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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Membrantransportprozesse in eukaryotischen Zellen

Eukaryotische Zellen entwickelten mit zunehmender Komplexitat die Fahigkeit
eigene Syntheseprodukte in membranumhillte Transportvesikel zu verpacken und
an die Zellmembran zu transportieren, wo sie ihren Inhalt durch die Fusion der
Plasmamembran mit der Vesikelmembran nach auf3en abgeben konnten. Dieser
Prozess der Sekretion wird Exozytose genannt. Im Gegensatz dazu ist es
eukaryotischen Zellen des Weiteren mdglich durch den Vorgang der Endozytose
Inhaltsstoffe aus dem &ufR3eren Milieu in die Zelle aufzunehmen. Diese sekretorischen
und endozytischen Wege ermdglichen es der Zelle Proteine und Lipide in ihrem
Inneren zu transportieren. Dazu werden die zu transportierenden Inhaltsstoffe in

Vesikel verpackt und in der Zelle zu ihren Bestimmungsorten geleitet.

Die Vorgange der Exozytose kdnnen dabei konstitutiv oder signalabhangig ablaufen.
Die  konstitutive  Exozytose ist Teil des kontinuierlichen vesikuléaren
Transportsystems, das der Kommunikation zwischen den einzelnen Kompartimenten
der Zelle und der Kommunikation der Zelle mit ihrer aul3eren Umgebung dient. Durch
dieses System kann die Zelle die charakteristische Zusammensetzung jedes
Kompartiments bewahren und Syntheseprodukte durch Exozytose nach aul3en
abgeben. Bei der konstitutiven Exozytose werden Syntheseprodukte in sekretorische
Vesikel eingeschlossen, diese von der Donormembran abgeschnirt und an die
Plasmamembran transportiert. Die sekretorischen Vesikel und die Plasmamembran
fusionieren und der Inhalt der Vesikel wird exozytiert (Kirchhausen; 2000; Burgoyne
und Morgan; 2003).

Bei der regulierten signalabhangigen Exozytose hingegen werden sekretorische
Granula von bestimmten Zellen in ihrem Zytoplasma angereichert und kdnnen dort in
einem ruhenden Stadium verweilen, um zu einem spateren Zeitpunkt aufgrund eines
Stimulus durch Exozytose sekretiert zu werden. Sekretorische Granula sind
spezialisierte intrazellulare Organellen, in denen Syntheseprodukte der Zelle tber
langere Zeit aufbewahrt werden. Die Aktivierung der Zelle kann dabei neben der
Einleitung der regulierten Exozytose auch zur Veranderung der Genexpression und

Geninduktion fihren. Unter ruhenden Bedingungen ist das Zytoplasma dieser

1



Einleitung

spezialisierten sekretorischen Zellen angereichert mit reifen sekretorischen Granula,
die die Morphologie der Zelle bestimmen kdnnen (Arvan und Castle; 1998), wie dies
unter anderem bei Mastzellen der Fall ist. Aufgrund der konstitutiven oder
signalabhangigen Exozytose ist es der Zelle mdglich sekretorische Produkte
entsprechend zu sortieren und die unterschiedlichen Exozytosevorgédnge zu

regulieren.

1.2. Sekretorische Granula in Immunzellen

Sekretorische Granula kommen in vielen unterschiedlichen Zelltypen vor. Unter
anderem sind sie in Neuronen zu finden, wo sie Neurotransmitter aufgrund eines
Stimulus zur Reizweiterleitung in den synaptischen Spalt entlassen. Des Weiteren
findet man sekretorische Granula in endokrinen und neuroendokrinen Zellen, in
denen Peptide und Hormone gelagert werden und in exokrinen Zellen, die
Verdauungsenzyme sekretieren (Burgoyne und Morgan; 2003). Eine wesentliche
Rolle kommt sekretorischen Granula auch in Immunzellen zu. Man findet sie in
Blutplattchen, T-Zellen, B-Zellen, natirlichen Killerzellen (NK, natural killer cell),
Makrophagen, dendritischen Zellen (DC, dendritic cell), Neutrophilen, Basophilen,
Eosinophilen und Mastzellen (Burgoyne und Morgan; 2003; Blott und Griffiths; 2002).
Fast alle Zellen des Immunsystems haben die Fahigkeit durch signalinduzierte
regulierte Exozytose ihre immunologische Funktion auszutiben. Die Zellen des
Immunsystems exozytieren dabei proinflammatorische und immunmodulatorische
Mediatoren aus ihren sekretorischen Granula in das &aul3ere Milieu. Diese
sekretorischen Granula kdnnen dabei im Zytoplasma angereichert werden und tber
lange Zeit gelagert werden. Die sekretorischen Granula in Zellen hamatopoetischen
Ursprungs zeigen dabei ahnliche Eigenschaften wie Lysosomen. In vielen Zellen
kbnnen konventionelle Lysosomen auch durch einen Stimulus mit der
Plasmamembran fusionieren, was vermuten lasst, dass sekretorische Granula aus
einem lysosomalen Vorganger hervorgegangen sein konnten (Burgoyne und
Morgan; 2003).

Zytotoxische T-Zellen und naturliche Killerzellen erkennen infizierte und tumorgene
Zellen und zerstoren diese durch die Sekretion von zytolytischen Proteinen wie

Perforin und Granzym, die in ihren sekretorischen Lysosomen gelagert werden. Im

2
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Falle der zytotoxischen T-Zellen und NK-Zellen werden die sekretorischen
Lysosomen auch als lytische Granula bezeichnet (Blott und Griffiths; 2002). Die
Formation einer immunologischen Synapse an der Kontaktstelle zwischen der
Effektorzelle und der Zielzelle erlaubt die Erkennung des Antigens im Komplex mit
MHC-Klasse-I (MHC, major histocompatibility complex), das im Falle der T-Zellen
durch den T-Zell-Rezeptor erkannt wird. Daraufhin werden die lytischen Granula
entlang der Mikrotubuli zur Plasmamembran transportiert und sekretiert (Holt et al.;
2006).

Makrophagen, dendritische Zellen und B-Zellen prasentieren CD4" T-Helferzellen
Antigene, die in einem Komplex mit dem MHC-Klasse-ll assoziiert sind. Diese
Antigen-prasentierenden Zellen degradieren und prozessieren endozytiertes
Material, damit dieses spater an MHC-II-Molekile gebunden werden kann. Bis sich
der MHC-Peptid-Komplex formt, werden das Antigen und das MHC-II-Molekul in
einem MHC-II-Kompartiment gelagert, das einige Merkmale mit sekretorischen
Lysosomen teilt (Blott und Griffiths; 2002).

Blutplattchen stammen von Megakaryozyten des Knochenmarks ab. Sie exozytieren
Gerinnungsfaktoren, die sie zuvor in ihren Granula lagern, und leiten so die
Gerinnung ein. Sie enthalten drei Sorten von sekretorischen Granula: a-Granula,
dichte Granula und Lysosomen. Dichte Granula enthalten Serotonin, Calcium, ATP,
ADP und Pyrophosphatase. lhr Lumen ist weniger saurehaltig als das von
Lysosomen, aber es wird angenommen, dass sie dennoch aus einem lysosomalen
Vorgéanger hervorgehen (Dell’Angelica et al.; 2000).

Neutrophile sind phagozytische Zellen, die im peripheren Blut zirkulieren und eine
Rolle in der Abwehr eindringender Bakterien spielen. Sie enthalten drei Arten von
sekretorischen Granula: azurophile, spezifische und Gelantinase-haltige Granula
(Dell’Angelica et al.; 2000). Neutrophile nehmen exogene Partikel durch Endozytose
in Phagosomen auf, in denen sich antibakterielle Agenzien, wie Defensine und
Azurocidin, befinden. Diese Phagosomen fusionieren mit Lysosomen, um ein
Phagolysosom zu bilden. In diesem wird das zu phagozytierende Material degradiert
um anschlieBend eventuell sekretiert zu werden, wenn das Phagolysosom
degranuliert (Blott und Griffiths; 2002).

Basophile und Mastzellen haben sekretorische Granula in ihrem Zytoplasma
angereichert, die Mediatoren wie Histamin, Serotonin, Heparin und die Proteasen

Tryptase und Chymase enthalten. Ihre Ausschuttung bewirkt eine inflammatorische
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Antwort im umliegenden Gewebe. Zusatzlich enthalten die Granula lysosomale
Hydrolasen und lysosomale Membranproteine, wie Lamp-1 (lysosome-associated
membrane protein 1), Lamp-2 und Lamp-3. Die Exozytose dieser Granula fuhrt zu
der Relokalisation dieser Membranproteine an die Zelloberflache. Mit Hilfe von
Clathrin-umhillten-Vesikeln werden sie schnell wieder internalisiert und teilweise
wieder zu den sekretorischen Granula recycelt (Dell’Angelica et al.; 2000). Die
sekretorischen Granula der Mastzellen werden auch als Lysosom-ahnliche Granula
bezeichnet (Burgoyne und Morgan; 2003). Der Inhalt ihrer Granula besteht
hauptséachlich aus Proteinen, die in nicht-hAmatopoetischen Zellen fast
ausschlie8lich in den Lysosomen vorkommen. Daher werden die Granula der
Mastzelle auch als sekretorische Lysosomen bezeichnet (Blott und Griffiths; 2002).

1.3. Mastzellen

Mastzellen wurden zum ersten Mal ausfihrlich 1878 von Paul Ehrlich im Rahmen
seiner Doktorarbeit beschrieben (Ehrlich; 1878). Er erkannte, dass das Zytoplasma
dieser Zellen dicht gefillt ist mit metachromatischen Granula und spekulierte, dass
Mastzellen dieses Erscheinungsbild durch gesteigerte Phagozytose erhalten
(Metcalfe; 2008). Inzwischen wei3 man, dass Mastzellen ihre zytoplasmatischen

Granula selbst bilden und in ihrem Zytoplasma anreichern (Blank und Rivera; 2004).

1.3.1. Abstammung, Bildung und Lokalisation von Mastzellen

Mastzellen stammen von pluripotenten hamatopoetischen Zellen des Knochenmarks
ab (Kitamura et al.; 1977, 1978, 1981). Mastzellvorlaufer zirkulieren in kleiner Zahl im
Blut und wandern von dort in die peripheren Gewebe, wo sie vollstandig reifen. Diese
Vorlauferzellen werden dabei entweder auf einen Subtyp festgelegt und selektiv in
die Gewebe rekrutiert, oder sie nehmen gewebespezifische Merkmale an, nachdem
sie den Umgebungsfaktoren ausgesetzt waren. Erst nach der Einwanderung in die
verschiedenen Koérpergewebe differenzieren sie zu reifen und langlebigen Mastzellen
(Nakano et al.; 1985, Marshall; 2004). Reife Mastzellen kommen in den meisten
Korpergeweben vor und koénnen aufgrund ihrer Lokalisation eine entscheidende

Rolle bei der Abwehr von eindringenden Pathogenen spielen. Man findet sie vor
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allem mit Blutgefaf3en und Nerven assoziiert und in der Nahe von Koérperoberflachen,
die an die externe Umgebung anschliel3en, wie z.B. die Haut, die Luftwege und den
Darm (Galli et al.; 1999, Marshall; 2004).

Das Wachstum und die Differenzierung der Mastzellen werden von verschiedenen
Zytokinen beeinflusst, wie z.B. IL-3, SCF, IL-4, IL-9, IL-10 und NGF (Marshall; 2004;
Metcalfe et al.; 1997). Die wichtigsten Wachstumsfaktoren fur die Reifung der
Mastzelle stellen IL-3 (Interleukin-3) und SCF (stem cell factor) dar. Aus murinen
Knochenmarkskulturen gewonnene Zellen, die unter dem Einfluss von IL-3 kultiviert
werden, differenzieren innerhalb von vier bis funf Wochen zu mindestens 85 % zu
Mastzellen (Rottem et al.; 1993, Yung und Moore; 1984). IL-3 ist somit notwendig fur
die Differenzierung von murinen Mastzellen in vitro und wird in der Kultivierung von
murinen Mastzellen aus Knochenmarkskulturen eingesetzt (Razin et al. 1984). SCF,
der Ligand fur den c-Kit-Rezeptor, ist ebenfalls ein essentieller Wachstumsfaktor fur
Mastzellen. Er induziert die Reifung und Proliferation von Mastzellen in vitro und in
Vivo (Zsebo et al.; 1990, Tsai et al.; 1991, Metcalfe et al.; 1997). Mause, die eine
defekte SCF-Expression aufweisen oder einen defekten c-Kit-Rezeptor exprimieren,
sind mastzelldefizient (Grimbaldeston et al.; 2005; Kitamura et al.; 1978). Nachdem
Mastzellen in den Korpergeweben ansassig und ausdifferenziert sind, kdnnen sie
lokal nur in bestimmten Situationen proliferieren (Marshall; 2004; Metcalfe et al.;
1997).

Mastzellpopulationen sind heterogen und lassen sich in zwei verschiedene Subtypen
einteilen. Diese spezifischen Subtypen kommen in verschiedenen Koérpergeweben
vor, zeigen unterschiedliche funktionelle Eigenschaften und unterscheiden sich in
ihrer Mediator-Zusammensetzung. In Nagern sind diese zwei Subtypen als
Bindegewebsmastzellen  (connective  tissue mast cells, CTMC) und
Schleimhautmastzellen (mucosal mast cells, MMC) beschrieben worden.
Bindegewebsmastzellen kommen hauptsachlich in der Haut und der Peritonealh6hle
vor, Schleimhautmastzellen dagegen in der intestinalen Lamina propria (Metcalfe et
al.; 1997). Diese Subtypen unterscheiden sich in ihrer GroR3e, ihren unterschiedlichen
Farbeeigenschaften, ihrer Histamin-Konzentration und Proteoglykan- und Protease-
Komposition. Beim Menschen kommen zwei analoge Mastzellpopulationen vor: MC"

und MC'™® (Marshall; 2004). Diese zwei Subtypen werden anhand der
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unterschiedlichen Proteasen ihrer Granula definiert. MC' enthalten nur Tryptase und
dominieren in den Alveolar-Wéanden der Lunge und der intestinalen Mucosa. Der
MCT® Subtyp enthalt Tryptase und Chymase und kommt hauptséchlich in der Haut
und der intestinalen Submucosa vor (Marshall; 2004, Metcalfe et al.; 1997).

1.3.2. Mastzellmediatoren

Mastzellen sind 10-15 pm groRe Zellen, die in ihrem Zytoplasma 50-200
metachromatische sekretorische Granula lagern. Diese sekretorischen Granula
enthalten drei Hauptklassen von Mediatoren: vorgefertigte Granula-assoziierte
Mediatoren, de novo synthetisierte Lipidmediatoren und verschiedene Zytokine und
Chemokine (Tab.1.1). Aufgrund eines Stimulus werden die vorgefertigten Mediatoren
durch regulierte Exozytose ausgeschuttet, bzw. wird die de novo Synthese initiiert
(Marshall; 2004).

Eine besondere Rolle kommt dabei der FceRI-abhangigen Stimulation der Mastzellen
zu. Die Aggregation der Fce-Rezeptoren lost eine Signalkaskade aus, die zur
Verschmelzung der sekretorischen Granula mit der Plasmamembran fuhrt und zur
Ausschittung der vorgefertigten Granula-assoziierten Mediatoren (Galli et al.;
2005a). Diese Mediatoren haben proinflammatorische, antiinflammatorische und
immunregulatorische Effekte (Galli et al.; 2005b). Zu ihnen gehéren hauptsachlich
Histamin, neutrale Proteasen (Chymase, Tryptase), Proteoglykane (Heparin) und
CarboxypeptidaseA (Metcalfe et al.; 1997). Die Aktivierung der Mastzelle fuhrt des
Weiteren zur de novo Synthese Lipid-basierender Mediatoren. Zu ihnen gehéren die
Leukotriene LTC4 und LTB4. LTC,4 erhéht die Gefal3permeabilitdt und LTB, fordert die
Rekrutierung von Neutrophilen. Zu den synthetisierten Zytokinen gehoren
proinflammatorische Mediatoren wie TNF-a, ebenso wie antiinflammatorische
Mediatoren wie IL-10 und verschiedene Interleukine, Interferone und
Wachstumsfaktoren. Weiterhin kann es zur Produktion von Chemokinen, wie CCL2
oder CCL3, kommen (Marshall; 2004).
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Tabelle 1.1: Ubersicht der drei Hauptklassen von Mastzellmediatoren

Klasse Mediatoren Effekt
vorgefertigte Granula- Tryptase, Chimase, Umgestaltung des Gewebes und
assoziierte Carboxypeptidase Rekrutierung von Zellen
Mediatoren Histamin GefaBpermeabilitat

Heparin,

Peptidoglykane fordert die Zytokin- und

Chemokinfunktionen

de novo synthetisierte LTC,4, LTB,4, PGD,, Rekrutierung von Effektorzellen
Lipid-basierende PGE;
Mediatoren PAF induziert Entziindungen
Zytokine TNF, IL-6, GM-CSF, induziert Entziindungen

INF-a, IFN-B

IL-10, TGF-B Regulation von Entziindungen
Chemokine CCL2, CCL3, CCL4, Rekrutierung von Effektorzellen

CXCL1, CXCL2

1.3.3. Mastzellen in der angeborenen und erworbenen Immunitat

Mastzellen spielen eine wichtige Rolle bei der Ausbildung von allergischen
Entzindungen. Sie exprimieren auf ihrer Zelloberflache dauerhaft den FceRI (type |
Fce receptor), der einen hochaffinen Rezeptor fur IgE (high affinity IgE receptor)
darstellt. An ihn bindet sich monomeres IgE, das von multivalenten Antigenen
vernetzt wird, so dass es zu einer Quervernetzung der Rezeptoren und zu einer
Aktivierung der Mastzellen kommt (Abramson und Pecht; 2007). Die Aktivierung der
Mastzelle fuhrt zur Degranulation der Mastzellmediatoren aus den sekretorischen
Granula in das umliegende Gewebe. Eine Allergie wird ausgel6st, indem ein Allergen
an den mit IgE beladenen FceRI bindet. Es kommt zunachst zur Ausbildung einer
frihen Phase der allergischen Immunantwort (early phase reaction) und im weiteren
Verlauf zur Ausbildung einer spaten Phase (late phase reaction) (Bischoff; 2007). Die

Degranulation der Mastzelle fuhrt zur Ausschittung von Histamin, Leukotrien C4
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(LTC,4) und Prostaglandin D, (PGDy). Die friihe Phase der allergischen Reaktion wird
eingeleitet. Die freigesetzten Mediatoren I6sen innerhalb von Sekunden bis Minuten
allergische Reaktionen aus, wie etwa allergische Rhinitis (Heuschnupfen),
allergisches Asthma oder auch einen anaphylaktischen Schock. Die ausgeschiitteten
Mediatoren wechselwirken mit den Schleimhéuten, den BlutgefalBen und den
sensorischen Nerven. Andere Mastzellmediatoren, wie IL-3, IL-5, IL-8, TNF,
Neurotrophin 3 (NT3) und diverse Proteasen tragen zu der Initiation der spaten
Phase der allergischen Reaktion bei (Bischoff; 2007). Es kommt zur Rekrutierung
und Aktivierung von Eosinophilen, Neutrophilen und Ty2-Zellen und zur Interaktion
mit Gewebezellen wie Nervenzellen, den Muskelzellen der glatten Muskulatur,
Endothelzellen und dem Epithelium (Bischoff; 2007). Mastzellen kdnnen also fur
einige pathologische Krankheitsbilder verantwortlich sein, wie Allergien, Asthma und
Anaphylaxis, bei der eine abnormale chronische oder systemische Aktivierung der

Mastzellen zu einer Schadigung des Gewebes fuhrt (Abraham und John; 2010).

Neben dieser frih entdeckten Rolle der Mastzellen in Entziindungsreaktionen,
zeigten Mastzellen im Laufe der Zeit viele weitere Eigenschaften und Funktionen.
Mastzellen konnen aufgrund ihrer Lage in den Geweben in der N&he von
Korperoberflachen innerhalb von Sekunden auf eindringende Pathogene reagieren.
Zu Beginn einer Infektion spielen sie dabei eine wichtige Rolle in der Interaktion mit
anderen Zellen, die sich ebenfalls in der N&he der Infektion aufhalten oder in den
Lymphknoten angesiedelt sind (Abraham und John; 2010). Mastzellen schitten
aufgrund eines Stimulus Mediatoren aus ihren sekretorischen Granula aus. Auf diese
Weise interagieren sie mit verschiedenen Immunzellen wie den Lymphozyten,
Makrophagen, dendritische Zellen und Neutrophilen. Ebenso koénnen sie mit
epithelialen und endothelialen Zellen, sowie mit Neuronen und der glatten Muskulatur
in Kontakt treten (Abraham und John; 2010). Mastzellen kénnen dabei als
Effektorzellen der angeborenen und der erworbenen Immunitat dienen. Sie
exprimieren diverse Toll-like-Rezeptoren (TLR) durch die sie im Rahmen der
angeborenen Immunitdt gegen eindringende Pathogene vorgehen. Zudem
interagieren sie mit B-Zellen und T-Zellen und tragen so zu einer Funktion in der
erworbenen Immunitat bei. Des Weiteren exprimieren sie MHC-Klasse-II-Molekile
und kostimulatorische Molekile, durch die sie befahigt sind Antigene auf ihrer

Zelloberflache zu prasentieren (Stelekati et al.; 2007). In ihren diversen Funktionen
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kénnen sie dabei sowohl als positive, als auch als negative Regulatoren auftreten
(Galli et al.; 2008). Mastzellen haben eine zentrale Rolle in der Abwehr von Bakterien
und Parasiten, durch die Ausschittung von Zytokinen und anderen Mediatoren
werden Neutrophile, Eosinophile und Ty2-Zellen (T helper cell) zum Infektionsherd
geleitet (Marshall; 2004, Malaviya und Georges; 2002). Sie sind an der Beseitigung
von Bakterien durch Phagozytose und der Sekretion von anti-mikrobiellen Peptiden
beteiligt. Zudem erhdhen sie durch die Ausschittung von Histamin die
Gefal3permeabilitat (Galli et al.; 2008). Des Weiteren sind sie an der Degradierung
von toxischen endogenen Peptiden und Komponenten von Giften beteiligt.
Mastzellen haben positive immunmodulatorische Funktionen. Sie nehmen Einfluss
auf die Migration, Entwicklung, Differenzierung und Funktion von Immunzellen, durch
die Sekretion von Mediatoren, wie TNF, Chemokinen, Histamin, Leukotrien B4
(LTB4) und Proteasen (Galli et al.; 2008). Sie kbnnen T-Zellen Antigene prasentieren
oder an IgE gebundene Antigene durch den FceRIl abfangen und dann Apoptose
begehen. Des Weiteren fordern sie durch die Sekretion von IL-4 die Produktion von
IgE durch B-Zellen. Sie rekrutieren Immunzellen durch die Produktion von TNF und
anderen Mediatoren, die die Expression von Adhasionsmolekilen auf Endothelzellen
erhdhen. Sie fordern Ty2 Antworten durch die Effekte von Prostaglandin D2 auf die
Reifung von dendritischen Zellen. Mastzellen sind auch an negativen
immunmodulatorischen Funktionen beteiligt, unter anderem unterdriicken sie die
Zytokinproduktion von T-Zellen und Monozyten durch die Sekretion von IL-10 (Galli
et al.; 2008).

1.3.4. Degranulationsprozesse

Mastzellen zeichnen sich dadurch aus, dass ihr Zytoplasma angereichert ist mit einer
Vielzahl sekretorischer Granula, die eine Reihe von Zytokinen, Chemokinen und
proinflammatorischen Mediatoren enthalten. Diese werden aufgrund eines Stimulus
durch regulierte Exozytose nach auf’en abgegeben. Die Vorgange, die zur
Degranulation der Mastzelle und somit zur Ausschuttung der Mediatoren fiihren sind
umfangreich. Sie kdnnen sowohl IgE-abhangig als auch IgE-unabhangig erfolgen
(Sayed et al.; 2008). Man unterscheidet zwischen der allmahlichen Degranulation
(piecemeal degranulation) und der anaphylaktischen Degranulation (anaphylactic

degranulation). Bei der allmahlichen Degranulation transportieren kleine Vesikel
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Granula-Inhalte von den zytoplasmatischen Granula an die Plasmamembran. Bei der
anaphylaktischen Degranulation hingegen erfolgt die Mediatorausschittung aufgrund
einer IgE-vermittelten Quervernetzung des FceRI, nachdem ein multivalentes Antigen
an das IgE gebunden hat (Galli et al.; 2005a).

Die IgE-abhangige Aktivierung der Mastzelle erfolgt Uber den FceRlI, der zur MIRR-
Proteinfamilie (multi-chain immune recognition receptor) gehort. Dieser besteht aus
einem tetrameren Molekil, das sich aus drei Polypeptid-Untereinheiten
zusammensetzt (Abramson und Pecht; 2007). Der extrazellulare Teil der a-
Untereinheit besteht aus zwei extrazellularen Immunglobulin-ahnlichen Doménen,
die mit hoher Affinitdt an den Fc-Teil des monomerischen IgE Antikorpers binden.
Zwei identische y-Untereinheiten stellen ein Homodimer dar, das durch
Disulfidbricken vernetzt ist. Die y-Untereinheiten sind fur die initialen Ereignisse der
Signalgebung des Rezeptors verantwortlich. Sie besitzen jeweils ein ITAM
(immunoreceptor tyrosine-based activation motiv), das fur die Initiation der
Signalgebung phosphoryliert wird. Die membrandurchspannende [-Untereinheit
kann die Signalgebung des y-Homodimers verstarken oder unterdriicken (Abramson
und Pecht; 2007). Die Quervernetzung der Rezeptoren fuhrt zur Initiation einer
Signalkaskade in der Proteinkinasen, Phosphatasen und Adapterproteine aktiviert
werden. Zu Beginn kommt es zur Aktivierung der Kinase Lyn, welche wiederum die
ITAMs der y-Untereinheit phosphoryliert und die Kinase Syk aktiviert. Lyn und Syk
phosphorylieren diverse Adaptermolekile und Enzyme, die die Aktivierung der
Mastzelle regulieren. Des Weiteren wird die Kinase Fyn wéhrend der Signalkaskade
aktiviert, die wiederum das Adapterprotein Gab2 phosphoryliert, das im weiteren
Verlauf den PI(3)K-Signalweg (phosphatidylinositol-3-OH-kinase)  aktiviert
(Kalesnikoff und Galli; 2008). Es kommt zur Ausschiittung von Calcium (Ca*") und
somit zum Anstieg der zytosolischen Calcium-Konzentration und im weiteren Verlauf

zur Gentranskription und zur Degranulation der zytoplasmatischen Granula.

Die Aktivierung von Mastzellen resultiert sowohl in der Degranulation von
vorgefertigten Mediatoren, die sich in den sekretorischen Granula befinden, als auch
in der de novo Synthese von Lipid-basierenden Mediatoren, Zytokinen und
Chemokinen (Abraham und John; 2010). Die Degranulation erfolgt innerhalb von

Sekunden und beinhaltet die Ausschittung von vorgefertigten, nicht-l6slichen
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Mediatoren in das umgebende Medium (Abb.1.1). Schon wéahrend der ersten
Minuten der Degranulation beginnt die de novo Synthese von Eicosanoiden. In einer
zweiten Antwort, die einige Minuten bis Stunden nach der Stimulierung erfolgen
kann, beginnen Mastzellen die neusynthetisierten Mediatoren, wie Eicosanoide,
Prostaglandine, Leukotriene und Zytokine (unter anderem TNF, IL-4) auszuschutten.
Nach der Degranulation kénnen Mastzellen ihre Granula wieder regenerieren und mit
anderem Inhalt als zuvor auffillen, je nach erhaltenem Stimulus. Mastzellen sind im
Gegensatz zu anderen Zellen des angeborenen Immunsystems einzigartig darin, fur
langere Zeit nach ihrer Aktivierung zu tberleben. Anhand bestimmter Stimuli kénnen

Mastzellen innerhalb der Gewebe proliferieren (Abraham und John; 2010).

Abbildung 1.1: Degranulation von Mastzellen

A) Humane Mastzelle mit einer Vielzahl zytoplasmatischer sekretorischer Granula, dem Zellkern und einer Golgi-
Region (G). B) Degranulierte humane Mastzelle der Haut nach dreiminitiger Stimulation mit anti-IgE. Die
sekretorischen Granula sind in das umgebende Milieu exozytiert worden, einige Granula sind im Zytoplasma
verblieben. (Dvorak; 2005: Ultrastructure of mast cells and basophils)

Die sekretorischen Granula von Mastzellen werden auch als sekretorische
Lysosomen bezeichnet, da sie eine Vielzahl von Proteinen enthalten, die in nicht-
hamatopoetischen Zellen fast ausschliel3lich in den Lysosomen vorkommen (Blott
und Griffiths; 2002). Unter anderem bewirkt die Stimulation der Mastzellen Uber den
FceRI, die Ausschittung von lysosomalen Hydrolasen, wie B-Hexosaminidase und

Cathepsin D, neben anderen Syntheseprodukten wie Serotonin und Histamin
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(Metcalfe et al.; 1997). Neben diesen sekretorischen Lysosomen besitzen Mastzellen
auch konventionelle Lysosomen, die ebenfalls mit der Plasmamembran fusionieren
kénnen, wenn die Mastzelle einen starken Calcium-Influx erfahrt oder, wenn es zu
einer intensiven Vernetzung des FceRl kommt (Baram et al; 1999). Sekretorische
Lysosomen nehmen in der Zelle eine duale Funktion ein. Sie haben neben der
konventionellen Funktion der Degradierung von Proteinen, auch die Fahigkeit
neusynthetisierte sekretorische Proteine zu lagern und durch eine regulierte
Exozytose abzugeben. Der starkste Hinweis, dass sich konventionelle und
sekretorische Lysosomen unterscheiden, wird aufgrund genetischer Krankheiten
geliefert, durch die die Funktion von sekretorischen Lysosomen beeintrachtigt ist
(Blott und Griffiths; 2002).

1.3.5. Die Regulation der Degranulationsprozesse

Die Exozytose der sekretorischen Lysosomen wird ausgel6st durch einen externen
Stimulus, was zu einer Mobilisierung von Ca?" innerhalb der Zelle fithrt und bewirkt,
dass die sekretorischen Lysosomen zur Plasmamembran transportiert werden und
degranulieren. Die  Verschmelzung der zwei Membranen  unterliegt
Regulationsmechanismen, die hauptsachlich durch Proteine der Rab-Familie und
durch SNARE-Proteine (N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor)
gewahrleistet werden. Den kleinen GTPasen der Rab-Familie kommt dabei eine
wichtige Rolle bei der Spezifitat des vesikularen Transportes zu. SNARE Proteine

hingegen leiten und regulieren die Fusion der zwei zu fusionierenden Membranen.

Rab-Proteine

Rab-Proteine stellen die grofite Familie innerhalb der Ras-Superfamilie der kleinen
GTPasen dar (Grosshans et al.; 2006). Jedes Rab-Protein ist assoziiert mit einem
membranumschlossenen Organell des sekretorischen oder endozytischen
Signalwegs und verantwortlich fir die Selektivitdt des vesikularen Transportes.
Aufgrund ihrer Verteilung auf den membranumschlossenen Organellen, kénnen sie
als Marker fungieren, die sowohl auf den Transportvesikeln, als auch auf der
Zielmembran lokalisiert sind. Diese komplementaren Marker dienen der Erkennung
der zwei zu fusionierenden Membranen. Rab-Proteine leiten daher Transportvesikel

zu der korrekten Andockstelle an der Zielmembran. Sie kommen sowohl in einer
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inaktiven Form, als auch in einer aktiven Form vor. In ihrer inaktiven Form sind sie im
Zytosol lokalisiert und an GDP (Guanosindiphosphat) gebunden. Des Weiteren ist
dieser Komplex aus Rab-GDP an GDI (Rab-GDP dissociaten inhibitor) gebunden,
durch den es l6slich im Zytosol gehalten wird. In ihrer aktiven Form hingegen sind sie
an GTP (Guanosintriphosphat) gebunden und liegen membrangebunden an einem
Organell oder Transportvesikel vor. In den aktiven GTP-gebundenen Zustand gehen
sie nach Aktivierung durch GEFs (guanine nucleotide exchange factor) tber und
werden dabei Uber einen hydrophoben Lipid-Anker in der Membran befestigt
(Grosshans et al.; 2006, Alberts et al.; 2007). In diesem aktiven Zustand binden sie
an weitere Proteine, die Rab-Effektoren genannt werden. Diese ermoglichen den
Transport, die Anlagerung und die Fusion der zwei Membranen. Rab-Effektor
Proteine interagieren Uber aktivierte Rab-Proteine, um den Kontakt zwischen zwei
fusionierenden Membranen herzustellen. Rab-Effektor Proteine interagieren des
Weiteren mit Proteinen der SNARE-Familie, die wiederum fir die Fusion der zwei

Membranen verantwortlich sind (Alberts et al.; 2007).

Verschiedene Rab-Proteine sind beschrieben worden, denen eine Rolle bei den
Degranulationsprozessen der Mastzelle zukommt. Nicht alle davon sind spezifisch
mit den sekretorischen Lysosomen der Mastzellen assoziiert. Rab3d gilt als
Regulator der Exozytose von sekretorischen Granula in Mastzellen, da die
Uberexpression von Rab3d in RBL-2H3-Zellen (rat basophilic leukemia) in einer
Reduktion der Exozytose resultiert (Roa et al.; 1997). Allerdings ist die Sekretion der
Mastzellen in Rab3d knock-out Mausen nicht beeinflusst (Riedel et al.; 2002). Rab37
wurde auch an sekretorischen Lysosomen von RBL-2H3-Zellen nachgewiesen
(Tuvim et al.; 1999). Beide Rab-Proteine sind nicht ausschlie3lich spezifisch fur
sekretorische Lysosomen. Mastzellen exprimieren des Weiteren beide Isoformen von
Rab27. Rab27a und Rab27b werden in Mastzellen (BMMC) exprimiert und
lokalisieren an den sekretorischen Lysosomen. Rab27a scheint dabei eine Rolle als
positiver Regulator der Sekretion in konventionellen Granula in exokrinen oder
endokrinen Zellen, oder in Lysosom-verwandten Organellen in h&matopoetischen
Zellen und Melanozyten zu spielen (Mizuno et al.; 2007). Eine Rab27a Defizienz im
Menschen ist assoziiert mit dem Griscelli-Syndrom. Es wird angenommen, dass
Rab27a eine Rolle bei der Bewegung der sekretorischen Lysosomen entlang der

Mikrotubuli zur Plasmamembran spielt (Blott und Griffiths; 2002). Des Weiteren
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steigern Rab27a und sein Effektor Munc13-4 die FceRI-abhangige Degranulation von
Mastzellen (Neeft et al.; 2005). Rab27b hingegen ist ein wichtiger Regulator der
Degranulation von Mastzellen. Rab27b knock-out Mause und Rab27a und b doppel-
knock-out Mause =zeigten sekretorische Defekte in der Ausschittung von [-
Hexosaminidase in vitro und bei der passiven kutanen Anaphylaxie in vivo. Rab27b
kommt dabei wahrscheinlich eine Rolle bei der Freigabe von Granula zu, die vor der
Exozytose in der Nahe der Plasmamembran zurlickgehalten werden (Mizuno et al.;
2007).

SNARE-Proteine

SNARE-Proteine sind eine Familie von membrangebundenen Proteinen, die die
Fusion und Spezifitait des vesikularen Transports regulieren. SNARE-Proteine
konnen unterteilt werden in Vesikel-assoziierte V-SNAREs und Zielmembran-
assoziierte T-SNAREs (Martens und McMahon; 2008). SNARE Proteine katalysieren
dabei die Fusion der zwei verschmelzenden Membranen und kontrollieren, dass nur
die korrekten Membranen miteinander verschmelzen. Ein V-SNARE ist ein Typ-2
integrales Membranprotein und besteht aus einer einzelnen Polypeptidkette,
wohingegen ein T-SNARE aus zwei bis drei Polypeptidketten zusammengesetzt ist.
Drei verwandte SNARE-Proteine auf den zu verschmelzenden Membranen
fusionieren durch hydrophobe Interaktionen ihrer coiled-coil Domanen, und bilden ein
vier-helikales Bundel. Dieser Komplex wird als trans-Komplex bezeichnet. Durch
diese stabile Bindung werden die zwei Membranen in direkte Nachbarschaft
gebracht und die Fusion dieser zwei Membranen ermdglicht. Durch die Fusion der
Membranen, liegen die SNARE-Proteine in einer thermodynamisch stabilen cis-
Konfiguration vor (Puri et al.; 2003). Rab-Proteine regulieren bei diesen Prozessen
die Verfugbarkeit der SNARE-Proteine. T-SNAREs auf der Zielmembran sind oftmals
assoziiert mit inhibitorischen Proteinen. Rab-Proteine und ihre Effektoren regulieren
die Ablésung dieser Inhibitoren. Fur den korrekten Ablauf des Vesikeltransports
mussen Transportvesikel daher sowohl Rab-Proteine, wie auch SNARE-Proteine

involvieren (Alberts et al.; 2007).

In die Regulation von Mastzellen involvierte V-SNAREs beinhalten Proteine der
VAMP-Familie (vesicular-associated membrane fusion proteins) und involvierte T-

SNARESs beinhalten Proteine der SNAP- (soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor
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attachment protein) und Syntaxin-Familie (Tiwari et al.; 2008). T-SNAREs kdnnen als
Heterodimere vorkommen, die aus einem Protein der Syntaxin-Familie und einem
der SNAP-Familie bestehen. In Mastzellen exprimierte VAMP-Proteine sind VAMP-2,
VAMP-3, VAMP-7 und VAMP-8 (Paumet et al.; 2000, Hibi et al.; 2000). Frihere
Studien zeigten, dass in der IgE-abhangigen Degranulation SNAP-23 und Syntaxin-4
involviert sind (Guo et al.; 1998, Paumet et al.; 2000, Vaidyanathan et al., 2001).
Zusatzlich sind weitere akzessorische Proteine, wie NSF (N-ethylmaleimide-sensitive
factor), an der Formation des SNARE-Komplexes beteiligt (Puri et al.; 2003). Studien
zeigten, dass nach Stimulierung VAMP-8 partiell mit sekretorischen Granula in
Mastzellen (BMMC, bone marrow derived mast cell) kolokalisierte. Dies war
assoziiert mit einer vermehrten SNARE-Komplex-Formation mit SNAP-23 und
Syntaxin-4. Zudem zeigten VAMP-8-defiziente Mastzellen eine reduzierte
Degranulation nach FceRIl-abhéngiger Stimulation. Die Ausschittung von J-
Hexosaminidase und Histamin in vitro war um 50 % reduziert und die VAMP-8-
defizienten Mause wiesen wahrend der passiven systemischen Anaphylaxis eine
geringere Histamin-Konzentration im Blut auf (Tiwari et al.; 2008). Neben den
Defekten von VAMP-8-defizienten Mastzellen in der FceRI-abhangigen Exozytose,
konnte gezeigt werden, dass der Defekt die Sekretion jener sekretorischen Granula
betraf, die Serotonin und Cathepsin D enthielten, wohingegen die regulierte
Exozytose von sekretorischen Granula, die Histamin und TNF-a enthielten, normal
war. Dies deutet darauf hin, dass Mastzellen verschiedene sekretorische Granula
enthalten und, dass diese unterschiedliche SNARE-Isoformen fir die Exozytose
benutzen. In diesem Zusammenhang scheint VAMP-8 ein Regulator der Serotonin
und Cathepsin D Ausschittung in Mastzellen zu sein (Puri und Roche; 2008). Des
Weiteren konnte gezeigt werden, dass in RBL-2H3-Zellen (rat basophilic leukemia)
die Uberexpression von Syntaxin-4 zu einer Inhibierung der FceRl-abhangigen
Degranulation fuhrt (Paumet et al.; 2000). Zudem fuhrt die Phosphorylierung von
SNAP-23 an den Serin-Resten der Position 95 und 120 zur Modulation der
Exozytose in Mastzellen (Hepp et al.; 2005). Diese zwei spezifischen Serin-Reste
werden dabei durch die IKK2 (inhibitory kB kinase-3) phosphoryliert (Suzuki und
Verma; 2008). Die Inhibierung von Syntaxin-4, SNAP-23, VAMP-7 oder VAMP-8
blockierte die FceRI-induzierte Ausschittung von Histamin in humanen Mastzellen,
wohingegen dies bei Inhibierung von VAMP-2 oder VAMP-3 nicht der Fall war

(Sander et al.; 2008). Des Weiteren sind diverse Chaperone, wie Muncl8 in die
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Zusammenfihrung des trans-SNARE-Komplexes involviert (Jahn; 2000). Andere
Proteine, wie NSF, sowie die I6slichen NSF assoziierten Proteine, konnten an dem
Abbau des cis-SNARE-Komplexes beteiligt sein (Haas und Wickner; 1996, Mayer et
al.; 1996, Nichols et al.; 1997). In RBL-2H3-Zellen filhrte die Uberexpression von
mutiertem NSF, das keine ATPase-Aktivitdit mehr besitzt, zu einem verminderten

Abbau und zu einer Ansammlung der SNARE-Komplexe (Puri et al.; 2003).

1.4. RIN3

RIN3 (Ras and Rab interactor 3) ist ein potentieller Regulator des
Membrantransports im Immunsystem. Allerdings sind die Informationen, die tber das
RIN3 Protein bis zum heutigen Zeitpunkt zur Verfugung stehen, stark limitiert. Das
zytoplasmatische Protein RIN3 wurde zum ersten Mal im Jahr 2003 von Kajiho et al.,
als ein potentieller Interaktionspartner der kleinen GTPase Rab5 beschrieben. Das in
dieser Studie charakterisierte Protein wies eine &hnliche Sequenz auf, wie zwei
weitere Proteine, der RIN-Proteinfamilie, RIN1 und RIN2. Aufgrund dessen wurde
dieser neu entdeckte Interaktionspartner der kleinen GTPase Rab5 der RIN-
Proteinfamilie zugeordnet und RIN3 genannt (Kajiho et al.; 2003). Die drei bisher
analysierten Mitglieder der RIN-Proteinfamilie zeichnen sich durch eine
gewebsspezifische Genexpression in unterschiedlichen Saugetiergeweben aus (Bliss
et al.; 2006). RIN1 wurde zum ersten Mal von Colicelli et al. (1991) identifiziert. Die
hdchste Expression von RIN1 wird in Strukturen des Vorderhirns gefunden, sowie in
den Hoden der Maus (Dhaka et al.; 2003) und in Epithelzellen der Brust (Hu et al.;
2005). RIN2 wurde von Saito et al. (2002) beschrieben und wird generell in
Mausgeweben exprimiert, wobei eine erhthte Expression in der Lunge, den
bronchialen Epithelzellen, der Plazenta und dem Uterus gefunden wird (Bliss et al.;
2006). RIN3 wiederum zeigt eine praferentielle Expression in hamatopoetischen
Geweben wie den Zellen des Knochenmarks, sowie den T-Zellen und B-Zellen. Des
Weiteren ist die RIN3 Expression besonders in humanem peripheren Blut erhdht
(Kajiho et al.; 2003).

Die Proteinstruktur von RIN3 weist verschiedene Doméanen auf (Abb.1.2), wie sie
auch in RIN1 und RIN2 vorkommen. Am N-Terminus befindet sich eine SH2-Doméne

(Src homology 2). Auf diese folgen drei PRD-Domanen (prolin rich domain), eine RH-
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Domane (RIN-homology) und eine Vps9-Doméane (vesicular protein sorting 9), die die
katalytische Domane der GEF-Proteine (guanine nucleotide exchange factor)
darstellt (Burd et al.; 1996; Carney et al.; 2006). Am C-Terminus befinden sich eine
RA-Doméane (Ras-associaten) (Kajiho et al.; 2003) und eine Ubiquitin-homologe-

Domane.

s | (D (O O [ = | | |

Abbildung 1.2: Schematische RIN3 Proteinstruktur

Frihere Studien zeigten, dass Uberexprimiertes humanes RIN3 in einem GDP-
Dissoziation- bzw. einem GTP-Bindungsassay eine spezifische GEF-Aktivitat fir die
kleine GTPase Rab5 aufwies (Kajiho et al.; 2003). In weiterfihrenden
Lokalisationsstudien in HeLa Zellen, kolokalisierte Uberexprimiertes RIN3 mit Rab5
positiven-Vesikeln, wohingegen sich keine Kolokalisation mit dem frihen
Endosomenmarker EAA1 (early endosome marker 1) feststellen lie3. Allerdings
schien Transferrin teilweise durch die RIN3-positiven Vesikel zu den frihen
Endosomen transportiert zu werden (Kajiho et al.; 2003). RIN3 kdénnte daher sowohl
fur die Stimulation, als auch die Stabilisierung von Rab5 in einem endozytischen
Transportweg von der Plasmamembran zu den frihen Endosomen, verantwortlich
sein (Kajiho et al.; 2003). Weitere Studien zeigten, dass uUberexprimiertes RIN3 in
HeLa Zellen aus dem Zytoplasma in Rab5-positive frihe endozytische Vesikel
translokiert wurde, wobei die RA- und RH-Domé&ne des RIN3 Proteins kritische
Rollen in der Translokation spielen (Yoshikawa et al.; 2008). Diese Studien lassen
vermuten, dass RIN3 eventuell an der Regulation von Rab5 vermittelten

endosomalen Funktionen beteiligt sein kdnnte.

Die kleine GTPase Rab5 spielt eine wichtige Rolle im endozytischen Signalweg und
hat dabei eine Funktion in den Fusionsprozessen von frihen Endosomen, in der
Formation von Clathrin-umhullten Vesikeln von der Plasmamembran und dem

Transport dieser zu den frihen Endosomen. Es ist noch unklar, ob sich die GEF-
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Aktivitat von RIN3 ausschlieBlich auf Rab5 beschrankt. RIN3 konnte neben der
bisher untersuchten Rolle als GEF fir die kleine GTPase Rab5, auch noch weitere
Funktionen haben und dabei mit weiteren Interaktionspartnern, wie auch anderen
GTPasen interagieren. In den bisherigen Studien wurde der Fokus auf die
Uberexpression des RIN3 Proteins in spezifischen Zelllinien gelegt. Eine generelle
Aussage uber die physiologische Rolle von RIN3 lasst sich daraus noch nicht klar
ableiten. Um die physiologische Rolle von RIN3 zu analysieren sind weitere Studien
in einem RIN3 knock-down oder knock-out System notig. RIN3 wird in
hamatopoetischen Zellen und dabei besonders ausgepragt in Mastzellen
(unpublizierte Daten) exprimiert. Daher ist die biologische Rolle von RIN3 in

Immunzellen und insbesondere in Mastzellen von besonderem Interesse.

1.5. Lyst

Das Protein Lyst (lysosome trafficking regulator) gehort zur BEACH Proteinfamilie,
deren zugehorige Proteine eine BEACH-Domane aufweisen, der man eine Rolle in
Membrantransportprozessen beimisst. Lyst hat ein Molekulargewicht von etwa 430
kDa und es wird angenommen, dass es sich um ein zytoplasmatisches Protein
handelt, da die Sequenzvorhersage keine Transmembrandomane oder
Signalsequenz aufweist (Tchernev et al.; 2002). Eine Lyst-Defizienz fuhrt im
Menschen zur Ausbildung des Chediak-Higashi-Syndrom (CHS) und das
entsprechende Mausmodell ist die beige Maus. Zellen, die funktionell von der Lyst-
Defizienz betroffen sind, sind Zellen h&matopoetischen Ursprungs (Baetz et al.;
1995). Das Chediak-Higashi-Syndrom ist eine seltene autosomal-rezessive
Krankheit, die durch schwere immunologische Defekte, wie wiederauftretende
bakterielle Infektionen, beeintrachtigte Chemotaxis, defektive zytolytische T-Zell-
Funktionen, beeintrachtigte NK-Zell-Funktionen und eine verringerte Migration der
Neutrophilen und Monozyten charakterisiert ist (Shiflett et al.; 2002). Die
wiederauftretenden bakteriellen Infektionen werden durch gram-negative und gram-
positive Bakterien, sowie durch Pilze ausgelost. Besonders betroffen sind dabei die
Haut, die Atemwege und die Schleimh&ute. Die beeintrachtigte bakterizide Aktivitat
wird wabhrscheinlich durch die starke Verminderung der Neutrophilen im Blut
(Neutropenie) verursacht (Rudolph et al.; 2002), sowie durch weitere Defekte

protektiver Effektorfunktionen anderer Immunzellen. Ein wichtiges charakteristisches
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Merkmal dieser Krankheit sind die stark vergro3erten Lysosomen, Melanosomen,
MHC-Klasse-llI-Kompartimente, lytischen Granula und azurophilen Granula

(Dell’Angelica et al.; 2000) diverser immunologischer Zellen.

Das entsprechende Mausmodell des Chediak-Higashi-Syndroms ist die beige Maus,
die viele Charakteristika von CHS zeigt, wie die wiederkehrenden Infektionen und
auch die charakteristisch stark vergroBerten Lysosomen (Kaplan et al.; 2008).
Studien zeigten, dass die Fibroblasten der beige Maus auch die stark vergréRerten
Lysosomen aufwiesen. Dieser Effekt konnte durch die Expression von Wildtyp Lyst in
diesen Lyst-mutanten Fibroblasten rickgangig gemacht werden (Perou et al.;
1997a). Dies lasst vermuten, dass Lyst eine Rolle in der Regulation der GroRRe der
Lysosomen zukommt. Die Analyse von Mastzellen und pankreatischen Zellen in
Lyst-defizienten Mausen zeigte, dass die sekretorischen Granula der beige Maus, die
Fahigkeit haben wahllos mit anderen sekretorischen Granula zu fusionieren. Dies
lasst vermuten, dass Lyst ein negativer Regulator der Granula-Granula-Fusion sein
konnte (Hammel et al.; 2010).

Die Proteinstruktur von Lyst weist am N-Terminus ARM/HEAT Wiederholungen auf
(Abb.1.3). ARM-Motive sind fir Membraninteraktionen verantwortlich und HEAT-
Wiederholungen kommt eine Rolle im Vesikel-Transport zu. Des Weiteren enthalt
Lyst eine Perilipin Domane, die wahrscheinlich mit Lipiden assoziiert ist. Die C-
terminale BEACH-Domane kommt in vielen eukaryotischen Proteinen vor und
besteht aus einem WIDL-Motiv und einer Serie von WD-40-Wiederholungen. Sie ist
fur Protein-Protein-Interaktionen verantwortlich (Shiflett et al.; 2002, Kaplan et al,;
2008).
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Abbildung 1.3: Schematische Lyst Proteinstruktur
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Studien zu potentiellen Interaktionspartnern des Lyst Proteins wurden mit Hilfe des
Hefe-2-Hybrid-Systems durchgefihrt. Dazu wurden cDNA-Fragmente, die fur
verschiedene Lyst-Domanen codierten, zur Durchsuchung humaner cDNA-
Bibliotheken verwendet. Dabei konnte eine Interaktion von Lyst mit den Proteinen
HRS (hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase substrate), 14-3-3t und
Ck2B (casein-kinase-ll-B-subunit) im Hefe-2-Hybrid-System festgestellt werden
(Tchernev et al.; 2002). Diesen Proteinen kommt eine potentielle Rolle im
vesikularen Transport und in der Signaltransduktion zu. Eine potentielle Interaktion
von Lyst mit HRS, konnte auf eine Beteiligung von Lyst an SNARE-Proteinen
hindeuten, da HRS an das SNARE-Protein SNAP-25 bindet. In diesem
Zusammenhang deutet diese Studie darauf hin, dass Lyst eventuell als ein Gerist fur
SNARE-Proteine dienen kdnnte (Tchernev et al.; 2002).

Der murine beige Phanotyp kann ausgelést werden durch unterschiedliche
Mutationen im Lyst Gen der Maus. Die bg Mutation war die erste Mutation des
murinen Lyst Gens die charakterisiert wurde. In diesem Fall fuhrt die Insertion eines
LINE-1 Elements in das Lyst Gen zur Expression eines verkurzten Proteins, in dem
die WD-40 und die BEACH-Domane nicht mehr exprimiert werden (Perou et al.;
1996, Perou et al.; 1997b). In der Lyst°9™ Maus wiederum ist das Lyst Gen durch

bo-8J Mausen verursacht eine

eine 5 Kilobasen Deletion zerstort und in Lyst
Punktmutation eine Verschiebung des Leserasters und fihrt zu einem verfriihten
Translationsstop. In beiden Fallen kommt es zur Expression eines verklrzten
Proteins. Die Lyst”9"® Mutation hingegen wird hervorgerufen durch die Deletion des
Exon 25, wobei der Leserahmen erhalten bleibt und es zur Ausbildung eines
instabilen Proteins kommt, das die WD-40 und die BEACH-Doméane noch enthalt
(Runkel et al.; 2006). Eine weitere Mutation in der C57BL/6J Mauslinie (Lyst*?Y) ist
auf die Deletion von 3 Basenpaaren in der WD-40 Doméne im Exon 52
zurickzufiihren, so dass die Aminosaure Isoleucin nicht mehr translatiert wird
(unpublizierte Daten Laborgruppe Dr. Lee, Trantow et al.; 2009). Das mutierte Lyst

Protein kann in diesem Fall wahrscheinlich noch exprimiert werden.

Die vollstandige biologische Funktion des Lyst Proteins ist noch nicht bekannt und
muss noch ausfuhrlicher in einem physiologischen Rahmen studiert werden. Die

Relevanz der auffallig vergré3erten Lysosomen ist in Immunzellen bei funktionellen
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Aspekten, wie unter anderem bei Fusionsprozessen, von speziellem Interesse. Die
biologische Rolle von Lyst in Mastzellen, ist in diesem Zusammenhang besonders
hervorzuheben, da Mastzellen sich durch ihre zytoplasmatischen Granula und ihre
Fahigkeit diese zu degranulieren auszeichnen. Lyst kobnnte eventuell eine

regulatorische Rolle bei diesen Vorgangen zukommen.
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2. Zielsetzung der Arbeit

Mastzellen spielen aufgrund ihrer in zytoplasmatischen Granula gespeicherten
Mediatoren und den bei Aktivierung der Mastzelle neusynthetisierten Mediatoren
eine entscheidende Rolle bei allergischen und inflammatorischen Krankheiten. Die
Ausschuttung dieser Mediatoren setzt einen spezifisch regulierten Vesikeltransport
und Membranfusionsprozesse wahrend der Mastzelldegranulation voraus. Die
molekularen Mechanismen, die fir den intrazellularen Transport der Mastzellgranula
und die regulierte Fusion dieser mit der Plasmamembran verantwortlich sind, sind

noch weitgehend unbekannt.

Die Zielsetzung der Arbeit war es die biologische Funktion zweier unterschiedlicher
Regulatoren, RIN3 und Lyst, in Mastzellen zu untersuchen. Um diese Fragestellung
zu klaren, wurde ein RIN3 knock-down in einer Mastzelllinie etabliert und fur
Untersuchungen der Lyst Funktion in Mastzellen wurde das beige Mausmodell
verwendet. Ein besonderes Interesse galt dabei der regulatorischen Funktion, die
RIN3 und Lyst bei der Degranulation der Mastzellmediatoren spielen kénnten. Die
gewonnenen Erkenntnisse zur biologischen Funktion von RIN3 und Lyst kénnen zum
besseren Verstandnis der komplexen Regulationsprozesse beim Membrantransport

und der Vesikelfusion in Mastzellen beitragen.

22



Material und Methode

3. Material und Methode
3.1. Material

3.1.1. Laborgerate

Tabelle 3.1: Laborgeréte

Gerat

Hersteller

Anthos fluido (Waschgerat)

Anthos, Labtec Instruments, Osterreich

FACS Calibur Durchflusszytometer

BD Biosciences, Heidelberg

Finnpipette

Thermo scientific, Waltham, MA, USA

Gefrierschrank

Privileg, Stuttgart

Gel Doc XR (Geldokumentation)

Bio-Rad, Miinchen

Glasware

Duran Group, Mainz

Infinite M200 (ELISA Reader)

Tecan, Schweiz

Inkubator Heracell 150

Thermo scientific, Waltham, MA, USA

Inkubator Innova 4230

New Brunswick scientific,Edison,N,USA

Kodak X-OMAT M35

Kodak, Stuttgart

Kuhlschrank

Liebherr profiline, Deutschland

Kuhltruhe -80 °C

Forma scientific, Goéttingen

Light Cycler

Roche, Mannheim

Light Cycler Kapillaren

Roche, Mannheim

Light Cycler Zentrifugenadapter

Roche, Mannheim

Mikrowelle 1026L

Sharp, Hamburg

Mikroskop Leica TCS SP5

Leica, Wetzlar

Mikroskop Motic

Beyersdorfer GmbH, St. Ingbert

Mikroskop Nicon Diaphot 300

Nicon, Dusseldorf

Mikroskop Zeiss ID03

Zeiss, Jena

Nukleofektor-Device

Lonza, Schweiz

pH Meter

Schott, Mainz

Photometer

Eppendorf, Hamburg

Rotator Drive STR4

Bibby, Stuart scientific, England

Schuttler Heidolph Polymax 1040

Heidolph, Schwabach

Stickstofftank

Messer, Osterreich

Sterilbank

Thermo scientific, Waltham, MA, USA

Thermocycler

Biometra, Géttingen

Thermomixer

Eppendorf, Hamburg
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Voltmeter

Consort, Belgien

Vortex Reax Top

Heidolph, Schwabach

Waage

Kern, Balingen-Frommern

Wasser-Aufreinigungssystem Milli-Q

Millipore, Schwalbach

Wasserbad

Memmert, Schwabach

Wide Mini sub cell GT

Bio-Rad, Miinchen

XCell [I™ Blot Module

Invitrogen, Karlsruhe

XCell SureLock™ Mini-Cell

Invitrogen, Karlsruhe

Zentrifuge 5415R

Eppendorf, Hamburg

Zentrifuge 5810R

Eppendorf, Hamburg

Zentrifuge Sorvall RC 5C Plus

Sorvall, Bad Homburg

Zentrifuge Universal 16 R

Hettich Zentrifugen, Tuttlingen

3.1.2. Labormaterialien

Tabelle 3.2: Labormaterialien

Labormaterial

Hersteller

Amersham Hyperfilm™ ECL

GE Healthcare, Minchen

Centricon Plus-20

Millipore, Schwalbach

Deckglaser (24 x 40 mm)

Roth, Karlsruhe

ELISA Platte

Greiner Bio One, Frickenhausen

FACS Rohrchen (5 ml, 75 x 12 mm)

Sarstedt, Numbrecht

Filter (0,2uM, 0,45uM)

Nalgene Labware, Danemark

Gel Blot Papier

Whatman, Dassel

Kryordhrchen

Greiner Bio One, Frickenhausen

Mikroskopie p-Slide

Ibidi, Miinchen

Nadeln (23 G, 27 G)

BD Biosciences, Heidelberg

Neubauer Zahlkammer

Paul Marienfeld, Lauda Kénigshofen

Novex-Bis-Tris-Gele

Invitrogen, Karlsruhe

Objekttrager (76 x 26 mm)

R.Langenbrinck, Emmendingen

Petrischale (100 x 15 mm, sterile)

Sarstedt, NUmbrecht

Plastikpipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml)

Corning Amsterdam

Plastikréhrchen (15 ml, 50 ml)

Sarstedt, Niumbrecht

PVDF Transfermembran

Thermo scientific, Waltham, MA, USA

Reagiergefal? (1,5 ml, 2 ml)

Sarstedt, Numbrecht

Silva Kivette

Hellma, Millheim

Spritze (1 ml, 5 ml, 10 ml)

BD Biosciences, Heidelberg
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Stericup Millipore, Schwalbach

Zellkulturflasche Sarstedt, Numbrecht
Zellkulturplatte 6-, 12-, 24-, 48-, 96-well Corning, Amsterdam

3.1.3. Medien, Puffer, L6sungen

Zellkulturmedien

dendritische Zellen Kulturmedium (BMDC): RPMI-Medium, 10 % f6tales Kéalberserum,
0,05 mM B-Mercaptoethanol , 2 mM L-Glutamin, 1x Penicillin/Streptomycin

HEK?293 Kulturmedium: DMEM-Medium, 10 % f6tales Kalberserum, 1x nicht-essentielle
Aminosauren, 1 mM Natriumpyruvat, 2 mM L-Glutamin, 1x Penicillin/Streptomycin

HEK293FT Kulturmedium: DMEM-Medium, 10 % f6tales Kalberserum, 1x nicht-essentielle
Aminosauren, 1 mM Natriumpyruvat, 2 mM L-Glutamin, 1x Penicillin/Streptomycin, 500 pg/mi
Geneticin

HeLa Kulturmedium: DMEM-Medium, 10 % fotales Kalberserum, 1x nicht-essentielle
Aminosauren, 0,05 mM B-Mercaptoethanol, 1 mM Natriumpyruvat, 2 mM L-Glutamin, 1x
Penicillin/Streptomycin

Makrophagen Kulturmedium (BMDM): DMEM-Medium, 10 % fotales Kalberserum, 1 mM
Natriumpyruvat, 4 mM L-Glutamin, 1 % HEPES,

Mastzellen Kulturmedium (BMMC): IMDM-Medium, 10 % fotales Kalberserum, 1x nicht-
essentielle Aminosauren, 0,05 mM [(-Mercaptoethanol , 1 mM Natriumpyruvat, 2 mM L-
Glutamin, 1x Penicillin/Streptomycin, 1x MEM-Vitamine, 5 ng/ml IL-3

MC9 Kulturmedium: DMEM-Medium, 10 % foétales Kalberserum, 10 % ConA-Milziberstand,
1x nicht-essentielle Aminoséauren, 0,05 mM B-Mercaptoethanol, 1 mM Natriumpyruvat
2 mM L-Glutamin, 1x Penicillin/Streptomycin

Milz Kulturmedium: RPMI-Medium, 10 % fbtales Kalberserum, 1x nicht-essentielle
Aminoséauren, 2 mM L-Glutamin, 1x Penicillin/Streptomycin, 2 pg/ml Concanavalin A (ConA)

RBL-2H3 Kulturmedium: IMDM-Medium, 10 % fotales Kalberserum, 1x nicht-essentielle
Aminoséauren, 2 mM L-Glutamin, 1x Penicillin/Streptomycin
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Medien, Puffer und Lésungen

Fur alle Medien und Lésungen wurde Wasser, das tber ein Milli-Q-System (Millipore,
Schwalbach) aufgereinigt wurde, der Qualitat Aqua bidest verwendet. Die pH-Werte
wurden mit NaOH oder HCI eingestellt, sofern dies erforderlich war. Die Losungen
wurden durch Autoklavieren bei 121 °C fur 20 min oder durch Sterilfiltrieren mit
Sterilfiltern der Ausschlussgrenze 0,22 um sterilisiert. Die Medien, Puffer und

Lésungen wurden nach Herstellerangaben hergestellit.

Ammoniumpersulfat 5 %: 100 mg Ammoniumpersulfat ad 2 ml H,O
Blockierungspuffer: 2 % Bovines Serumalbumin (BSA) in 1x PBS
Blotpuffer 1x: 39 mM Glycin, 48 mM Tris-HCI, 1,28 mM SDS, 20 % Methanol

Citratpuffer: 100 mM Na-Citrat, pH 4,5

DNA-Ladepuffer 6x: 250 mg Bromphenolblau, 50 ml Glycerin ad 100 ml H,O; Lagerung
erfolgte bei 4 °C

Glycinpuffer: 200 mM Glycin, pH 10,7
Einfriermedium: 10 % DMSO in 90 % FKS

Erythrozytenlysepuffer: 4,15 g Ammoniumchlorid, 0,84 g Natriumcarbonat, 1 mM EDTA ad
500 ml H,O, pH 7,3; Sterilfiltration

LB-Agar: LB-Medium mit 1,2 % Agar wurde autoklaviert und mit Ampicillin (100 ug/ml) oder
Kanamycin (50 pg/ml) supplementiert

LB-Medium: 10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl ad 1000 ml H,O; Sterilisation

NP-40 Lysepuffer 1x: 50 mM Tris-HCI, pH 8, 150 mM NacCl, 1 % NP-40, 1 mM NaOV, 10
mM NaF, 1x Proteaseinhibitoren

SDS 10 %: 10 g SDS ad 100 ml H,O

SDS-PAGE-Laufpuffer 1x: 25 mM Tris, 192,3 mM Glycin; 0,1 % SDS ad 1000 ml H,O; pH
8,3 (HCI)

SDS-PAGE-Probenpuffer 4x: 250 mM Tris (pH 6,5), 40 % Glycerol, 8 % SDS, 0,008 %
Bromphenolblau; 2 ml B-Mercaptoethanol, ad 10 ml H,O

Sucrose 50 %: 50 g Sucrose ad 100 ml H,O

TAE 50x: 242 g Tris, 57,1 ml Essigsaure, 100 ml 0,5M EDTA (pH 8,0) ad 1000 ml H,O
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TBST 1x: 145 mM NacCl, 10 mM Tris-HCI pH 7,4, 0,1 % Tween 20
Tris-HCI 1M, pH 8,8: 30,3 g Tris, ad 250 ml H,O, pH 8,8

Tris-HCI 0,375M, pH 6,8: 11,4 g Tris, ad 250 ml H,O, pH 6,8
Trypan-Blau: 0,05 % Trypan blue staining solution in 0,9 % NacCl

Tyrodespuffer 1x: 10 mM HEPES, 130 mM NacCl, 5 mM KClI, 1,4 mM CaCl,, 1 mM, MgCl,,
5,6 mM Glucose, 0,1 % BSA, pH 7,4

3.1.4. Chemikalien, Reagenzien und Enzyme

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden im Reinheitsgrad ,zur Analyse
(p-A.)* bzw. in hochstmaoglicher Reinheit verwendet. Die in dieser Arbeit verwendeten
Enzyme wurden nach den Angaben des Herstellers mit den jeweils dazugehérigen

Arbeitspuffern verwendet. Alle Enzyme wurden bei -20 °C gelagert.

Tabelle 3.3: Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien und Reagenzien Hersteller
Accutase eBioscience, San Diego, USA
Acrylamid/Bis-acrylamid, 37,5 % L6sung | Bio-Rad, Miinchen
Agarose Invitrogen, Karlsruhe
Aminosauren PAA Laboratories, Colbe
Ammoniumchlorid Roth, Karlsruhe
Ammoniumpersulfat Bio-Rad, Miinchen
Ampicillin Roth, Karlsruhe
anti-DNP-spezifisches IgE Sigma-Aldrich, Minchen
anti-Flag M2 affinity gel Sigma-Aldrich, Minchen
anti-GFP Agarose Santa Cruz, Heidelberg
Aqua B. Braun H20 B.Braun, Melsungen
Bacto Agar BD Pharmingen, Heidelberg
[B-Mercaptoethanol Invitrogen, Karlsruhe
Biotinylated Protein Ladder Cell signaling, Danvers, MA, USA
Blasticidin PAA Laboratories, Coélbe
Bovine serum albumin (BSA) PAA Laboratories, Colbe
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Bromphenolblau

Sigma-Aldrich, Minchen

Calciumchlorid

Merck, Darmstadt

Concanavalin A

GE Healthcare, Minchen

Cyprofloxacinhydrochlorid

Waldapotheke, Wahlstedt

DAPI (nucleic acid stain)

Invitrogen, Karlsruhe

Detection reagent Western

Thermo scientific, Waltham, MA, USA

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Serva, Heidelberg

Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4)

Merck, Darmstadt

DMEM

PAA Laboratories, Colbe

DNP-konjugiertes-HSA

Sigma-Aldrich, Minchen

dNTPs (10 mM)

Invitrogen, Karlsruhe

Essigsaure

Roth, Karlsruhe

Ethanol (C,Hs0H)

Roth, Karlsruhe

Ethidiumbromid

Bio-Rad, Miinchen

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Roth, Karlsruhe

Fotales Kélberserum (FKS)

Biochrom, Berlin

Geneticin

PAA Laboratories, Colbe

Gene Ruler 100 bp Plus DNA Ladder

Fermentas, St. Leon-Rot

Glucose

Merck, Darmstadt

Glycerol Sigma-Aldrich, Miinchen
Glycin Sigma-Aldrich, Miinchen
Hefeextrakt Roth, Karlsruhe

HEPES PAA, Laboratories, Colbe
Ibidi mounting medium Ibidi, Miinchen

IL-3 R+D Systems, Wiesbaden
IMDM PAA Laboratories, Colbe
lonomycin Sigma-Aldrich, Miinchen

Isopropanol (C3HgO)

Roth, Karlsruhe

Kaliumchlorid (KCI)

Roth, Karlsruhe

Kaliumphosphat (KH,PO,)

Merck, Darmstadt

Kanamycin

Roth, Karlsruhe

Light cycler universal probe library

Roche, Mannheim

L-Glutamin mit Penicillin/Streptomycin

PAA Laboratories, Colbe

Lipofectamin

Invitrogen, Karlsruhe

Magnesiumchlorid (MgCl,)

Roth, Karlsruhe

MEM-Vitamine

PAA Laboratories, Coélbe
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Methanol

Roth, Karlsruhe

Natriumazid (NaNs)

Sigma-Aldrich, Minchen

Natriumcarbonat (Na,COs)

Roth, Karlsruhe

Natriumchlorid (NaCl)

Roth, Karlsruhe

Natriumcitrat

Merck, Darmstadt

Natriumfluorid

Sigma-Aldrich, Minchen

Natriumhydroxid (NaOH)

AppliChem, Darmstadt

Natriumorthovanadat (NasVOy)

Sigma-Aldrich, Minchen

Natriumpyruvat (CzHsNaOs)

PAA Laboratories, Colbe

4-Nitrophenyl-N-acetyl-3-D-glucosaminide

Sigma-Aldrich, Minchen

Nonidet P-40

AppliChem, Darmstadt

Nukleofektor-Ldsung

Lonza, Schweiz

NuPAGE Antioxidant

Invitrogen, Karlsruhe

NuPAGE MOPS SDS Laufpuffer

Invitrogen, Karlsruhe

NUPAGE 4-12 % NOVEX® Bis-Tris Gele

Invitrogen, Karlsruhe

NuPAGE Transferpuffer

Invitrogen, Karlsruhe

OPTI-MEM

Invitrogen, Karlsruhe

Oxalsaure-Dihydrat (C,HeOg)

Sigma-Aldrich, Minchen

Page blue protein staining solution

Fermentas, St. Leon-Rot

Page ruler plus prestained protein ladder

Fermentas, St. Leon-Rot

Paraformaldehyd Sigma-Aldrich, Miinchen
PBS PAA Laboratories, Colbe
Phalloidin Invitrogen, Karlsruhe

Phosphatase-Inhibitor

Sigma-Aldrich, Minchen

PMA

Sigma-Aldrich, Minchen

Poly-L-Lysine hydrobromide

Sigma-Aldrich, Miinchen

Prolong gold antifade reagent

Invitrogen, Karlsruhe

Protaminsulfat

Sigma-Aldrich, Minchen

Real-Time PCR Master Mix

Roche, Mannheim

RPMI-1640 Gibco, Invitrogen, Karlsruhe
Salzsaure (HCI) AppliChem, Darmstadt
SDS Sigma-Aldrich, Miinchen

Sigma Fast Protease Inhibitor

Sigma-Aldrich, Minchen

Spectinomycin

Sigma-Aldrich, Minchen

Sucrose

Sigma-Aldrich, Minchen

Super Agqua Blue ELISA substrate

eBioscience, San Diego, USA
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Superblock T20 blocking buffer

Thermo scientific, Waltham, MA, USA

Tris

Serva, Heidelberg

Triton X-100

Sigma-Aldrich, Minchen

Trypan blue staining solution

Gibco, Invitrogen, Karlsruhe

Trypsin/EDTA in PBS

PAA Laboratories, Colbe

Trypton

Sigma-Aldrich, Minchen

Tween 20

Sigma-Aldrich, Minchen

Vira Power Packaging Mix

Invitrogen, Karlsruhe

Tabelle 3.4: Enzyme

Enzym

Hersteller

Phusion High Fidelity DNA-Polymerase

Finnzymes, Finnland

Restriktionsendonukleasen

New England Biolabs, Frankfurt

Tag-DNA-Polymerase

Invitrogen, Karlsruhe

T4-DNA-Ligase

New England Biolabs, Frankfurt

HRP-konjugiertes-Avidin D

eBioscience, San Diego, USA

3.1.5. Antikérper

Tabelle 3.5: Priméarantikdrper

primare Antikorper

Hersteller

Alexa Flour 647 anti-mouse CD107a
(Lamp-1)

eBioscience, San Diego, USA

Alexa Flour 647 rat IgG2a Isotype Control

eBioscience, San Diego, USA

APC rat anti-mouse CD 117

BD Biosciences, Heidelberg

Biotin rat anti-mouse IL-6

eBioscience, San Diego, USA

Biotin rat anti-mouse TNF-a

eBioscience, San Diego, USA

FITC hamster anti-mouse FceRla

eBioscience, San Diego, USA

FITC hamster IgG Isotype Control

eBioscience, San Diego, USA

FITC rat anti-mouse CD117 (c-Kit)

BD Biosciences, Heidelberg

FITC rat anti-mouse T1/ST2

mdBiosciences, Schweiz

FITC rat IgG2b, k Isotype Control

BD Biosciences, Heidelberg

HRP Flag-M2-Peroxidase

Sigma-Aldrich, Minchen

PE armenian hamster anti-mouse FceRl

BioLegend, San Diego, CA, USA

rabbit anti-GFP

Cell signaling, Danvers, MA, USA

rat anti-mouse CD16/CD32

BD Biosciences, Heidelberg

rat anti-mouse IL-6

eBioscience, San Diego, USA

30




Material und Methode

rat anti-mouse TNF-a

eBioscience, San Diego, USA

Tabelle 3.6: Sekundarantikérper

sekundare Antikorper

Hersteller

Alexa-546 F(ab)2 fragment of goat anti-
rabbit IgG (H+L)

Invitrogen, Karlsruhe

donkey anti-rabbit IgG (H+L) F(ab'),
fragment-PO

Jackson Immuno Research, England

Tabelle 3.7: Antikdrper-Kits

Antikorper-Kits

Hersteller

MAPK Family Antibody Sampler Kit

Cell signaling, Danvers, MA, USA

PathScan® Multiplex Western Cocktail |

Cell signaling, Danvers, MA, USA

Rab family antibody sampler Kit

Cell signaling, Danvers, MA, USA

Cell Light Golgi-RFP BacMam 2.0

Invitrogen, Karlsruhe

3.1.6. Reaktionskomplementausstattun

Tabelle 3.8: Reaktionskomplementausstattungen (Ki

gen

ts)

Kit

Hersteller

Amaxa cell line Kit

Lonza, Schweiz

B Cell isolation Kit

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

BLOCK-IT Lentiviral Pol Il miR RNAI
expression system

Invitrogen, Karlsruhe

BLOCK-IT Pol Il miR RNAI Expression
Vector Kit

Invitrogen, Karlsruhe

BLOCKA-IT Pol Il miR RNAi expression vector
reagent with EmGFP

Invitrogen, Karlsruhe

Gateway BP clonase Il enzyme mix

Invitrogen, Karlsruhe

Gateway LR clonase Il enzyme mix

Invitrogen, Karlsruhe

Fast Lane cell cDNA Kit

Qiagen, Hilden

Light Cycler TagMan Master Kit

Roche, Mannheim

Pan T cell isolation Kit

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

PENTR/D-TOPO Cloning Kit

Invitrogen, Karlsruhe

PureLink HiPure Plasmid Filter Maxiprep Kit

Invitrogen, Karlsruhe

PureLink™ Micro-to-Midi total RNA
Purification System

Invitrogen, Karlsruhe

Superscript'™ 1l CellsDirect™ cDNA
Synthesis System

Invitrogen, Karlsruhe

QIAprep Spin Miniprep Kit

Qiagen, Hilden
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QIAquick gel extraction Kit

Qiagen, Hilden

QIAquick PCR purification Kit

Qiagen, Hilden

3.1.7. Plasmide und Konstrukte

Tabelle 3.9: Plasmide

Plasmid

Hersteller

pcDNAG.2-GW/EGFP-miR

Invitrogen, Karlsruhe

pcDNAG6.2-GW/EGFP-mIR negativ control

Invitrogen, Karlsruhe

pLenti6/V5-DEST

Invitrogen, Karlsruhe

pDONR TM 201

Invitrogen, Karlsruhe

PENTR/D-Topo

Invitrogen, Karlsruhe

pIRES2-EGFP

Clontech, Frankreich

pEGFP-C1

Clontech, Frankreich

Tabelle 3.10: Plasmidkonstrukte

Konstrukt Vektor Insert
MIRIN3-1-pcDNAG6.2 pcDNAG6.2-GW/EGFP-miR mi-mRIN3-1
MIiRIN3-2-pcDNAG6.2 pcDNAG6.2-GW/EGFP-miR mi-mRIN3-2
MiRIN3-3-pcDNAG6.2 pcDNAG6.2-GW/EGFP-mIR mi-mRIN3-3
MiRIN3-4-pcDNAG6.2 pcDNAG6.2-GW/EGFP-mIR mi-mRIN3-4
miNegative-pcDNAG.2 pcDNAG6.2-GW/ miR-neg mi-RNA-Negative
MIiRIN3-1-pLenti6 pLenti6/V5-DEST mi-mRIN3-1
miRIN3-2-pLenti6 pLenti6/V5-DEST mi-mRIN3-2
mMiRIN3-3-pLenti6 pLenti6/V5-DEST mi-mRIN3-3
mMiRIN3-4-pLenti6 pLenti6/V5-DEST mi-mRIN3-4
miNegative-pLenti6 pLenti6/V5-DEST mi-RNA-Negative
RIN3-TOPO PENTR-D-Topo murin RIN3
RIN3-plenti6 (RIN3-V5) |pLenti6/V5-DEST murin RIN3
RIN3-pIRES  (RIN3-IRES-GFP) |pIRES2-EGFP murin RIN3
RIN3-pEGFP-C1  (RIN3-GFP) |pEGFP-C1 murin RIN3
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3.1.8. Oligonukleotide

Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion (Martinsried) bezogen. Es handelte

sich um unmodifizierte Oligonukleotide in HPLC-Qualitat.

Tabelle 3.11: Oligonukleotide (Primer)

Name 57-3"-Sequenz
BS-RIN3 s CAC CAT GCG ACG CGC CGAAGCG
BS-RIN3 as CTT GTC ATC GTC GTC CTT GTA GTC GCC TCC TAG GAA GTT
GGG TTC
EMGFP GGC ATG GAC GAG CTG TAC AA
mMiRNA-LoopF GTT TTG GCC ACT GAC TGAC
M13F GTA AAA CGA CGG CCAG
M13R CAG GAA ACA GCT ATG AC
HPRT LEFT TCCTCCTCAGACCGCTTTT
HPRT RIGHT CCT GGT TCATCATCG CTAATC

MRIN3-tag101-F

ACT CAA AGC CTT GGT GGA AC

MRIN3-tag101-R

TGT ACA AGG CTG ACT CCACTATG

sense

MRIN2-tag-F CAG CCAAGACGGAGT CTCA
MRIN2-tag-R TGC TGA GGA GCT CCA AAA AT
WJ-Rin3-FLAG- CACC ATG GAC TAC AAG GAC GAC GAT GAC AAG CGA CGC

GCC GAA GCG CCC TCG

without end code

WJ-RIN3-antisense

TAG GAA GTT GGG TTC CCG CAC

WJ-FLAG-BgllI- GAA GAT CTATGG ACT ACA AGG ACG ACG ATG ACA
sense-RIN3 AGC GAC GCG CCG AAG CGC CCT CG
WJ-RIN3-EcoRI- CGG AAT TCT TAT AGG AAG TTG GGT TCC CGC AC
antisense
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3.1.9. miRNA Sequenzen

Tabelle 3.12: RIN3 spezifische miRNA Sequenzen

Name

5°-3"-Sequenz
oberer Strang

5°-3"-Sequenz

unterer Strang

mMIiRIN3-1

TGCTGAACGCAATCAGTCTGAAGATG
GTTTTGGCCACTGACTGACCATCTTCA
CTGATTGCGTT

CCTGAACGCAATCAGTGAAGAT
GGTCAGTCAGTGGCCAAAACC
ATCTTCAGACTGATTGCGTTC

MiRNA-2

TGCTGTTTCATGGGTGGTTGGTTTGAG
TTTTGGCCACTGACTGACTCAAACCAC
ACCCATGAAA

TGCTGTTTCATGGGTGGTTGGT
TTGAGTTTTGGCCACTGACTGA
CTCAAACCACACCCATGAAAC

mMiRIN3-3

TGCTGTTCTTATACAGTTTGCGGTCGG
TTTTGGCCACTGACTGACCGACCGCA
CTGTATAAGAA

CCTGTTCTTATACAGTGCGGTC
GGTCAGTCAGTGGCCAAAACC
GACCGCAAACTGTATAAGAAC

miRIN3-4

TGCTGCGAAGTGGAAGTCTCGTTTGG
GTTTTGGCCACTGACTGACCCAAACG

CCTGCGAAGTGGAAGTCGTTTG
GGTCAGTCAGTGGCCAAAACC

ACTTCCACTTCG

CAAACGAGACTTCCACTTCGC

3.1.10. Tierstamme, Zelllinien und E.coli-Stamme

Tabelle 3.13: Zellen, Zelllinien, E.coli-Stamme

Tierstamme

Hersteller

C57BL/6

The Jackson Laboratory, Main, USA

C57BL/6J-Lyst"”

The Jackson Laboratory, Main, USA

Zelllinien Hersteller

3T3 Immunbiologie, FZB

A20 ATCC, Manassas, VA, USA

EL4 ATCC, Manassas, VA, USA

HEK 293 FT Invitrogen, Karlsruhe

HEK 293 WT Angeborene Immunitat, FZB

HelLa Veterinar-Infektiologie und -Immunologie
MC9 Immunbiologie, FZB

RBL-2H3 Immunbiologie, FZB

Bakterienstamme

Hersteller

One Shot TOP10

Invitrogen, Karlsruhe
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3.1.11. Software

Tabelle 3.14: Software

Software Hersteller
BioEdit Ibis Therapeutics, Carlsbad, USA
Cell Quest BD Biosciences, Heidelberg
FlowJo Tree Star, Inc., Ashland, OR, USA
LAS AF Lite Leica, Wetzlar

Light Cycler Software version 3

Roche, Mannheim

Microsoft Office 2007

Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA

Magellan

Tecan, Schweiz
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3.2. Methode
3.2.1. Zellkultur

3.2.1.1. Kultivierung von Zellen

Die verwendeten Zelllinien, sowie die dendritischen Zellen (BMDC) und
Makrophagen (BMDM) wurden in einem Inkubator bei 37 °C, 95 % Humiditat und
einer Atmosphare von 5 % CO, kultiviert, Mastzellen (BMMC) hingegen bei 37 °C,
95 % Humiditat und einer Atmosphare von 7,5 % CO..

MC9 Zellen

MC9 Zellen wurden in DMEM Medium Kkultiviert, das mit den entsprechenden
Kulturzusatzen supplementiert war. Die Zellen wurden mit einer Dichte von 0,25 X
10° Zellen/ml ausgesat und alle 3 Tage passagiert. Transfizierte MC9 Zellen wurden
in Kulturmedium kultiviert, das mit dem entsprechenden Antibiotikum (10 pg/ml

Blasticidin oder 2 mg/ml Geneticin) versetzt war. Die Kultivierung erfolgt bei 5 % CO..

MC9 Kulturmedium

DMEM-Medium

10 % fotales Kélberserum

10 % ConA-Milzuberstand

1x nicht-essentielle Aminoséuren
0,05 mM B-Mercaptoethanol

1 mM Natriumpyruvat

2 mM L-Glutamin

1x Penicillin/Streptomycin

Der fur die Kultivierung bendtigte ConA-aktivierte-Milziiberstand wurde durch die
Aufarbeitung von Milzen aus C57BL/6 Mausen gewonnen. Dafiir wurden die Milzen
zunachst prapariert, eine Einzelzellsuspension hergestellt und eine anschlielRende 15
mindtige Erythrozytenlyse bei Raumtemperatur in einem Gesamtvolumen von 5 ml
durchgefihrt. Zum Stoppen der Lyse wurden 20 ml 5 % FKS/PBS hinzuflgt und es

folgte eine Zentrifugation bei 290 x g fur 10 Minuten bei Raumtemperatur. Das Pellet
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wurde in 10 ml 5 % FKS/PBS gewaschen, abzentrifugiert und in 10 ml Milz-
Kulturmedium aufgenommen. Die Zellen wurden mit einer Dichte von 2 x 10°
Zellen/ml in Kulturmedium mit 2 pg/ml Concanavalin A ausgesat. Es folgte eine
Inkubation fur 48 Stunden bei 5 % CO, und 37°C, bevor die Zellen geerntet, der
Uberstand durch einen 0,2 um Filter (Nalgene Labware, Danemark) filtriert und

anschlieend bei -20 °C gelagert wurde.

Milz Kulturmedium

RPMI-Medium

10 % fotales Kéalberserum

1x nicht-essentielle Aminosauren
2 mM L-Glutamin

1x Penicillin/Streptomycin

RBL-2H3 Zellen

RBL-2H3 Zellen wurden in IMDM Medium Kkultiviert, das mit entsprechenden
Kulturzusétzen supplementiert war. Die Zellen wurden mit einer Dichte von 1 x 10°
Zellen/ml ausgesét und alle 3 Tage passagiert. Transfizierte RBL-2H3 Zellen wurden
in Kulturmedium kultiviert, das mit dem entsprechenden Antibiotikum (10 ug/ml
Blasticidin oder 1,5 mg/ml Geneticin) versetzt war. Fir die Passagierung wurde der
Kulturiiberstand aus der Zellkulturflasche entfernt und die adh&renten RBL-2H3-
Zellen zunachst mit 10 ml PBS gewaschen. AnschlieRend wurden sie mit 10 ml 1x
Trypsin/EDTA fur 5 Minuten bei 37 °C abgelést und in 20 ml Kulturmedium
aufgenommen. Die Zellen wurden bei Raumtemperatur und 290 x g fur 10 Minuten

zentrifugiert, ausgesat und bei 5 % CO; kultiviert.

RBL-2H3 Kulturmedium

IMDM-Medium

10 % fotales Kélberserum

1x nicht-essentielle Aminosauren
2 mM L-Glutamin

1x Penicillin/Streptomycin
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HEK?293 Zellen

HEK293 Wildtyp oder HEK293FT Zellen wurden in DMEM-Medium kultiviert, das mit
entsprechenden Kulturzusatzen versetzt war. Im Fall der HEK293FT Zellen wurde
dem Kulturmedium 500 pg/ml Geneticin hinzugeflgt. Die Zellen wurden mit einer
Dichte von 1,5 x 10° Zellen/ml ausgesat und alle 3 Tage passagiert. Dazu wurde das
Kulturmedium aus der Zellkulturflasche entfernt und die verbleibenden adharenten
Zellen mit 10 ml PBS gewaschen. Um die adharenten Zellen abzulGsen, wurden
diese in 10 ml Trypsin/EDTA fur 2 Minuten bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss wurde
10 ml Kulturmedium zu den abgeldsten Zellen hinzugefugt und diese in ein 50 ml
steriles Falcon uberfuhrt. Die Zellen wurden bei Raumtemperatur und 290 x g fir 10
Minuten zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand abgenommen,
die Zellen in 5 ml Kulturmedium aufgenommen, ausgezéahlt und ausgesat. Die

Kultivierung erfolgte bei 5 % COs,.

HEK293 Kulturmedium

DMEM-Medium

10 % fotales Kélberserum

1x nicht-essentielle Aminosauren
1 mM Natriumpyruvat

2 mM L-Glutamin

1x Penicillin/Streptomycin

HelLa Zellen

HeLa Zellen wurden in DMEM-Medium kultiviert, das mit entsprechenden
Kulturzusétzen versetzt war. Die Zellen wurden mit einer Dichte von 0,5 x 10°
Zellen/ml ausgesat und alle 3 Tage passagiert. Dazu wurde das Kulturmedium aus
der Zellkulturflasche entfernt und die verbleibenden adharenten Zellen mit 10 ml PBS
gewaschen. Um die adharenten Zellen abzulésen, wurden diese in 10 ml
Trypsin/EDTA fir 3 Minuten bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss wurde 10 ml
Kulturmedium zu den abgeldsten Zellen hinzugefigt und diese in ein 50 ml steriles
Falcon Uberfuhrt. Die Zellen wurden bei Raumtemperatur und 290 x g fur 10 Minuten

zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde das Uberstehende Medium
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abgenommen, die Zellen erneut in 5 ml Kulturmedium aufgenommen, ausgezahlt

und ausgesét. Die Kultivierung erfolgte bei 5 % CO..

Hela Kulturmedium

DMEM-Medium

10 % fotales Kéalberserum

1x nicht-essentielle Aminosauren
0,05 mM B-Mercaptoethanol

1 mM Natriumpyruvat

2 mM L-Glutamin

1x Penicillin/Streptomycin

3T3, EL4 und A20 Zellen
Diese Zelllinien wurden direkt vor ihrer Verwendung erhalten und sofort

weiterverwendet (3.2.2.2).

Mastzellen aus Knochenmarkskulturen (BMMC)

Um Mastzellen aus Knochenmarkskulturen (BMMC, bone marrow derived mast cells)
zu praparieren, wurde zunéchst das Knochenmark aus Femur und Tibia von
C57BL/6 Wildtyp oder C57BL/ Lyst"®” Mausen isoliert, indem es mit PBS aus den
vorher praparierten Knochen gespult wurde. Die gewonnenen Zellen wurden bei 290
x g fur 10 Minuten bei 4 °C pelletiert. AnschlieRend wurde das Zellpellet in 5 ml
Erythrozytenlysepuffer fir 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Zum Stoppen
der Lyse wurden 20 ml Kulturmedium hinzugefligt und die Zellen erneut pelletiert.
AnschlieRend wurden sie mit einer Dichte von 2 x 10° Zellen/ml ausgesat. Die
Kultivierung erfolgte unter Zugabe des Wachstumsfaktors IL-3 (5 ng/ml). Die
Passagierung der Zellen erfolgte einmal pro Woche, wobei in den ersten zwei
Wochen zusatzlich das Antibiotikum Ciprofloxacinhydrochlorid (10 ug/ml) hinzugefigt
wurde. Die Kultivierung erfolgte bei 7,5 % CO, und 37° C. Sechs Wochen nach
Praparation der Mastzellen (BMMC) wurden diese durch FACS-Analyse
(fluorescence activated cell sorting) auf die Oberflachenexpression von CD117 (c-Kit)
und FceRI getestet (3.2.4.6).
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Mastzellen Kulturmedium

IMDM-Medium

10% fotales Kalberserum

1x nicht-essentielle Aminosauren
0,05 mM B-Mercaptoethanol

1 mM Natriumpyruvat

2 mM L-Glutamin

1x Penicillin/Streptomycin

1x MEM-Vitamine

5 ng/ml IL-3

peritoneale Mastzellen

Fur die Gewinnung peritonealer Mastzellen wurden C57BL/6 Wildtyp oder C57BL/

LystP9

Mausen prapariert. Fur die Isolierung der Zellen wurden 8 ml PBS in die

Leibeshohle der Maus (peritoneal cavity) injiziert. Das PBS wurde in der Leibeshdhle

durch Massage verteilt, um eine vollstdndige Verteilung

im Peritoneum zu

gewabhrleisten. AnschlieRend wurde das PBS mit den isolierten Zellen durch eine

Spritze abgezogen und sofort fur die folgenden Experimente eingesetzt (3.2.4.6,

3.2.5.4).
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dendritische Zellen aus Knochenmarkskulturen (BMDC)

Fur die Gewinnung dendritischer Zellen (BMDC, bone marrow derived dendritic cells)
wurde das Knochenmark aus Femur und Tibia von C57BL/6 Wildtyp M&usen isoliert.
Die gewonnenen Zellen wurden bei 290 x g fir 10 Minuten bei 4° C pelletiert. Das
Zellpellet wurde in 1 ml Erythrozytenlysepuffer fur 15 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Zum Stoppen der Lyse wurden 10 ml Kulturmedium hinzugefiigt und die
Zellen erneut pelletiert. AnschlieBend wurden sie mit einer Dichte von 0,3 x 10°
Zellen/ml in einer Petrischale ausgesat. Die Kultivierung erfolgte unter Zugabe des
Wachstumsfaktors GM-CSF (20 ng/ml) bei 5 % CO,. Sechs Tage nach dem Ansatz
der Kultur wurde das Medium aus der Petrischale entfernt, die sich noch im
Uberstand befindenden Zellen wurden pelletiert, in neuem Kulturmedium
aufgenommen und wieder in die Petrischale tUberfuihrt. Acht Tage nach dem Ansatz
der Kultur wurden die adharenten Zellen mit Hilfe von Accutase abgeldst, geerntet

und fur die Generierung von cDNA eingesetzt (3.2.2.2).

dendritische Zellen Kulturmedium

RPMI-Medium

10 % fotales Kélberserum
0,05 mM B-Mercaptoethanol
2 mM L-Glutamin

1x Penicillin/Streptomycin

Makrophagen aus Knochenmarkskulturen (BMDM)

Fur die Gewinnung von Makrophagen (BMDM, bone marrow derived macrophages)
wurde das Knochenmark aus Femur und Tibia von C57BL/6 Wildtyp M&usen isoliert.
Die gewonnenen Zellen wurden bei 180 x g fur 10 Minuten bei 4 °C pelletiert und
anschlieBend tber Nacht in Kulturmedium ausgesét. Die Kultivierung erfolgte unter
Zugabe des Wachstumsfaktors M-CSF (50 ng/ml) bei 5 % CO,. Am folgenden Tag
wurden die Zellen geerntet und erneut ausgesat, um kontaminierende Fibroblasten
auszuschlieBen. Vier Tage nach dem Ansatz der Kultur wurden die Zellen geerntet,
fur weitere drei Tage kultiviert und im Anschluss fur die Generierung von cDNA
eingesetzt (3.2.2.2).
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Makrophagen Kulturmedium

DMEM-Medium

10 % fotales Kélberserum
1 mM Natriumpyruvat

4 mM L-Glutamin

1 % HEPES

B-Zell und T-Zell-Isolation aus Splenozyten

Fur die Aufarbeitung von Splenozyten wurden Milzen aus C57BL/6 Mausen
prapariert. Es wurden Einzelzellsuspensionen hergestellt, die fur 15 Minuten bei
Raumtemperatur in Erythrozytenlysepuffer in einem Gesamtvolumen von 5 ml lysiert
wurden. Zum Abstoppen der Lyse wurden 20 ml 5 % FKS/PBS hinzufugt und es
folgte eine Zentrifugation bei 290 x g fur 10 Minuten bei Raumtemperatur. Das Pellet
wurde in 10 ml 5 % FKS/PBS gewaschen und erneut abzentrifugiert. Aus den
gewonnenen Splenozyten wurden im weiteren Verlauf B- und T-Zellen aufgereinigt.
Dazu wurde das ,Pan T cell isolation Kit* bzw. das ,B cell isolation Kit* (Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach) gemald den Herstellerangaben verwendet. Zunachst
wurden 1 x 10” Splenozyten pro Ansatz magnetisch-markiert, anschlieBend erfolgte
die magnetische Separation uUber MS-S&aulen mit Hilfe des MACS-Separators
(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach). Die aufgereinigten B- und T-Zellen wurden fur

die Generierung von cDNA eingesetzt (3.2.2.2).

3.2.1.2. Zellzdhlung, Einfrieren und Auftauen von Zellen

Die Zellzdhlung erfolgte mit einem optischen Mikroskop mit Hilfe eines
Hamocytometers (Neubauer Zahlkammer; Paul Marienfeld, Lauda Kénigshofen). Fur
die Zahlung wurde Trypanblau verwendet, wodurch tote Zellen ausgeschlossen
werden konnten. Durch die Permeation des Trypanblau durch die Zellmembran toter
Zellen erscheinen diese blau. Das Trypanblau wurde mit einer Verdiinnung von 1:10
in 0,9 % NaCl gel6st. Die zu zéhlenden Zellen wurden wiederum 1:10 in dieser

Arbeitsldsung verdinnt.
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Die  Zelllinien wurden zur langfristigen Aufbewahrung in flissigem Stickstoff
eingefroren. Dazu wurden 10 x 10° Zellen mit PBS gewaschen und bei 290 x g fiir 5
Minuten bei Raumtemperatur pelletiert. AnschlielRend wurde das Zellpellet in kaltem
Einfriermedium (10 % DMSO in FKS) resuspendiert und in ein vorgekihltes
Kryoréhrchen tberfuhrt. Das Kryordhrchen mit den Zellen wurde wiederum in einer
Einfrierbox, die mit Isopropanol geflllt war, fir 2 Tage bei -80° C eingefroren.
Anschlielend erfolgte die Langzeitlagerung der Zellen in einem flissigen
Stickstofftank.

Das Auftauen der Zellen erfolgte, indem diese aus dem Stickstofftank entnommen
wurden und sofort bei 37 °C im Wasserbad fur 30 Sekunden aufgetaut wurden.
AnschlieBend wurden die Zellen in 20 ml ihres entsprechenden warmen
Kulturmediums resuspendiert und bei 290 x g fir 5 Minuten bei Raumtemperatur
pelletiert. Zur Kultivierung wurden die Zellen in eine Zellkulturflasche utberfihrt, die
das entsprechende, vorgewarmte Kulturmedium enthielt.

3.2.1.3. Transfektion von S&augerzellen

Transfektion mittels Elektroporation

MC9, RBL-2H3 und Mastzellen aus Knochenmarkskulturen (BMMC) wurden mit dem
~Amaxa Nucleofector Device* (Lonza, Schweiz) und der entsprechenden
Nukleofektor Losung (Lonza, Schweiz) nach den Herstellerangaben transfiziert. Je
nach Zelltyp wurde die entsprechende optimale Zellzahl bei 290 x g fur 5 Minuten bei
Raumtemperatur pelletiert. Der Uberstand wurde abgenommen und die Zellen
wurden in 100 ul der Nukleofektor-Losung mit 8-10 pug der Plasmid-DNA transfiziert.
Nach der Transfektion wurden die transfizierten Zellen sofort in 4 ml vorgewéarmtes
Zellkulturmedium in eine 6-Well-Platte tberfiihrt und bei 37 °C und 5 % CO, (MC9,
RBL-2H3) bzw. 7,5 % CO, (BMMC) kultiviert. Die fur die Transfektion der
unterschiedlichen Zelltypen eingesetzten Nukleofektor-Programme, sind in Tabelle
3.15 aufgefihrt.
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Tabelle 3.15: Nukleofektor Programme und Lésungen

Zelllinie Zellzahl Programm Loésung DNA-Menge
Mastzellen (BMMC) 3x10° T16 T-Losung 10 pg/ml
RBL-2H3 2 x 10° X01 T-Losung 5 pg/ml
MC9 1 x10° T30 V-Lésung 10 pg/ml

Transfektion mittels Lipid-basierender Reagenzien

HEK293 Wildtyp-Zellen wurden mit DNA-Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen,
Karlsruhe) transfiziert. Daflir wurden 9 ug der entsprechenden Plasmid-DNA in 0,5
ml Opti-MEM® | Medium (Invitrogen, Karlsruhe) ohne Serum gelést. Parallel dazu
wurden 18 pl Lipofectamine™ 2000 in 0,5 ml Opti-MEM® | Medium gelést und fiir 5
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurden die geldste Plasmid-
DNA und das geldste Lipofectamine™ 2000 zusammengefiuhrt und fur weitere 20
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. In der Zwischenzeit wurden 1,2 x 10°
HEK293 Wildtyp-Zellen/ml in Opti-MEM® | Medium, das mit Serum (FKS)
supplementiert war, aber kein Antibiotikum enthielt, resuspendiert. Die DNA-
Lipofectamine™ 2000 Komplexe wurden in einer 6-Well-Platte mit 1,8 ml der
Zellsuspension gemischt und tber Nacht bei 37 °C und 5 % CO inkubiert. Am

nachsten Tag wurde das Transfektionsmedium durch Kulturmedium ersetzt.

3.2.2. Molekularbiologische Methoden

3.2.2.1. RNA Isolation

Fir die Isolierung von RNA aus Zellen wurde das ,PureLink™ Micro-to-Midi total
RNA Purification System® (Invitrogen, Karlsruhe) nach Angaben des Herstellers
verwendet. Dazu wurden zunachst 5 x 10’ Zellen bei 4 °C durch Zentrifugation bei
2000 x g fur 5 Minuten pelletiert. Das Zellpellet wurde in 600 ul Lysepuffer, der B-
Mercaptoethanol enthielt, resuspendiert und solange auf dem Vortex gemischt bis
das Zellpellet vollstandig gelést war. Das Lysat wurde im Anschluss zehnmal durch
eine Nadel der GroRRe 18-21-gauge gepresst, die an eine RNase freie Spritze

angeschlossen war. Dieses Zellhomogenat wurde mit 70 % Ethanol gemischt, in eine
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Spin-Kartusche uberfuhrt und bei 12,000 x g fir 15 Sekunden bei Raumtemperatur
zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und die Spin-Kartusche mehrmals mit
Waschpuffer | und Il gewaschen. AnschlieRend wurde die RNA mit 30 pl Rase-freiem
Wasser eluiert. Die RNA Qualitat und Quantitat wurde bei 260 nm UV-Absorbierung
bestimmt (3.2.2.3).

3.2.2.2. cDNA Synthese

Fir die Herstellung von cDNA (complementary DNA) wurde das ,Superscript™ I
CellsDirect™ cDNA Synthesis System* (Invitrogen, Karlsruhe) nach Angaben des
Herstellers verwendet. Dazu wurden die verwendeten Zellen zunachst geerntet und
eine Zellzahl von 1-10.000 Zellen/ul eingestellt, bevor die Zellen lysiert wurden.
Anschlieen wurde kontaminierende DNA durch DNase | verdaut und Erststrang
cDNA synthetisiert. Die Lagerung der cDNA erfolgte bei -20 °C.

Fur die quantitative real-time PCR Analyse, wurde cDNA mit dem ,Fast Lane Cell
cDNA Kit* (Qiagen, Hilden) nach den Angaben des Herstellers hergestellt. Dazu

wurden 0,5 x 10° Zellen eingesetzt. Die Lagerung erfolgte bei -20 °C.

3.2.2.3. Nukleinsdurekonzentrationsbestimmung

Die Nukleinsaurekonzentration wurde photometrisch mit Hilfe des Bio Photometer
(Eppendorf, Hamburg) ermittelt. Daflir wurde eine 1:100 Verdinnung der
Nukleinsaure in H,O angesetzt, in eine Silika-Kuvette (Hellma, Mullheim) Uberfihrt
und die optische Dichte bei einer Wellenlange von 260 nm und 280 nm gemessen.
Die Konzentrationsbestimmung von DNA bzw. RNA basiert dabei auf dem
Absorptionsmaximum der aromatischen Ringe der Basen bei 260 nm. Das
Absorptionsmaximum fur Proteine basiert auf den aromatischen Aminosaureresten
und liegt bei 280 nm. Das Verhéltnis der Absorption bei 260 nm und 280 nm zeigt die
Reinheit der DNA bzw. RNA-LAsung an. Eine reine DNA bzw. RNA-L6sung zeigt ein
Verhaltnis von Azeonm/A2sonm 2zZWischen 1,8-2. Ist sie dagegen mit Proteinen

kontaminiert, ist der Wert kleiner.
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Fur die Bestimmung der Nukleinsdurekonzentration wurde folgende Gleichung
verwendet:

[RNA in ng/mL] = Azsonm X Verdlinnungsfaktor x 40

[DNA in pg/mL] = Az60nm X Verdinnungsfaktor x 50

3.2.2.4. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Eine Polymerase-Kettenreaktion wurde durchgefihrt, um eine DNA-Sequenz aus

einer cDNA oder einem rekombinanten Plasmid zu amplifizieren.

PCR fur Klonierungszwecke

Fur Klonierungszwecke wurde die ,Phusion® High Fidelity DNA-Polymerase”
(Finnzymes, Finnland) verwendet. Diese besitzt eine proof-reading-Funktion,
wodurch wahrend der Amplifizierung entstehende Fehler minimiert werden konnen.
Fur die Amplifikation wurden bis zu 30 Zyklen verwendet (Tab.3.16) und eine H,O-
Kontrolle hinzugeftigt, um eine Kontaminierung in den Ansatzen auszuschliel3en. Die
Hybridisierungstemperatur der Oligonukleotide war abhangig von ihrer Lange und
ihrem GC-Gehalt. Die Elongationsdauer hing von der Lange der zu amplifizierenden
Sequenz ab. Die diversen verwendeten Oligonukleotide (Primer) sind in Tabelle 3.11
aufgelistet. PCR-Produkte wurden Uber ein Agarose-Gel (3.2.2.6) elektrophoretisch
aufgetrennt. Fur weitere Klonierungszwecke wurde das Amplifikat aus dem Agarose-
Gel eluiert (3.2.2.8).

Tabelle 3.16: PCR fur Klonierungszwecke

PCR-Schritt Temperatur Dauer
Denaturierung 94 °C 5 Minuten
Denaturierung 94 °C 1 Minute
Primeranlagerung 58 °C 30 X 1 Minute
Elongation 72 °C 4 Minuten
Elongation 72 °C 10 Minuten
Ende 4°C o0
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PCR fur analytische Zwecke

Fur analytische Zwecke wurde ein 50 yl PCR-Reaktionsansatz, unter Verwendung
von 1 Unit der Tag-DNA-Polymerase (Invitrogen, Karlsruhe), auf Eis angesetzt. Die
diversen verwendeten Oligonukleotide sind in Tabelle 3.11 aufgelistet. Die Proben
wurden in einem DNA Thermocycler (Eppendorf, Hamburg) unter Verwendung von
30 Zyklen amplifiziert. Jeder Zyklus beinhaltete dabei eine initiale Denaturierung und

eine finale Elongation (Tab.3.17).

PCR fur die Analyse von Bakterienkolonien

Zur Uberprufung von DNA-Sequenzen in rekombinanten Plasmiden wurden ebenfalls
analytische PCR-Reaktionen durchgefiihrt. Dafir wurden die Plasmide vorher nicht
aufgereinigt, sondern Bakterienkulturen oder Bakterienkolonien in der PCR
eingesetzt. Die PCR wurde mit der Tag-DNA-Polymerase (Invitrogen, Karlsruhe)
durchgefuhrt. Es wurde 1 pl Bakterienkultur verwendet oder eine Bakterienkolonie
mit einem sterilen Zahnstocher gepickt und direkt in dem PCR-Ansatz geldst. Der
PCR-Ansatz hatte ein Volumen von 25 ul. Im weiteren Verlauf wurde er
elektrophoretisch im Agarosegel aufgetrennt (3.2.2.6). Zu jedem PCR-Ansatz wurde
zusatzlich eine H,O-Kontrolle hinzugefligt. Von positiven Klonen wurde eine DNA-
Mini-Préparation (3.2.2.10) durchgefuihrt und die DNA-Sequenzen der rekombinanten
Plasmide durch Sequenzierung (3.2.2.12) Uberpruft.

Tabelle 3.17: PCR fur analytische Zwecke

PCR-Schritt Temperatur Dauer
Denaturierung 95 °C 5 Minuten
Denaturierung 95 °C 1 Minute
Primeranlagerung 55°C 30 x 1 Minute
Elongation 72 °C 1-4 Minuten
Elongation 72 °C 10 Minuten
Ende 4°C o0
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3.2.2.5. Quantitative real-time PCR

Fur das Ansetzen der quantitativen real-time PCR wurde der ,Real-Time PCR Master
Mix“ (Roche, Mannheim) verwendet. Daflir wurden in einem Gesamtvolumen von 10
g, 0,1 uM einer markierten Sonde, 1 pmol eines jeden Oligonukleotids und 1 pl
Template cDNA verwendet. Die entsprechenden optimalen Oligonukleotide fur das
zu untersuchende Gen waren mit der ,Probe Finder* Software (Roche, Mannheim)
bestimmt worden. In jedem durchgefihrten Experiment wurde HPRT (Hypoxanthin-
Phosphoribosyl-Transferase) als Referenzgen verwendet. Die quantitative real-time
PCR wurde in dem LightCycler 1.5 (Roche, Mannheim) unter Verwendung des in
Tabelle 3.18 aufgefuhrten Protokolls durchgefuhrt. Fir die Analyse wurden die

relativen mRNA Expressionslevel bestimmt.

Tabelle 3.18: quantitative real-time PCR

PCR-Schritt Temperatur Dauer
Denaturierung 95 °C 10 Minuten
Denaturierung 95 °C 10 Sekunden
Primeranlagerung 55°C 45 x 30 Sekunden
Elongation 72 °C 5 Sekunden
Kihlung 40 °C 30 Sekunden

3.2.2.6. Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten wurden 1 % Agarosegele verwendet. Die
Agarose wurde in 1x TAE durch Aufkochen gel6st, auf 55 °C abgekihlt und mit
Ethidiumbromid (0,5 pg/ml Gelvolumen) versetzt. AnschlieBend wurde die geldste
Agarose in einen entsprechenden Gehauseeinsatz gegossen, der einen passenden
Kamm enthielt. Die DNA-Proben hatten ein Volumen von 20 pl und wurden mit 4 ul
eines 6x DNA-Ladepuffer versetzt. Zusatzlich zu den Proben wurde das Gel mit 0,1

Mg eines DNA-Markers beladen. Die Auftrennung erfolgte in einer horizontalen
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Elektrophoresekammer (Bio-Rad, Minchen) bei 7-10 V/cm Gellange in 1x TAE
Laufpuffer. Im Anschluss wurde das Gel unter UV-Licht analysiert und fotografiert
(Gel Doc XR Apparat und Software, Bio-Rad, Minchen).

3.2.2.7. DNA-Verdau mit Restriktionsendonukleasen

Die Restriktion von DNA-Fragmenten erfolgte entweder analytisch oder praparativ.
Fur die praparative Restriktion wurden Plasmid-DNA oder durch PCR amplifizierte
DNA-Fragmente mit den entsprechenden Restriktionsenzymen (New England
Biolabs, Frankfurt) restringiert. 3 Unit eines jeden Restriktionsenzyms wurden fur 5
Mg Plasmid-DNA oder fur 1 uyg DNA-Fragment verwendet. Das Gesamtvolumen des
Reaktionsansatzes betrug dabei 50 ul. Die Restriktion erfolgte im fur das Enzym
optimalen Arbeitspuffer (New England Biolabs, Frankfurt) iber Nacht bei 37 °C. Die
restringierte DNA wurde im Anschluss Uber ein Agarosegel aufgetrennt (3.2.2.6) und

aus diesem eluiert (3.2.2.8).

Die analytische Restriktion wurde angewandt, um die DNA im Vorfeld einer
Sequenzierung (3.2.2.12), auf ihre Richtigkeit zu Uberpriufen. Dazu wurden in einem
Gesamtvolumen von 10 pl, 500 ng DNA und 1-3 Unit der entsprechenden
Restriktionsenzyme verwendet. Die Restriktion erfolgte bei 37 °C uber Nacht in
einem den Enzymen entsprechenden optimalen Arbeitspuffer und wurde Uber ein

Agarosegel aufgetrennt und analysiert.

3.2.2.8. Aufreinigung von DNA-Fragmenten

Aufreinigung aus Agarosegelen

Die Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte mit dem
»QIAquick gel extraction Kit“ (Qiagen, Hilden) nach den Angaben des Herstellers. Die
Aufreinigung wurde nach einer Restriktion (3.2.2.7) und anschlieRender
Elektrophorese (3.2.2.6) von DNA-Fragmenten durchgefiihrt. Dazu wurde die
entsprechende DNA zunachst unter UV-Licht aus dem Gel mit einem Skalpell

ausgeschnitten, in ein steriles Eppendorfgefald utberfihrt und anschliel3end
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aufgereinigt. Im letzten Schritt wurde die DNA mit 30 uyl dH,O eluiert und entweder

sofort eingesetzt oder bei -20 °C gelagert.

Aufreinigung aus Lésungen

Die Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Ldésungen erfolgte mit dem ,QIAquick
PCR purification Kit* (Qiagen, Hilden) nach den Angaben des Herstellers. Sie wurde
nach einer PCR oder einem Restriktionsverdau eingesetzt. Die Elution der DNA
erfolgte mit 30 ul dH,O, die DNA wurde entweder sofort eingesetzt oder bei -20 °C

gelagert.

3.2.2.9.Klonierung

Klonierung durch Ligation

Die Ligation von DNA-Fragmenten in einen Vektor erfolgte unter Verwendung der
T4-DNA Ligase (New England Biolabs, Frankfurt). Dazu wurde die zu ligierende DNA
und der entsprechende Vektor zunachst restringiert, um kompatible Schnittstellen zu
bekommen. Es wurden 50 ng Vektor und der dreifach molare Uberschuss an DNA-
Fragment (Ratio 1:3) eingesetzt. Hinzu kamen 2 pl 10x Ligase-Puffer, 1 ul T4-DNA-
Ligase (5 U/pl) und H,0 in einem Gesamtvolumen von 20 ul. Die Ligation erfolgte fur
1 Stunde bei Raumtemperatur. AnschlieBend wurde 1 pl des Ligationsansatzes fur
die Transformation von kompetenten E.coli Zellen eingesetzt (3.2.2.11). Der

restliche Ansatz wurde bei -20 °C eingefroren.

Klonierung von RIN3-Expressionsvektoren mit Hilfe des Gateway-Systems

Die Gateway-Technologie von Invitrogen ist eine Klonierungsmethode, die sich
Rekombinationsvorgange zunutze macht. Mit dieser Methode lassen sich DNA-
Sequenzen effizient in diversen Vektorsystemen umklonieren, wobei die Orientierung
und der Leserahmen erhalten bleiben. Zunachst wird dabei die entsprechende
Sequenz in einen Eingangsvektor kloniert und im weiteren Verlauf aus diesem in
diverse Expressionsvektoren durch Rekombination umkloniert. Mit Hilfe dieses
Systems wurde RIN3 cDNA in unterschiedliche Expressionsvektoren Kkloniert
(Tab.3.9).
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Um eine Klonierung gemall dem Gateway-System (Invitrogen, Karlsruhe)
durchzufihren, wurde das zu klonierende Produkt nach Aufreinigung aus dem
Agarosegel (3.2.2.8) in den entsprechenden Eingangsvektor ligiert und anschlie3end

durch zwei Rekombinationen in die Zielvektoren tUberfihrt.

BP Rekombination:

Das zu klonierende Produkt (15-150 ng) wurde mit 150 ng des Eingangsvektors
pDONR™201 (Invitrogen, Karlsruhe) vermischt. Hinzu kamen BP Reaktionspuffer
und 2 pl ,Gateway BP Clonase™ Enzym Mix“ (Invitrogen, Karlsruhe). Der
Gesamtansatz betrug 10 pl und wurde fur 1 Stunde bei 25 °C inkubiert. Im Anschluss
wurden 1 pl Proteinase K-L6sung hinzugefiigt und der Ansatz wurde fur weitere 10
Minuten bei 37 °C inkubiert.

LR Rekombination:

Der Reaktionsansatz aus der vorangegangenen BP-Klonierung wurde in der LR-
Klonierung weiterverwendet. Der Eingansvektor (50-150 ng) wurde mit dem
Zielvektor (150 ng) in der LR-Reaktion vermischt. Hinzu kamen LR Reaktionspuffer
und 2 pl ,Gateway LR Clonase™ enzyme mix“ (Invitrogen, Karlsruhe) in einem
Gesamtvolumen von 10 ul. Der Ansatz wurde fur 1 Stunde bei 25 °C inkubiert, bevor
zuletzt 2 pl Proteinase K-Lésung hinzugefligt wurden und der Ansatz fur weitere 10

Minuten bei 37 °C inkubiert wurde.

Klonierung von lentiviralen miRNA-Expressionsvektoren

Die miRNA-Expressionsvektoren wurden gemaR des ,Block-iT™ Pol Il miRNAi
Expression Vector Kit” (Invitrogen, Karlsruhe) nach den Angaben des Herstellers
kloniert. Dazu wurden zunachst die vorher designten Einzelstrang-DNA-
Oligonukleotide (3.2.3.1) in TE-Puffer rekonstituiert, um eine Ausgangskonzentration
von 200 uM zu erreichen. Anschlie3end wurden die Oligonukleotide fur den oberen
und den unteren Strang der miRNA aneinandergelagert. Dazu wurde eine Annealing-
Reaktion bei Raumtemperatur, aus jeweils 50 uM der Einzelstrang-Oligonukleotide
fur den oberen und unteren Strang, 2 pl des 10x Oligo-Annealing-Puffer und
DNAse/RNase freiem H,O angesetzt. Das Gesamtvolumen betrug 20 ul. Dieser
Ansatz wurde fir 4 Minuten bei 95 °C inkubiert und anschlie3end fir 5-10 Minuten

bei Raumtemperatur abgekuhlt, so dass sich die Einzelstrang-Oligonukleotide
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aneinanderlagern konnten. Auf diese Weise entstand eine 50 yM Stocklésung aus
doppelstrangiger DNA (dsDNA). Diese wurde auf eine 10 nm Ldsung verdinnt und
fur die Ligation in den pcDNA™6.2-GW/EmGFP-miR Vektor eingesetzt. Fur die
Ligation wurden 1 nm miR-Doppelstrang-Oligonukleotid, 2 pl des linearisierten
pcDNA™6.2-GW/EmGFP-miR  Vektors, 1 pyl T4 DNA Ligase (1 U/ul) (5 ng/ul) und
DNAse/RNase freies H,O in einem Gesamtvolumen von 20 pl angesetzt. Der Ansatz
wurde fur 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend in One Shot
TOP10 (Invitrogen, Karlsruhe) kompetente E. coli (3.2.2.11) transformiert. Die
transformierten Bakterien wurden auf Spectinomycin-selektiven (50 ug/ml)
Agarplatten ausplattiert und tdber Nacht bei 37 °C inkubiert. Am folgenden Tag
wurden einzelne Bakterienkolonien durch PCR uberpriaft. Mit positiven Kolonien
wurde LB-Medium angeimpft, das 50 pug/ml Spectinomycin enthielt. Aus
angewachsenen Kulturen wurden Plasmide prapariert (3.2.2.10) und durch
Sequenzierung Uberprift (3.2.2.12). Im weiteren Verlauf wurden die pre-miRNA-
Expressions-Kassetten durch Rekombination gemall dem Gateway-System in den
lentiviralen Expressionsvektor pLenti6/V5-Dest umkloniert. Zusétzlich wurde die
mMiRNA-negativ-Kontrollkassette aus dem pcDNA™6.2-GW/EmGFP-miR-neg-control
Vektor in den pLenti6/V5-Dest Vektor umkloniert. Bei den Rekombinationsvorgangen
wird dabei das EmGFP mit in den pLenti6/V5-Dest Vektor umkloniert, so dass
transfizierte Zellen im Anschluss anhand von GFP-Expression detektiert werden

konnen.

3.2.2.10. Plasmidisolierungen

DNA-Plasmid-Minipraparationen wurden mit dem ,QlAprep Spin Miniprep Kit"
(Qiagen, Hilden) und DNA-Plasmid-Maxipraparationen mit dem ,PureLink HiPure
Plasmid Filter Maxiprep Kit“ (Invitrogen, Karlsruhe) nach den Angaben des
Herstellers durchgefiihrt. Dazu wurden antibiotikumhaltige LB-Kulturen angeimpft
und Uber Nacht bei 37 °C unter Schutteln inkubiert. Anschlieend wurden die
Plasmide prapariert und aufgereinigt. Die Elution der Plasmid-DNA erfolgte in dHO.

Die aufgereinigten Plasmide wurden bei -20 °C gelagert.
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3.2.2.11. Transformation von kompetenten Bakterien mit Plasmid-DNA

Fur die Transformation wurden kompetenten E.coli-Zellen zunachst auf Eis
aufgetaut. Je 100 pl der Zellen wurden mit 2 ul einer Ligationsreaktion oder 10 ng
gereinigter Plasmid-DNA versetzt und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Dann erfolgte ein
Hitzeschock bei 42 °C fir 45 Sekunden im Thermomixer (Eppendorf, Hamburg).
Anschliel3end wurde der Ansatz fir 2 Minuten auf Eis abgekihlt, bevor jeder Ansatz
mit 200 ul vorgewarmten SOC-Medium versetzt wurde. Diese Ansatze wurden fir
45-60 Minuten bei 37 °C unter Schitteln inkubiert. Anschliel3end wurde jeder Ansatz
auf LB-Agarplatten, die mit dem entsprechenden Antibiotikum versetzt waren
(Ampicillin (100 pg/ml), Kanamycin (50 ug/ml)), ausgestrichen und tUber Nacht bei 37
°C inkubiert.

3.2.2.12. DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung wurde von LGC Genomics (Berlin) durchgefuhrt. Fur die
Sequenzierung wurden 800 ng Plasmid-DNA mit 1 pl eines Sequenzierprimers (10
pmol/ul) vorgelegt und mit destillietem Wasser auf ein Endvolumen von 8 ul
aufgeflllt. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe von Elektropherogrammen mit der
BioEdit Software (lbis Therapeutics, USA).

3.2.3. RNAI Design und lentivirale Transfektion

3.2.3.1. Design von RIN3 spezifischen miRNAs

Es wurden vier verschiedene RIN3 spezifische miRNAs designt, welche vier
verschiedene Regionen der RIN3 mRNA (Genbank-Akzessionsnummer
NM_177620) targetieren. Die Sequenzen der miRNAs sind in Tabelle 3.19
aufgelistet. Sie wurden gemaR des ,Block-iT™ Pol II miR RNAi Expression Vector
Kit” (Invitrogen, Karlsruhe) nach den Angaben des Herstellers zundchst in den
pcDNA™G.2-GW/EmGFP-miR  Vektor kloniert. Anschlieend wurden sie durch
Rekombination in den pLenti6/V5-Dest Expressionsvektor umkloniert (3.2.2.9).
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Tabelle 3.19: miRNA Sequenzen

mMiRNA Zielsequenz

miRIN3-1 CAT CTT CAG ACT GAT TGC GTT
MIRIN3-2 TCA AAC CAA CCA CCC ATG AAA
mMiRIN3-3 CGA CCG CAA ACT GTA TAA GAA
miRIN3-4 CCA AAC GAG ACT TCC ACT TCG
Kontroll- GTC TCC ACG CAG TAC ATT TCA
mMiRNA

3.2.3.2. Produktion des Lentivirus in HEK293FT Zellen

Um die Expression von RIN3 in Mastzellen herunterzuregulieren oder eine RIN3
Uberexpression in Mastzellen zu erhalten, wurde ein lentivirales Transfektionssystem
benutzt. Fir das miRNA Expressionssystem wurden vier RIN3-spezifische Lentiviren,
sowie eine MIRNA Negativkontrolle gemaR dem ,Block-iT™ Lentiviral Pol Il miR
RNAI Expression System® (Invitrogen, Karlsruhe) hergestellt (3.2.2.9). Dazu wurden
die pre-miRNA-Kassetten zunadchst in den pcDNA™6.2-GW/EmGFP-miR Vektor
kloniert und im weiteren Verlauf in den pLenti6/V5-Dest Vektor umkloniert (3.2.2.9).
Die Kontroll-miRNA targetiert kein bekanntes Vertebraten-Gen und kann somit als
Kontrolle eingesetzt werden. Fir die Uberexpression von RIN3, wurde murine RIN3
cDNA zunéachst in den Eingangsvektor pENTR/D-Topo gemafl dem Gateway-System
kloniert und anschlielend in den lentiviralen Expressionsvektor pLenti6/V5-DEST
umkloniert (3.2.2.9).

Fur die Produktion der Lentiviren wurden zunachst DNA-Lipofectamine™ 2000
Komplexe generiert und HEK293FT Zellen transfiziert. HEK293FT Zellen dienen
hierbei als Produktionszelllinie (producer cell line) fir den Lentivirus. Es wurden 9 ug
ViraPower™ Packaging Mix und 3 ug der entsprechenden plLenti6/V5
Expressionkonstrukte in 1,5 ml Opti-MEM® | Medium ohne Serum gemischt. Parallel
wurden 36 pl Lipofectamine™ 2000 ebenfalls in 1,5 ml Opti-MEM® I-Medium ohne
Serum gemischt, nach 5 minatiger Inkubation bei Raumtemperatur die DNA- und die
verdunnte Lipofectamine™ 2000-L6sung miteinander vermischt und fir 20 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. In der Zwischenzeit wurden 2 x 10° HEK293FT
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Zellen/ml in Opti-MEM® | Medium mit Serum ohne Antibiotika, angesetzt. Die DNA-
Lipofectamine™ 2000 Komplexe wurden in eine T75 Zellkulturflasche, die 5 ml
Kulturmedium mit Serum, aber kein Antibiotikum enthielt, Gberfiihrt. Dazu wurden 5
ml der HEK293FT Zellsuspension hinzugeflgt und die Zellen wurden tber Nacht bei
37 °C in 5 % CO; inkubiert. Am nachsten Tag wurde das Transfektionsmedium
abgenommen und durch normales Kulturmedium ersetzt. Der virushaltige Uberstand
wurde 72 Stunden nach der Transfektion geerntet, indem er in ein 15 ml
ReaktionsgefalR Uberfuhrt und die Zellreste bei 2500 x g fur 5 Minuten bei 4 °C
pelletiert wurden. Der lentivirale Uberstand wurde durch einen 0,45 um Filter
(Nalgene Labware, Danemark) gefiltert und durch Ultrafiltration konzentriert. Daflr
wurde zunachst das ,Centricon Plus-20 centrifugal filter device” (Millipore,
Schwalbach) mit 20 ml 70 % Ethanol und dann zweimal mit 20 ml sterilem PBS
gewaschen. Der filtrierte lentivirale Uberstand wurde in das Filterbehaltnis tiberfihrt
und mit 3500 x g bei 4 °C zentrifugiert, bis er sich vollstdndig im Sammelbehéltnis
befand. Das Virus wurde geerntet, das Volumen bestimmt, die Konzentration
eingestellt und entweder sofort benutzt oder Aliquots der konzentrierten Viren bei -80

°C eingefroren.

3.2.3.3. Lentivirale Infektion von MC9 und RBL-2H3 Zellen

MC9 und RBL-2H3 Zellen wurden mit den vorher in HEK293FT produzierten
Lentiviren transfiziert, um stabile RIN3 knock-down oder Uberexpressions-Zellen zu
generieren. Es wurden 1 x 10° Zellen pro Ansatz verwendet. Diese wurden
gewaschen, in 1 ml Kulturmedium resuspendiert und in eine 12-Well-Platte
Uberfuhrt. Im Falle der MC9 Zellen wurde Kulturmedium ohne ConA-Milziiberstand
benutzt. Zu den Zellen wurden 0,5 ml des konzentrierten Virus und 5 pg/ml
Protaminsulfat (Sigma-Aldrich, Minchen) gegeben. Anschliel3end wurden die Zellen
in der 12-Well-Platte fir 2 Stunden bei 1500 x g zentrifugiert, um eine bessere
Interaktion zwischen den Viruspartikeln und den Zellen herzustellen. Dann wurden
die Zellen Gber Nacht bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Am folgenden Tag wurde das
Medium gewechselt und, um die transfizierten Zellen zu selektieren, nach weiteren

zwei Tagen das Antibiotikum Blasticidin hinzugefugt.
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3.2.3.4. Generierung von stabilen Zellen

Fur die Generierung von stabilen Zellklonen, die miRNA oder cDNA exprimieren,
wurden die transfizierten Zellen, 5 Tage nach Beginn der Selektion mit dem
Antibiotikum Blasticidin, in 96-Well-Platten in unterschiedlichen Verdinnungsstufen
unter Selektionsdruck ausgesat. Die Verdinnungen wurden so angesetzt, dass sich
in jedem Well weniger als 10 Zellklone befanden. Die Zellen wurden fir 14 Tage
kultiviert und anschlieRend auf Vermehrung uberprift. Zellen, die sich vermehrt
hatten, wurden in eine 24-Well-Platte Uberfihrt und weiter expandiert, bevor sie

analysiert wurden.

3.2.4. Biochemische Methoden

3.2.4.1. Herstellung von Zelllysaten

Fur die Herstellung von Gesamtlysaten und Proben fur die Immunoprazipitation
wurden die entsprechenden Zellen in 1x NP40-Lysepuffer fir 30 Minuten auf Eis
lysiert. Anschliel3end wurden die Zelllysate bei 16.000 x g fir 10 Minuten und 4 °C
zentrifugiert. Die Uberstande fiir Gesamtlysate wurden mit 4x SDS-Probenpuffer
versetzt und fir 5 Minuten bei 95 °C gekocht. Wurden die Lysate fur die
Immunoprazipitation verwendet, wurden die Uberstande abgenommen und

weiterverwendet (3.2.4.2).

3.2.4.2. Immunopréazipitation

Fir die Immunoprazipitation wurden ,Anti-Flag-M2-Agarose-Beads* (Sigma-Aldrich,
Munchen) oder ,Anti-GFP-Agarose-Beads® (Santa Cruz, Heidelberg) verwendet. Auf
diese Weise konnten Fusionsproteine, die ein FLAG-Tag oder GFP enthielten
préazipitiert werden. Alle Schritte wurden auf Eis oder bei 4 °C durchgefuhrt. 40 ul der
Anti-Flag-M2-Agarose-Beads oder 20 pl der Anti-GFP-Agarose-Beads je Ansatz
wurden vorgelegt und zweimal mit je 1 ml 1x NP-40-Lysepuffer gewaschen. Die
zuvor hergestellten Zelllysate (3.2.4.1) wurden zu den Beads hinzugefligt und tber
Nacht bei 4 °C in 1 ml 1x NP40-Puffer in einem Uber-Kopf-Schiittler (Bibby Stuart

Scientific, England) inkubiert. AnschlieBend wurden die Agarose-assoziierten
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Proteine durch Zentrifugation bei 2000 x g und 4 °C fir 5 Minuten geerntet, dreimal
in 1x NP-40 gewaschen und bei 2000 x g und 4 °C durch Zentrifugation geerntet. Im
Anschluss wurden 40-50 uyl 2x SDS reduzierender Probenpuffer zu jeder Probe
hinzugeflgt und die Proteine durch Kochen bei 95 °C fir 5 Minuten denaturiert. Zum
Schluss wurden die Proben fur 5 Minuten, bei Raumtemperatur und 16.000 x g
zentrifugiert und der Uberstand in ein Neues Eppendorf-Tube (berfiihrt. Die
Immunprazipitate wurden anschlielend durch SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt
(3.2.4.3) und durch einen Western-Blot (3.2.4.5) detektiert.

3.2.4.3. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Fur die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese wurden entweder Polyacrylamidgele
verwendet, die sich aus 8-12 %-igen Trenngelen und 4 %-igen Sammelgelen mit 40
% Acrylamid-/Bisacrylamid zusammensetzten. In diesem Fall wurde als Laufpuffer
SDS-Laufpuffer verwendet. Andererseits wurden ,NUPAGE 4-12 % NOVEX® Bis-Tris
Gele“ (Invitrogen, Karlsruhe), unter Benutzung von ,NuUPAGE MOPS SDS Laufpuffer”
(Invitrogen, Karlsruhe) benutzt. Die Auftrennung erfolgte in einer ,Xcell SureLock™
Mini-Cell“-Kammer (Invitrogen, Karlsruhe). Die Proteinproben wurden vor dem
Auftragen auf das SDS-Polyacrylamidgel mit 4x SDS-Probenpuffer versetzt und fir 5
Minuten bei 95 °C denaturiert. Fur die Elektrophorese wurde eine Spannung von 80-
120 V angelegt und die Proben fir 2 Stunden elektrophoretisch aufgetrennt. Die
aufgetrennten Proteine wurden anschlieend durch Western-Blot auf eine PVDF-
Membran transferiert (3.2.4.5).

3.2.4.4. Coomassie-Farbungen von SDS-Polyacrylamidgelen

Proteine wurden in SDS-Polyacrylamidgelen fur 30 Minuten bei Raumtemperatur mit
.Page Blue Protein staining solution“ (Fermentas, St. Leon-Rot) nach Angaben des
Herstellers gefarbt. Die Entfarbung erfolgte solange in dH,O bis der Hintergrund
aufklarte.

57



Material und Methode

3.2.4.5. Western-Blot

Die in der SDS-Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine (3.2.4.3) wurden durch
das ,XCell II™ Blot Module® (Invitrogen, Karlsruhe) auf eine PVDF-Membran der
PorengréfRe 0,45 um (Thermo scientific, USA) transferiert. Dazu wurden die SDS-
PAGE-Gele zunéachst in dem entsprechenden Transferpuffer (NuUPAGE bzw.
Blotpuffer) fir 5 Minuten equilibriert. Die PVDF-Membran wurde in 100 % Methanol
aktiviert und anschlieBend ebenfalls in Transferpuffer equilibriert. Dann wurden die
Proteine durch Elektroblotting bei 950 mA fir 2 Stunden unter Verwendung von
-,NUPAGE Transferpuffer” (Invitrogen, Karlsruhe) oder von Blotpuffer von dem SDS-
Gel auf die PVDF-Membran tbertragen. Im Anschluss wurde die Membran mit 1x

TBST fur 5 Minuten gewaschen, um Acrylamid-Reste zu entfernen.

Die PVDF-Membran, auf der sich nun die immobilisierten Proteine befanden, wurde
fur 30 Minuten bei Raumtemperatur in 20 ml Superblock T20 Blockingpuffer
(Thermo scientific, USA) unter Schitteln geblockt. AnschlieRend wurde die Membran
mit dem primaren Antikorper, der in Superblock verdinnt wurde (Verdinnung:
1:2000 - 1:4000), uber Nacht unter Schutteln bei 4 °C inkubiert. Am nachsten Tag
wurde die Membran fur 2 x 5 Minuten in 1x TBST bei Raumtemperatur gewaschen
und dann fur 1 Stunde bei Raumtemperatur mit einem HRP-konjugierten,
sekundaren Antikdrper (Verdinnung: 1:30.000) inkubiert. Danach wurde die
Membran erneut 4 x 15 Minuten mit 1 x TBST bei Raumtemperatur gewaschen. Die
Detektion erfolgte mit dem ,Detection reagent® (Thermo scientific, USA). Dazu
wurde der Blot fir 2 Minuten in der Losung inkubiert und anschlieBend auf dem
LAmersham Hyperfim ECL* (GE Healthcare, Minchen) exponiert. Das
Molekulargewicht der aufgetrennten Proteine wurde mit Hilfe eines Proteinmarkers

bestimmt.

3.2.4.6. Durchflusszytometrie

Oberflachenfarbungen
Fir FACS-Farbungen der Zelloberflache wurden 3 x 10° Zellen pro Ansatz mit PBS
gewaschen und in 100 pl 5 % FKS/PBS mit fluoreszenzmarkierten Antikérpern in 5

ml FACS-Tubes fur 30 Minuten auf Eis gefarbt. Ungefarbte Zellen oder mit
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entsprechenden Isotyp-Kontrollen gefarbte Zellen dienten in jedem Experiment als
Kontrolle. Vor jeder Farbung wurden die Zellen zunachst in CD16/CD32 Mouse BD
Fc Block (BD Biosciences, Heidelberg) fur 30 Minuten auf Eis blockiert. Wenn nicht
anders angegeben, wurden die Antikorper in einer Konzentration von 0,2 ug/mi
eingesetzt. Im Anschluss an die Farbung wurden die Zellen mit 5 % FKS/PBS
gewaschen und im ,FACS Calibur flow cytometer (BD Biosciences, Heidelberg)
gemessen. Die Analyse erfolgte mit der FlowJo Software (Tree Star, Inc., USA).

Intrazellulare Farbungen

Fur intrazellulare Farbungen wurden die Zellen zunachst mit 4 % PFA/PBS fur 20
Minuten bei Raumtemperatur fixiert. Im Anschluss wurden sie mit PBS gewaschen
und mit 0,2 % Triton-X-100 fur 5 Minuten bei Raumtemperatur permeabilisiert. Es
folgte die Blockierung mit 2 % BSA bei Raumtemperatur fir 30 Minuten und die
Inkubation der Zellen mit dem Primarantikérper fur 1 Stunde auf Eis. Anschliel3end
wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit dem Sekund&rantikbrper wurde fur 30
Minuten auf Eis inkubiert. Dann wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und

zur Messung im FACS eingesetzt.

3.2.5. Funktionelle Analysen von Mastzellen

3.2.5.1. Degranulation von Mastzellen (Lamp-1 Assay)

MC9, RBL-2H3 und Mastzellen (BMMC) wurden entweder mit 10 ng/ml PMA
(Phorbol 12-Myristat-13-Acetat) und 500 ng/ml lonomycin oder mit 20 ng/ml DNP-
HSA bei 37 °C stimuliert, wobei im letzteren Fall eine Vorinkubation mit 200 ng/ml
anti-DNP-spezifischen IgE Gber Nacht bei 37 °C stattfand. Pro Ansatz wurden 0,25 x

10° Zellen verwendet, in jedem Versuch dienten unstimulierte Zellen als Kontrolle.

MC9 Zellen wurden ausgezahlt, mit PBS gewaschen und Uber Nacht in
Kulturmedium, das keinen ConA-Milziiberstand enthielt, inkubiert. RBL-2H3 Zellen
wurden ausgezahlt, gewaschen und tber Nacht in ihrem Kulturmedium inkubiert. Bei
Mastzellen (BMMC) erfolgte die Inkubation Uber Nacht in Kulturmedium, das 1 ng/ml
IL-3 enthielt. Im Falle einer Stimulation mit DNP-HSA wurden dem Kulturmedium

zusatzlich 200 ng/ml anti-DNP-IgE hinzugefuigt. Am folgenden Tag wurden die Zellen
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geerntet und mit PBS gewaschen. Es folgte die Stimulierung mit 10 ng/ml PMA und
500 ng/ml lonomycin oder mit 20 ng/ml DNP-HSA in einem Gesamtvolumen von 200
ul bei 37 °C. Die Reaktion wurde mit eiskaltem 5 % FKS/PBS gestoppt und die Zellen

sofort auf Eis gelagert. AnschlieRend wurden die Zellen bei 4 °C pelletiert.

Im weiteren Verlauf wurden die stimulierten Zellen zunachst mit CD16/CD32 Mouse
BD Fc Block (BD Biosciences, Heidelberg) fir 30 Minuten auf Eis blockiert,
anschlieBend mit dem Degranulationsmarker Lamp-1 (eBioscience, USA) gefarbt
und im FACS vermessen (3.2.4.6).

3.2.5.2. Degranulation von Mastzellen (B-Hexosaminidase Assay)

Mastzellen (BMMC) wurden mit 200 ng/ml anti-DNP spezifischen IgE tber Nacht bei
37 °C vorinkubiert. Pro Versuch wurden 0,3 x 10° Zellen verwendet, wobei in jedem
Versuch unstimulierte Zellen als Kontrolle dienten. Die Vorinkubation erfolgte in
Kulturmedium, das mit 1 ng/ml IL-3 versetzt war. Am folgenden Tag wurden die
Zellen geerntet und in Tyrodespuffer gewaschen. AnschlieRend folgte die
Stimulierung mit 20 ng/ml DNP-HSA in 100 ul Tyrodespuffer fir 15 Minuten bei 37 °C
in einer 96-Well-Platte. Zum Stoppen der Reaktion wurden die Zellen sofort nach der
Stimulation auf Eis gelagert und bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in
Duplikaten in eine 96-Well-ELISA-Platte (Greiner Bio One, Frickenhausen) tberfuhrt
und auf Eis gelagert. Die Zellpellets wurden in 1 % Triton/Tyrodespuffer fur 10
Minuten bei Raumtemperatur lysiert und ebenfalls in Duplikaten in die 96-Well-
ELISA-Platte tiberfiihrt. AnschlieBend wurde der Uberstand bzw. das Lysat mit dem
Substrat 4-Nitrophenyl-N-acetyl-3-D-glucosaminide, das in Citratpuffer gelost war, fur
15 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde mit Glycinpuffer gestoppt und die

OD bei 405 nm gemessen.

3.2.5.3. Zytokinproduktion (ELISA)

Fir den ELISA (enzyme-linked immuno sorbent assay) wurden die passenden
Zytokin-Antikorper gegen TNF-a und IL-6 (eBioscience, USA) nach den Angaben des

Herstellers verwendet. Zundchst wurden ELISA-Platten (Greiner Bio One,
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Frickenhausen) Uber Nacht mit 2 upg/ml Primarantikdrper bei 4 °C inkubiert,
anschlieBend dreimal mit PBS/Tween-20 gewaschen und fir 1 Stunde bei
Raumtemperatur in 2 % BSA geblockt. Am folgenden Tag wurden im Falle von MC9
Zellen 1 x 10° Zellen pro Ansatz mit 10 ng/ml PMA und 500 ng/ml lonomycin
stimuliert. Mastzellen (BMMC) dagegen wurden am vorhergehenden Tag mit 200
ng/ml anti-DNP-IgE vorinkubiert und am folgenden Tag mit 20 ng/ml DNP-HSA
stimuliert. Die Stimulierung erfolgte fir 2 bzw. fur 4 Stunden. In jedem Experiment
dienten unstimulierte Zellen als Kontrolle. Nach Stimulierung wurden die Zellen
geerntet, entsprechend in PBS verdinnt und in der praparierten ELISA-Platte in
Duplikaten fur zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Zusétzlich wurde ein
Standard aufgetragen. Nach der Inkubation wurde die ELISA-Platte fur 1 Stunde mit
1 upg/ml Biotin-konjugiertem Sekundarantikérper bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit der Meerrettich-Peroxidase-Avidin D
(horseradish peroxidase avidin D, HRP-AV) fur 30 Minuten bei Raumtemperatur,
gefolgt von der Entwicklung mit ,Super Aqua Blue ELISA Substrate“ (eBioscience,
USA) bei Raumtemperatur. Die Reaktion wurde mit 0,625 M Oxalsaure gestoppt und

der Farbumschlag bei 405 nm gemessen.

3.2.5.4. konfokale Mikroskopie

Fur die konfokale Mikroskopie wurden transfizierte RBL-2H3 oder Mastzellen
(BMMC) entweder auf Glasplattchen (Roth, Karlsruhe) oder in u-Slides VI (lbidi,
Minchen) ausplattiert. Diese wurden zunéchst, wenn der Versuch dies erforderte,
mit Poly-L-Lysin (Sigma-Aldrich, Minchen) beschichtet. Dafir wurden die jeweiligen
Zellen geerntet, mit PBS gewaschen und fur 20 Minuten bei Raumtemperatur in 4 %
Paraformaldehyd fixiert. AnschlielRend wurden die Zellen mit PBS gewaschen und fur
5 Minuten bei Raumtemperatur mit 0,2 % Triton-X-100 permeabilisiert. Nach
erneutem Waschen der Zellen mit PBS erfolgte die Blockierung mit 2 % BSA fur 30
Minuten bei Raumtemperatur, die Inkubation mit dem primaren Antikdrper erfolgte fur
1 Stunde bei Raumtemperatur und die folgende Inkubation mit dem sekundaren
Antikorper (Verdinnung: 1:2000) far 30 Minuten. Zuséatzlich wurden die Zellen fur 30
Minuten mit fluoreszenzmarkierten-Phalloidin und fir 15 Minuten mit DAPI gefarbt.
Im Anschluss folgten Waschschritte fur 4 x 15 Minuten mit PBS. Auf Glasplattchen

fixierte Zellen wurden mit ,Pro long gold antifade reagent® (Invitrogen, Karlsruhe) auf
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Objekttragern eingedeckelt und in p-Slides gefarbte Zellen mit ibidi Mounting
Medium® (lbidi, Munchen) fixiert. Die Analyse der Fluoreszenzfarbungen erfolgte

durch konfokale Lasermikroskopie mit dem ,Leica TCS SP5" (Leica, Wetzlar).

Fur die Farbung des Glogi-Systems wurde das ,Cell Light Golgi-RFP BacMam®-
System (Invitrogen, Karlsruhe) nach Herstellerangaben verwendet. Dafur wurden die
Zellen uber Nacht in dem entsprechenden ,Cell Light*-Reagenz inkubiert, am
folgenden Tag geerntet, mit PBS gewaschen und anschlieRend fir 20 Minuten bei

Raumtemperatur in 4 % Paraformaldehyd fixiert.

3.2.5.5. Statistische Analysen

Die statistische Analyse erfolgte mittels des nichtparametrischen Mann-Whitney-

Test. Als statistisch signifikant wurden Werte ab p < 0.05 festgelegt.
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4. Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde die biologische Funktion der zytoplasmatischen
Proteine RIN3 und Lyst in Mastzellen untersucht, denen eine regulatorische Funktion

in unterschiedlichen zellularen Kompartimenten zukommt.

4.1.RINS

4.1.1. Die relative Expression von RIN3 in unterschiedlichen Immunzellen

Die Proteine der RIN-Familie zeichnen sich durch eine spezifische Genexpression in
unterschiedlichen Saugetiergeweben aus, was auf eine gewebespezifische Funktion
hindeutet. RIN1 wird stark in den Geweben des Gehirns exprimiert, wohingegen
RIN2 eine erhthte Expression in den Geweben des Herzens, der Niere und der
Lunge aufweist. RIN3 wiederum wird vorzugsweise in hamatopoetischen Geweben
exprimiert (Kajiho et al.; 2003).

Insbesondere die Analyse humaner RIN3 Mikroarray-Daten zeigte, dass humanes
RIN3 hauptséachlich in den Zellen der lymphoiden Organe exprimiert wird (Abbas et
al.; 2005). Um die immunspezifische Expression von RIN3 naher zu untersuchen,
wurde die Expression von murinem RIN3 in unterschiedlichen priméren Immunzellen
und in verschiedenen Zelllinien untersucht. Fur die Gewinnung der priméren
Immunzellen wurden zunachst Gesamt-Splenozyten aus C57BL/6 Mausen isoliert
und aus diesen T-Zellen und B-Zellen aufgereinigt. Sofort nach der Aufreinigung
dieser Zellen wurde ihre Gesamt-RNA aus den T-Zellen, B-Zellen und Gesamt-
Splenozyten extrahiert und aus dieser durch reverse Transkription cDNA generiert.
Im Gegensatz dazu wurde fir die Gewinnung von Makrophagen (BMDM),
dendritischen Zellen (BMDC) und Mastzellen (BMMC) das Knochenmark aus
C57BL/6 Méausen isoliert und die Zellen anschlieBend unter definierten
Kulturbedingungen differenziert. Neben primaren Immunzellen wurde die RINS3
Expression auch in verschiedenen Zelllinien untersucht. Dazu wurde aus Mastzellen
(MC9), Fibroblasten (3T3), T-Zellen (EL4) und B-Zellen (A20) Gesamt-RNA
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extrahiert und in cDNA umgeschrieben. Die relative Expression der RIN3 mRNA aus
den primaren Zellen und den Zelllinien wurde anschlieBend anhand quantitativer
real-time PCR (Tagman-Methode) in Bezug auf die HPRT (Hypoxanthin-

Phosphoribosyl-Transferase) Expression bestimmt.

RIN3 wurde in allen untersuchten Immunzellen exprimiert. Auffallend hoch war dabei
die RIN3 Expression in Mastzellen (BMMC) (Abb.4.1A). Die Expression in B-Zellen,
T-Zellen, dendritischen Zellen und Splenozyten war hingegen deutlich geringer
ausgepragt. Mastzellen zeigten eine etwa 75 % hohere RIN3 Expression im
Vergleich zu den anderen analysierten Zellen. Makrophagen (BMDM) wiesen die
geringste RIN3 Expression unter den untersuchten primaren Zellen auf. Unter den
Zelllinien konnte lediglich in der Mastzelllinie MC9 eine Expression von RIN3
detektiert werden. (Abb.4.1A). In 3T3-Zellen (Fibroblasten-Zelllinie), EL4-Zellen (T-
Zelllinie) und A20-Zellen (B-Zelllinie) wurde keine RIN3 Expression nachgewiesen.
Im Folgenden sollte die Expression von RINZ2 in den gleichen primaren Immunzellen
und Zelllinien studiert werden, die zuvor auf ihre RIN3 Expression analysiert worden
waren (Abb.4.1B). Im Gegensatz zu der Expression von RIN3, die in allen priméaren
Zellen detektierbar war, konnte keine RIN2 Expression in murinen Mastzellen,
Splenozyten, dendritische Zellen, T-Zellen, B-Zellen oder Makrophagen festgestellt
werden. In den Zelllinien zeigten nur 3T3 Zellen (Fibroblasten) eine RIN2 Expression,
wahrend in den Zelllinien MC9 (Mastzellen), EL4 (T-Zellen) und A20 (B-Zellen) RIN3
nicht exprimiert wurde (Abb.4.1B).

Insgesamt ergab die Analyse, dass RIN3 stark in Mastzellen exprimiert wird, jedoch
wiesen die untersuchten priméaren Immunzellen keine RIN2 Expression auf. Diese
zwei Proteine der RIN-Familie scheinen daher differentiell exprimiert zu werden.
Aufgrund der markanten RIN3 Expression in Mastzellen wurden diese Immunzellen
fur die Untersuchung der biologischen Funktion von RIN3 im murinen System

ausgewahilt.
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Abbildung 4.1: Die relative Genexpression von RIN3 und RIN2 in unterschiedlichen Immunzellen und
Zelllinien

Quantitative real-time PCR Analyse der A) RIN3 mRNA Expression und der B) RIN2 mRNA Expression in
verschiedenen Immunzellen und Zelllinien. Die relative RIN3 und RIN2 Genexpression wurde in Bezug zur HPRT
Expression bestimmt. Die Daten sind als Mittelwert mit Standardabweichung angezeigt. n.d.: nicht detektierbar
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4.1.2. Klonierung von muriner RIN3 cDNA

Aufgrund der ausgepragten RIN3 Expression in murinen Mastzellen (BMMC) wurden
diese fur die Klonierung von RIN3 cDNA eingesetzt. Unter Verwendung von RIN3
spezifischen Primern konnte RIN3 cDNA in einer PCR amplifiziert werden. Das
Amplifikat der murinen RIN3 cDNA zeigte ein Molekulargewicht von knapp 3 kb
(Abb.4.3A). Dieses PCR-Produkt wurde sequenziert und als identisch mit einer
Sequenz von 2940 bp identifiziert, die unter der Genbank-Akzessionsnummer
NM_177620 fur den offenen Leserahmen von murinem RIN3 angegeben ist und ein
Protein aus 980 Aminosauren codiert. Die murine RIN3 Proteinstruktur weist auf
unterschiedliche funktionelle Doméanen hin (Abb.4.2). N-terminal befindet sich eine
SH2-Domaéne (Src homology 2), auf die drei PR-Domanen (prolin rich domain) und
eine RH-Domane (Rin homolgy domain) folgen. An diese schlief3t sich eine Vps9
Domane (vesicular protein sorting 9, GEF) an, auf die C-terminal eine RA (Ras-

associaten) und eine Ubiquitin-homolge-Domaéne folgen (Abb.4.2).

o | (I N (= || | (N )

: Src homology 2

vermittelt spezifische Proteininteraktionen, indem phosphorylierte Proteine
gebunden werden

: prolin rich domain

vermittelt spezifische Proteininteraktionen, indem Proteine mit SH3-Doméane
gebunden werden

: Rin homolgy domain
charakteristische Doméne der RIN-Proteinfamilie

: vesicular protein sorting 9

konservierte katalytische Domane der Guaninnukleotid-Austauschfaktoren
(guanin-nucleotide exchange factor)

: Ras-associaten domain
vermittelt Proteininteraktionen und dient als RAS-Bindungsstelle

: Ubiquitin homology domain
Proteolyse von Proteinen oder Proteinmodifikation

Abbildung 4.2: Schematische Darstellung der funktionellen RIN3 Proteindomanen
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Die murine RIN3 cDNA wurde in verschiedene Vektorsysteme kloniert (Abb.4.3B).
Dabei wurden unterschiedliche RIN3-Expressionskonstrukte, die ein FLAG-Epitop
oder GFP enthielten, generiert, indem entsprechende Vektoren eingesetzt wurden.
Zusatzlich wurde ein RIN3 Expressionskonstrukt generiert, indem der bicistronische
Vektor pIRES2-EGFP (Clontech) verwendet wurde. Dieser Vektor enthélt eine
interne ribosomale Eintrittsstelle (IRES, internal ribosomal entry site) und erlaubt eine
unabhéngige Translation des RIN3-Proteins und des GFP, basierend auf einer
einzelnen bicistronischen mRNA. Aufgrund dieser verwendeten Vektorsysteme
konnten transfizierte Zellen anhand ihrer Epitop-Tags durch Durchflusszytometrie

oder Fluoreszenzmikroskopie detektiert werden.

Die unterschiedlichen RIN3-Konstrukte wurden in HEK293 Zellen exprimiert. Die
Expression der RIN3-V5-, der RIN3-IRES-GFP oder der RIN3-GFP-Fusionsproteine
wurde mittels SDS-PAGE und Western-Blot analysiert. Der Proteinnachweis auf dem
Western-Blot erfolgte mit spezifischen Antikbrpern gegen das FLAG-Epitop oder
GFP. Zelllysate von untransfizierten HEK293 Wildtyp-Zellen zeigten, wie erwartet,
weder mit dem FLAG-spezifischen Antikorper noch mit dem GFP-spezifischen
Antikorper ein Signal (Abb.4.3C). Lysate von HEK293 Zellen, die mit dem RIN3-GFP
Fusionsprotein transfiziert worden waren, zeigten in beiden Fallen ein Signal bei
knapp 150 kDa, bei dem es sich um das Fusionsprotein aus RIN3 und GFP handelte.
Die Zelllysate von RIN3-IRES-GFP exprimierenden HEK293 Zellen wiesen bei der
Detektion gegen das FLAG-Epitop ein Signal von etwa 120-130 kDa auf und zeigten
dartuber hinaus ein Signal von 25 kDa im Falle des gegen GFP gerichteten
Antikdrpers. Dies entspricht den Erwartungen, da in diesem Fall RIN3 zwar mit FLAG
fusioniert ist, aber GFP unabhangig exprimiert wird. In Lysaten aus mit RIN3-V5
transfizierten HEK293 Zellen konnte nur ein Signal mit dem Flag-spezifischen
Antikorper bei etwa 120-130 kDa detektiert werden. In allen drei Fallen wurde
gezeigt, dass das murine RIN3-Protein ein Molekulargewicht von etwa 130 kDa hat
(Abb.4.3C).
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Abbildung 4.3: Klonierung von muriner RIN3 cDNA in verschiedene Vektorsysteme
A) Das Amplifikat der murinen cDNA von RIN3 (~3kb) wurde unter Benutzung von RIN3 spezifischen Primern
generiert. Das Amplifikat ist 2940 Basenpaare lang und umfasst das offene Leseraster von RIN3. B)
Schematische Struktur der exprimierten RIN3-Fusionsproteine. C) Immunoblot-Analyse der unterschiedlichen
RIN3-Fusionsproteine. HEK293 Zellen wurden mit diversen RIN3-Konstrukten (RIN3-GFP, RIN3-IRES-GFP,
RIN3-V5) transfiziert. Die Gesamtzelllysate der transfizierten Zellen wurden auf die Expression der RIN3-

Fusionsproteine mit spezifischen Antikérpern gegen das FLAG-Epitop oder GFP analysiert. Als Kontrolle dienten
untransfizierte HEK293 Zellen.
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4.1.3. Die zelluldre Lokalisation von RIN3 in Mastzellen

Die intrazellulare Lokalisation von RIN3 ist noch weitgehend unbekannt und sollte im
Rahmen der vorliegenden Arbeit in Mastzellen untersucht werden. Zudem wurde
ausgehend von vorherigen experimentellen Befunden (Kajiho et al.; 2003), eine
potentielle Kolokalisation von RIN3 mit verschiedenen Proteinen der Rab-Familie
analysiert. Dazu wurden aus Knochenmark-differenzierte Mastzellen (BMMC)
transient mit dem RIN3-GFP Fusionskonstrukt transfiziert und mit Rab-spezifischen,
fluoreszenzmarkierten-Antikrpern gegen Rab5, Rab4 und Rabll gefarbt. Rab5
stellt einen frihen Endosomen-Marker dar, wohingegen Rabll ein Marker fir
Recycling-Endosomen ist. Rab4 lokalisiert an spaten Endosomen. Durch die
Uberlagerung der fluoreszierenden Signale konnte eine mogliche Kolokalisation der

Proteine detektiert werden.

RIN3-GFP war grof3tenteils an der Plasmamembran lokalisiert und wurde in einem
geringeren Ausmall in einer diffusen Verteilung im Zytoplasma detektiert (Abb.4.4; A-
C2). Zudem zeigten sich auffallige, intensiv fluoreszierende, punktuelle dot-
Strukturen im Zytoplasma (Abb.4.4; A-C2), die meistens vereinzelt vorkamen. Das
Protein Rab5 war in definierten, punktuellen Strukturen tber das Zytoplasma verteilt
(Abb.4.4; A3), zeigte allerdings keine Kolokalisation mit RIN3 (Abb.4.4; Al overlay).
Rab4 und Rabll wiesen ein ahnliches zytoplasmatisches Verteilungsmuster auf
(Abb.4.4; B-C3), aber auch in diesem Fall war keine Kolokalisation mit RIN3
detektierbar (Abb.4.4; B-C1 overlay).

Die stark ausgepragte Lokalisation von RIN3 an der peripheren Membranstruktur von
Mastzellen, fuhrte zu der Fragestellung, ob RIN3 mit der Plasmamembran assoziiert
sein konnte. Daher wurden die Zellen zusatzlich mit Phalloidin gefarbt. Phalloidin
bindet an polymerisiertes F-Aktin (filamentares Aktin) und kann fir den Nachweis des

kortikalen Aktin unter der Plasmamembran verwendet werden (Abb.4.5).
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2. 3.

RIN3 / Rab5

A1: overlay
A2: RIN3-GFP
A3: Rab5-A546

2. 3.

RIN3 / Rab4

B1: overlay
B2: RIN3-GFP
B3: Rab4-A546

2. 3.

RIN3 / Rab11

C1: overlay
C2: RIN3-GFP
C3: Rab11-A546

Abbildung 4.4: Keine Kolokalisation von RIN3-GFP mit Proteinen der Rab-Familie in Mastzellen
Mastzellen (BMMC) wurden mit dem RIN3-GFP-Fusionskonstrukt (A-C2: griin) transfiziert und mit spezifischen
Antikdrpern gegen A) Rab5 (A3: rot), B) Rab4 (B3: rot) oder C) Rabll (C3: rot) gefarbt. Zusétzlich wurde der

Zellkern mit DAPI (A-C1: overlay, blau) gefarbt.
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Interessanterweise kolokalisierte RIN3 mit kortikalem filamentaren Aktin (F-Aktin) an
der Plasmamembran von Mastzellen (BMMC) (Abb.4.5; A-B1 overlay). Die
Kolokalisation zeigte sich entlang der gesamten Plasmamembran, wurde aber
insbesondere an den Membranausstilpungen detektiert, wie die vergroRRerten
Ausschnitte zeigen (Abb.4.5; A-B2). Die zusatzliche Farbung mit Rab5 (Abb.4.5; B1
overlay) bestatigte, die vorherigen Ergebnisse und zeigte keine Kolokalisation mit
RINS.

unstimulierte Mastzellen

A1: overlay
A2: VergréRerung

RIN3-GFP
Phalloidin-A647
DAPI

B1: overlay
B2: VergréRerung

RIN3-GFP
Rab5-A546
Phalloidin-A647

Abbildung 4.5: RIN3 kolokalisierte mit kortikalem filamentaren Aktin an der Plasmamembran

A) Unstimulierte, mit RIN3-GFP transfizierte Mastzellen wurden mit Phalloidin-A647 (rot) und DAPI (Al:overlay,
blau) gefarbt. A2 zeigt die VergroRerung des markierten Kastens aus Al. B) Unstimulierte, mit RIN3-GFP
transfizierte Mastzellen wurden mit Phalloidin-A647 (rot) und Rab5 (B1: overlay, blau) gefarbt. B2 zeigt die
VergréRerung des markierten Kastens aus B1.
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Die Lokalisation von RIN3 an der Plasmamembran und die Kolokalisation von RIN3
mit kortikalem filamentaren Aktin, fihrte zu der Frage, ob sich diese Lokalisation
nach Stimulierung der Zellen eventuell verandert. Daher wurden die RIN3-GFP
exprimierenden Mastzellen fur 10 Minuten mit PMA und lonomycin stimuliert
(Abb.4.6). Die RIN3 Lokalisation wurde vor und nach Stimulierung anhand der

Fluoreszenzintensitat von RIN3-GFP analysiert.

Vor der Stimulation mit PMA und lonomycin exprimierten die Mastzellen RIN3
verstarkt an der Plasmamembran (grin) und nur zu einem geringen Teil im
Zytoplasma (griin) (Abb.4.6A). Die vereinzelt vorkommenden, auffalligen RIN3 dots
(rot), die sich im Zytoplasma befanden, lieRen sich im unstimulierten Zustand
ebenfalls detektieren (Abb.4.6A). Nach 10 mindtiger Stimulation mit PMA und
lonomycin relokalisierte RIN3 in das Zytoplasma (grin) und zeigte eine gering
ausgepragte Lokalisation an der Plasmamembran (Abb.4.6B). Die RIN3 dots (rot)
waren auch nach Stimulation noch im Zytoplasma detektierbar, zeigten allerdings
eine differenzierte Verteilung. Nach Stimulation waren die vorher vereinzelt
vorkommenden dot-Strukturen in mehreren kleinen punktuellen Strukturen zu sehen
(Abb.4.6B). Somit erfolgte durch die Stimulierung eine Relokalisation von RIN3 von
der Plasmamembran in das Zytoplasma. Die Assoziation von RIN3 an die

Plasmamembran schien dabei durch die Stimulierung verloren zu gehen.

Dieses verdnderte Verteilungsmuster von RIN3 deutete darauf hin, dass die
Kolokalisation von RIN3 mit dem kortikalem filamentaren Aktin (F-Aktin) an der
Plasmamembran ebenfalls beeinflusst sein konnte. Um dies zu untersuchen, wurden
RIN3-GFP exprimierende Mastzellen fur 10 Minuten mit PMA und lonomycin
stimuliert und zusatzlich mit Phalloidin gefarbt. Tatsachlich kam es in stimulierten
Mastzellen zu einer Beeintrachtigung der Kolokalisation von RIN3 und den kortikalen
filamentéren Aktinflamenten. RIN3 kolokalisierte nur noch partiell mit kortikalen
filamentdren Aktin (Abb.4.7; 2). Insbesondere die Kolokalisation an den
Membranausstilpungen war nicht mehr detektierbar. Der grof3te Teil des RIN3-GFP
war stattdessen diffus im Zytoplasma verteilt (Abb.4.7; 1 overlay). Es scheint, dass
es durch die Stimulierung der Zellen zu einer Relokalisation von RIN3 von der
Plasmamembran in das Zytoplasma kommt und die potentielle Bindung von RIN3 mit
F-Aktin verloren geht (Abb.4.7; 2).
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A unstimulierte Mastzellen

B stimulierte Mastzellen

hoch niedrig
RIN3 Fluoreszenzintensitat:

Abbildung 4.6: RIN3 relokalisierte nach Stimulation von der Plasmamembran in das Zytoplasma
Mastzellen wurden mit dem RIN3-GFP-Fusionskonstrukt transfiziert. Dargestellt ist die RIN3-
Fluoreszenzintensitat A) vor Stimulation und B) nach 10 minitiger Stimulation mit 10 ng/ml PMA und 500 ng/mi
lonomycin. Die hochste Fluoreszenzintensitat wird durch die Farbe rot dargestellt, eine niedrige
Fluoreszenzintensitat durch die Farbe blau.

stimulierte Mastzellen

1: overlay
2: VergréRerung

RIN3-GFP
Phalloidin-A647
DAPI

Abbildung 4.7: RIN3 relokalisierte nach Stimulation von der Plasmamembran in das Zytoplasma und
verlor die Assoziation mit kortikalem filamentaren Aktin

Mit RIN3-GFP transfizierte Mastzellen wurden fiir 10 min mit 10 ng/ml PMA und 500 ng/ml lonomycin stimuliert
und mit Phalloidin-A647 (rot) und DAPI ( overlay, blau) gefarbt. Die Vergro3erung des markierten Kasten ist in 2
dargestellt.
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Basierend auf den vorherigen Ergebnissen wurde im weiteren Verlauf untersucht, ob
die auffalligen zytoplasmatischen RIN3 dot-Strukturen eventuell mit einem zelluléaren
Kompartiment kolokalisieren. Dabei kdnnte es sich moglicherweise um das Golgi-
System handeln. Um dies zu analysieren wurden RIN3-GFP exprimierende Hela
Zellen mit Hilfe des Cell-Light-BacMam-Systems von Invitrogen (Karlsruhe) mit dem
Golgi-Marker GalNAc-T2 (N-acetylgalactosaminyltransferase 2) kotransfiziert. In
diesem System ist das Protein GalNAc-T2 an RFP (red fluorescent protein)
gekoppelt und wird mit Hilfe eines Signalpeptids in das Golgi-Systems transportiert.
Somit kann das Golgi-System anhand der Expression des GalNAc-T2-RFP

Fusionsproteins detektiert werden.

In HeLa Zellen wurde RIN3-GFP in mehreren grof3en dot-Strukturen im Zytoplasma
exprimiert (Abb.4.8). Der Golgi-Marker GalNAc-T2-RFP (rot) wurde ebenfalls in
definierten, punktuellen Strukturen Uber das Zytoplasma verteilt detektiert. Es konnte
aber keine préaferentielle Kolokalisation von RIN3-GFP mit dem Golgi-System

festgestellt werden.

RIN3 / Golgi

1: overlay
2: RIN3-GFP
3: Golgi-Marker

Abbildung 4.8: RIN3 kolokalisierte nicht signifikant mit dem Golgi-System

HelLa Zellen wurden mit dem RIN3-GFP-Fusionskonstrukt (2: griin) und dem Golgi-Marker GalNAc-T2-RFP (3:
rot) kotransfiziert. Eine potentielle Kolokalisation wére als gelbe Uberlagerung der griinen und roten Fluoreszenz
detektierbar (1: overlay).
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Durch die in diesem Abschnitt dargestellten Experimente konnte gezeigt werden,
dass RIN3 in Mastzellen an der Plasmamembran lokalisiert war und dort mit
kortikalen filamentéren Aktin kolokalisierte. Nur in einem geringem Ausmal wurde
RIN3 diffus im Zytoplasma detektiert, auffalligerweise kolokalisierte aber keines der
analysierten Rab-Proteine Rab5, Rab4 oder Rabll mit RIN3 in Mastzellen. Zudem
zeigte sich ein dominanter RIN3 dot im Zytoplasma, dessen Bedeutung noch
analysiert werden muss. Nach Stimulation verlor RIN3 seine Assoziation mit der
Plasmamembran und kolokalisierte nicht mehr mit dem kortikalen filamentaren Aktin,

sondern relokalisierte in das Zytoplasma.

4.1.4. Etablierung eines RIN3 Gen-knock-down in Mastzellen durch Benutzung

eines lentiviralen miRNA Vektorsystems

Um die biologische Rolle von RIN3 in murinen Mastzellen zu untersuchen, wurde ein
genspezifischer knock-down Ansatz gewahlt. Dazu wurde die RIN3 Expression unter
Benutzung von RNA-Interferenz (RNAI) in diesen Zellen herunterreguliert, indem ein
RIN3 spezifisches miRNA Vektorsystem verwendet wurde. Dieses lentivirale
Vektorsystem gewahrleistet eine effiziente und stabile Expression der RIN3

spezifischen miRNA in Mastzellen und fuhrt zu einem RIN3 Gen-knock-down.

4.1.4.1. Der RIN3 Gen-knock-down durch miRNA

RNA-Interferenz (RNAI) ist ein evolutionar konservierter Mechanismus, bei dem die
Formation von homologen RNA-Duplexen aus kleinen, nicht-kodierenden RNAs und
endogener mRNA zur Degradierung der endogenen mRNA fihrt. Dieser
Mechanismus kann benutzt werden, um die eukaryotische Genexpression zu
inhibieren und einen Funktionsverlust auszulésen, so dass die Effekte spezifischer
Gene phanotypisch untersucht werden konnen. Prinzipiell lasst sich durch diese
Methode die Expression jedes Gens hemmen, so dass der resultierende Phanotyp
entsprechend einem spezifischen Gen zugeordnet werden kann. RNAI kann in Zellen
durch unterschiedliche Strategien ausgeltst werden. Dazu gehéren das Einbringen
von siRNA (short interfering RNA) oder die Transfektion von shRNAs (short hairpin

RNA) in eukaryotische Zellen. Fur die dauerhafte Inaktivierung eines Gens ist es
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notwendig, die verwendeten Plasmide, welche die Expression der entsprechenden
ShRNAs ausldsen, stabil in das Genom der zu transfizierenden Zelle zu integrieren.
Zu Beginn wurden RNA-Polymerase-IllI-Promotoren verwendet, um eine permanente
ShRNA Expression zu erzielen, in neueren Systemen werden miRNAs (micro RNA)
unter Benutzung des RNA-Polymerase-II-Promotors verwendet, um die Expression

von Vorlaufer miRNAs auszuldsen.

Die physiologische Funktion von RIN3 in Mastzellen wurde mithilfe eines lentiviralen
MIiRNA Vektorsystems (BLOCK-iT Lentiviral Pol Il miR RNAIi expression system,
Invitrogen) untersucht. Dafur wurde RIN3 spezifische miRNA generiert, um einen
RIN3 knock-down in Mastzellen zu etablieren. Die Prozessierung von miRNAs
verlauft Uber Primartranskripte (pri-miRNAs), die von der Ribonuklease Drosha im
Zellkern zu Haarnadelstruktur-ahnlichen pre-miRNAs prozessiert werden. Die pre-
miRNAs wiederum gelangen in das Zytoplasma, wo sie von der Ribonuklease Dicer
zu reifen mMmiRNAs geschnitten und einzelstrangig in den RISC-Komplex (RNA-
induced silencing complex) eingebaut werden. Es kommt zur Erkennung und
Basenpaarung zwischen der miRNA und der spezifisch homologen mRNA, wodurch

diese im weiteren Verlauf degradiert wird.

4.1.4.2. Die Generierung von RIN3 spezifischen miRNA Konstrukten

Vier RIN3 spezifische miRNAs wurden generiert, die sich jeweils gegen eine andere
Region der murinen RIN3 mRNA Sequenz richten (Abb.4.9). Fir die Auswahl der
entsprechenden miRNA Sequenzen wurde die RIN3 cDNA Sequenz basierend auf
der Genbank-Akzessionsnummer NM_177620 herangezogen. Zusatzlich wurde ein
Kontroll-miR-Plasmid generiert, welches eine Kontroll-miRNA-Sequenz enthielt, die
zwar in eine reife miRNA prozessiert wird, aber kein bekanntes Saugergen targetiert.
Dieses Kontroll-Plasmid wurde als Negativkontrolle in den Experimenten verwendet.
Fiur die Klonierung der miRNA-Konstrukte wurde das Gateway-System (Invitrogen)
benutzt, in dem die entsprechenden Sequenzen durch homologe Rekombination
zwischen den unterschiedlichen Vektoren ausgetauscht werden konnen. Im ersten
Schritt wurden die RIN3 spezifischen miRNA-Kassetten in den miRNA-Expressions-
Vektor pcDNAG6.2-GW/EGFP-mIR kloniert. Im weiteren Verlauf wurden sie in den

lentiviralen Expressionsvektor pLenti6/V5-Dest gemald dem Gateway-System durch
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Rekombination umkloniert. Der Expressionsvektor pLenti6/V5-Dest ermdglicht eine
lentivirale Transfektion. Er enthalt einen CMV-Promotor, der durch die RNA-
Polymerase 1l reguliert wird. In diesem System kommt es zur co-cistronischen
Expression des EmGFPs mit der miRNA, so dass die miRNA Expression in

transfizierten Zellen anhand der EmGFP-Expression verfolgt werden konnte.

Sequenzen der RIN3 spezifischen (miRIN3) und der Kontroll-miRNA

miRIN3-1 miRIN3-2 miRIN3-3 miRIN3-4
617 - 637 1188 - 1208 1994 - 2014 3058 - 3078
RIN3 Gen
3863 bp
miRIN3-1: CAT CTT CAG ACT GAT TGC GTT
miRIN3-2: TCA AAC CAA CCA CCC ATG AAA

miRIN3-3: CGA CCG CAAACT GTA TAA GAA
miRIN3-4: CCAAAC GAG ACT TCC ACT TCG

Kontroll- GTC TCC ACG CAG TAC ATT TCA
miRNA:

Abbildung 4.9: Generierung von vier verschiedenen RIN3 spezifischen miRNAs

Dargestellt sind die Sequenzen, der vier verschiedenen RIN3 spezifischen miRNAs und ihre Zielregionen im
RIN3-Gen, sowie die Sequenz der Kontroll-miRNA.
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4.1.4.3.Die lentivirale Transfektion der RIN3 spezifischen miRNAs in MC9

Zellen

Die murine Mastzellinie MC9 wurde mittels lentiviraler Transfektion mit dem
Expressionsvektor pLenti6/V5-Dest transfiziert, der die miRNA/EmGFP-Kassetten
enthielt. Die Transfektionseffizienz wurde anhand der GFP Expression
nachgewiesen, da es in erfolgreich transfizierten Zellen zur Expression von GFP
kommt. Im ersten Schritt wurden die Zellen transient transfiziert und zeigten bei den
verschiedenen miRNA Konstrukten eine GFP Expression von 24 bis 33 %
(Abb.4.10A, obere Reihe). Im weiteren Verlauf wurden die transfizierten Zellen
anhand des Antibiotikums Blasticidin selektiert, so dass sich eine stabil transfizierte
Pool-Population der miRNA/GFP exprimierenden MC9 Zellen anreichern konnte.
Diese Pool-Population wies eine GFP Expression von 61 bis 75 % auf (Abb.4.10A,
untere Reihe). Des Weiteren wurden Zellklone vereinzelt (single clone), indem sie
von verschiedenen Zellverdinnungen ausgehend, anhand des Antibiotikums
Blasticidin selektiert wurden. Im Vergleich war klar erkennbar, dass die selektierten
Zellklone eine erhdhte GFP-Expression von 97 bis 100 % aufzeigten (Abb.4.10B).

Sie wurden in den folgenden funktionellen Experimenten verwendet.

Die Effizienz des RIN3 knock-down in MC9 Zellen, die mit den verschiedenen RIN3
spezifischen miRNAs oder der Kontroll-miRNA transfiziert worden waren, wurde
anhand quantitativer real-time PCR bestimmt. Die Analyse zeigte, dass die relative
RIN3 Expression in allen miRNA transfizierten Zelllinien deutlich unter der von MC9
Wildtypzellen bzw. unter der Kontroll-miRNA lag (Abb.4.11). Die RIN3 miRNA
exprimierenden Zellen zeigten eine knock-down Effizienz von 74 bis 89 %. Die RIN3
spezifische miRNA, die die hochste knock-down Effizienz herbeifihrte, wurde

ausgewahlt und fur die folgenden Transfektionen verwendet.
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Abbildung 4.10: Transfektion von MC9 Zellen mit RIN3 miRNA Konstrukten

Kontrolle (grau hinterlegt).

A) FACS-Analyse von GFP-positiven, transient transfizierten MC9 Zellen, die eine der RIN3 spezifischen miRNAs
(rot) exprimierten, nach Transfektion und nach Anreicherung durch die Selektion durch das Antibiotikum
Blasticidin B) FACS- Analyse von GFP-positiven, stabil transfizierten MC9 Zellen, die eine der RIN3 spezifischen
miRNAs (rot) oder eine Kontroll-miRNA (schwarz) exprimierten. Nicht transfizierte MC9 Wildtypzellen dienten als

v
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Abbildung 4.11: RIN3 knock-down Effizienz der miRIN3 transienten MC9 Zelllinien

Quantitative real-time PCR Analyse zur Bestimmung der RIN3 knock-down Effizienz in MC9 Zellen. Die Analyse
wurde mit stabil transfizierten MC9 Zelllinien durchgefuhrt, die entweder eine Kontroll-miRNA (schwarz) oder eine
RIN3 spezifische miRNA (rot) exprimierten. Die knock-down Effizienz wurde anhand der Genexpression der
endogenen RIN3-mRNA in MC9 Wildtypzellen (grau) bestimmt. Die RIN3 Expression wurde in Bezug zur HPRT
Expression analysiert. Reprasentative Daten von 3 unabhéngigen Experimenten.

4.1.5. Die Auswirkung des RIN3 knock-down auf die Degranulation von

Mastzellen

Die folgenden Experimente legten ein besonderes Augenmerk auf die exozytischen
Vorgange der Degranulation von Mastzellen. Mastzellen sind gekennzeichnet durch
die sekretorischen Granula, mit denen ihr Zytoplasma angereichert ist. Diese
Granula enthalten eine Vielzahl unterschiedlicher, vorgefertigter Mediatoren, die
aufgrund eines Stimulus durch regulierte Exozytose nach aul3en abgegeben werden.
Diesen Prozess der Mediatorausschittung nennt man Degranulation. Dieser
Vorgang kann aufgrund der Oberflachenexpression des Proteins Lamp-1 (lysosome-
associated membrane protein 1) an der Plasmamembran nachgewiesen werden, da
Lamp-1 durch Stimulation von seiner Lage an intrazellularen lysosomalen

Kompartimenten an die Plasmamembran transportiert wird (Grutzkau et al.; 2004).
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Unter Verwendung von Durchflusszytometrie (FACS, fluorescence activated cell

sorting) kann dieser Vorgang nachgewiesen werden.

Die mit miRIN3 bzw. der Kontroll-miRNA transfizierten MC9 Zellen wurden mit PMA
und lonomycin stimuliert, deren Konzentration vorher austitriert worden war. Die
Stimulation mit lonomycin fihrt zu einer Mobilisierung der intrazellularen Calcium-
Speicher und die Stimulierung durch PMA zu einer Aktivierung der Proteinkinase-C
und der Ras-Signalwege. Interessanterweise wiesen MC9 Zellen, in denen die
Expression von RIN3, durch eine stabile Expression der RIN3 spezifischen miRNA
herunterreguliert war, eine erhohte Degranulation auf, im Vergleich zu MC9 Zellen,
die mit der Kontroll-miRNA transfiziert worden waren. Nach 20 minutiger Stimulation
zeigten miRIN3 exprimierende Zellen eine Degranulation von 85 bis 95 % im
Vergleich zu unstimulierten Zellen (Abb.4.12A). Exprimierten die MC9 Zellen zwei
verschiedene RIN3 spezifische miRNAs, degranulierten sie zu 99 %. Hingegen
zeigten MC9 Zellen, die die Kontroll-miRNA exprimierten, eine niedrigere
Degranulation von 49 %. Der RIN3 knock-down in MC9 Zellen flhrte somit zu einer
Erhéhung der Degranulation (Abb.4.12B).
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Abbildung 4.12: Die Degranulation von MC9 Zellen, die mit RIN3 spezifischen miRNAs transfiziert wurden,
war erhdht

MC9 Zellen, die entweder eine Kontroll-miRNA (schwarz) oder eine RIN3 spezifische miRNA (rot) exprimierten,
wurden fur 20 Minuten mit 10 ng/ml PMA und 500 ng/ml lonomycin stimuliert, mit einem Lamp-1 spezifischen
Antikorper (Degranulationsmarker) gefarbt und im FACS analysiert. Als Kontrolle dienten unstimulierte Zellen
(grau hinterlegt). B) Statistische Auswertung der Daten von 4 unabh&ngigen Experimenten mittels des Mann-
Whitney-Test (* p < 0.05).

4.1.6. Die Auswirkung des RIN3 knock-down auf die Zytokinausschittung von

Mastzellen

Die Aktivierung von Mastzellen fihrt einerseits zur schnellen Exozytose der
sekretorischen Granula und somit zur Degranulation und andererseits zur de novo
Synthese von Zytokinen, Prostaglandinen und Leukotrienen. Diese werden einige
Minuten bis Stunden nach der Stimulierung ausgeschuttet. Zu den Zytokinen, die
wahrend der de novo Synthese gebildet und in das umliegende Gewebe

ausgeschittet werden, gehdren TNF-a und Interleukin-6.

Basierend auf den vorher erzielten Ergebnissen, wurde anschlie3end der Effekt des
RIN3 Gen-knock-down auf die Zytokinsynthese und Ausschittung in Mastzellen
untersucht. Dazu wurde die Ausschittung der Zytokine TNF-a und IL-6 in miRIN3

exprimierenden MC9 Zellen nach Stimulation mit PMA und lonomycin durch einen
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ELISA detektiert. Nach Stimulation zeigten miRIN3 exprimierende MC9 Zellen eine
deutlich erhéhte TNF-a Ausschittung, im Vergleich zu den MC9 Zellen, die die
Kontroll-miRNA exprimierten (Abb.4.13A). Die TNF-a Ausschittung war um 44 bis
58 % erhoht. Dasselbe galt fur die Ausschittung von IL-6. Nach Stimulation wurde
eine erhohte IL-6 Ausschittung von 66 bis 79 % in miRIN3 exprimierenden MC9
Zellen detektiert (Abb.4.13B).

Zusammenfassend liel3 sich feststellen, dass ein RIN3 knock-down in Mastzellen,
der durch die Anwendung eines RIN3 spezifischen lentiviralen miRNA Vektorsystems
etabliert wurde, zu einer erhéhten Sensitivitat der Degranulation und einer erhdhten
Ausschittung der de novo synthetisierten Zytokine TNF-a und IL-6 in Mastzellen
fuhrte.
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Abbildung 4.13: Die Ausschittung der Zytokine TNF-a und IL-6 von MC9 Zellen, die mit RIN3 spezifischen
miRNAs transfiziert wurden, war nach Stimulation erhéht

A) MC9 Zellen, die entweder eine Kontroll-miRNA (schwarz) oder eine RIN3 spezifische miRNA (rot)
exprimierten, wurden fir 2 Stunden mit 10 ng/ml PMA und 500 ng/ml lonomycin stimuliert. Die TNF-a
Ausschittung in das umgebende Medium wurde durch einen ELISA bestimmt. Als Kontrolle dienten unstimulierte
Zellen (grau). B) IL-6 Ausschiittung nach vierstiindiger Stimulation mit 10 ng/ml PMA und 500 ng/ml lonomycin.
Reprasentative Daten von 3 unabhangigen Experimenten. Die Daten sind als Mittelwert mit Standardabweichung
angezeigt.
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4.2.Lyst

Lyst codiert flr ein zytosolisches Protein welches ubiquitér exprimiert wird, dessen
exakte biologische Funktion jedoch noch weitgehend unbekannt ist. Die Mutation des
Lyst Gens fuhrt zu Stérungen im Lysosomen-Haushalt der Zelle und ist die Ursache
des Chediak—Higashi-Syndroms (CHS). Ein wichtiges charakteristisches Merkmal
dieser Immunschwache-Krankheit sind die stark vergrof3erten Lysosomen diverser
Immunzellen. Das entsprechende Mausmodell des Chediak-Higashi-Syndroms ist

die beige Maus, die viele Charakteristika von CHS zeigt.

Fur die Experimente wurde die mutante Mauslinie C57BL/6J-Lyst*®7/J (Lyst-mutant)
und die Wildtyp-Mauslinie C57BL/6 verwendet. Die Mutation des Lyst Gens befindet
sich im Falle der C57BL/6J-Lyst”®7/J Mauslinie in der WD-40 Domane im Exon 52
und fahrt dazu, dass eine einzige Aminosaure (Isoleucin) nicht mehr translatiert wird.
Mastzellen aus Knochenmarkskulturen (BMMC) wurden isoliert und fur sieben
Wochen mit IL-3 kultiviert. Peritoneale Mastzellen wurden isoliert und anschlieRend

umgehend fur die weiteren Versuche verwendet.

4.2.1. Lyst-mutante peritoneale Mastzellen weisen vergroRerte Lysosomen und

eine verédnderte Granularitat im Vergleich zu Wildtyp Mastzellen auf

Das charakteristische Merkmal der beige Maus bzw. des Chediak-Higashi-Syndrom
des Menschen sind die stark vergroRerten Lysosomen (Dell’Angelica et al.; 2000)
diverser immunologischer Zellen. In einem ersten Schritt sollte daher die zentrale
Frage beantwortet werden, inwiefern sich das lysosomale Kompartiment und die
Granularitat von peritonealen Mastzellen der verwendeten mutanten Mauslinie
C57BL/6J-Lyst*®” im Vergleich zu Wildtyp Mastzellen unterscheiden. Daher wurden

zunachst peritoneale Mastzellen von Lyst"®”

und Wildtypmausen isoliert und
anschlieend fir Farbungen und die Analyse im konfokalen Mikroskop eingesetzt.
Um die peritonealen Mastzellen von den anderen peritonealen Zellen zu
unterscheiden, wurden die Mastzellen Gber den Marker c-Kit identifiziert und die c-Kit
positiven Mastzellen isoliert. Fur die Farbung des lysosomalen Kompartiments und
der Mastzellgranula wurde der Marker Lamp-1 (lysosome-associated membrane

bg-J

protein 1) verwendet. Lyst-mutante (Lyst™") peritoneale Mastzellen zeigten ein
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deutlich verandertes lysosomales Kompartiment im Vergleich zu Wildtyp peritonealen
Mastzellen (Abb.4.14C). Im Zytoplasma der Lyst”®” Mastzellen waren die Lysosomen
bzw. Granula deutlich vergroRert und konnten in definierten, zusammenhangenden
Strukturen verteilt, detektiert werden (Abb.4.14C). Es zeigten sich intensiv gefarbte,
grol3e lysosomale-Strukturen. Wildtypzellen hingegen wiesen deutlich kleinere
Lysosomen auf, die sich im gesamten Zytoplasma verteilten.

Um den auffalligen Unterschied im lysosomalen Kompartiment von Lyst™
peritonealen Mastzellen mit einer weiteren Methode zu untersuchen, wurde die

b3) Mastzellen analysiert. Dazu wurden Lyst°®” und Wildtyp

Granularitat der Lyst
Mastzellen im FACS quantifiziert. Die Eigenschaften einer Zelle werden in der
Durchflusszytometrie anhand des Streulichts bestimmt. Das Vorwartsstreulicht (FCS,
forward scatter) héngt hauptsachlich von der Grole einer Zelle ab, das
Seitwartsstreulicht (SSC, sideward-scatter) hingegen wird von der Komplexitat, der
GroBe und Struktur ihres Zellkerns und der Menge der Vesikel in der Zelle
beeinflusst. Zeichnet sich eine Zelle durch viele granulare Strukturen aus, besitzt sie
eine hohe Granularitéat, was im FACS zu einem hodheren Seitwartsstreulicht fuhrt.
Somit kann anhand des SCC die Quantifizierung der Granularitat erfolgen. Um die
Mastzellen aus den gesamten peritonealen Zellen zu isolieren, wurden diese mit
verschiedenen fluoreszenzmarkierten, spezifischen Antikorpern gegen die
Mastzellmarker c-Kit-APC, FceRI-PE und T1/ST2-FITC gefarbt (Abb.4.14A). Anhand
dieser Farbung wurden zunéchst die c-Kit und FceRI-positiven peritonealen
Mastzellen identifiziert (Abb.4.14A dot-plot). Diese Subpopulation wurde dann
anhand des SSC, der gegen die T1/ST2-Farbung betrachtet wurde, analysiert
(Abb.4.14A contour-plot). Auf diese Art und Weise liel3 sich die Granularitat der
peritonealen Mastzellen bestimmen. Dabei zeigte sich, dass sich die Granularitat von
Lyst?9”

deutlich unterschied (Abb.4.14A). Betrachtet man den durchschnittlichen SSC von
bg-J

peritonealen Mastzellen im Gegensatz zu Wildtyp peritonealen Mastzellen

Lyst peritonealen Mastzellen aus funf verschiedenen Mausen, wird die

bg-J

unterschiedliche Granularitdt der Lyst und WT peritonealen Mastzellen

verdeutlicht (Abb.4.14B). Basierend auf den vorherigen Ergebnissen wurde im

bg-J

Anschluss die Gesamtmenge Lamp-1 von Lyst™™ und Wildtyp Mastzellen verglichen

bg-J

(Abb.4.14D). Interessanterweise wiesen Lyst und Wildtyp Mastzellen keinen

signifikanten Unterschied in ihrer intrazellularen Lamp-1 Expression auf und die
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Gesamtmengen waren relativ vergleichbar. In Lyst-mutanten Mastzellen betrug die

MFI

Gesamtmenge Lamp-1 scheint somit in Lyst

obwohl sich die Granularitat der Lyst"®”

Mastzellen unterschied.

(mean fluorescence

intensity) 1623 und

bg-J

in  Wildtypzellen 1815. Die
nicht wesentlich verandert zu sein,
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Abbildung 4.14: Lyst-mutante peritoneale Mastzellen wiesen vergroRRerte Lysosomen und eine veranderte
Granularitat auf, wohingegen die Gesamtmenge Lamp-1 nicht veréandert war

A) FACS-Analyse von Lyst"’g'J und Wildtyp peritonealen Mastzellen, die mit spezifischen Antikérpern gegen c-KIT-
APC, FceRI-PE und T1/ST2-FITC gefarbt wurden. B) Statistische Auswertung der Daten von 5 unabhangigen
Experimenten mittels des Mann-Whitney-Test (* p < 0.05). C) Konfokale Mikroskopie von Lystbg'J und Wildtyp
peritonealen Mastzellen, die mit einem spezifischen Antikdrper gegen Lamp-1 gefarbt wurden. D) FACS-Analyse
von Lyst %7 und Wildtyp Mastzellen (BMMC), die auf die intrazellulare Expression von Lamp-1 analysiert wurden
(rot). Dazu wurde ein spezifischer Antikdrper gegen Lamp-1 verwendet. Als Kontrolle dienten entsprechende
Isotyp-Kontrollen (grau hinterlegt). Dargestellt ist die mean flourescence intensity (MFI).
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4.2.2. Die Expression von FceRI und c-Kit ist in Lyst-mutanten Mastzellen nicht

beeinflusst

Mastzellen exprimieren auf ihrer Zelloberflache unterschiedliche Rezeptoren. Der
FceRI (type | Fce receptor) und der c-Kit Rezeptor (CD117) sind dabei
charakteristische Expressionsmarker von Mastzellen. Der c-Kit Rezeptor ist ein
Tyrosinkinase-Rezeptor und sein Ligand SCF (stem cell factor) ein essentieller
Wachstumsfaktor fir Mastzellen. Der FceRI- Rezeptor hingegen ist hochaffin fir IgE
(high affinity IgE receptor) und wird dauerhaft auf der Oberflache von Mastzellen
exprimiert. An ihn bindet monomeres IgE, das im Anschluss von multivalenten
Antigenen vernetzt wird, so dass es zur Quervernetzung der Rezeptoren und zu

einer Aktivierung der Mastzellen kommt.

Um zu untersuchen, ob die Oberflachenexpression des FceRl und des c-Kit
Rezeptors in Lyst"®” Mastzellen (BMMC) nach ihrer Differenzierung verandert ist,

wurden Lyst"9”

und Wildtyp Mastzellen mit FITC-markierten, spezifischen anti-FceRI
und anti-c-Kit Antikdrpern gefarbt und im FACS analysiert. Lyst°®” und Wildtyp
Mastzellen wiesen keinen signifikanten Unterschied in der Expression des FceRI und
des c-Kit Rezeptors auf (Abb.4.15). Dies ist von besonderer Bedeutung, da diese
Zellen in den folgenden Experimenten FceRI-abhangig stimuliert wurden. So konnte
von Beginn an eine unterschiedliche Expression des FceRI auf Lyst-mutanten
Mastzellen ausgeschlossen werden. Dies deutet auf eine normale Entwicklung der

Lyst-mutanten Mastzellen hin.
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Abbildung 4.15: Die Oberflachenexpression von FceRI und c-Kit war in Lystbg'J und Wildtyp Mastzellen
nicht veréndert
FACS- Analyse von Lystbg'J und Wildtp Mastzellen (BMMC), die mit FITC-markierten anti-FceRl und anti-c-Kit

spezifischen Antikdrpern gefarbt wurden (rot). Als Kontrolle dienten entsprechende Isotyp-Kontrollen (grau
hinterlegt).

4.2.3. Die Auswirkung der Lyst-Mutation auf die Degranulation von Mastzellen

Das Chediak-Higashi-Syndrom des Menschen zeichnet sich unter anderem durch
wiederkehrende Infektionen aus, die auf die Falschsortierung sekretorischer Granula-
Proteine und eine gestorte Leukozyten-Exozytose zurlckzufihren sind. Im
Folgenden wurde untersucht, welche funktionelle Relevanz sich aus den
vergroRRerten Lysosomen und der veranderten Granularitat der Lyst”®” Mastzellen
ergibt. Besonderes Interesse galt dabei der Frage, ob die Lyst-Mutation

Auswirkungen auf die exozytotischen Vorgange der Degranulation dieser Mastzellen
hat.
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bg-J

Mutierte Lyst™™ und Wildtyp Mastzellen (BMMC) wurden FceRl-abhangig stimuliert

und die Degranulation wurde anhand des Degranulationsmarker Lamp-1 analysiert.
Dazu wurden sie tUber Nacht mit anti-DNP-spezifischem IgE sensibilisiert und am
folgenden Tag mit dem HSA-gekoppelten-Antigen DNP (DNP-HSA) fir 15 Minuten
stimuliert. Nach der Antigen-Stimulation zeigten die Wildtyp Mastzellen eine

bg-J

Degranulation von bis zu 85 %. Die Lyst™™ Mastzellen degranulierten lediglich zu 44

bis 48 % (Abb.4.16A). Es wurden jeweils zwei Wildtyp und zwei Lyst®®”/J Chargen

analysiert und die verringerte Degranulation wurde bei beiden Lyst"”

Chargen
beobachtet. Die Defizienz von Lyst fuhrt in murinen Mastzellen somit zu einer

deutlich verringerten Degranulation (Abb.4.16B).

WT1 WT?2
70-

60- -

50+ +  Aaa
40- —A—
30+
20+
’ - ’ 0 104

85% 61%

% Degranulation

Lystbg~ 1 Lystbod 2 WT Lystbo

Zellzahl

48% 44%

v

Lamp-1 Oberflachenexpression

Abbildung 4.16: Die Degranulation von Lystbg'J Mastzellen war erniedrigt

A) Wildtyp (schwarz) und Lystb":"J (rot) Mastzellen (BMMC) wurden Uber Nacht mit 200 ng/ml anti-DNP IgE
inkubiert und am folgenden Tag mit 20 ng/ml DNP-HSA fir 15 Minuten stimuliert und im FACS analysiert. Als
Degranulationsmarker diente die Oberflachenexpression von Lamp-1. Als Kontrolle dienten unstimulierte Zellen
(grau hinterlegt). B) Statistische Auswertung der Daten von 6 unabhangigen Experimenten mittels des Mann-
Whitney-Test (* p < 0.05).
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4.2.4. Die Auswirkung der Lyst-Mutation auf die Zytokinausschittung von

Mastzellen

Die erniedrigte Degranulation der Lyst-mutanten Mastzellen (BMMC) liel3 vermuten,
dass die FceRIl-abhangige Ausschuttung der de novo synthetisierten Zytokine TNF-
alpha und IL-6 ebenfalls beeintrachtigt sein kénnte. Neben den vorgefertigten
Mediatoren, die innerhalb von Sekunden aufgrund eines Stimulus aus den
sekretorischen Granula der Mastzellen degranuliert werden, spielen diese
neusynthetisierten Mediatoren, die zu einem spéteren Zeitpunkt exozytiert werden,

eine weitere wichtige Rolle fur die Mastzellfunktion.

Wildtyp und Lyst*®” Mastzellen (BMMC) wurden tiber Nacht mit DNP-spezifischem-
IgE beladen, um am folgenden Tag die Ausschittung der Zytokine TNF-a und IL-6
nach Stimulation mit dem Antigen DNP-HSA zu analysieren. Die Analyse erfolgte mit
Hilfe eines ELISA, womit der Zytokingehalt im Medium nach der Degranulation

bo-J Mastzellen wiesen nach Stimulation mit

bestimmt wurde. Die Lyst-mutanten Lyst
DNP-HSA eine deutlich reduzierte TNF-alpha-Ausschittung auf, im Vergleich zu
Wildtypzellen (Abb.4.17A). Dies galt sowohl fur die Stimulation der Zellen mit 10
ng/ml DNP-HSA, als auch fur die Stimulation mit 20 ng/ml DNP-HSA. Die Reduktion
der TNF-a Ausschuittung betrug dabei etwa 75 bis 80 %. Ein &hnlicher Effekt konnte
fur die Ausschittung von IL-6 gezeigt werden. Nach Stimulation mit 10 ng/ml DNP-
HSA war die IL-6-Ausschiittung von Lyst"®”

Wildtypzellen um etwa 61 bis 69 % reduziert (Abb.4.17B). Fur den Versuch wurden
bg-J

Mastzellen im Vergleich zu der von
jeweils Mastzellen von zwei Wildtyp und zwei Lyst Mause analysiert. Die
Reduktion der Zytokinausschittung wurde dabei in den Mastzellen beider Lyst-

mutanter Mause beobachtet.
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Abbildung 4.17: Die Zytokinausschuttung von Lystb'-:"J Mastzellen war erniedrigt

A) Wildtyp (schwarz) und Lystb":"J (rot) Mastzellen (BMMC) wurden Uber Nacht mit 200 ng/ml anti-DNP IgE
inkubiert und am folgendem Tag mit 10 bzw. 20 ng/ml DNP-HSA fur 4 Stunden stimuliert. Die TNF-a
Ausschittung in das umgebende Medium wurde durch einen ELISA bestimmt. Als Kontrolle dienten unstimulierte
Zellen (grau). B) IL-6 Ausschuttung nach vierstindiger Stimulation mit 10 ng/ml DNP-HSA. Reprasentative Daten
von 3 unabhangigen Experimenten (TNF-a) bzw. von 2 unabhéngigen Experimenten (IL-6). Die Daten sind als
Mittelwert mit Standardabweichung dargestellt.
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4.2.5. Die Auswirkung der Lyst-Mutation auf die FceRIl-abhéangige
Signalweiterleitung

Die Antigen-induzierte Aggregation des FceRI auf Mastzellen fihrt zu einer zellularen
Signalweitergabe, in deren Verlauf diverse Proteine durch Phosphorylierung aktiviert
werden. Zunéchst kommt es durch die Vernetzung des FceRI zur Aktivierung der
Kinase Lyn, welche die ITAMs der y-Untereinheit des FceRI phosphoryliert und des
Weiteren die Kinase Syk aktiviert. Nachfolgend phosphorylieren Lyn und Syk diverse
Adapterproteine und Enzyme. Es kommt zur Signalweiterleitung in deren Verlauf es
zur Aktivierung der PLC-y (phospholipase C gama), der PKC (protein kinase C), der

MAPK-Kaskade (mitogen-activated protein kinase) und zur Geninduktion kommt.

Zur Analyse der zugrunde liegenden intrazellularen Signalwege, die durch die FceRI-
abhangige Stimulierung aktiviert werden, wurde beispielhaft die Phosphorylierung
der Proteine p90RSK (90 kDa), Akt (60 kDa), p44 (ERK1; 44 kDa) p42 (ERK2; 42
kDa) und S6-RP (32 kDa) detektiert. Dazu wurde das ,PathScan® Multiplex Western
Cocktail Kit” verwendet, mit dem die Phosphorylierung dieser Proteine simultan
detektiert werden kann. Lyst°®” und Wildtyp Mastzellen (BMMC) wurden (iber Nacht
mit anti-DNP-IgE inkubiert und am folgenden Tag fur 5 bzw.15 Minuten mit DNP-
HSA stimuliert. Im Anschluss wurden die Gesamtzelllysate tber SDS-PAGE und

Western-Blot analysiert.

Nach funf bzw. fiinfzehnminutiger Induktion der Phosphorylierung nach Antigen-

Stimulation, wiesen die Lyst"®

Unterschied in der Aktivierung der Proteine p90RSK, Akt, p44/p42 (ERK) und S6-RP
bg-J

und Wildtyp Mastzellen jedoch keinen wesentlichen
auf (Abb.4.18A). Im Falle von p90RSK wiesen auch die unstimulierten Lyst™™ und
Wildtyp Mastzellen eine Aktivierung auf, die nach funf- bzw. finfzehnminutiger
Stimulation  konstant blieb. Nach funfmindtiger Stimulation konnte die
Phosphorylierung von Akt sichtbar gemacht werden, die sich nach finfzehnminatiger

bg-J

Stimulation kaum erhéhte. Dies galt gleichermalen fur Lyst™™, als auch fur Wildtyp

Mastzellen. Im Falle von p44/p42 (ERK) zeigten die unstimulierten Zellen ebenfalls
eine Grundaktivierung, die sich nach funf bzw. funfzehnminitiger Stimulation in

bg-J

Lyst™™ und Wildtypzellen jedoch gleichermalien erhthte. Im Falle des ribosomalen

Proteins S6-RP zeigte sich keine Aktivierung nach Stimulation in Lyst?® oder Wildtyp
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Mastzellen. Um zu gewahrleisten, dass stets gleiche Proteinmengen aufgetragen
wurden, wurden die Zelllysate zusatzlich auf Gesamt-Erk-Protein analysiert. Es
konnte gezeigt werden, dass in allen Proben eine vergleichbare Gesamtmenge Erk
vorhanden war (Abb.4.18B). Zusammenfassend wurde gezeigt, dass die
untersuchten FceRI-abhangigen Signale in Lyst-mutanten  Mastzellen keinen

nachweisbaren Unterschied zu denen in Wildtyp Mastzellen aufwiesen.

gl 19 19 g B 1T kDa

phospho-p90RSK 95
90 kDa
phospho-Akt 72
60 kDa 55
phospho-p44/42
44/42 kDa
phospho-S6-RP 36
32 kDa 28
B
55

Gesamt-p44/42
44142 kDa

- 30

Abbildung 4.18: Die Aktivierung der FceRI-abhangigen Signalkaskade in Lystbg'J

wies keinen detektierbaren Unterschied auf
Lystbg'J und Wildtyp Mastzellen (BMMC) wurden uber Nacht mit 200 ng/ml anti-DNP-IgE inkubiert und am
folgenden Tag mit 20 ng/ml DNP-HSA fir 5 bzw.15 Minuten stimuliert. A) Die Gesamtzelllysate wurden durch
Western-Blot mit Hilfe des PathScan® Multiplex Western Cocktail |1 oder B) mit einem spezifischen Antikdrper
gegen ERK (p44/42) des MAPK Family Antibody Sampler Kit analysiert. (0": unstimuliert; 5" funfmindtige
Stimulation; 15": finfzehnminitige Stimulation)

und Wildtyp Mastzellen

Die vorliegenden funktionellen in vitro Studien zeigten eine deutlich beeintrachtigte
Degranulation in Lyst-mutanten Mastzellen (BMMC). Die Sensitivitat der
Degranulation und die Ausschittung der Zytokine TNF-a und IL-6 war in Lyst-
mutanten Mastzellen vermindert. Die FceRl-abhéngige Aktivierung der Proteine
pP90RSK, Akt, p44/p42 und S6-RP zeigte hingegen keinen nachweisbaren

Unterschied zwischen Lyst-mutanten und Wildtyp Mastzellen.
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5. Diskussion

Die Degranulation von Mastzellen ist eine hochsensible Reaktion auf verschiedenste
physiologische und pathologische Stimuli, die durch Freisetzung einer Vielzahl
biologisch-aktiver Substanzen gekennzeichnet ist. Die freigesetzten Mediatoren
I6sen innerhalb von Sekunden bis Minuten allergische Reaktionen aus, wie etwa
allergische Rhinitis, allergisches Asthma oder auch einen anaphylaktischen Schock.
Unentbehrlich flr die Mastzelldegranulation ist hierbei eine gezielte Umorganisation
der Mastzellgranula, die an Membranfusions- und Membrantransportprozesse
beteiligt sind, welche bislang nur unzureichend charakterisiert sind. Die im Rahmen
dieser Arbeit untersuchten Proteine RIN3 und Lyst sind neuartige Regulatoren von
Membrantransportprozessen und haben eine regulatorische Funktion bei der

Mastzelldegranulation.

5.1. RIN3 ist ein Regulator der Degranulation von Mastzellen

Die Analyse der relative Genexpression von RIN3 zeigte eine auffallend hohe
Expression in Mastzellen und flihrte zu der Hypothese, dass dem RIN3 Protein eine
spezifische Rolle in diesen Immunzellen zukommen konnte. RIN3 kdnnte dabei eine
neue Rolle in den Mastzellfunktionen aufweisen. Unter Verwendung eines lentiviralen
auf miRNA-basierenden RIN3 knock-down Ansatzes, wurde in dieser Arbeit gezeigt,
dass RIN3 in die Mastzelldegranulation involviert ist. Interessanterweise fiihrte der
knock-down von RIN3 in der Mastzelllinie MC9 tatsachlich zu einer erhéhten
Degranulation, sowie zu einer erhdhten Ausschittung der Zytokine TNF-a und IL-6.
Diese deutliche Beeintrachtigung der Degranulationsprozesse weist auf die negative
regulatorische Funktion des RIN3 Proteins bei diesen Vorgangen in Mastzellen hin.

Der dahinterstehende Mechanismus ist noch unbekannt.

Eine mdgliche Ursache ware, dass die Signalweiterleitung in RIN3 knock-down
Mastzellen beeintrachtigt ist. RIN3-aktivierte Signalwege konnten dabei zur
Degranulation der zytoplasmatischen Granula fihren. In dem verwendeten System,
wurde eine nicht-rezeptorvermittelte Aktivierung verwendet. Die Stimulierung der

Mastzellen erfolgte durch den generellen Aktivator PMA und lonomycin, da die
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verwendeten MC9 Zellen nur in geringem MalRe auf eine FceRI-abhangige
Stimulierung ansprechen. Im Falle von PMA und lonomycin ist die Aktivierung
rezeptor-unabhangig und es erfolgt eine generelle Stimulation der Mastzellen, die
eine vollstdndige Aktivierung der Signaltransduktion zur Folge hat. Trotz dieser
vollstdndigen Aktivierung aller Signalwege konnte ein Unterschied in der
Degranulation von miRIN3 exprimierenden Mastzellen festgestellt werden. Dies lasst
vermuten, dass die verstarkte Degranulation in miRIN3 exprimierenden Mastzellen
wahrscheinlich nicht auf eine beeintrachtigte Signaltransduktion zurtickzuftihren ist.

Eine alternative Moglichkeit besteht darin, dass es sich um eine mechanistische
Ursache handelt, die in den Prozessen des Membrantransports oder der
Membranfusion begrindet liegt. Hypothetisch kénnte RIN3 in die kontrollierenden
Mechanismen involviert sein, die den Transport der sekretorischen Granula an die
Plasmamembran, die Fusion dieser Granula mit der Plasmamembran oder die
Sekretion ihres Inhalts regulieren. In Mastzellen werden der Transport der
sekretorischen Granula und die Fusion dieser Granula mit der Plasmamembran
durch Proteine der SNARE- oder der RAB-Familie reguliert. Verschiedenen SNARE-
Proteinen und ihren Regulatoren kommt eine Funktion in den exozytotischen
Vorgangen der Degranulation zu (Kalesnikoff und Galli; 2008). Der Mechanismus,
der zu der verstarkten Degranulation in miRIN3 Mastzellen fihrt ist noch unbekannt.
Allerdings zeigen verschiedene SNARE-Proteine eine regulatorische Funktion in den
Degranulationsprozessen der Mastzellen und koénnten hypothetisch mit einem
regulatorischen Protein wie RIN3 interagieren. Es wurde gezeigt, dass VAMP-8
defiziente Mastzellen eine reduzierte Degranulation aufweisen (Tiwari et al.; 2008).
Des Weiteren zeigten Studien, dass SNAP-23 und Syntaxin-4 in die IgE-abhéngige
Degranulation involviert sind (Guo et al.; 1998, Paumet et al.; 2000, Vaidyanathan et
al., 2001). Die Interaktion von RIN3 mit den SNARE-Proteinen VAMP-8, SNAP-23
und Syntaxin-4 wurde in dieser Arbeit durch Ko-Immunoprazipitation analysiert. Es
konnte bisher allerdings noch keine Interaktion von RIN3 mit einem dieser SNARE-
Proteine nachgewiesen werden. Es ist noch unklar, ob dies darauf schlief3en lasst,
dass keine Interaktion von RIN3 mit VAMP-8, SNAP-23 und Syntaxin-4 vorliegt oder,
ob es sich bisher um ein technisches Problem handelt, durch das ein Nachweis noch
nicht erbracht werden konnte. Die verwendeten Antikérper sind zum Teil nur
humanspezifisch verfligbar und bieten eventuell keine optimale

Detektionsmoglichkeit. Neben SNARE-Proteinen wird die Mastzelldegranulation
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durch Proteine der Rab-Familie reguliert. Rab27b ist ein wichtiger Regulator der
Degranulation von Mastzellen. Rab27b kommt dabei wahrscheinlich eine Rolle bei
der Freigabe von Granula zu, die vor der Exozytose in der N&ahe der
Plasmamembran zurtickgehalten werden (Mizuno et al.; 2007). Eine Interaktion von
RIN3 mit Rab27b bleibt noch zu analysieren. RIN3 kénnte durch die Interaktion mit
einem regulatorischen Protein der SNARE oder Rab-Familie an der Regulation der
Degranulation von Mastzellen beteiligt sein. Durch die Herunterregulierung von RIN3
in Mastzellen kénnte der Transport der sekretorischen Granula zur Plasmamembran
oder die Verschmelzung der Granula mit der Plasmamembran beeintrachtigt sein.
Auf diese Weise konnte RIN3 als negativer Regulator der Mastzelldegranulation

wirken.

Kajiho et al. charakterisierten RIN3 in vorangegangenen Studien und zeigten, dass
die Proteinstruktur von RIN3 unter anderem eine Vps9-Domane aufweist (Kajiho et
al.; 2003). Dies gibt Aufschluss darlUber, dass dem RIN3 Protein eine Funktion als
Guanin-Nukleotidaustauschfaktor zukommt (GEF), da die Vps9-Domane eine hoch
konservierte katalytische Doméane darstellt und Proteine, die diese Domane
exprimieren eine GEF-Aktivitat aufweisen (Carney et al.; 2006). Es ist noch unklar
welche Rolle die GEF-Aktivitait des RIN3 Proteins in der Degranulation von
Mastzellen spielt und die Klarung dieser Fragestellung bedarf ebenfalls noch weiterer
Studien. In diesem Zusammenhang ist ein weiteres Protein RabGEF1 (Rabex-5) als
Beispiel zu nennen. RabGEF1 beinhaltet in seiner Proteinstruktur ebenfalls die
konservierte Vps9-Domane, die fur die GEF-Aktivitat verantwortlich ist. Es konnte
gezeigt werden, dass RabGEF1” Mastzellen eine erhohte Degranulation von
Lipidmediatoren und Zytokinen nach FceRI-abhangiger Stimulierung aufweisen. Die
Aktivierung von Ras-abhangigen Signalwegen in Mastzellen, sowie die Sekretion von
Mediatoren und Zytokinen wird durch RabGEF1 ebenfalls negativ reguliert.
RabGEF1 wurde somit als negativer Regulator der Mastzellaktivierung beschrieben
(Tam et al.; 2004, Kalesnikoff et al.; 2007). Rabex-5 und RIN3 teilen einige
charakteristische Merkmale, wie die Vps9-Domane und die damit verbundene GEF-
Aktivitat. Auffallig ist weiterhin, dass die Abwesenheit von RIN3 oder Rabex-5 in
Mastzellen zu einer erhgohten Degranulation fiihrt. Rabex-5 wird eine Rolle als

negativer Regulator der Mastzelldegranulation zugeschrieben und RIN3 kénnte eine
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ahnliche Rolle aufweisen. Dies unterstitzt die Annahme, dass RIN3 ebenfalls als ein

negativer Regulator der Mastzelldegranulation dienen konnte.

Des Weiteren zeigten die Studien von Kajiho et al., dass RIN3 wahrscheinlich als
Regulator von intrazellularen Vesikeltransportprozessen dienen kdnnte. RIN3 wurde
dabei als spezifisches GEF fir die kleine GTPase Rab5 und kurzlich zudem als GEF
fur die kleine GTPase Rab31 beschrieben (Kajiho et al.; 2003; Yoshikawa et al.;
2008; Kajiho et al.; 2011). In der vorliegenden Arbeit konnte im Gegensatz zu den
Ergebnissen von Kajiho et al. keine signifikante Interaktion von RIN3 und Rab5 durch
Ko-Immunoprazipitation detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Ebenfalls zeigten
Kolokalisationsstudien in Mastzellen keine Kolokalisation von RIN3 und Rab5, sowie
auch keine Kolokalisation von RIN3 mit Rab4 und Rabll aufzeigbar war. Diese
Diskrepanz kann durch verschiedene noch unklare Ursachen hervorgerufen werden.
Zum einen wurde in dieser Arbeit die Kolokalisation von murinem RIN3 mit Rab5
untersucht, Kajiho et al. hingegen studierten humanes RIN3. Zum anderen wurden
die Studien in verschiedenen Zelltypen durchgefihrt. In dieser Studie wurde die
Kolokalisation von murinem RIN3 in Mastzellen untersucht, wohingegen Kajiho et al.
HelLa Zellen verwendeten (Kajiho et al.; 2003). Die potentielle Rolle von RIN3 als
GEF fur die kleine GTPase Rab5 muss demnach in Mastzellen kritisch betrachtet
werden. Neu publizierte Daten dieser Arbeitsgruppe wiesen kirzlich auf eine
Interaktion von RIN3 mit einer weiteren kleinen GTPase, Rab31, hin (Kajiho et al.;
2011). Dies zeigt, dass sich das Wirkungsspektrum von RIN3 nicht auf Rab5
beschranken lasst und es wahrscheinlich weitere Funktionen und andere
Interaktionspartner neben diesen GTPasen geben kdnnte. Die Interaktion von RIN3
mit der kleinen GTPase Rab31 wurde in dieser Arbeit nicht weiter analysiert, da
diese neuen Erkenntnisse erst kirzlich publiziert worden sind. Es bedarf weiterer
Analysen, um klar aufzuzeigen, ob die GEF-Aktivitat von RIN3 nur fur Rab5 und
Rab31 spezifisch ist, oder es zu einer Interaktion von RIN3 mit weiteren Proteinen

kommt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen auf eine weitere Funktion von RIN3 als
potentieller Regulator des Aktinzytoskeletts in Mastzellen hin. In Mastzellen scheint
RIN3 somit nicht mit den frihen Endosomen assoziiert zu sein. Unterstltzt wird

dieser Befund durch die intrazelluldre Lokalisation von RIN3 vor und nach der
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Degranulation. In unstimulierten Mastzellen ist RIN3 an der Plasmamembran
lokalisiert und kolokalisiert dort mit kortikalem F-Aktin, allerdings geht diese
Assoziation mit dem Aktinzytoskelett nach Stimulation bzw. wahrend der
Degranulation verloren und RIN3 relokalisiert in das Zytoplasma. Dieser Befund ist
von besonderer Wichtigkeit, da die Rolle des Aktinzytoskeletts in der Degranulation
von Mastzellen zwar bekannt, aber noch unzureichend charakterisiert ist. Die Rolle
des Zytoskeletts in der Mastzelldegranulation ist in friheren Studien untersucht
worden. Die Stimulation der Mastzellen fuhrt zur Degranulation und wahrend dieses
Prozesses kommt es zur Polymerisation von Aktin. In der Zelle liegt Aktin sowohl in
monomerischer Form (G-Aktin) als auch polymerisiert in Filamenten (F-Aktin) vor.
Durch die FceRI-abhangige Aktivierung polymerisiert das monomerisch vorliegende
Aktin in Mikrofilamente (Frigeri und Apgar; 1999). In RBL-2H3 Antigen-stimulierten
Zellen, konnte eine Korrelation zwischen der Inhibierung der Aktin-Polymerisation
und einer erhdhten Degranulation festgestellt werden (Frigeri und Apgar; 1999).
Unter dem Einfluss der Inhibitoren Latrunculin und Cytochalasin D zeigten RBL-2H3
Zellen eine verstarkte Degranulation (Frigeri und Apgar; 1999). Bisher sind die
regulatorischen Mechanismen dieser Vorgange noch relativ unbekannt. Einige
Hinweise lassen auf den Zusammenhang der SNARE-Maschinerie und des
Zytoskeletts schlieRen (Martin-Verdeaux et al.; 2003). Der Degranulationsvorgang ist
eine Abfolge von Signalkaskaden, in der interagierende Molekille die aktivierten
Signale, mit der SNARE-Maschinerie koppeln (Martin-Verdeaux et al.; 2003). Die
Molekile dieser Maschinerie wiederum kdnnen Veranderungen des Zytoskeletts
wahrend der Sekretion auslésen (Martin-Verdeaux et al.; 2003). In diesem
Zusammenhang kann Uber die Rolle von RIN3 spekuliert werden. RIN3 kdnnte eines
der interagierenden Molekile in diesen Prozessen sein und eventuell ebenfalls eine
Verbindung zwischen der SNARE-Maschinerie und den Verédnderungen des
Zytoskeletts darstellen. Die regulatorische Funktion von RIN3 kénnte durch die
Relokalisation in das Zytoplasma zum Tragen kommen und RIN3 eventuell einen
unkontrollierten Transport der sekretorischen Granula an die Plasmamembran
verhindern. Des Weiteren konnte RIN3 als Regulator des Aktinzytoskeletts die
Reorganisation der Aktinfilamente wahrend der Degranulation kontrollieren. Um die
Funktion des RIN3 Proteins als Regulator in den Prozessen des Membrantransports
oder der Reorganisation des Aktinzytoskeletts weiter zu charakterisieren, bedarf es

weiterfihrender Studien.
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Die physiologische Rolle von RIN3 ist noch unbekannt. Die Verfugbarkeit der RIN3
knock-out Maus wird weitere Moglichkeiten zur Charakterisierung von RINS3
ermdglichen. Diese wurde im Verlauf dieser Arbeit generiert und ist demnachst
verfugbar. Mit Hilfe dieser knock-out Maus kann die Rolle von RIN3 in Mastzell-
vermittelten Immunantworten wie Allergien, Asthma und Entziindungsreaktionen

analysiert werden. Dies bietet einen interessanten Ansatz fur anschliel3ende Studien.

5.2. Lyst ist ein Regulator der Lysosomengrof3e in Mastzellen und zeigt eine

regulatorische Funktion in der Mastzelldegranulation

Nach heutigem Forschungsstand spielt Lyst eine Rolle bei der Regulation von
Membrantransportprozessen. Vorangegangene Studien zeigten, dass die Mutation
des Lyst Gens zu Stdrungen im Lysosomen-Haushalt immunologischer Zellen und zu
einer potentiellen defektiven Exozytose fihren kann. Des Weiteren ist die Mutation
des Lyst Gens verantwortlich fir die Ausbildung des Chediak-Higashi-Syndroms im
Menschen (Kaplan et al.; 2008). In Mastzellen blieb die Funktion des Lyst Proteins
bisher jedoch weitgehend unbekannt. Die sekretorischen Granula, die wahrend der
Degranulation ihre Mediatoren exozytieren, sind in Mastzellen lysosomalen
Ursprungs. Die Untersuchung der biologischen Funktion des Lyst Proteins in
Mastzellen kann somit einen wichtigen Ansatz zum Verstandnis der defektiven
exozytotischen Prozesse, die in Chediak-Higashi-Syndrom-Patienten zur Ausbildung

einer Immundefizienz fihren, bieten.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit, konnte gezeigt werden, dass Lyst eine
regulatorische Funktion bei der Ausbildung der LysosomengrtfRe in Mastzellen
zukommt und Lyst zudem ein Regulator der Mastzelldegranulation ist. Lyst-mutante
(Lyst™) Mastzellen der beige Maus wiesen stark vergroRerte Lysosomen auf und
die Granularitat dieser Zellen war ebenfalls veradndert. Konform dazu war die
Degranulation und die Ausschittung der Zytokine IL-6 und TNF-a defektiv.
Interessanterweise scheint ein Zusammenhang zwischen der Ausbildung der stark
vergrollerten Lysosomen und den verringerten Degranulationsvorgdngen in
Mastzellen zu bestehen. Die gewonnenen Ergebnisse dieser Arbeit werden durch
vorangegangene Studien unterstitzt. Frihe Hinweise wiesen auf vergrof3erte

zytoplasmatische sekretorische Granula in Mastzellen der beige Maus hin (Chi und
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Lagunoff; 1975). Dabei handelte es sich um Gewebemastzellen, die sich in ihrer
Anzahl, Grole und Form von Wildtyp-Mastzellen unterschieden. In dieser Arbeit
wurden peritoneale Mastzellen der beige Maus analysiert. Konform zu den zuvor
analysierten Gewebemastzellen zeigten die peritonealen Mastzellen der beige Maus
ein deutlich verandertes lysosomales Kompartiment, mit stark vergréf3erten
Lysosomen. Die Funktion des Lyst Proteins, die die Ausbildung dieser vergrof3erten
Lysosomen verhindert, ist noch nicht ausgiebig untersucht worden. Allerdings wurde
vermutet, dass es in den Mastzellen der beige Maus zu einer veranderten Fusion der
zytoplasmatischen Granula miteinander kommt (Hammel et al.; 1987, Hammel et al.;
1998, Galli et al.; 1993). Das Model dieser defektiven Granula-Granula-Fusion in den
Mastzellen der beige Maus ist kirzlich erweitert worden (Hammel et al.; 2010). Diese
Studien zeigten, dass die sekretorischen Granula der Mastzellen aus kleinen
Einheiten, den sogenannten unit Granula gebildet werden. Diese kbnnen miteinander
fusionieren und groRere sekretorische Granula ausbilden. Die Granula-Granula-
Fusion erfolgt dabei reguliert, indem unit Granula entweder miteinander oder mit
groReren Granula fusionieren (unit addition). Die Analyse von Mastzellen und
pankreatischen Zellen Lyst-mutanter Mause lasst vermuten, dass die sekretorischen
Granula der beige Maus, dagegen die Fahigkeit haben wahllos mit anderen
sekretorischen Granula zu fusionieren (random addition) und so die stark
vergroRerten Lysosomen ausbilden. Somit kdnnte Lyst ein negativer Regulator der
Granula-Granula Fusion sein (Hammel et al.; 2010). In Lyst-mutanten Mastzellen
konnte es ebenfalls zu dieser wahllosen Fusion der Granula und somit zur
Ausbildung der vergroRerten sekretorischen Lysosomen kommen. In welchen
regulatorischen Zusammenhang das Lyst Protein dabei eingebunden ist und mit
welchen weiteren regulatorischen Proteinen es interagiert, ist dabei noch offen. Es
lasst sich vermuten, dass eventuell regulatorische Mechanismen, die eine wahllose
Membranfusion von Granula verhindern, in Lyst-mutanten Zellen defektiv sind. Die
Regulationsmechanismen, die die Vorgange der Membranfusion kontrollieren,
beinhalten Proteine der SNARE-Maschinerie. Spekulativ kdnnte Lyst als ein
potentieller Interaktionspartner in dieser Maschinerie, eine regulatorische Rolle
austben. Tchernev et al. lieferten erste Hinweise, dass Lyst potentiell als
Adapterprotein fungieren und dabei als ein Gerlst fur SNARE-Proteine dienen
kénnte (Tchernev et al.; 2002). In diesem Zusammenhang kann tber die Funktion

von Lyst spekuliert werden. Lyst konnte die Granula-Granula-Fusion kontrollieren,
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indem es als Interaktionspartner von SNARE-Proteinen an der Regulation von
Membranfusionsprozessen beteiligt ist. Fallt bei einer Lyst-Mutation diese Kontrolle
aus, konnten spekulativ die Regulationsmechanismen der SNARE-Maschinerie nicht
mehr greifen und es zur Ausbildung der vergréRerten Lysosomen kommen. Die
Mechanismen, die hinter diesen regulatorischen Vorgangen stehen sind noch unklar.
Ebenso sind potentielle Interaktionspartner des Lyst-Proteins noch relativ unbekannt
und es bedarf weiterfihrender Studien um diese Vorgange zu charakterisieren.

Des Weiteren konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass Lyst-mutante Mastzellen
in einem verringerten Mal3e degranulieren und die Ausschittung der Zytokine TNF-a
und IL-6 ebenfalls verringert ist. Lyst konnte in Mastzellen somit eine positive
regulatorische Funktion wahrend der Mastzelldegranulation zukommen. Diese
Ergebnisse sind konform mit vorangegangenen Studien, die schon auf eine defektive
Exozytose in verschiedenen Lyst-mutanten Zellen hinwiesen. Unter anderem zeigten
Lyst-mutante T-Zellen und NK-Zellen veranderte exozytotische Prozesse. Dabei
wurde vermutet, dass sich die Anfalligkeit von CHS-Patienten gegeniber bakteriellen
Infektionen wahrscheinlich durch die defektive Zytotoxitat der T-Zellen, sowie die
defektive Aktivitat der NK-Zellen erklaren lasst (Certain et al.; 2000). Baetz et al.
zeigten, dass der Verlust der Zytotoxitat von Lyst-mutanten T-Zellen, die aus dem
peripheren Blut von CHS-Patienten gewonnen wurden, darauf zurtckzufihren ist,
dass die stark vergroRRerten lytischen Granula dieser Zellen, nicht sekretiert werden
kénnen (Baetz et al.; 1995). Des Weiteren zeigten Huynh et al., dass die lysosomale
Exozytose in Fibroblasten, die aus CHS-Patienten und aus der beige Maus
gewonnen wurde, reduziert ist (Huynh et al., 2004). Wie es zur Ausbildung dieser
defektiven exozytischen Vorgange und der verringerten Degranulation von
Mastzellen kommt, bleibt dabei noch offen. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
zeigen, dass die Signalweiterleitung in Lyst-mutanten Mastzellen nach FceRI-
abhangiger Stimulierung nicht beeintrachtigt ist. Dies deutet darauf hin, dass die
defektive Degranulation in Mastzellen eher nicht auf Prozessen der
Signalweiterleitung beruht, sondern dass es sich um ein Problem der Membranfusion
handeln konnte. Zudem scheint die quantitative Menge der Lysosomen nicht
verdndert zu sein, so dass es sich wahrscheinlich eher um strukturelle
Veranderungen handelt, die zu einer Beeintrachtigung des Membrantransport und

der Membranfusion filhren kdnnten. Potentiell kdnnten zwei Ursachen zu einer
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defektiven Membranfusion fihren. Zum einen kdnnte es sich um ein mechanistisches
Problem handeln, dass durch die Grof3e der Lysosomen hervorgerufen wird. Die
stark vergroRerten Lysosomen kdnnten in diesem Fall eventuell nicht mehr korrekt
mit der Plasmamembran fusionieren. Eine weitere Moglichkeit ware, dass Lyst als
Interaktionspartner der SNARE-Maschinerie ebenfalls an den
Regulationsmechanismen beteiligt sein kdnnte, die die Fusion der sekretorischen

Lysosomen der Mastzellen mit der Plasmamembran kontrollieren.

Zusammenfassend bedarf die Analyse der physiologischen Rolle des Lyst Proteins
noch weiterer Aufklarung. Insbesondere mogliche Interaktionspartner des Lyst-
Proteins sind noch weitgehend unbekannt. Zudem bedurfen die regulatorischen
Mechanismen, die zur Ausbildung der vergroRerten sekretorischen Lysosomen
fuhren und die Mechanismen durch die diese eine defektive Sekretion aufweisen,
weiterer Klarung. Mastzellen eignen sich durch ihre charakteristische Funktion ihre
sekretorischen Lysosomen zu degranulieren besonders diese Fragestellungen zu
beantworten und weiteres Verstdndnis zur Behandlung des Chediak-Higashi-

Syndroms zu erhalten.

5.3.Ausblick

Mastzellen spielen eine entscheidende Rolle bei allergischen Prozessen, indem sie
aufgrund eines Stimulus den Inhalt ihrer zytoplasmatischen Granula in das
umliegende Gewebe degranulieren. Eine Vielzahl von Regulationsmechanismen
kontrolliert dabei die obligatorischen Membrantransport und
Membranfusionsprozesse, die zur Degranulation der Mastzellen fihren. Die
Erforschung neuartiger Regulatoren, wie RIN3 und Lyst wird zum Verstandnis dieser
Kontrollvorgange beitragen. Dies ist von besonderem Interesse, da allergische
Reaktionen, durch ein medikatives Eingreifen in diese regulativen Mechanismen im
Vorfeld unterbunden werden kdnnten. Insbesondere die weitere Analyse potentieller
Interaktionspartner von RIN3 und Lyst aus der SNARE oder Rab-Proteinfamilie bietet
einen wichtigen Ansatz die Regulation der Degranulationsprozesse in Mastzellen zu
verstehen. Die weitere Erforschung der Mastzellregulatoren RIN3 und Lyst koénnte
zukunftig einen Ansatzpunkt fur therapeutische Zwecke bieten. Dabei kdnnte es sich

um die Entwicklung anti-allergischer Medikamente handeln, die frihzeitig die
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Ausschittung der Mastzellmediatoren verhindern und die Auslésung einer

allergischen Reaktion unterbinden kénnten.
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6. Zusammenfassung

Mastzellen spielen eine tragende Rolle bei inflammatorischen und allergischen
Prozessen. Die Ausschittung der Mastzellmediatoren, die aus einer Vielzahl von
Substanzen bestehen, ist dabei von besonderer Wichtigkeit und kann innerhalb
kurzester Zeit allergische Reaktionen auslosen. Insbesondere die Umorganisation
der Mastzellgranula, die an Membranfusions- und Membrantransportprozessen
beteiligt sind, ist dabei fur die Mastzelldegranulation von essentieller Bedeutung.

Diese Prozesse werden durch vielfaltige Regulationsmechanismen kontrolliert.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Rolle der zwei unterschiedlichen
Membrantransportregulatoren RIN3 und Lyst, wahrend der Mastzelldegranulation
untersucht. RIN3 agiert als potentieller Guaninnukleotidaustauschfaktor (GEF) und
Regulator einiger Mitglieder der Rab-Proteinfamilie, wie z.B. der kleinen GTPase
Rab5 und Rab31. Diese sind involviert in die Regulation der Endozytose und dem
Vesikeltransport. Lyst hingegen ist ein lysosomaler Regulator und die Mutation des
Lyst-Gens fuhrt im Menschen zur Ausbildung des Chediak-Higashi-Syndrom (CHS)
und zum Phanotyp der beige Maus, die sich durch eine starke Immundefizienz
auszeichnen. Ein herausstechendes Merkmal dieser Krankheit ist die Anh&ufung von

stark vergréerten lysosom-assoziierten Granula in verschiedenen Zellen.

Mittels quantitativer real-time PCR wurde die hdchste RIN3 Expression in Mastzellen
festgestellt. Lokalisationsstudien zeigten, dass RIN3 an der Plasmamembran
lokalisiert war, wo es mit Kkortikalen filamentarem Aktin kolokalisierte. Diese
Interaktion wurde anhand der Stimulation der Mastzellen reguliert. Des Weiteren
fuhrte ein durch miRNA vermittelter, spezifischer RIN3 knock-down zu einer erhdéhten
Mastzelldegranulation und einer erhghten Zytokinausschuttung. Die biologische Rolle
von Lyst wurde mithilfe der mutante Mauslinie C57BL/6J-Lyst’®7/J analysiert. Lyst-
mutante Mastzellen wiesen stark vergro3erte Lysosomen auf und die Granularitat
der Lyst-mutanten Mastzellen war ebenfalls verédndert. Des Weiteren wiesen Lyst-
mutante Mastzellen eine erniedrigte Degranulation und Zytokinausschittung auf,

wobei FceRI-abhangige Signalwege nicht beeinflusst waren.
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Zusammenfassend lassen diese Ergebnisse vermuten, dass RIN3 und Lyst eine
spezifische Assoziation mit den Mastzellfunktionen aufweisen und insbesondere an
den Regulationsprozessen des Membrantransports und der Vesikelfusion beteiligt
sind. Dabei Uben sie ihre regulatorische Funktion an verschiedenen zellularen
Kompartimenten aus. RIN3 ist mit der Plasmamembran assoziiert und kolokalisiert
mit kortikalen Aktin, wohingegen Lyst mit dem lysosomalen Kompartiment assoziiert
ist.  RIN3 konnte dabei eine negative regulatorische Funktion bei der
Mastzelldegranulation zukommen, wohingegen Lyst ein positiver Regulator der
Mastzelldegranulation zu sein scheint. Trotz ihrer unterschiedlichen zellularen
Lokalisation beeinflussen die Regulatoren RIN3 und Lyst die
Degranulationsprozesse in Mastzellen. Das Wissen Uber die regulatorische Funktion
von RIN3 und Lyst ist noch limitiert und ihre Beteiligung an essentiellen
Transportprozessen wurde noch nicht ausreichend charakterisiert. Die weitere
Aufklarung der molekularen Mechanismen und ihrer Regulatoren, wird die zellularen
Vorgange bei allergischen oder inflammatorischen Reaktionen weiter verdeutlichen

und kénnte zum Verstandnis Mastzell-vermittelter Krankheiten beitragen.
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