in seltenen Féllen sogar 100 %
betragen konnte. Dieses Problem konnte weder durch die Verwendung anderer Medien wie
Basal Iscoves Medium oder AIM-V noch durch Verdnderung des Gehaltes an FCS im
Medium oder der Zelldichte in der Kultur gelést werden.

Zusammenfassend war es mittels der in diesem Abschnitt dargestellten Methode moglich,
isolierte Hautmastzellen zu gewinnen. Dabei lag die Menge isolierter Mastzellen in nach der
Kultur bei durchschnittlich 3,5 x 10* (0,4 — 8,7 x 10%) Mastzellen/ g Hautgewebe (21
Versuche). Da es aus technischen Griinden schwierig war mehr als maximal 45 g Hautgewebe
eines Spenders aufzuarbeiten, war die Menge der verfiigbaren Zellen nach der Kultur nur
selten hoher als 2 x 10° Zellen.

Fiir einige der geplanten Versuche reichte diese Menge an Zellen nicht aus. Daher wurde
untersucht, inwieweit fiir einige der folgenden Versuche die Zellinie LAD-2 als Modell

dienen konnte.
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3.2 Wirkung inflammatorischer Chemokine auf Mastzellen

3.2.1 Zellen der Zellinie LAD-2 exprimieren CD 117 und CD 203c

Da abzusehen war, dal die Menge der aus Gewebe isolierte Mastzellen fiir einige der
anstehenden Experimente zur Untersuchungen der Expression von Rezeptoren
inflammatorischer Chemokine auf Mastzellen nicht ausreichen wiirde, schien die im Jahr
2003 erstmals von Kirshenbaum ef al.®* beschriebene Zellinie LAD-2 eine gute Maglichkeit
fiir solche Untersuchungen zu bieten. Da bereits von anderen Mastzellinien bekannt war, daf3
diese Zellen hdufig gravierende Unterschiede zu primiren Mastzellen zeigen, {iberpriifte ich
LAD-2-Zellen auf einige mastzelltypische Charakteriska, die ich zuvor schon bei der
Charakterisierung der Hautmastzellen gefunden hatte.

Zuerst untersuchte ich mittels Immunfluoreszenzfiarbung mit spezifischen Antikoérpern und
anschlieBender durchfluBzytometrischer Analyse, ob LAD-2 das fiir Mastzellen typische
Oberflachenantigen CD203c und, wie bereits bei Kirshenbaum et al. beschrieben“, den
SCF-Rezeptor CD117 exprimieren. Fiir die Untersuchung des CD117 wurden die Zellen zwei
Tage in Abwesenheit von SCF kultiviert, um eine potentielle Herabregulation des Rezeptors

zu vermeiden.

e CD117 0 CD203c
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Abbildung 4: Expression von des CD117 und CD203¢ auf LAD-2-Zellen

LAD-2-Zellen wurden fiir zwei Tage in Abwesenheit von SCF kultiviert. Anschlielend wurden die Zellen mit
einem Antikdrper gegen CD117 (transparent) oder mit irrelevanten Antikdrpern gleichen Isotyps (grau) fiir 1 h
auf Eis inkubiert und nach anschlieBender Detektion der zellgebundenen Antikdrper mit DTAF-konjugiertem
Ziege a-Maus-IgG-Sekundérantikorper durchfluzytometrisch auf ihre Fluoreszenz hin untersucht. Zur Analyse
der Expression des CD203c wurden in Anwesenheit von SCF kultivierte LAD-2-Zellen mit einem
PE-konjugierten Antikorper gegen CD203c (transparent) oder mit einer PE-konjugierten irrelevanten Antikorper
gleichen Isotyps (grau) markiert. Die Fluoreszenz der Zellen wurde anschlieBend im Durchflulzytometer

gemessen. Die Histogramme geben die Héufigkeitsverteilung der Fluoreszenzintensitit wieder. Dargestellt ist

ein reprasentatives von drei Experimenten.
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Wie in Abbildung 4 zu sehen ist, exprimieren LAD-2-Zellen sowohl CD117 als auch
CD203c. So zeigten sowohl die mit dem Antikdrper a-CD117 als auch die mit a-CD203c¢
behandelten Zellen eine drastisch verstirkte Fluoreszenz im Gegensatz zu der jeweiligen
Isotypkontrolle. Damit bestdtigten diese Ergebnisse die bereits bei Kirshenbaum et al.
beschriebene Expression des CD117 auf LAD-2-Zellen®. Zusammen mit dem CD203c

exprimieren LAD-2-Zellen somit zwei flir Mastzellen typische Oberflichenantigene.

3.2.2 LAD-2-Zellen binden IgE und reagieren auf Kreuzvernetzung durch o-IgE

Als eine der wichtigsten physiologischen Funktionen von Mastzellen gilt die Freisetzung von
Mediatoren nach Kontakt mit Allergenen. Die Erkennung dieser Allergene findet {iber
Immunglobulin E statt, das an den FceRI auf der Oberfliche von Mastzellen gebunden ist.
Wie von Kirshenbaum et al. beschrieben, exprimieren auch LAD-2-Zellen einen
funktionellen FceRI, wodurch diese Zellen ein geeignetes Modell fiir Studien von
Mastzellfunktionen darstellen. Um die Funktionalitdt des Rezeptors bei den fiir diese Arbeit
kultivierten LAD-2-Zellen zu iiberpriifen, wurden die Zellen fiir 24 h in An- und Abwesenheit
von humanen IgE kultiviert. Um das Vorhandensein von IgE-Bindungsstellen sowie die
Wirkung einer Kreuzvernetzung von gebundenem IgE auf LAD-2-Zellen zu untersuchen,
wurden die Zellen anschlieBend sowohl auf die Bindung des IgE an die Zelloberfldche durch
Detektion mittels o-IgE im DurchfluBzytometer untersucht als auch die Freisetzung von
Hexosaminidase nach a-IgE-Behandlung bestimmit.

Wie in Abbildung 5A (linkes Histogramm) zu entnehmen ist, war die Bindung des DTAF-
konjugierten a-IgE an Zellen, die in Abwesenheit von IgE kultiviert worden waren, praktisch
identisch zur Bindung der irrelevanten Isotypkontrolle (MFI 10 und 10). Hingegen zeigten die
in Anwesenheit von IgE kultivierten Zellen eine deutlich erhohte Bindung des DTAF-
konjugierten o-Ig (MFI 541 + 27) gegeniiber der irrelevanten Kontrolle (MFI 11)
(Abbildung 5A, rechtes Histogramm). Diese Ergebnisse zeigten, da3 IgE an die Oberfldche
von LAD-2-Zellen binden kann. Wie in Abbildung 5B zu sehen, fiihrte Inkubation mit a-IgE
bei LAD-2-Zellen, die ohne IgE kultiviert worden waren, zu keiner gegeniiber der
unstimulierten Kontrolle deutlich erhohten Freisetzung von Hexosaminidase (3,4 + 1,2 % und
4,3 £ 1,5 %). Hingegen war bei Zellen, die in Gegenwart von IgE kultiviert worden waren, die
Freisetzung von Hexosaminidase nach Stimulation mit a-IgE gegeniiber der unstimulierten

Kontrolle dramatisch erhoht (3,2 £ 1,4 % zu 18,2 £ 4,5 %).



Ergebnisse 48

A

128 Ohne IgE 128 Mit IgE
= | =
S * M S
0 o Mﬂ) u)«'lwwn | , 0 N ‘ ‘
10° 10’ 107 10° 10 10° 10' 10° 10° 10*
Fluoreszenzintensitit Fluoreszenzintensitat

25+

[

Hexosaminidase-Freisetzung (%)

ln 04

Ohne o-IgE Mit c-IgE Ohne o-IgE Mit o-IgE
Ohne IgE Mit IgE
kultiviert kultiviert

Abbildung 5: Bindung von IgE an LAD-2-Zellen und Freisetzung von Hexosaminidase nach Stimulation
mit o-IgE

LAD-2-Zellen wurden fiir 24 h in Ab- und Anwesenheit von 1 pg/ml IgE kultiviert. Zur Bestimmung des
gebundenen Antikdrpers (A) wurden die Zellen mit einem DTAF-konjugierten Ziegenantiserum gegen humanes
IgE (transparent) oder mit einem irrelevanten DTAF-konjugierten Ziegenantiserum (grau) fiir 1 h auf Eis
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen im Durchfluzytometer auf ihre Fluoreszenz hin untersucht. Die
Histogramme geben die Héufigkeitsverteilung der Fluoreszenzintensitit wieder. Dargestellt ist ein
reprasentatives von zwei Experimenten. Zur Bestimmung der Responsivitit gegeniiber IgE-Kreuzvernetzung
wurden die Zellen auf die Freisetzung von Hexosaminidase nach Inkubation mit a-IgE hin untersucht (B). Dazu
wurden 2 x 10° zuvor mit IgE beladene und unbeladene Zellen in Ab- und Anwesenheit von 30 pg/ml a-IgE fiir
30 min bei 37 °C inkubiert. Nach Entfernen der Zellen durch Abzentrifugieren wurden die zellfreien Uberstinde
fiir vier Stunden mit dem Hexosaminidase-Substrat 4-Nitrophenyl-2-acetamido-2-deoxy-B-D-glucopyranosid
inkubiert. Nach Abstoppen der Reaktion durch Zugabe von Glyzinpuffer wurde die Extinktion bei A = 405 nm
gemessen. Der Anteil der freigesetzten Hexosaminidase wurde als Prozentsatz der durch Triton-Lyse aus
Vergleichszellen freigesetzten Menge (= 100 %) angegeben. Die Abbildung zeigt die Mittelwerte +
Abweichungen zweier unabhéngiger Experimente.

Diese Ergebnisse zeigten somit, dal LAD-2-Zellen nicht nur IgE binden konnen, sondern
dariiber hinaus auch auf IgE-Kreuzvernetzung mit Degranulation reagieren. Damit konnten
die von Kirshenbaum et al.*® beschriebene Expression eines funktionellen FceRI auf LAD-2-

Zellen auch bei den fiir diese Arbeit verwendeten Zellen bestitigt werden, wodurch sie ein

geeignetes Modell fiir das Studium von Mastzellfunktionen darstellen.
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3.2.3 Hautmastzellen und LAD-2-Zellen unterscheiden sich in ihrem Gehalt an
Chymase

Wie sich in den vorangegangenen Versuchen herausgestellt hatte, zeigen LAD-2-Zellen
typische mastzellspezifische Charakteristika wie die Expression von CD117 und CD203¢
sowie Responsivitit gegeniiber IgE-Kreuzvernetzung.

Wie schon eingangs erwidhnt, unterteilt man Mastzellen in zwei verschiedene
Subpopulationen, die anhand der Expression des Enzyms Chymase unterschieden werden
konnen. Um festzustellen, welcher Subpopulation die aus der Haut isolierten Mastzellen und
LAD-2-Zellen zugeordnet werden konnen, sollten die Zellen auf ihren Gehalt an
gespeicherter Chymase untersucht werden.

Fir diese Untersuchungen wurden Hautmastzellen und LAD-2-Zellen jeweils auf einen
Objekttrager zentrifugiert, darauthin fixiert und permeabilisiert. Nach anschlieBender Farbung
mit einem o-Chymase-Antikdrper oder einem irrelevanten Kontrollantikorper gleichen

Isotyps wurden sie im konfokalen Lasermikroskop auf ihre Fluoreszenz hin untersucht.

Wie in Abbildung 6 zu sehen, wurden die Zellen erkennbar durch Farbung der Zellkerne mit
dem Farbstoff Toto-3 (blau). Das Photo in Abbildung 6A (links) zeigt, dal sich mit der
Isotypkontrolle behandelte Hautmastzellen im Umfeld des Kerns, wo sich das Zytoplasma der
Zelle befindet, nicht anfarbten. Hingegen war in den Hautmastzellen die mit a-Chymase-
Antikorper behandelt worden waren, eine deutliche Farbung im Zytoplasma zu erkennen
(griin, rechtes Bild). Angefirbt wurden dabei vor allem Bereiche, die in Form und Anordnung
den in Abbildung 1 mit Toluidinblau angefdrbten Granula der Mastzellen glichen. Die
Auszéhlung der angefarbten (81) und nicht angefarbten Zellen (7) ergab einen Anteil von
Chymase-positiven Zellen von mehr als 90 %.

Bei den in Abbildung 6B dargestellten LAD-2-Zellen wurde nach Behandlung mit der
Isotypkontrolle eine schwache Immunfluoreszenz sichtbar. Nach Behandlung mit a-Chymase
ergab sich eine verstirkte Farbung der Zellen. Diese war jedoch weitaus schwicher als die
Chymase-Farbung bei Hautmastzellen. Im Gegensatz zu den Hautmastzellen, farbten sich alle

LAD-2-Zellen gleich stark an.
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Abbildung 6: Immunfluoreszenzfirbung von Chymase in Hautmastzellen und LAD-2-Zellen

Hautmastzellen (A) und LAD-2-Zellen (B) (jeweils 1x10° Zellen /Ansatz) wurden auf einen Objekttriger
zentrifugiert, mit Paraformaldehyd fixiert und danach mit Triton-X-100 permeabilisiert. AnschlieBend wurden
die Zellkerne durch Inkubation mit dem Farbstoff TOTO-3 blau gefdrbt. Danach wurden die Zellen mit einem
murinen o-Chymase-Antikorper oder einem irrelevanten Antikorper gleichen Isotyps behandelt. Der Nachweis
der gebundenen Antikorper erfolgte durch konfokale Lasermikroskopie nach Inkubation mit Alexa-488-
konjugiertem Ziege o-Maus-IgG-Sekundérantikorper. Dargestellt ist jeweils ein flir drei Experimente
reprasentatives Experiment.

Aus diesen Experimenten geht hervor, dal} isolierte Hautmastzellen mehrheitlich und deutlich
Chymase exprimieren. Durch die vergleichsweise schwache Farbung von LAD-2-Zellen
wurde jedoch klar, dal LAD-2-Zellen zwar ebenfalls Chymase exprimieren, in diesen Zellen
jedoch wesentlich weniger Chymase gespeichert vorliegt als in Hautmastzellen.

Zusammenfassend ergab somit die Charakterisierung der LAD-2-Zellen hinsichtlich
mastzellspezifischer Merkmale, da3 sich diese Zellen in der Expression des CD117 und des

CD203c sowie der Responsivitét gegeniiber [gE-Kreuzvernetzung mit Hautmastzellen dhneln,
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jedoch quantitative Unterschiede in ihrem Gehalt an Chymase zeigen. Jedoch war eine klare
Klassifizierung der Zellinie in die Gruppe der Chymase-negativen oder -positiven Mastzellen
aufgrund der sehr schwachen Expression von Chymase nicht mdglich. Welche Konsequenzen
die unterschiedliche Chymase-Expression beider Zellen fiir die Interaktion mit
thrombozytdren Chemokinen hat, wird in spéter beschriebenen Experimenten deutlich

(Abschnitt 3.3) und in der Diskussion eingehend behandelt werden.

3.2.4 Charakterisierung des Expressionsmusters von Chemokinrezeptoren auf Zellen
der LAD-2 Linie

Uber das Expressionsprofil von Rezeptoren fiir inflammatorische Chemokine von
Hautmastzellen ist wenig bekannt. Uber die Chemokinrezeptorexpression auf LAD-2-Zellen
existiert bis heute nur der Bericht von Kirshenbaum ez al., die die Expression des CCRS5 und
des CXCR4 auf LAD-2 untersuchten und beide Rezeptoren auf den Zellen nachweisen
konnten.

Daher soll nun die Expression von Rezeptoren fiir inflammatorische Chemokine auf
Hautmastzellen und LAD-2-Zellen untersucht und verglichen werden. Um festzustellen, ob
die exprimierten Rezeptoren funktionell sind, sollten Mastzellen zusétzlich auf ihre potentielle
Responsivitidt gegeniiber inflammatorischen Chemokinen hin {iberpriift werden. Diese
Untersuchungen gestalteten sich jedoch an aus Haut isolierten Zellen duBBerst schwierig, da die
Ausbeute an Zellen fiir einige funktionelle Versuchsansitze nicht ausreichend war. Daher
sollte  zunédchst {iberpriift werden, inwieweit LAD-2-Zellen hinsichtlich ihrer

Chemokinrezeptorexpression ein brauchbares Modell fiir diese Untersuchungen darstellen.

3.2.4.1 Expression von CC-Chemokinrezeptoren auf Hautmastzellen und LAD-2-
Zellen

Zunéchst wurde die Expression der CC-Chemokinrezeptoren untersucht unter deren Liganden
sich die inflammatorischen Chemokine RANTES, ein Ligand des CCR1, -3 und -5 sowie
MCP-1, ein Ligand des CCR2, befinden. Zur Untersuchung der Expression dieser Rezeptoren
wurden Hautmastzelle<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>