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1 Zusammenfassung und Abstract

1.1 Zusammenfassung

Mastzellen spielen eine essentielle Rolle als Effektorzellen der IgE-assoziierten
Immunantwort und in der angeborenen Immunitat. @mke bereits ein direkter Einfluss von
Mastzellen auf T-Zellen und dendritische Zellen @@achgewiesen werden. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde eine mdgliche Interaktion vomadtkellen und natirlichen Killerzellen
(NK-Zellen)in vitro undin vivo analysiert.

In einer Kokultur mit Mastzellen fihrte eine Stiratibn mit den Toll-like-Rezeptor (TLR)-
Liganden Lipopolysaccharid (LPS), Polyinosinic-pojtirdylic-acid (Poly 1:C) und CpG zu
einer signifikant gesteigerten Freisetzung von lFNurch NK-Zellen. So induzierten LPS-
aktivierte Mastzellen eine ~20-fach erhohte Freiseg von IFNy durch NK-Zellen im
Vergleich zu NK-Zellen ohne Mastzellen. Fur diesstgigerte Produktion und Sekretion von
IFN-y ist ein direkter Zellkontakt zwischen MastzellemduNK-Zellen nétig. Anhand
blockierender Antikérper und TNé-defizienter Mastzellen konnte gezeigt werden, dass
diese Interaktion TNF-unabhangig ist. Mit Hilfe weiterer blockierendentkorper wurde
nach maoglichen Interaktionswegen gesucht. Es kosinie Reduktion der IFN-Freisetzung
nach Blockierung von OX40L auf Mastzellen detektigerden. Die zytotoxische Aktivitat
der NK-Zellen konnte durch Mastzellen jedoch nicieinflusst werden. Die Interaktion von
Mastzellen und NK-Zellen wurde vivo mittels i.p. LPS Injektion Uberpruft. Die Applikah
von LPS fihrte zu einer signifikanten Akkumulatieon IFN<y in NK-Zellen der Milz von
Wildtyp (WT)-Mausen im Vergleich zu NK-Zellen ausaBtzell-defizienten (Wsh)-Mausen.
Zur Analyse einer mdglichen Rolle der InteraktioonvMastzellen und NK-Zellen in der
Tumorimmunologie wurden die Auswirkungen einer Malitlefizienz nach Injektion von
Tumorzellen analysiert. Hierzu wurde WT- und Wshtigén GFP-positive MHC-I-negative
RMA/S Tumorzellen i.p. injiziert. Eine Analyse d¥K-Zellen aus dem Peritoneum, der Milz
und Lymphknoten ergab einen signifikanten AnstiedN&-Zellen im Peritoneum in Wsh- im
Vergleich zu WT-Mausen. Des Weiteren konnte einti®gsan intrazellularem Granzym B in
NK-Zellen im Peritoneum Wsh- im Vergleich zu WT-Mszm beobachtet werden, was fur
eine gesteigerte zytotoxische Aktivitat der NK-2ellspricht.

Somit kann die Interaktion von Mastzellen und NKi&e sowohl aktivierend als auch
inhibierend auf NK-Zellen wirken. Im Kontext ein&timulation mit LPS bewirkt die
Mastzell-NK-Zell Interaktion eine vermehrte Aktiviemg der NK-Zellen, wahrend in dem
hier untersuchten Tumormodell nach Applikation viammorzellen ein inhibierender Effekt
beobachtet wurde.
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1.2 Abstract

Mast cells play an essential role as effector-celldgE-associated and in innate immune
responses. Recent studies reported a direct irdftueh mast cells on T-cells and dendritic
cells. This work analysed a possible interactiormafst cells and NK-cells vitro andin
Vivo.

Stimulation with TLR-ligands LPS, Poly I:C or CpGoked a significant increase in IFN-
release from NK-cells after coculture with mastxdlPS-activated mast cells induced a ~20-
fold increase in IFNrrelease from NK-cells in comparison to NK-cellstered without mast
cells. This enhancement in production and secretibiFN-y required cell-cell contact
between mast cells and NK-cells. On the basisafkihg antibodies and TNF-mast cells it
was shown that the interaction is independent oF-6NThe way of interaction was further
analysed by blocking antibodies. A decreased amofisecreted IFN- was detected after
blocking of OX40L on mast cells. The cytotoxicity MK-cells was not influenced by mast
cells. The interaction of mast cells and NK-cellaswdetermineéh vivo by i.p. injection of
LPS. The application of LPS significantly increagbd intracellular IFN¢ in splenic NK-
cells in wildtype (WT)-mice in comparison to NK-tefrom mast-cell-deficient (Wsh)-mice.
The effect of mast cell deficiency after tumourl égejection was investigated to analyse a
possible role of the mast-cell-NK-cell-interactioncontext of tumour immunology. For this
purpose we injected GFP-positive MHC-I-negative REBAumour cells i.p. into WT- and
Wsh-mice. The analysis of NK-cells from peritoneuwspleen and lymph nodes showed a
significant increase of NK-cells in the peritonewh Wsh- in comparison to WT-mice.
Additionally an increase of intracellular Granzymevas detected in peritoneal NK-cells of
Wsh- in comparison to WT-mice.

These data show that the interaction of mast eallsNK-cells can have activating as well as
inhibiting effects. Stimulation with LPS results activation of NK-cells while application of

tumour cells has an inhibiting effect on NK-celhéitions.

Schlagworte: Mastzelle, Naturliche Killerzelle, bigolysaccharid
Key Words: Mast cell, natural killer cell, lipop@sccharide
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2 Einleitung
2.1 Mastzellen

Mastzellen sind gewebestandige Effektorzellen hépwtischer Abstammung, denen eine
besondere Bedeutung in der allergischen EntziindisrgParasitenabwehr, der angeborenen
und der erworbenen Immunitat zukommt (1-3). Sielm®en sich besonders durch in Granula
gespeicherte Mediatoren aus, die sie sofort freésekdnnen. Mastzellen residieren vor allem
im Bindegewebe an epithelialen Grenzflachen, wieHieut, dem Gastrointestinaltrakt oder
der Lunge. Hier treten Mastzellen als eine dereersZellen mit Antigenen in Kontakt.
Zusatzlich konnen sie aufgrund ihrer Ansammlungder N&he von Blutgefal3en die

BlutgefalRdurchlassigkeit regulieren und anderekidizellen anlocken (1;4).

2.1.1 Morphologie, Phanotyp und Differenzierung von Magtken

Mastzellen wurden zuerst von Paul Ehrlich im J&8#8Lbeschrieben. Dieser bezeichnete die
entdeckten Zellen falschlicherweise als Mastzeléa,er annahm, dass sie die in ihnen
enthaltenen Granula aufnehmen (5).

Mastzellen haben einen Durchmesser von bis zu 2@pdrenthalten einen grof3en Vorrat an
zytoplasmatischen Granula, die eine spezifischeoUfdy von Mastzellen mit basischen
Farbstoffen, etwa Methylenblau und Brillantkresgllhl ermdéglichen.  Diese
metachromatische Farbung der Granula wird durclvefgdthaltige Proteoglykane, wie z.B.
Chrondroitinsulfat, erméglicht (6). Durch diese =Afischen Eigenschaften sowie die
einzigartige Kombination der Expression von ¢c-KiD177) und dem FeRezeptor | (FeRI)

auf der Zelloberflache lassen sich Mastzellen aitigadentifizieren. Aul3erdem exprimieren
sie, u.a. abhangig von ihrer Lokalisation, dem &tdar Differenzierung bzw. der Art der

Aktivierung, zahlreiche weitere Molekuile auf in@berflache.

Mastzellen differenzieren aus CD3Bamatopoetischen Vorlauferzellen. Mastzell-Vordiuf
zirkulieren im Blut und wandern in verschiedene @be/ein, wo sie abhangig vdsem_Cell
Factor (SCF) ausreifen. Der von Fibroblasten sezerni&@¥F bindet an c-kit (CD177),
Mitglied der Rezeptor Tyrosin Kinase Ill FamiligyfaMastzellen (6-8). Fir das Uberleben
und die Differenzierung ist IL-3, welches an den3lLRezeptor auf Mastzellen bindet,
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essentiell. Des Weiteren spielen dasZFassoziierte Zytokin IL-4 und IL-9 eine kritische
Rolle (7;9;10).

Mastzellen konnen sehr langlebig sein und untetihegen Bedingungen auch im reifen
Zustand proliferieren. Aufgrund der verschiedenemflisse auf Mastzellen in den
unterschiedlichen Geweben oder zu verschiedeneterZeier Reifung, bedingt durch die
variable Expression von Oberflachenmolekilen, komm$ zu unterschiedlichen
phanotypischen Auspréagungen, auch zwischen deni€Spego kann es zur Expansion der
Anzahl an Mastzellen, einer Veranderung der Ventgjl innerhalb eines Gewebes oder
phanotypischen Veradnderungen als Antwort auf einfektion (z.B. mit Helminthen
(Darmwurmern)) kommen (9-11). Bei diesem Phanonpeicis man von der sogenannten
Mastzell Heterogenitat (9;12;13).

2.1.2 Mastzellmediatoren und ihre Wirkung

Bei den bereits in den Granula vorliegenden Meditodie eine schnelle und unmittelbare
Freisetzung durch eine Aktivierung erméglichen,dehes sich um Histamin, Proteoglycane
wie Heparin und Chondroitinsulfat, Tryptase und @hage bzw. Maus-Mastzell-Proteasen
(14;15), Carboxypeptidase-A (1), sowie TNF-SCF und VEGF (16). Die sekretierten
Mediatoren kdénnen parakrin, autokrin oder auchesygtch wirken (1).

Histamin ruft Kontraktionen von glatten Muskelzelleervor und beeinflusst Endothelzellen,
Nervenenden und die Produktion und Sekretion volkuduSchleim) (17). Dartber hinaus
wird die Aktivitat von T-Zellen (18;19), Monozytd@0), Makrophagen (21;22), Neutrophilen
(23) und Eosinophilen (24) durch Histamin beeirdtus

Heparin, das wahrscheinlich exklusiv von Mastzellproduziert wird, gehort neben
Chondroitinsulfat zu den Proteoglycanen in der [l¢keld#. Die biologische Rolle der
Proteoglycane, die aufgrund ihrer negativen Ladkiomplexe mit Histamin, Proteasen und
anderen Granula-Bestandteilen bilden, ist nochtniolistandig geklart (25;26). Jedoch ist
ausin vivo Experimenten mit Mausen bekannt, dass Heparidi@ikorrekte Verpackung von
einigen neutralen Proteasen in den cytoplasmatsGnanula entscheidend ist (25;26).

Die von Mastzellen sezernierten Proteasen Tryptask Chymase wurden wie VEGF mit
Angiogenese und einer damit indirekt assoziiertermdrentwicklung in Zusammenhang
gebracht. Schon Paul Ehrlich (1879) beobachtete @ikkumulation von Mastzellen in
Tumoren. Eine nachgewiesene Ansammlung von Mastzéll zahlreichen Karzinomen des

Menschen (27-29) und im Tiermodell (30) sowie dacl freigesetzte Mediatoren geférderte
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Wachstum von Tumoren (31) deuten auf eine esskntRblle der Mastzellen in der
Tumorimmunologie hin.

Bei TNF-o handelt es sich um ein Zytokin der TNF/TNFR Sugifie und vermutlich um
den essentiellsten aller Mastzellmediatoren. M#staéF-o wurde bereits mit vielen
Funktionen in Verbindung gebracht. So spielt eg &mitische Rolle bei der Aktivierung von
T-Zellen oder der Migration von dendritischen Zell@DCs). TNFe kommt ebenso wie
VEGF eine besondere Rolle zu, da es sowohl neuhstsiert, als auch direkt aus den
Granula freigesetzt werden kann (1;32;33) (Abb.1).

Bei den ,de novo“ synthetisierten Mediatoren hanhdslsich um Lipid-Mediatoren, Zytokine,
Wachstumsfaktoren sowie Chemokine. Zu den Lipid-idieden zahlen Leukotrien C4
(LTCA4), Platelet activating facto(PAF) und Prostaglandin D2 (PGD?2).

Antigen TLRs

IgE

FceRlI

o
o®°®
o o° Lipid-Mediatoren:
oo ° «LTC4

® « PAF
Degranulation: « PGD2
* Histamin
* Heparin
* Proteasen Zytokine und Wachstumsfaktoren:
* Carboxypeptidase A e IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-12, IL-13
* VEGF * VEGF
e TNF-a e TNF-a

* IFN-a

Abbildung 1: Mastzellen sekretieren gespeichert e novo" synthetisierte Mediatoren.

Mastzellen sezernieren nacheRt Kreuzvernetzung durch Bindung eines spezifischetigens an FeRlI-
gebundenes IgE ,de novo" synthetisierte und in Glagespeicherte Mediatoren. Eine Toll-like-Rezepto
(TLR) Ligand Interaktion fiihrt hingegen zu keineeddanulation sondern zu einer Sekretion von Zytkin
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Aufgrund der bereits erwahnten Heterogenitat vostizklen werden von Spezies zu Spezies
unterschiedliche Zytokine, Wachstumsfaktoren un@&r@bkine freigesetzt. Mediatoren, die
sowohl von humanen als auch Nagetier-Mastzellemimgrt werden sind GM-CSF (34-36),
IFN-a (37), IL-18 (38), IL-3 (36;39;40), IL-4 (41-43), IL-5 (36;4Qt%, IL-6 (36;39;40), IL-9
(39;40), IL-10 (44,45), IL-12 (46;47), IL-13 (40 AITGF{1 (48-50), TNF (39;40;48;51;52)-
32), bFGF (50;53),34, VEGF (50;54;55), CCL2 (MCP{Bp;56;57), CCL5 (RANTES)
(46;58). Jedoch gibt es nicht nur zwischen, sonderh innerhalb der Spezies Unterschiede
im Expressionsmuster. So konnten Noguchi et. 8l #vich Differenzen zwischen Mastzellen
einzelner Maus-Stamme zeigen. Mastzellen aus BALBl&usen produzieren groRRere
Mengen neu synthetisierte Mediatoren, PGD2, IL-8 MCP-1, wohingegen Mastzellen aus
C57BL/6 Mausen Granula-assoziierte MediatorgitHexosaminidase und Histamin

synthetisieren.

2.1.3 Das Modell der ,Mastzell-Knock-in Mause*

Zur in vivo Untersuchung von Mastzellentwicklung und -funktiemd die Mastzell-
defizienten C57BL/&Kit™*"Kit"=" (Wsh) (60-62) und WBB6FKit"/Kit"" (W/W-v) (63)
Mause geeignet. Im Unterschied zum Modell der Maktefizienten W/W-v-Maus sind die
Wsh-Méause fertil und nicht anamisch. Zudem bietetWsh-Maus den Vorteil eines reinen
C57BL6 Hintergrundes und ermdglicht somit eine gmegRekonstitution mit BMCMCs aus
knock-out- (KO-) Stammen mit C57BL/6 HintergrundskMst eine inverse Mutation auf dem
Maus-Chromosom 5 (64;65) in der transkriptionejulatorischen Region, die dem c-kit
Transkriptionsstart vorgeschaltet ist. Die darasiitierende Mastzelldefizienz kann anhand
adoptiven Transfers von aus dem Knochenmark von M#iisenin vitro generierten
Mastzellen (BMCMC) behoben werden. Die Rekonstiuti kann sowohl lokal
(intraperitoneal [i.p.], subcutan) als auch syssami(intravends) erfolgen. Diese Art der
Anwendung erlaubt einen vivo Spezifizierung der biologischen Aufgaben der Mdkize
anhand ihrer Abwesenheit oder Prasenz. Auf3er miCBI@s von WT-Mausen ist eine
Rekonstitution auch mit BMCMCs aus verschiedenammglenen, KO-Stdmmen und mit
Mastzellen, die aus embryonalen Stammzellen (ESi#Driert wurden, selbst wenn diese

embryonal letale Mutationen tragen, moglich (66-68)
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2.1.4 Mastzellen im Kontext erworbener Immunitat

Im Zusammenhang mit der erworbenen Immunitat spidastzellen eine essentielle Rolle
als Effektorzellen in der - und IgE-assoziierten Immunantwort. In den Korper
eindringende Pollen, Parasiten, Allergene oder m@ndentigene werden von Antigen-
prasentierenden Zellen wie DCs erkannt und in égionalen Lymphknoten CD4T-Zellen
als Peptid prasentiert. Die naiven CDZ#-Zellen werden daraufhin zupZ-Zellen und
sezernieren IL-4 und IL-13, welche an Oberflacheeptoren auf B-Zellen binden. Zusatzlich
zu dieser Wechselwirkung ist eine Interaktion zWwest dem CD40-Liganden auf T-Zellen
und CD40 an der Oberflache von B-Zellen fur dentyiseechsel der B-Zellen zu IgE
essentiell. Dadurch kommt es zur Freisetzung votigan-spezifischem IgE, welches an die
hoch affinen IgE-Rezeptoren ¢RI auf Mastzellen und Basophilen bindet. Mastzellewl
Basophile werden durch an dencRt gebundenes IgE nach Antigen-Bindung aktivieft)(6
(Abb.2). Diese Aktivierung startet, abhangig vom tigensitat, Signalkaskaden, die sowohl
zur Sekretion gespeicherter Mediatoren aus denuBaowie zur ,de novo* Synthese von
Proteinen und zum Sezernieren von Lipid-Mediatouexd Zytokinen sowie Chemokinen
fuhren (70-72). Somit besteht die Mdoglichkeit einéokalen oder systemischen
immunologischen Reaktion. Diese Aktivierung kanm Abwehr gegen bestimmte Parasiten
fuhren (7;9;10;73;74) oder aber zu allergischerrdrkungen wie Asthma (75;76) bis hin zu
einem anaphylaktischen Schock (10;77).
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1

Antigen
& Kontakt
CD4+
T ZeIIe
IL-4, IL-13,
2.
l Antigen

Kontakt
IL-4, IL-13 /

A

Plasmazelle

Mastzelle

Abbildung 2: Mastzellen binden das von Plasmazefiach Antigenprasentation durchyZFZellen sezernierte
IgE.

Beim ersten Kontakt mit einem Antigen wird diesesnvantigenprasentierenden Zellen (APC), z.B.
Makrophagen und DCs, aufgenommen und als Peptid® QBZellen prasentiert. Diese werden durch den
Kontakt zum Peptid zu,PR-Zellen und aktivieren B-Zellen mittels I1L-4, IL31und CD40L, die somit zu IgE-
sezernierenden Plasmazellen reifen. Das freigeskg& wird durch den hoch affinen IgE-Rezeptos-Rt auf
den Mastzellen gebunden. Bei einem weiteren Kontaklem Antigen kommt es zu einer sofortigen Stdme
von Mediatoren aus den Granula von Mastzellen. Audesrden IL-4 und IL-13 von aktivierten Mastzellen
freigesetzt und filhren zu einem positiven Feedlolrkh eine erhéhte Produktion von IgE durch Plagttez

(Abbildung nach Wedemeyer et. al. (3), modifiziert)

Die Expression von ERI auf der Oberflache korreliert mit der vorhandémenge IgE und
es ist sowohl fir murine als auch humane Mastzdiiekannt, dass eine IgE-abhéngige
Steigerung der Expression voneR¢t zu einer erhdohten Freisetzung von Mastzellmedast
fuhrt (78;79). Hierbei steigert das sezernierte4llin einem positiven Feedback die
Produktion von IgE durch Plasmazellen. Durch didivMrung via IgE kommt es auf der
Oberflache der Mastzellen zu einer erhdhten Expmesson CD40L, welche ebenfalls die
IgE-Produktion durch B-Zellen steigert (69).

Kirzlich konnten Interaktionen von Mastzellen mellén des erworbenen Immunsystems
gezeigt werden (80-83). Hierbei scheint besonders won Mastzellen produzierte und
sekretierte bzw. auf der Zelloberflache exprimiéitdF-o eine essentielle Rolle zu spielen.
So konnte eine gesteigerte Expression von costtoridahen Molekuilen auf T-Lymphozyten
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durch von Mastzellen freigesetztes TNRind eine Verstarkung der T-Zellaktivierung tber
eine direkte Zell-Zell Interaktion von Mastzellenti-Zellen Gber OX40-Ligand und OX40
gezeigt werden (80-82). Weiterhin konnte eine Mab{ENF-a-abhangige Migration von

DCsin vitro undin vivogezeigt werden (83).

Mastzellen spielen ebenfalls in der ImmunabwehregeBarasiten eine zentrale Rolle. Es
konnte bereits gezeigt werden, dass Mastzell-azfiei Mause, die miteishmania major
infiziert wurden, groRere Lasionen mit einer hohefnzahl Parasiten hervorbringen, als
Mause mit Mastzellen (84). Des Weiteren konnte adhdes gleichen Mausmodells nach
Infektion mit Heligmosomoides polygyrusne signifikant hohere Fertilitat der Nematoden i
den Mastzell-defizienten- im Vergleich zu WT-Mauseer rekonstituierten Tieren
beobachtet werden (85). Es wird vermutet, daga4ytokine, wie IL-4 und IL-13, die u.a.
von Mastzellen sekretiert werden, durch Stat6 A&tivng die Ausscheidung von Wirmern
unterstitzen (86;87).

2.1.5 Mastzellen im Zusammenhang mit angeborener Immunité

Anhand von ,Mastzell Knock in* Mausen konnte besejfezeigt werden, dass Mastzellen
eine kritische Funktion in der angeborenen Immuank&i der Bekampfung spezieller
bakterieller Infektionen einnehmen. So locken Meal&n zirkulierende Leukozyten mit Hilfe
von TNFo an (8;88;89). Sie exprimieren Toll-like-RezeptoréfLR), die anhand von
Pathogen _asociated_mlecular matterns (PAMPs) in den Wirt eindringende Pathogene
erkennen. Jeder TLR bindet spezifische Liganden, eskennt z.B. TLR3 virale,
doppelstrangige RNA (dsRNA) (90), TLR4 bindet baieiées Lipopolysaccharid (LPS) (91)
und unmethylierte DNA Sequenzen, wie das CpG MiotiBakterien und Viren, werden von
TLR9 erkannt (92). Aus dem Knochenmark differerneéviastzellen Bone narrow derived
cultured nast @lls (BMCMC)) sowie humane Mastzellen, die aus dem Nabaurblut
differenziert wurden, exprimieren TLR2 und TLR4 {44;93-95). Darlber hinaus wurden
TLR3, TLR6, TLR7 und TLR9 auf BMCMCs nachgewies&B)( Murine Mastzellen die mit
LPS, CpG oder Poly I:C, dem Liganden fur TLRS3, sfilert werden produzieren
proinflammatorische Zytokine wie TNéund IL-6 sowie das Chemokin RANTES (58).

Viele Infektionen fuhren zur Aktivierung des Komplentsystems und resultieren in der

Entstehung der Anaphylatoxine C3a und C5a durchHtiBmader Komplementfaktoren C3
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und C5 (96). Die Anaphylatoxine dienen der Anloakumd Aktivierung von Leukozyten
und phagozytierenden Zellen wie Granulozyten undézgten/Makrophagen, indem sie an
spezifische Rezeptoren binden (97;98). Aus der oidicken Haut differenzierte Mastzellen
kénnen durch C5a und C3a aktiviert werden, wohiegegine Stimulation von Mastzellen
der Lunge mittels Anaphylatoxinen nicht moglich {89;100). Auch hier zeigt sich die
Heterogenitat von Mastzellen, da z.B. die Expressies Anaphylatoxin Rezeptors C5a auf
synovialen Mastzellen nur in entzindetem GewebeRatrenten mit rheumatischer Arthritis
nachgewiesen werden konnte. Soruri et. al. (10Xntem zeigen, dass sowohl aus dem
murinen Knochenmark differenzierte Mastzellen aisheprimare Peritoneal-Mastzellen nach
vorheriger Stimulation mit IgE/Ag bzw. lono/PMA eirgesteigerte Oberflachenexpression
von C5aR aufweisen, die mit einer Chemotaxis na&la Exposition einhergeht (101).
AulRerdem ist bekannt, dass C3a die Degranulatieh Rneduktion von RANTES (CCL5)
und MCP-1 (CCL2) in humanen Mastzellen anregt (1032).

2.1.6 Mastzellen im Zusammenhang mit Tumorentstehung

Mastzellen wurden schon frih mit Angiogenese undereidamit indirekt assoziierten

Tumorentwicklung in Zusammenhang gebracht. So hddbte bereits Paul Ehrlich (1879)
eine Akkumulation von Mastzellen in Tumoren. Sienkén Proteasen, wie Tryptase,
Chymase und Matrixmetalloproteinasen, deren prgtische Aktivitdt extrazellulare

Matrixkomponenten degradieren, nach Aktivierung duen Granula freisetzen (30;104).
Eine nachgewiesene Ansammlung von Mastzellen ifregahen Karzinomen des Menschen
(27-29) und im Tiermodell (30) sowie das durch dgesetzte Mediatoren geférderte
Wachstum von Tumoren (31) deuten auf eine weséetlRolle in der Tumorimmunologie

hin. Anhand eines chemisch induzierten, intestmalumormodells mittels Mastzell-

defizienter Mause konnte eine Beteiligung dieserlleBde an der intestinalen

Tumorentwicklung nachgewiesen werden (105). So teeiglie verwendeten Mastzell-
defizienten Méause eine signifikant reduzierte Alidgékit fur die chemisch induzierten

Tumore (105).

Die verschiedenen Mastzell-Mediatoren kénnten séowpbsitiven als auch negativen
Einfluss, bzw. einen indirekten als auch direktefeld auf die Karzinogenese und die
Tumorprogression haben. So konnte in einigen Aebegine erhohte (106-108), in anderen
eine niedrigere (30;109;110) Pradisposition fur di@emorentstehung, Angiogenese,

TumorgréRe oder die Bildung von Metastasen in Mdlstefizienten Mausen beobachtet
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werden. In einer eigenen, unpublizierten Arbeit deur Mause mit einer Mutation im APC
Lokus (APC”“”’*) verwendet. Diese entwickelten aufgrund der Matatim APC Lokus
spontane, intestinale Adenome und wurden mit M#sieéizienten WBB6E-Kit"/Kit""
(W/W-v) Mausen gekreuzt. Die so entstandenen WBBGEV/Kit""-~APC™* Mause wiesen
im Alter von 40 Wochen eine signifikant héhere Anmizan Adenomen im Vergleich zu
WBB6F-Kit*/Kit"-APC™™* Mausen auf. In diesem spontanen, intestinalen Tonodell
haben WBB6EKit*/Kit"™-APC"™* Mause im Vergleich zu Mastzell-defizienten WBB6F
KitV/Kit""-~APC™* Mausen eine niedrigere Pradisposition fir die Axdbebildung.

2.2 Naturliche Killerzellen (NK-Zellen)

NK-Zellen sind cytotoxische Lymphozyten, die im Blun sekundaren lymphatischen
Organen und in peripheren nicht-lymphatischen Gewelorkommen (111;112). Sie
reprasentieren 10-20% der Monozyten des periphBiates (PBMCs) und sind Teil des
angeborenen Immunsystems. NK-Zellen sind in derelLagpontan und ohne vorherige
Sensibilisierung MHC Klasse | (MHC-I)-negative Turrellen und Virus-infizierte Zellen zu

erkennen und zu lysieren. Diese Fahigkeit basidrinhibitorischen NK-Zell-Rezeptoren, die
spezifisch mit MHC-1 Molekilen interagieren. Infzte Zellen und Tumorzellen verlieren
haufig inre MHC-I Molekile und kénnen somit keintgrechendes inhibitorisches Signal in
der NK-Zelle auslésen (113-116).

2.2.1 NK-Zell-Effektor Funktionen

Ruhende NK-Zellen zirkulieren im Blut und kénnercinaAktivierung, mittels Extravasation
infizierte Gewebe oder Gewebe mit entarteten Zefiéhrieren (117-120).

Tumorzellen sind normalerweise resistent gegen tqaktivierte NK-Zellen aus dem
peripheren Blut. Eine vorherige Stimulation der XEHe durch von anderen Zellen

freigesetzte Cytokine wie IL-2, IL-12, IL-15 odd¥N-a ist fur die Aktivierung essentiell.

Aktivierte NK-Zellen produzieren IFN; welches in die Suppression von Viren und anderen
Pathogenen involviert ist (121). Des Weiteren wiik-y direkt auf Tumorzellen, schrankt
die Tumor-Angiogenese ein und ruft eine Typ | Immainvort hervor, die zur Aktivierung
und Rekrutierung anderer Immunzellen fihrt (122)136 konnen IFN-produzierende NK-

Zellen phagozytierende Zellen aktivieren und zud®migen-prasentierende Zellen mittels
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MHC-I- und MHC-II-Expressions-Steigerung aktivieratie daraufhin eine zytotoxische T-
Zell Antwort auslosen konnen (125;126).

Prinzipiell kann in Zielzellen Apoptose durch NKi&a tber zwei Wege ermdglicht werden.
Den Hauptmechanismus stellt die Exozytose von aytethen Granula dar, die Perforin und
Granzyme enthalten. Ein weiterer Mechanismus istAktivierung der Caspase-abhangigen
Zielzell-Apoptose durch FasL unbiNF-related_goptosis mducing_lgand (TRAIL) auf den
NK-Zellen, die an den Fas-Rezeptor (FasR) bzw.iamRAIL-Rezeptoren (DR4 und DR5)
auf der Zielzelle binden.

Mit Hilfe von Perforin, das anhand von PolymerisatPoren in Zellwadnden bildet, sind NK-
Zellen in der Lage, Tumorzellen zu lysieren (1F8@rforin ermoglicht durch die Zerstdrung
der Zellmembran das Eindringen von Granzymen inZiezelle. Jedoch existieren auch
Theorien, die eine Perforin-unabhéangige, Rezepdibéagige Endozytose von Granzymen
beschreiben (128). Ein méglicher Rezeptor aus &liela konnte der Mannose 6-Phosphat
Rezeptor (MPR) sein (129).

Mittels Perforin-defizienter Mause konnte eine II-fache Reduktion der Lyse MHC-I
negativer hamatopoetischer und epithelialer Tunfiesegestellt werden (127;130). Uber die
Funktion von Granzymen in der Absto3ung von Tumltemegibt es widersprichliche
Ansatze. So konnte gezeigt werden, dass Granzymet missentiell fur die NK-Zell-
gesteuerte AbstoRung MHC-I-negativer Tumore singl)1Jedoch berichten Pardo et al.
(132), dass Granzym defiziente Mause im VergleiohWT-Mausen ein unkontrolliertes
Tumorwachstum aufweisen und somit den Granzymea &mlich essentielle Rolle an der

Tumorbeseitigung zukommt wie Perforin.

Fur die Lyse von Tumorzellen oder Virus-infiziertgellen durch NK-Zellen ist zusatzlich
die Expression bestimmter Oberflachenliganden,vdie aktivierenden NK-Zell-Rezeptoren
gebunden werden, notig (133). So exprimieren NKefeFas-Ligand (FasL) und TRAIL,
welche mit der Tumor-Zell-Apoptose assoziiert siridie Expression von FasL fihrt
nachgewiesenermallen zur Suppression des Tumorwahst(134). Tumorzellen
exprimieren normalerweise kein Fas auf ihrer Zealfiiche, jedoch kénnen NK-Zellen
direkt eine Expression von Fas und somit die Apeptmittels FasL bewirken (135). Die
Neutralisation bzw. Abwesenheit von TRAIL unterstiin einem durch Methylcholanthren
(MCA) induzierten Tumormodell das Tumorwachstum6(137) und bestétigt somit indirekt

die kritische Rolle von TRAIL in der NK-Zell-asoeiiten Apoptose.
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Somit tragen NK-Zellen nach entsprechender Aktiuigrsowohl direkt, durch die Exozytose
zytotoxischer Granula, als auch indirekt, durchSke&retion von IFNy, zur Bekampfung von

infizierten Zellen und Tumorzellen bei.

2.2.2 Aktivierende und inhibierende NK-Zell-Rezeptoren

Die Reaktion von NK-Zellen auf andere Zellen wirthand von Signalen durch inhibierende
und aktivierende Rezeptoren auf der NK-Zelle gestelm korpereigene Zellen vor der
Lyse durch NK-Zellen zu schitzen, werden diese ashhrer MHC-I Molekile von den
inhibierenden Rezeptoren der NK-Zelle erkannt.

Zu diesen inhibierenden Rezeptoren gehdren in dausMLy49 (fur klassische MHC-I
Molekile) und Qa-1b (fur nicht klassische MHC-1 Mkiile) und im Menschen KIR2DL,
CD158, CD85 (fur klassische MHC-I Molekile) und GDgur nicht klassische MHC-I
Molekdile).

NK-Zellen sind jedoch auch in der Lage, Zellen ysidren, die MHC-I exprimieren, da ihre
Funktion von einer Balance aus inhibierenden untivigkenden Signalen reguliert wird.
Somit kdénnen auch Tumorzellen, bzw. Virus-infizéerZellen, die MHC-I exprimieren,
anhand aktivierender NK-Zell-Rezeptoren getttetear

Zu den aktivierenden Rezeptoren auf NK-Zellen zélveder Maus Ly49D, Ly49H, Ly49P,
NKR-P1C (CD161c), PILB, im Menschen NKp30, KIR2DS und in beiden Spezi&&RD,
2B4, NKp46, CD94/NKG2C und CD16.
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Tabelle 1: Aktivierende und inhibierende murine MKH-Rezeptoren und deren Liganden (adaptiert nach
Lanier et. al. (138))

aktivierende NK-Zell-Rezeptoren Liganden
NKG2D Rae-1, H60
NKp46 unbekannt
Ly49D H-2Dd
Ly49H MCMV Protein m157
NKR-P1C unbekannt
CD16 IgG
CD28 CD80, CD86
CD27 CD70
2B4 CD48
LFA-1 (CD11a/18) ICAM 1-5
CD94 Qa-1t
inhibierende NK-Zell-Rezeptoren Liganden
Ly49 H-2K, H-2D (MHC-I Molekiile)
NKR-P1A unbekannt
2B4 CD48
CD9%4 Qa-1b
PILRa CD9¢

Die Aktivierung von NK-Zellen kann dartber hinausrch costimulatorische Rezeptoren
arrangiert werden. Einige humane und murine NKe&felexprimieren CD27 und werden
nach Stimulation mittels CD70-transfizierter Tumalzn zur Proliferation und IFN-
Produktion angeregt (139). Die Expression der CDRfanden CD80 (B7-1) und CD86
(B7-2) auf Tumorzellen resultiert in der Tumorly@el0;141). Von humanen NK-Zellen ist
bekannt, dass eine Expression von CD154 (CD40Lh ha@ Aktivierung zur Detektion von
CD40 auf Tumorzellen und mit einer Aktivierung VK-Zellen einhergeht (142).

2.3 Die Interaktion von Mastzellen mit NK-Zellen

Es ist sowohl fir NK-Zellen als auch fur Mastzellsgkannt, dass sie mit anderen Zellen des
Immunsystems interagieren und deren Status bessglu Mastzellen regulieren die Kinetik
des adaptiven Immunsystems, indem sie z.B. die Bemg Aktivierung, Proliferation und
Differenzierung von T-Zellen sowie die Bewegung ufwhktionelle Reifung von DCs
unterstitzen (1;16;80;83;143-145). Einige Studiabem gezeigt, dass eine Interaktion von
NK-Zellen mit DCs zur zellularen Aktivierung, Reifg und zum Zelltod fiihren kann
(126;146;147). Des Weiteren kommt dieser Interaktieine wichtige Rolle in der

Tumorimmunitat und der Immunantwort von DCs gegaragitdre Antigene zu (146-148).
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Mediatoren wie Il-4, IL-12 and TNEk; die von Mastzellen freigesetzt werden kdnneng sin
auch dafur bekannt, eine Aktivierung von NK-Zeltem induzieren und kénnten somit eine
Interaktion ermoglichen (66;149). So induziert z.B.-12 einen IFNy-abhangigen
antimetastatischen Effekt von NK-Zellen (150).

Neben einer moglichen Immunmodulation durch Zytekmibt es jedoch auch mdgliche
Rezeptor-Ligand-Paarungen, die eine direkte Zdll-Edeeraktion erlauben wirden. Eine
Interaktion ware beispielsweise mittels 2B4 (CD244f NK-Zellen und dem Liganden CD48
auf Mastzellen moglich. 2B4 gehért zur SLAMghaling lymphocyte etivation nolecule
Familie und kann nach Bindung des Liganden CD48ranfd mehrerepotential recruitment
sequencesam cytoplasmatischen Ende des Rezeptors sowohViemkhde als auch
inhibierende Signale auslosen (151;152). AuRercemime Aktivierung der NK-Zellen durch
die Interaktion des costimulatorischen Rezeptor®3Cinducible cestimulator) mit dem
Liganden B7H/B7-H2 auf der Mastzelle (80) denklizs .ist bereits bekannt, dass eine ICOS-
bedingte Stimulation aktivierter NK-Zellen zum dffiwen Toten von MHC-I positiven
Tumorzellen fuhrt (153). Die Expression von CD30 awrinen NK-Zellen (154) und des
Liganden CD153 auf Mastzellen (80) wirde ebenfétisoretisch eine Interaktion von
Mastzellen und NK-Zellen erméglichen. Wie bereitsv@hnt spielt OX40L auf murinen
Mastzellen eine wesentliche Rolle bei der Intemktron Mastzellen und T-Zellen (80;155).
Die Expression von OX40 konnte auf murinen NK-Zel{@56) und auf humanen NK-Zellen
nach Stimulation mit IL-2 beobachtet werden (157).

Von Nakae et. al. (80) konnten eine konstitutiveptession von PD-L1 (B7-H1) auf
Mastzellen gezeigt werden, die eine kritische Rdlieden Liganden des Rezeptors PD-1
vermuten lasst und somit eine theoretische Intemakmit NK-Zellen ermdglichen kdnnte.
Inamura et. al. (158) beschrieben eine Aktivierutgy Mastzell Degranulierung nach
Kokultur von Mastzellen und aktivierten T-Zellerie dabhéangig von LFA-1 (CD11/CD18)
und dem Liganden ICAM-1 ist. Da gezeigt werden kendass BMCMCs ICAM-1 und NK-
Zellen den Rezeptor LFA-1 exprimieren (159), waoehaeine Interaktion mittels ICAM-
1/LFA-1 mdoglich. Obwohl keine Publikation existiedie eine Expression der Liganden
REA-1, MULT1, H60a, H60b oder H60c auf Mastzelleesthreibt, wurde ein maoglicher
Einfluss einer NKG2D (CD314) Blockierung auf NK-Km auf die Interaktion mit
Mastzellen getestet, da NKG2D als aktivierender Z{l-Rezeptor (160) fir eine Interaktion
von Mastzellen und NK-Zellen infrage kédme.

Des Weiteren ist eine Interaktion zwischen den apikel 2.2.2 erwahnten costimulatorischen

Rezeptoren auf den NK-Zellen mit den Liganden aabtdellen denkbar.
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2.4 Zielsetzung der Arbeit

Sowohl Mastzellen als auch NK-Zellen kdénnen andé&ellen des Immunsystems
beeinflussen und sind Teil der angeborenen ImmunD&nnoch gab es vor unserer
Publikation (161) neben den verdffentlichten Daten Burke et. al. (162), die eine CXCLS8-
abhangige Rekrutierung humaner NK-Zellen durch k&En nach Virus-abhangiger
Stimulation beschreiben, keine publizierten Oritdaten, die Uber eine Interaktion von
Mastzellen und NK-Zellen berichten.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, eine mogli¢cheeraktion von murinen Mastzellen und
NK-Zellenin vitro undin vivozu untersuchen.

Nach Etablierung der Kokultur aus Mastzellen und -E{len sollte der Einfluss
verschiedener Stimulatoren auf die Sekretion vorr-tiNlurch Mastzellen und IFN-durch
NK-Zellen analysiert werden. Da Mastzellen und N&#Zn mit angeborener Immunitat
assoziiert sind, sollten zunachst die LiganderagéiMastzellen exprimierten TLR (41;44;93-
95) (58) LPS (TLR4), CpG (TLR9) und Poly I:.C (TLR@gtestet werden. Darliber hinaus
sollten die Auswirkungen einer, mit erworbener Inmitdt assoziierten Stimulation von
Mastzellen durch IgE/Antigen auf NK-Zellen untersticwerden. Nach Identifikation
maoglicher Stimulatoren einer Mastzell-NK-Zell Iné&tion sollte anhand blockierender
Antikdrper bzw. Knock-out Mastzellen oder NK-Zelleme magliche Interaktion genauer
spezifiziert werden. Nach intensivém vitro Analysen sollte sich einia vivo Uberpriifung
der Ergebnisse anschlieRen. Anhand von Wsh- undM&Usen sollte der Einfluss einer
maoglichen Mastzell-NK-Zell Interaktion Uberpriftadim weiteren Experimenten der Einfluss
einer moglichen Mastell-NK-Zell Interaktion im Zusemenhang mit Tumorimmunologie

eruiert werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Mausstamme, Zelllinien und Materialien

3.1.1 Mausstamme

C57BL/6 Weibliche Mause des Inzuchtstammes C57Bi/@\lter von 9
bis 12 Wochen von Charles River. Die Mause werdsnzbr
Verwendung in der IVC-Haltung des zentralen Tieslabder
MHH gehalten und unterliegen einer standigen hygaren
Kontrolle nach FELASA (163).

BALB/c Weibliche Mause des Inzuchtstammes BALB/c Atter von 9
bis 12 Wochen von Janvier. Die Mause werden bis zur
Verwendung in der IVC-Haltung des zentralen Tieslgbder
MHH gehalten und unterliegen einer standigen hygaren
Kontrolle nach FELASA (163).

B6.129S6-Tnftm1Gkl Weibliche Méause aus dem zenralBerlabor in Mainz.
C57BL/6 Mause, bei denen das TNFsen auf Chromosom 17
inaktiviert wurde. Die Mause wurden freundlicherseevon Dr.

Steinbrink aus Mainz zur Verfiigung gestellt.

B6.Cg-Kit"/s" Weibliche und mannliche Mé&ause, im Alter von 9 Hi&
Wochen, aus eigener Zucht in der IVC-Haltung destraéen
Tierlabors der MHH. Die Mause unterliegen einemdigen
hygienischen Kontrolle nach FELASA (163). Mause, denen
eine spontan&it"s" Mutation aufgetreten ist, die mindestens
zehn Mal auf C57BL/6 zurlickgekreuzt wurden. Diesaubk
sind Mastzell-defizient.

3.1.2 Zelllinien

WEHI-3 IL-3-sekretierende Maus Leukamie-Zelllinie

Yac-1 Maus T-Zell-Lymphom Zelllinie; sensitiv furkNZell Zytotoxizitat
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RMA/S
RMA/S-GFP

Tap 2-defiziente, murine T-Zell-Lymphom Zeaiie
RMA/S Zellen stabil transduziert mit GFP

3.1.3 Materialien

3.1.3.1Antikdrper

Verdinnung/

Antikdrper Spezifitdt [Konjugat Clone Isotyp Konzentration| Hersteller | Katalog-Nr.
CD3e Biotin 145-2C11 Hamster IgGi, 1:100 BD 553060
CDlla NA/LE M17/4 Ratte IgG2ak 25 pug/m BD 55333"

CD16/CD32 NA/LE 2.4G2 Ratte 19G2bk 1:10(¢ BD 55314(
CD18 NA/LE M18/2 Ratte IgG2ak 25 pug/m BD 55334
CD23 NA/LE B3B4 Ratte lgG2ak 1:10( BD 55313¢
CD48 NA/LE HM48-1 |Hamster IgG1A3 5 ug/m BD 55368:
CD49b PE DX5 Ratte IgM,k 1:10( eBioscienc 12-597:
CD49b APC DX5 Ratte IgM,k 1:10(C eBioscienc 17-597:

CD54 (ICAM) NA/LE 3E2 Hamster IgGX 25 pg/ml BD 553249
CD69 PE H1.2F3 Hamster IgG 1:100 eBioscier|ce 12-064
CD70 NA/LE FR70 Ratte 1gG2h 20 pg/ml BD 16-0701
CD117 (c-kit) PE 2B8 Ratte 1gG2k, 1:100 eBiosciencs 12-1171
CD134 (OX40) PE OX-86 Ratte IgG1k 1:10C eBioscienc 12-134.
CD153 (CD30L) NA/LE RM153 Ratte 1gG2lg, 20 pg/ml eBioscience 16-1531
CD252 (OX40L) PE RM134L Ratte 19G2k, 1:100 eBiosciency 12-5905
CD252 (OX40L) NA/LE RM134L Ratte 1gG2lx 10 pg/ml eBioscience 16-5905
CD275 (ICOSL) NA/LE HK5.3 Ratte 1gG2a, 10 pg/mi eBioscience 16-5985
CD314 (NKG2D) NA/LE CX5 Ratte IgG1k 20 pug/m eBioscienc 16-588:
FceRla Biotin MAR-1 Hamster Ig( 1:10( eBioscienc 13-589¢
Granzym B PE 16G6 Ratte 1gG2b, 1:200 eBiosciencs 12-8822
DNP SPE-7 Maus IgE 1 pg/mi Sigma D8406
B7-H1 (CD274) NA/LE MIH5 Ratte 1gG2aA 5 pg/m eBioscienc 16-598:
IFN-y APC XMG1.2 Ratte 1gG 1k 1:100 BD 554413
IgE FITC R35-72 Ratte 1IgG1k 1:5C BD 55341!
Qa-1b NA/LE | 6A8.6F10.1A6 Maus IgG1lk 10-40 pg/mr BD 55982"
TNFERI 55R-170 Hamster 19G1 20 pg/ml R&D MAB430
TNERII TR7532 Hamster IgG1 20 pg/ml R&D MAB4267]
Isotyp APC eBi0299Arm Hamster IgG eBiosciente 17-488
Isotyp APC R3-34 Ratte IgGk, BD 554686
Isotyp FITC R3-34 Ratte IlgG1k BD 55392
Isotyp PE Ratte 19G I eBioscience 12-4301
Isotyp PE Ratte 1gG2h eBioscience 12-4031
Isotyp Biotin G155-178 Maus lgG2g, BD 553455
Isotyp NA/LE | G234-2356|Hamster IgG1Al BD 55470¢
Isotyp NA/LE 107.3 Maus IgGI BD 554721
Isotyp NA/LE R35-95 Ratte IgG2ak BD 55392¢
Isotyp NA/LE A19-3 Hamster IgGlg BD 553968
Isotyp NA/LE Ratte 19G2bx eBioscience 16-4031

Streptavidin PE-Cy7 1:100 eBiosciencs 25-4317

Streptavidin FITC 1:100 eBiosciencs 11-4317

Streptavidin PE 1:100 eBiosciencs 12-4317

Streptavidin APC 1:100 eBiosciencs 17-4317
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3.1.3.2Chemikalien

10xPBS
Ammoniumchlorid
a-Monothioglycerol
BSA

BSA Il

DMSO

EDTA

Glucose

Glycin

Hepes

lonomycin
Kaliumchlorid
Kaliumhydrogencarbonat
Natriumazid
Natriumchlorid
Natrium-Pyruvat
Polyethylenamin (PEI)
PMA
p-Nitrophenyl-N-acetyl-beta-D Glucosaminid
Tri-Natrium-Citrat
TritonX100

Zitronensaure

3.1.3.3Medien

DMEM
IMDM
RPMI 1640

Invitrogen
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Roche
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Merck
Sigma Aldrich
Merck
Merck
Biochrom
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
SigAddrich
Roth
Sigma Aldrich
Merck

Biochrom
PAA

Invitrogen

WEHI Zellen wurden in IMDM, versetzt mit 10% FCS)@uM a-Monothioglycerol sowie
0,01 mg/ml Penicillin/Streptomycin zur antibaktéiga Prophylaxe kultiviert.
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BMCMCs wurden in DMEM, versetzt mit 10% FCS GaldiMonothioglycerol, 20% 0,2 um
steril-filtriertem 1L-3-haltigem-WEHI Zellkultur-Ubrstand und 0,01 mg/ml Penicillin/

Streptomycin kultiviert.

NK Zellen wurden in RPMI 1640, versetzt mit 10% FE@80 pMa-Monothioglycerol sowie

0,01 mg/ml Penicillin/Streptomycin zur antibaktdea Prophylaxe kultiviert.

YAC-1 Zellen wurden in RPMI 1640, versetzt mit 10%¢S, 1 mM Natrium-Pyruvat sowie
0,01 mg/ml Penicillin/Streptomycin zur antibaktdiga Prophylaxe kultiviert.

RMA/S Zellen wurden in RPMI 1640 Medium, versetzit 10% FCS, 1% NEA, 1 mM
Natrium-Pyruvat und 0,1 mM-Mercaptoethanol sowie 0,01 mg/ml Penicillin/Stoepycin,
zur antibakteriellen Prophylaxe, kultiviert. Trangterte RMA/S-GFP Zellen wurden durch

den Zusatz von 500 pg/ml Neomycin selektioniert.

3.1.3.4Pufferlésungen

10x HEPES (pH 7.4) 200 mM HEPES
1,25 M Natriumchlorid
5 mM Glucose
50 mM Kaliumchlorid

1 x TAE-Puffer 40 mM Tris/Acetat pH 8,5
2 mM EDTA
Citrat-Puffer (pH 4.5) 0,05 M Zitronensaure

0,05 M Tri-Natrium-Citrat

Erythrozyten-Lyse-Puffer 0,1 mM EDTA
0,16 M Ammoniumchlorid

10 mM Kaliumhydrogencarbonat
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FACS-Puffer 1xPBS
1% Natriumazid
2% FCS
MACS-Puffer 0,5 M EDTA
0,5% BSA
1x HEPES
3.1.3.5Kits

Cytofix/Cytoperm Plus Fixation/Permeabilization Kit
Foxp3 Staining buffer Set

HotStarTaq Master Mix Kit

RNeasy® Plus Mini Kit

3.1.3.6Primer
0OX40 1a CAC GGA CAA CCC ATATCC TGA
0OX40 1b TAT TAG GAG CAC CAC CAG GCA

BD
eBioscience
Qiagen
Qiagen

MWG Operon
MWG Operon

3.1.3.7Sonstige Substanzen, Materialien und Geréate

Ci°'Cro,

dNTP Mix, 10 mM

FCS Gold

FCS

Oligo(dT).g Primer

O'GeneRule™ 50 bp DNA Ladder
Penicillin/Streptomycin

pLEIN Vektor

RevertAid™ H Minus M-MuLV Reverse Transkriptase
Trypsin/EDTA

Amersham
Fermentas
PAA
Biochrom
Fermentas

Fermentas
Biochrom
Clontech
Fermentas

Biochrom
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Brutschrank fur die Zellkultur Heraeus
Durchflusszytometer FACS Canto-II Becton Dickins
Einmalpipetten 5 ml, 10 ml und 25 ml (steril) Sedt

ELISA Platten (96 Well) Corning
Kantlen Braun
Kuhlzentrifuge fur 1,5-2 ml Gefal3e Eppendorf
Kihlzentrifuge Heraeus
Kryoréhrchen Sarstedt
Neubauer-Zahlkammer Brand
Polypropylen-Zentrifugenréhrchen 0,5 ml, 1 ml, 2 ml Sarstedt
Rainbow Thermo Reader Tecan
Spritzen Braun

Sterilfilter 0,2 um Steriflip
Vortexer Scientific Industries
Wallac 1450 MicroBeta Trillux Perkin Elmer
Zentrifugenréhrchen 15 ml, 50 ml (steril) Saiste
Zellkulturflaschen fir adharente bzw. Suspensioaker Sarstedt
Zellkulturplatten 96 Well Rundboden Corning
Zytozentrifuge Shandon

3.2 Zellbiologische Methoden
3.2.1 Praparation von BMCMCs

Im Rahmen der Préparation von BMCMCs wurde Knochekmion C57BL/6 Weibchen,
BALB/c oder TNF~ Mausen mit Hilfe einer 26Gx1 Kaniile aus dem Fehmrausgesplilt.
Mit einer 1 ml Pipettenspitze wurde aus dem Knoaomek eine Einzelzellsuspension
hergestellt. Die Zellen wurden 8 min bei 1200 rpmdu4°C abzentrifugiert. Das
resultierende Zellsediment wurde in 10 ml Kompleitimm (DMEM supplementiert mit
10% hitzeinaktiviertem fotalem Kaélberserum, 20% 3Hhaltigem WEHI-Medium-
Uberstand, 1% Penicillin/Streptomycin, und 200 gMlonothioglycerol) aufgenommen.
Die Zellsuspension wurde im Anschluss fir 24 h inee 25cm-Suspensionszell-
Zellkulturflasche bei 37°C und 5% GQuiltiviert. Anschliel3end wurden die Zellen fur 8
min bei 1200 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Medilaistand wurde entfernt und das
Pellet in 10 ml warmem Komplettmedium resuspendi@anach wurde die Zellsuspension
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in einer neuen Zellkulturflasche ausgesat. In eiriRinythmus von drei bis vier Tagen
wurde das Medium gewechselt, wobei einmal pro Wahekompletter und einmal pro
Woche ein halber Mediumwechsel vorgenommen wurdechNsechs Wochen konnten
97% der Zellen als Mastzellen identifiziert werden.

Zur ldentifikation der Zellen wurden mit einer Zgentrifuge bei 500 Umdrehungen/min
fur 5 min Objekttrager mit den zu analysierendefliefebeschichtet und anschlie3end fur
ca. 15 min bei Raumtemperatur getrocknet. Die Qber wurden fur 2 min in May-
Grunwald-L6sung inkubiert. Anschlie3end wurde miad¥er Uberschissige Farbelbsung
abgesplilt, bevor die Objekttrager fur weitere 2@ mi Giemsa-L6sung gefarbt wurden.
Die getrockneten Zytospins wurden nach kurzer lakiobszeit in Xylol mit Entellan
eingedeckt und anschlielend mikroskopiert. Masmellkonnen anhand ihrer
metachromatischen Granula leicht identifiziert vesrd

Als weitere Methode zur Identifikation von Masteglldiente die durchflusszytometrische
Analyse der Oberflachen-Expression degsRfcund c-kit (CD117), Rezeptor fur SCF.
Reife Mastzellen exprimieren sowohldRi als auch c-kit.

3.2.2 Praparation von nattrlichen Killerzellen

Die Milzen von gettteten C57BL/6 bzw. BALB/c Mauserden entnommen und in NK-
Spulmedium (RPMI 1640 Medium mit 1% Penicillin/§ttemycin) aufbewahrt,
anschlieBend wurde aus den isolierten Milzen eimzeizellsuspension gewonnen. Zur
Beseitigung groRerer Gewebeverbéande wurde die udglension durch eine 40 pm
Nylonmembran geleitet. Die so gewonnenen Zellendemrabzentrifugiert (8 min 1200
rpm 4°C), danach in 10 ml Erythrozyten-Lyse-Puffesuspendiert und fir weitere 8 min
zentrifugiert. Die somit Erythrozyten-freien Mildlen wurden in 10 ml MACS-Puffer
resuspendiert und erneut zentrifugiert. Das so geewe Zellsediment wurde in 93 ul
MACS-Puffer resuspendiert und mit 5 pl Fc-Block t(a@D16/32) fur 5 min auf Eis
inkubiert. AnschlieRend wurden je 1 pl CD49b und 3CRugesetzt und fur 10 min
ebenfalls auf Eis inkubiert. Zum Auswaschen desrgdigissigen, nicht gebundenen
Antikdrpers wurde nach beendeter Inkubation mitlOMACS-Puffer fir 8 min bei 1200
rpm zentrifugiert. Zur Farbung des biotinylierteD& Antikorpers wurde daraufhin das in
99 pl MACS-Puffer resuspendierte Zellsediment miullStreptavidin APC gefarbt. Im
Anschluss an diese 10-minitige Inkubation wurden fellen fir 8 min bei 1200 rpm

zentrifugiert und abschlieRend in 5 ml MACS-Putieifgenommen. Die Zellen wurden in
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der zentralen Einrichtung fur Zellsortierung in déedizinischen Hochschule Hannover
auf CD49b-positive, CD3-negative Zellen (naturlidkderzellen) sortiert und in RPMI-
Medium mit 20% FCS aufgefangen.

3.2.3 Kokultur von BMCMCs und naturlichen Killerzellen

Die differenzierten BMCMCs und NK-Zellen wurden pach Experiment einzeln,
zusammen oder getrennt in einem Transwell-Systesm{@g 0,4 um Membran) mit LPS,
CPG, Poly I:C, SCF oder ohne Stimulanz in 96-WelhBooden-Platten von Corning fur
die angegebene Zeit bei 37°C und 5%,@@xubiert. Sie wurden in einem Volumen von
150 pl bzw. 200 pl im Transwell-System NK-Komplktedium (RPMI 1640, versetzt mit
10% FCS, 200 pMi-Monothioglycerol sowie 1% Penicillin/Streptomycimkubiert. In
allen Fallen wurden 200 U/ml IL-2 zugesetzt. Flrp&smente mit blockierenden
Antikdrpern wurden BMCMCs bzw. NK-Zellen mit der gagebenen Menge Antikorper
fur 15 min auf Eis inkubiert und, um ungebundendil&mper auszuwaschen, anschlieRend
fur 8 min bei 1200 rpm und 4°C zentrifugiert, bewbe Zellen kultiviert wurden. Im
Anschluss an die jeweilige Inkubationszeit wurde dellsuspension abzentrifugiert und
die resultierenden Zelluberstande bei -80°C eimgefr, bis diese weiter verwendet
wurden. Die sedimentierten Zellen wurden entwedeen@lls eingefroren oder fir

anschlielBende FACS-Analysen direkt verwendet.

3.3 Immunologische Methoden

3.3.1 ELISA (Enzyme_linked Immunoabgrbent Assay)

Zellen wurden durch 8 min Zentrifugieren bei 12pthrvom Zellkulturiiberstand getrennt.
Dieser wurde abpipettiert und bis zur ELISA-Messupg -80°C aufbewahrt. Das
retrobulbar gewonnene Blut von Mausen wurde beD4@0n fir 10 min abzentrifugiert,
das somit getrennte Serum wurde ebenfalls abpepettnd bis zur ELISA-Messung bei -
20°C aufbewahrt. Die IFN-und TNFe Konzentrationen im Zellkulturiberstand bzw.
Serum wurden laut Anleitung der Duo-Set-ELISA-Kitsn R&D Systems durchgefuhrt
und in einem Photometer (Rainbow Reader) gemegserKits basieren auf dem Protein-
Nachweis mittels Sandwich ELISA. Dabei werden dierotéine aus dem
Zellkulturiberstand zunachst an eindgbaptureAntikbrper in einer 96-Well-Platte

gebunden und mittels eines zweiten biotinyliertantikdrpers Detectior) detektiert. Die
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Bindung dieses Antikdrpers wird anhand eines Saregin-HRP Konjugats in
Kombination mit einem Substrat nachweisbar. Dasd&kb der Enzym-Substrat-
Umsetzung ist photometrisch detektierbar und anleamel Standardkurve quantifizierbar.

3.3.2 FACS (Fluorescence-ativated_ell sorting)-Analyse

Die zu untersuchenden Zellen wurden in FACS-Rohrdigerfihrt und mit 1 ml FACS-
Puffer bei 1200 rpm fiir 8 min zentrifugiert. Desudtierende Uberstand wurde verworfen
und die Zellen wurden, dem Experiment entsprechendAntikdrpern fir 10 min auf Eis
inkubiert. Die verwendeten Antikbper-Verdinnungemurden daran anschlielend in
FACS-Puffer hergestellt. Uberschiissige Antikorpemrden nach Inkubation mit FACS-
Puffer herausgewaschen. Fur den intrazellularerhieis von IFNy bzw. Granzym B
wurden spezielle Kits verwendet. So wurden dieefelum Nachweis von IFNmit Hilfe
des ,Cytofix/Cytoperm Plus Fixation/Permeabilizatikit with GolgiPlug* von BD und
Granzym B mit dem ,Foxp3 staining buffer Set" vdBi@science vorbereitet. Golgi Plug
dient der intrazellularen Akkumulation von Proteinam diese nach Permeabilisierung der
Zellen anhand eines Antikorpers im FACS nachzuweisgémtliche FACS-Analysen
wurden am FACSCanto-Il von Becton Dickinson durdbiigg und mit Hilfe der FlowJo
Software ausgewertet. DMean fuorescenc ntensitiy (MFI) wurde wie folgt kalkuliert:

Geo Mean Antigen/Geo Mean Isotyp.

3.4 Molekularbiologische Methoden
3.4.1 rtPCR OX40

Zunéchst wurde nach der Kokultur aus BMCMCs und Zéflen bzw. den Einzelkulturen
aus BMCMCs bzw. NK-Zellen oder T-Zellen RNA mit féildes RNeasy® Plus Mini Kits
isoliert. Die isolierte RNA wurde mittels reversiranskription in cDNA umgeschrieben.
Dafur wurden 0,5 pg RNA mit 0,5 pug oligodT Primewf ein Volumen von 12,5 pl mit
Wasser aufgefillt und 5 min bei 70°C inkubiert. Amschluss wurden die Ansatze auf Eis
abgekuhlt und mit 5x Reaktionspuffer, 1 mM 4 dNTkEMnd Wasser auf ein Volumen
von 19 pl aufgefillt. Nach einer Inkubationszeibhvimin bei 37°C wurden jedem Ansatz
200 Units Reverse Transkriptase zugesetzt, bev@&@Cimin bei 42°C und weiteren 10 min
bei 70°C inkubiert wurde. Mit der so gewonnenen éDMurde eine PCR zur Detektion

von OX40 durchgefihrt. Hierfir wurden jeweils 6 gdr cDNA zusammen mit 40 pmol
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der Primer OX40 1a bzw. OX40 1b (siehe 3.1.3.6)5 18 HotStarTaq Master Mix (1,25
Units HotStarTaqg DNA Polymerase, 1xPCR-Puffer, 200 von jedem dNTP), Wasser
und 2% DMSO wie folgt inkubiert:

94°C 3 min

40 Zyklen
94°C 30 sec
59,8°C 1 min
72 °C 45 sec
72°C 2 min
4°C ©

Den 25 pl PCR Produkt wurden 2 pl 10x Laufpuffegesetzt und die DNA Fragmente
wurden in einem 2%-igen horizontalen Agarosegel AkE-Puffer bei 120 V fir 20 min
elektrophoretisch aufgetrennt. Zu ihrer Grél3enbesting wurde eine 50 bp DNA Leiter

eingesetzt. Die DNA-Banden wurden mit Hilfe einég-Uransilluminators detektiert.

3.4.2 Retrovirale Transduktion von RMA/S Zellen zur stdéin Expression
von transgenem GFP

Zur Etablierung eines stabil integrierten GFP in ABl Zellen erfolgte ein Gentransfer
mittels Retroviren. Die RMA/S Zellen wurden mehrmahit den Viren transduziert, um
eine moglichst hohe Transduktionsrate zu erreichen.

Die verwendeten Spenderzellen 293 Phoenix GP wurdener 6 cm Schale in einem
Volumen von 4 ml und einer Dichte von ca. 2xZ&llen ausgesat. Am folgenden Tag
wurde das Medium von den Zellen entfernt und minl2neuem, serumfreien Medium
inkubiert. Wahrenddessen wurden 5 pg des PlasniiéNomit PEI Losung fir 30 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlie3end wurdeses Transfektionsgemisch zu den
Spenderzellen gegeben und fur 4 h inkubiert, begoentfernt wurde. Die transfizierten
Spenderzellen wurden fir 24 h mit frischem Medinkubiert.

Zur Transduktion der Zielzellen am zweiten undtdntTag nach der Transfektion wurde
der Retroviren-haltige Mediumuberstand der Spermdlerz abgenommen und bei 300 x g
fur 6 min bei 4°C zentrifugiert. Die Spenderzellnrden erneut mit frischem Medium
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versorgt. Zur Infektion der RMA/S Zielzellen wurde5 ml des Retroviren-haltigen
Uberstands mit einem gleichen Teil frischem Medismwie 4 pg/ml Polybren gemischt
und auf die Zielzellen gegeben. Nach einer 4-sgierdilnkubation wurde das Medium
durch neuen Retroviren-haltigen Mediumuberstaneétersund erneut fur 4 h mit den
Zielzellen inkubiert. AnschlieRend wurden die Zelléber Nacht mit frischem Medium
inkubiert, bevor am folgenden Tag die Transduktaaderholt wurde.

Nach der Expansion der Zellen wurden die transdigzieZellen anhand ihrer GFP
Expression mittels Zellsortierung isoliert. Die &tenen GFP-positiven RMA/S Zellen

wurden mittels Neomycin-Zusatz zum Medium weitdelsgoniert.

3.5 Tierexperimentelle Methoden

Alle Experimente an Mausen oder mit murinem Materigurden durch den
Tierschutzbeauftragten der Medizinischen Hochschaenover bzw. durch das Dezernat
fur Tierschutz des niedersdchsischen Landesamts Wé@rbraucherschutz und
Lebensmittelsicherheit genehmigt (AZ 09/1749 (LRSivo), AZ 08/1466 (RMA/S-GFP
in vivo)).

Zur Isolation von Knochenmark fur die Differenziegyu muriner Mastzellen wurden
C57BL/6 und BALB/c Mause verwendet. Um den Einflves TNF auf die Interaktion
von Mastzellen und NK-Zellen zu untersuchen, wurdes dem Knochenmark von TNF
Mausen Mastzellen differenziert. Die vivo Interaktion von Mastzellen und NK-Zellen

wurde in WT- und Wsh-Mausen analysiert.

3.5.1 LPS in vivo Experiment

WT- und Mastzell-defizienten Waklausen wurden 100 pug LPS pro 25 g Kdrpergewicht
in einem Volumen von 200 pl PBS mit einer 27Gx1&nhKle intraperitoneal injiziert. Der
Gesundheitszustand der Mause wurde alle 3 h kdiettolNach 14 h wurden die Mause
getotet. Unmittelbar nach dem Eintreten des Todesd& den Tieren retrobulbar Blut
entnommen und abzentrifugiert, um Serum zu gewinnRaritonealzellen, mittels
Peritoneallavage isoliert (siehe 3.5.1.1), Milz unduinale sowie axiale Lymphknoten
wurden entnommen. Aus den isolierten Milzen wurae &inzelzellsuspension gewonnen
(siehe 3.2.2). Zur Beseitigung groRerer Gewebeweldavurde die Zellsuspension durch

eine 40 pm Nylonmembran geleitet. Die gewonnenetleZewurden wie zuvor
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beschrieben auf NK-Zellen bzw. intrazellulares li-Njefarbt und im FACS analysiert
(siehe 3.3.2).

3.5.1.1Peritoneallavage (PL)

Zur Isolation von Peritonealzellen wurde eine Pagiallavage, auch Bauchspilung genannt,
durchgefuhrt. Hierfur wurde den getdteten Tierem emer 27Gx1/2 Kanule 2 ml PBS i.p.
injiziert. Nach Durchmischung der Peritonealfligsigy mit dem injizierten PBS wird die
gesamte Flussigkeit mit einer 27Gx1/2 Kanule ahbggtsand auf Eis gelagert. Die Zellen
werden zur weiteren Verwendung zweimal mit je 5ABIS fir 8 min bei 1200 rpm und 4°C

abzentrifugiert.

3.5.2 RMA/S-GFP Experiment in vivo

WT- und Wsh-Mause wurden 10XLl&MA/S-GFP Tumorzellen in einem Volumen von
300 pl PBS mit einer 27Gx1/2 Kanule intraperitoriaptiert. Die Mause wurden nach 24
bzw. 48 h getotet. Peritonealzellen, mittels Paatdlavage isoliert (siehe 3.5.1.1), Milz
und inguinale sowie axiale Lymphknoten wurden emtmen. Aus den isolierten Milzen
und Lymphknoten wurde eine Einzelzellsuspensionogeen. Zur Beseitigung gréRerer
Gewebeverbande wurde die Zellsuspension durch4€inem Nylonmembran geleitet. Ein
Teil der Peritonealzellen wurde direkt auf die Aseeheit von GFP-positiven RMA/S
Zellen und den Anteil apoptotischer Tumorzellentefst Annexin V Farbung durch FACS
analysiert. Der andere Teil isolierter Einzelzelicen wurde zur Akkumulation

intrazellularer Proteine fur 4 h unter Anwesenheih Golgi Plug bei 37°C und 5% GO

inkubiert. Als Positivkontrolle diente eine Stimiuta mit lono/PMA. Im Anschluss

wurden die Zellen wie zuvor beschrieben auf NK-&elbzw. intrazellulares Granzym B
gefarbt und durch FACS ausgewertet (siehe 3.3.2).

3.6 Sonstige Methoden

3.6.1 Zytotoxizitdts Nachweisverfahren

YAC Zellen, die sensitiv fur die Lyse durch NK-Zail sind, wurden mit 10 pCi
*1CrOy/10° Zellen in 10 pl Medium firr 1 h bei 37°C im Brutsahk inkubiert. Nachdem
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die YAC Zellen von (iberschiissigem, nicht aufgenomeme>'CrO, mittels mehrerer

Waschschritte befreit wurden, wurden diese mit BM&Mind/oder NK-Zellen bzw. allein
(zur Bestimmung der maximal freigesetzten Mengeaimem Volumen von 180 pl in einer
96 Well V-Boden-Platte und jeweils im Verhéaltnis:1,05:1, 2.5:1 und 1.25:1 in dreifach
Ansatzen kultiviert. Nach einer vierstindigen In&tibn wurden je 100 pl vom
Zellkulturiberstand entnommen, in eine neue 96| Rialtte Gberfihrt und mit je 100 pl
Scintillations-Flussigkeit versehen. Die durch Lyseigesetzterr*’CrO, Mengen wurden

mit Hilfe eines Wallac 1450 MicroBeta Trillux genses und die Zytotoxizitat wurde wie

folgt kalkuliert: (Freigestzte Menge/ maximale Betzung YAC Zellen) x 100.

3.6.2 p-Hexosaminidase-Nachweisverfahren

Um Mastzellen via FRI zu stimulieren wurden BMCMCs 48 h vor dem eidjehen
Stimulationsexperiment in einer Zelldichte von 130 ausgesat und mit 1 ug/ml IgE-
anti-DNP inkubiert. Zur Bestimmung der freigesetzMengep-Hexosaminidase als Mal3
fur die Aktivierung von Mastzellen wurden BMCMCs durNK-Zellen als Kokultur
zusammen oder getrennt durch eine Transwell-Membodar als Singlezellkultur
stimuliert mit oder ohne 1 pg/ml LPS oder mit 10§/ml DNP fur 20 h bei 37°C.
BMCMCs, fur 1 h mit 1.3 pM lonomycin und 50 nm PMgtimuliert, dienten als
Positivkontrolle. Im Anschluss an die Inkubationrden die Zellen und der Uberstand aus
der Zellkulturplatte entnommen und durch Zentrifiga getrennt. Die Zellsedimente
wurden mit 1% TritonX100 lysiert, um anschlieBefd B des Lysats und des Uberstandes
mit 100 pl 2,5 mM Nitrophenyl-N-acetyl-beta-D Glwaonminid (gelést in 0,05 M
Citratpuffer (pH 4.5)) zu inkubieren. Nach einekubationszeit von 90 min bei 37°C
wurde die Reaktion durch Zusatz von 50 ul 0,4 MdilypH 10.7) gestoppt. Das Produkt
aus der enzymatischen Umsetzung wurde mit einentoRtabter (Rainbow Reader) bei
einer Wellenlange von 405 nm gemessen. Der proakenAnteil B-Hexosaminidase in den

Ansatzen wurde wie folgt berechnet: [(Uberstand)4istand + Lysat)] x 100%.

3.7 Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung wurde die Softwarep@rBad Prism und Excel verwendet.
Alle Daten sind als Mittelwert + Standard Error déistelwertes (SEM) dargestellt.
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4 Ergebnisse
4.1 Funktion und Phanotyp differenzierter Mastzellen

Zur phanotypischen Untersuchung der vitro generierten Mastzellen wurden diese
regelmafdig anhand von Zytospins und FACS-Analysaeraucht. Es zeigte sich, dass die
aus dem femoralen Knochenmark von C57BL/6 Maus#ardnzierten Zellen nach 4 bis 6

Wochen in der Pappenheim-Farbung die typischenaheimatischen Granula enthielten und
bis zu 97% der vorliegenden Zellen eindeutig alsstekellen identifiziert werden konnten

(Abb.3A).

510.37% 96,64%

Abbildung 3: Aus dem Knochenmark differenziertel@elenthalten metachromatische Granula und exprémie
c-kit und FeRI.

Abbildung 3A zeigt ein représentatives Foto eing®&pins 6 Wochen alter Zellen, die mit May-Grundval
Giemsa gefarbt wurden und mit einer 100x Vergrofigrdargestellt sind. Zu sehen sind einige Zellea, d
aufgrund ihrer typischen metachromatischen Graeindeutig als Mastzellen identifiziert werden kénnén
Abbildung 3B ist ein Dot Blot einer FACS-Analysé/Xochen alter Zellen abgebildet. Die Zellen wurdaxar
mit einem anti-c-kit sowie einem anti4Rl Antikdrper inkubiert und erscheinen im FACS atloppelt-
positive Zellen.

Weiterhin unterstitzt wurde dieses Ergebnis durcte &ACS-Analyse, bei der die zu
untersuchenden Zellen mit einem ant&eREAntikdrper gefarbt wurden. Bei dieser Technik
handelt es sich um einen Nachweis des hoch affilggiipindenden FaRI auf den Zellen.
Des Weiteren wurde ein anti-CD117 (c-kit)-Antikorpeerwendet. Mastzellen zeichnen sich
durch die Expression von &Rl und c-kit auf ihrer Oberflache aus und kénnenR&CS

anhand der beschriebenen Doppelfarbung als ,doppsltive“-Zellen erkannt werden
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(Abb.3B). Die FACS-Analyse bestatigte die Ergebamidsr Pappenheim-Féarbung, wonach es
sich bei den aus dem Knochenmark differenziertdile@em Mastzellen handelte.

Daruber hinaus wurden funktionelle Experimente dgedihrt, die den Reifezustand der
generierten Mastzellen Uberprifen sollten. Hieraurden 5 bis 6 Wochen alte BMCMCs
(zum Teil mit IgE-anti-DNP fur 48 h vorinkubiert) imDNP oder lono/PMA als
Positivkontrolle bzw. ohne Stimulanz als Negativikotle fur 6 h stimuliert, um die
Freisetzung von TNF-im Zellkulturiberstand anhand eines ELISA zu qtiiaréren. Die
Stimulation von Mastzellen mittels DNP sowie londiR resultierte in einer signifikant
hoheren Menge an TN&im Uberstand im Vergleich zur Negativkontrolle (A8A). Dieses
Experiment zeigte, dass es sich bei dewitro generierten Zellen um Zellen handelt, die
durch Stimulation mittels DNP in Kombination mitreriger Inkubation mit IgE-anti-DNP,
befahigt sind groRere Mengen TNHreizusetzen. Um weiterhin zu bestatigen, dassi@ds
um reife Mastzellen handelt, wurde @iHexosaminidase-Test durchgefiihrt. Bei diesem Test
handelt es sich um die Quantifizierung eines uBtenulation freigesetzten Enzyms, welches
indirekt anhand eines Produkts photometrisch naglegen werden kann. Def-
Hexosaminidase-Test ist eine standardisierte Metlzod Bestimmung der Funktionalitat von
Mastzellen. Auch hier wurden 5 bis 6 Wochen aftejitro generierte Zellen fur 48 h mit IgE-
anti-DNP vorinkubiert und im anschlieRenden Expentrmit DNP bzw. ohne Stimulanz als
Negativkontrolle fir 20 h inkubiert. Als Positivkiballe wurden Mastzellen fur 1 h mit
lono/PMA inkubiert. Es zeigte sich ein signifikantAnstieg anp-Hexosaminidase nach
Stimulation mit DNP im Vergleich zur Negativkontel(Abb.4B). Ein signifikanter Anstieg
an B-Hexosaminidase in der Positivkontrolle mit lono/RNbtimulation im Vergleich zur
Negativkontrolle bestatigte die Funktionalitat dests.
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Abbildung 4: Aus dem Knochenmark differenzierte I&el sekretieren nach Stimulation TNFund f-
Hexosaminidase.

Abbildung 4A zeigt die ELISA-Auswertung funf unabttiger Experimente, bei denen die aus Knochenmark
differenzierten Mastzellen im Alter von 5 bis 6 Wea in Anwesenheit von lono/PMA, DNP bzw. ohne
Stimulanz als Kontrolle fiir 6 h inkubiert wurdenemZellkulturtiberstand wurde fiir TNEELISA-Messungen
verwendet. In 4B ist die Auswertung von vier unaigigen p-Hexosaminidase-Tests zu sehen. Auch hierfir
wurden 6 Wochen alte Knochenmarkzellen verwendetrg@stellt ist die prozentuale Sekretion vpn
Hexosaminidase von Zellen, die ohne Stimulanz iratwurden, im Vergleich zu Zellen, die mit IgE/PN
bzw. lono/PMA stimuliert wurden. Student’s t-Tes{p < 0,01, ***p < 0,005.

Zusammen mit den Ergebnissen aus der Pappenhebusfeiarder FACS-Analyse und der
TNF-o Messung bestétigt dif-Hexosaminidase Messung, dass es sich beiimlevitro

generierten Zellen um reife Mastzellen handelt.

4.2 Potentielle Interaktion von Mastzellen und NK-Zellen

NK-Zellen wurden mittels FACS-Sortierung in der [Beltierungseinheit der Medizinischen
Hochschule Hannover isoliert. Zuvor wurden murindzkgllen mit einem anti-CD3- und
einem anti-CD49b-Antikorper inkubiert, um beim FAGSrtieren eine Selektion von
CD49b-positiven und CD3-negativen Zellen zu ernabgin.
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Abbildung 5: Die Reinheit der sortierten NK-Zellbatragt ca. 95%.

Dargestellt sind Dot Blots einer exemplarischensoetierung von NK-Zellen aus murinen Milzen. Dentail

an NK-Zellen betragt 2,26% der gesamten Lymphozyf#ia Reanalyse der sortierten NK-Zellen ergab eine
Reinheit von 94,69%.

Die so gewonnenen Zellen (ca. 2% der gesamten #liez) waren zu 94-98% NK-Zellen
(Abb.5). Zunachst wurden die sortierten NK-Zellar Etablierung der NK-Zellkultur mit
verschiedenen Konzentrationen IL-2 in verschiede@nmina getestet, um die Vitalitat der
Zellen nach 24 bzw. 48 h zu Uberprifen. Eine IL@hKentration von 600 U/ml in
Kombination mit einer Inkubationszeit von 24 h inean Volumen von 150 pl in einer 96-
Well-Rundboden-Platte stellte sich als optimal Kudtivierung der sortierten NK-Zellen
heraus. Zudem wurde der Einfluss verschiedener &amationen LPS auf NK-Zellen
untersucht.

Die isolierten NK-Zellen wurden im Folgenden mitndéwvie unter 3.2.1 beschriebenen)
getesteten Mastzellen kokultiviert, um einen Eis$lwon Mastzellen auf die produzierte und
sezernierte Menge IFN-durch NK-Zellen unter Anwesenheit von LPS zu asialen. In
einem initialen Experiment wurde zur Bestimmung deSmalen Zeitpunktes der Interaktion
eine Kinetik-Analyse durchgefiihrt, bei der NK-Zelland Mastzellen zusammen oder allein
als Kontrolle mit 1 pg/ml LPS fur 12, 24, 48 und A 2nkubiert wurden (Abb.6). Nach der
jeweiligen Inkubationszeit wurden die Zellen abriéumgiert und der zellfreie Uberstand
wurde zur Quantifizierung der freigesetzten Menigd-y fur ELISA-Messungen verwendet.

Hierbei zeigte sich die héchste IRN<onzentration im Zelliberstand nach 24 h.
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Abbildung 6: Héchste IFN-Konzentration im Zelliiberstand der Kokultur mit&.Rach 24 h.

Abgebildet ist die Zusammenfassung von HW-NeLISA-Messungen von mindestens drei unabhangigen
Experimenten mit Kokulturen aus Mastzellen und N&liZn bzw. Kulturen mit Mastzellen bzw. NK-Zellen
allein, die nach 12, 24, 48 oder 72 h beendet wurbée Zellen wurden jeweils in einem Volumen va0ul

unter Anwesenheit von 1 pg/ml LPS und 600 U/ml Ike@iviert.

In den folgenden Experimenten wurden (auf3er, werders beschrieben) Mastzellen und
NK-Zellen fir 24 h in einem Volumen von 150 pl u680 U/ml IL-2 in einer 96-Well-
Rundboden-Platte bei 37°C und 5% Qkubiert.

Um eine Dosisabhéngigkeit des in Abb.5 gezeigtefekis zu untersuchen, wurden
Mastzellen und NK-Zellen zusammen oder allein inwA&senheit von verschiedenen
Konzentrationen LPS (0,01 pg/ml, 0,1 pg/ml bzw. dinpi) inkubiert. Die mittels ELISA
ermittelten Ergebnisse zeigten eine deutliche Rdiangigkeit mit signifikanter IFMN-
Sekretion nach Inkubation von Mastzellen mit NKigelund Stimulanz mit 0,1 pg/ml bzw.

1 pg/ml LPS im Vergleich zu NK-Zellen und Mastzallglein (Abb.7).
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Abbildung 7: Erhéhte Freisetzung von IRNdurch Kokultur von Mastzellen mit NK-Zellen untémfluss von
LPS.

Zur Uberpriifung der freigesetzten Menge IFFNwurden Mastzellen zusammen mit NK-Zellen bzw. krén
aus den jeweiligen Zellen allein fur 24 h mit 0j0d/ml, 0,1 pg/ml, 1 pg/ml LPS bzw. ohne LPS inkubiBer
zellfreie Uberstand diente der IFN-Konzentrations-Bestimmung mittels ELISA. Dargdstebt die
Zusammenfassung von mindestens vier unabhangigeperimenten mit Zellen aus verschiedenen
Aufarbeitungen. Student’s t-Test; *p < 0,05; ***p0s005.

Dennoch kann anhand einer ELISA-Messung die Quigke ausgeschiitteten Zytokins nicht
sicher ermittelt werden. Trotz der Kontrollen bestalie Moglichkeit, dass Mastzellen durch
die Anwesenheit von NK-Zellen zur Freisetzung vdeN4y stimuliert wurden. Zur
Uberpriifung, welche Zelle in der Kokultur die Hayplle des detektierten IFNwar, wurde
eine intrazellulare FACS-Analyse durchgefuhrt (A)b.
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Abbildung 8: Identifizierung von NK-Zellen als IFiNQuelle nach Kokultur mit Mastzellen und LPS.
Dargestellt sind exemplarische Dot Blots einer FAGflyse. Zur intrazellularen Akkumulation von IEN-
wurde den jeweiligen Ansétzen nach 12 h Inkubdiiorweitere 6 h Golgi Plug zugesetzt. AnschlieRemaden
die zu analysierenden Zellen mit anti-CD49b-PEj-@iE-FITC und anti-IFNy-APC inkubiert und im FACS
analysiert. Hierbei diente anti-IgE als Antikorzemm Nachweis von Mastzellen und anti-CD49b zur EBnkeng
von NK-Zellen. Zu erkennen ist die intrazellular&k&imulation von IFNy in NK-Zellen (gegatet auf CD49b-
PE- positive Zellen) bzw. Mastzellen (gegatet y-FITC-positive Zellen) in Kokultur oder allein Wz unter
dem Einfluss von 1 pg/ml LPS oder ohne Stimulanz.

Da anhand der Kinetik bekannt war, dass die griMiage IFNy zwischen 18 und 24 h
Inkubationszeit sezerniert wird, wurde den Zellactm 12 h Golgi Plug fir weitere 6 h

zugesetzt, um IFN-in den Zellen zu akkumulieren. Anhand der schororerlauterten NK-
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Zell-Farbung, einer indirekten Mastzell-Farbungtei# IgE-anti-DNP und einem anti-IgE
Antikdrper, konnten die beiden Zelltypen in der F&Bnalyse unterschieden und anhand
einer intrazellularen Farbung auf ihren IFNGehalt Uberprift werden. Die Analyse zeigte
eine erhohte Anzahl IFN-positiver NK-Zellen nach Kokultur mit Mastzellemal LPS im
Vergleich zur Kokultur ohne LPS bzw. NK-Zellen atigAbb.8). Hingegen konnten kaum
IFN-y-positive Mastzellen detektiert werden. Diese Engete bestatigten die ELISA-
Messungen, dass durch die Kokultur von MastzellahNK-Zellen in Anwesenheit von LPS

die NK-Zellen zur Produktion und Freisetzung voN{{fangeregt werden.

In den gleichen Zelliberstanden, die fir die ELISAssungen in Abbildung 6 verwendet
wurden, wurde die freigesetzte Menge Tdllgemessen (Abb.9). Hierbei konnte ebenfalls
eine Dosisabhéangigkeit festgestellt werden, diegadkeinen signifikanten Einfluss einer
Interaktion von Mastzellen und NK-Zellen auf dieigesetzte Menge TNé&zeigte. So steigt

die in den Uberstand abgegebene Menge &NRit wachsender LPS Konzentration, jedoch
ist hierbei kein signifikanter Unterschied zwischéer Kokultur aus Mastzellen mit NK-

Zellen bzw. Mastzellen allein zu sehen. Jedocht |&gh festhalten, dass Mastzellen die
.,Hauptquelle* des freigesetzten TNFzu sein scheinen, da NK-Zellen allein nur geringe

Mengen TNFe freisetzten.
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Abbildung 9: LPS-abhangige, NK-Zell-unabhangiger&g&n von TNFe durch Mastzellen.

Zur Uberprufung der freigesetzten Menge TiMwrden Mastzellen zusammen mit NK-Zellen bzw. Krén
aus den jeweiligen Zellen allein fur 24 h mit 0y0d/ml, 0,1 pg/ml, 1 pg/ml LPS bzw. ohne LPS inkubiBer
nach Zentrifugation gewonnene zellfreie Uberstamenté der TNFx Konzentrations-Bestimmung mittels
ELISA. Dargestellt ist die Zusammenfassung mindestdrei unabhangiger Experimente mit Zellen aus

verschiedenen Aufarbeitungen.

Anhand der Oberflachenexpression von CD69 wurde Alidivierung der NK-Zellen
analysiert (Abb.10). Hierzu wurden die Zellen n&ehstindiger Inkubation mit einem anti-
CD69 Antikdrper inkubiert und mittels FACS analysiédNach Kokultur von Mastzellen und
NK-Zellen mit LPS konnte ein signifikanter Anstielgr MFI fur CD69 auf NK-Zellen im

Vergleich zur Kokultur ohne LPS detektiert werden.
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Abbildung 10: Expressions-Steigerung des Aktivigggmarkers CD69 nach Kokultur von NK-Zellen mit
Mastzellen und LPS.

Dargestellt ist der MFI von CD69 auf NK-Zellen naklokultur bzw. Singlekultur mit und ohne LPS. Zur
Analyse der Expression von CD69 wurden die verwtmd&ellen nach 24-stiindiger Inkubation im FACS auf
CD49b-positive Zellen (NK-Zellen) gegatet. Zu sehet die Zusammenfassung der MFIs von drei
unabhangigen Experimenten. Student’s t-Test; *p05,0ns, nicht signifikant.

Die Steigerung des MFI fur CD69 auf NK-Zellen nacbkultur von Mastzellen und NK-
Zellen mit LPS wies auf eine Aktivierung der NK-E&l hin und bestétigte die Resultate der
vorherigen Experimente. Jedoch konnte keine signitie Veranderung des MFI fir CD69

zwischen den Kokulturen und NK-Zell Monokulturemggssen werden.

Der Einfluss der Interaktion von Mastzellen und X&Hen auf die Degranulierung von
Mastzellen wurde mittels ein@gsHexosaminidase-Tests analysiert (Abb.11). Die Gldton
von Mastzellen mit IQE/DNP bzw. lono/PMA fiihrte euner signifikanten Degranulierung im
Vergleich zu unstimulierten Mastzellen. Die Kokultwon Mastzellen mit NK-Zellen hatte,
unabhéngig von der Stimulation mit LPS, keine giganten Einfluss auf die Freisetzung von
B-Hexosaminidase im Vergleich zu unstimulierten Malén. Dieses Ergebnis bestétigte die
Beobachtungen von Matsushima et al. (58), dasStitieulation von Mastzellen mittels LPS

im Vergleich zu IgE/DNP keinen Einfluss auf die Reagulierung der Zellen hat.
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Abbildung 11: Keine Einfluss der Mastzell-NK-Zefiteraktion auf digg-Hexosaminidase Sekretion nach
Stimulationen mit LPS.

Mastzellen wurden zusammen mit NK-Zellen in An- oédwesenheit von LPS bzw. allein mit IgE/DNP,
lono/PMA oder ohne Stimulanz inkubiert. Die freigede MengeB-Hexosaminidase wurde als prozentuale
Sekretion anhand der optischen Dichte nach enzgofei Umsetzung im Uberstand bzw. Zelllysat errechn
Dargestellt ist die Zusammenfassung aus vier umapgén Experimenten mit Zellen aus verschiedenen
Aufarbeitungen. Student’s t-Test; *p < 0,05; *@0s01; ***p < 0,005, ns, nicht signifikant.

Zur weiteren Uberprufung der Signifikanz der Inkgian von Mastzellen und NK-Zellen
wurde der Einfluss von LPS auf die freigesetzte §feilFN+ anhand verschiedener NK-
Zellzahlen analysiert (Abb.12). Hierzu wurden 08%1x1¢ oder 1,5x10 NK-Zellen bzw.
Mastzellen mit 0,5x1ONK-Zellen fiir 24 h mit 1 pg/ml LPS inkubiert. Auctie Stimulation
von 1x16 und 1,5x16 NK-Zellen mit LPS zeigte eine signifikant geringersekretierte
Menge IFNy im Vergleich zur Kokultur von Mastzellen und NK{&s.
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Abbildung 12: Zellzahl-abh&ngige Signifikanz dekf&ion von IFNy nach Stimulation mit LPS.

Dargestellt ist die Zusammenfassung der WMNELISA-Messungen von mindestens drei unabhangigen
Experimenten mit Zellen aus unterschiedlichen Aug#tungen. Nach 24-stiindiger Kokultur von Mastzellad
NK-Zellen (0,5x16) bzw. NK-Zellen allein (0,5x19 1x1¢ und 1,5x18) mit LPS (1 pg/ml) wurde der zellfreie
Zellkulturtberstand fir IFN- ELISA-Messungen verwendet. Student’s t-Test; *0,85; **p < 0,01; ***p <
0,005.

Diese Ergebnisse bestatigten den Einfluss der Mi$iK-Zell Interaktion auf die Sekretion
von IFN+< durch NK-Zellen nach Stimulation mit LPS. Des Veée#h konnte eine LPS-
abhangige Expressionssteigerung des AktivierungeamaiCD69 auf der Oberflache von NK-
Zellen detektiert werden. Die Degranulation von Malen konnte weder durch LPS noch
durch die Anwesenheit von NK-Zellen angeregt wendieth scheint somit keinen Einfluss auf

die Interaktion von Mastzellen und NK-Zellen zu &ab

4.3 Einfluss von TNF-a auf die Mastzell-NK-Zell Interaktion

Wie bereits unter Ergebnisse 4.2 Abb.9 dargestsi#tigt die von Mastzellen sezernierte
Menge TNFe dosisabhangig unter dem Einfluss von LPS und teaué eine mogliche,
essentielle Rolle von TNE-in der Interaktion von Mastzellen mit NK-ZellennhiTNF-
kommt in der Mastzell-Biologie eine bedeutende &alli und auch in der Interaktion von
Mastzellen mit T-Zellen spielt TNE-eine kritische Rolle (80;81). Des Weiteren ist k-
Zellen bekannt, dass diese sowohl den TNF-Rez€ptéFR) I, aktivierbar durch I6sliches
und membrangebundenes TNF, als auch TNFRII, der dunch transmembranes TNF

aktiviert werden kann, exprimieren (164). Somit &véme TNFa-vermittelte Interaktion von
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Mastzellen und NK-Zellen mdglich. Zur Analyse dieslypothese wurden zunachst TNFRI-
und TNFRII-blockierende Antikorper wahrend der Ktku verwendet (Abb.13A). Die
mittels ELISA gemessenen IFNKonzentrationen im Zelluberstand nach 24 h Inkioipat
zeigten eine leichte Reduktion der Freisetzung M&MN-y nach Anwendung einer
Kombination aus beiden TNFR Antikérpern, die jedoich Vergleich zur Inkubation ohne
Antikdrper nicht signifikant war. Zur Spezifiziergrdieser Ergebnisse wurden Mastzellen aus
TNF” Mausen generiert und wie zuvor beschrieben mit2¢en bzw. allein als Kontrolle
inkubiert (Abb.13B).
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Abbildung 13: Interaktion von Mastzellen und NK-&sl ist TNFe unabhéangig
Dargestellt sind die Auswertungen der freigesdi#mge IFNy nach 24-stundiger Kokultur aus Mastzellen und
NK-Zellen mit LPS in Anwesenheit von TNFRI, TNFRitler TNFRI und TNFRII oder ohne Antikdrper (A),
oder Kokultur mit Mastzellen bzw. TNF-/- Mastzelleit NK-Zellen mit und ohne LPS (B). Abgebildet didie
Zusammenfassungen von jeweils mindestens drei @mgliden Experimenten. Student’s t-Test; ns, nicht

signifikant.

Die resultierenden IFN-Konzentrationen bestatigen die Ergebnisse mitldeokierenden
TNFR Antikorpern, dass die Mastzell-NK-Zell Intetak, trotz einer LPS-induzierten
TNF-o Sekretion, TNFe unabhangig zu sein scheint.

4.4 Einfluss weiterer Stimulatoren auf die Mastzell-NKZell Interaktion

Zur Analyse weitere, moglicher Substanzen zur Satran einer Mastzell-NK-Zell-

Interaktion wurden Mastzellen und NK-Zellen, wievau beschrieben, in Anwesenheit von
weiteren TLR Liganden (Poly I:C bzw. CpG) oder bak&n Mastzellstimulatoren (IgE/DNP
bzw. SCF) inkubiert. Die freigesetzte Menge an K-Wurde mittels ELISA bestimmt. Eine
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Stimulation von Mastzellen mit SCF (Abb.14A) bzwgEIDNP (Abb.14B) konnte keinen
signifikanten Anstieg an freigesetztem IFNlurch NK-Zellen hervorrufen. Jedoch erzeugte
die Stimulation mittels Poly I:C (Abb.14C) und Cp@bb.14D) eine signifikant hohere
Freisetzung von IFN-in der Kokultur aus Mastzellen und NK-Zellen im rgkeich zur

Kokultur ohne Stimulanz bzw. zur CpG Kontrolle.
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Abbildung 14: Stimulation der Interaktion von Magiten und NK-Zellen via TLR3 und TLR9

In Abbildung 14A-D sind die Ergebnisse von mindastdrei unabhéangigen IFNELISA-Messungen nach 24-
stiindiger Kokultur aus Mastzellen und NK-Zellen.s#zllen und NK-Zellen wurden in Anwesenheit vonFSC
(A), IgE/DNP (B), Poly I:.C (C), CpG (D) bzw. ohn¢ifBulanz oder mit der CpG Kontrolle inkubiert. Seund's
t-Test; *p < 0,05, ns, nicht signifikant.

Die durch TLR Liganden erzeugte Aktivierung der Ma#ien resultiert in der Freisetzung
von IFN+« durch NK-Zellen und deutet somit auf eine ess#atiRolle dieser Zell-Zell

Interaktion in der angeborenen Immunitat hin. Imrgdleich hierzu scheint eine mit
erworbener Immunitéat assoziierten Stimulation waRt auf den Mastzellen keinen Einfluss

auf die Mastzell-NK-Zell Interaktion zu haben.
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4.5 Typus der Interaktion von Mastzellen und NK-Zellen

Als nachstes wurde ermittelt, ob es sich bei debbehteten Mastzell-NK-Zell Interaktion
um eine direkte Zell-Zell Interaktion oder eine N&dr-induzierte Interaktion handelt.
Hierfir wurden zunachst Zellkulturiiberstande vonStgtimulierten Mastzellen fir die
Inkubation mit NK-Zellen verwendet und mit der Kdtkm aus Mastzellen und NK-Zellen in
Anwesenheit von LPS verglichen. Die sezerniertemdéa IFNy wurden erneut mittels
ELISA bestimmt und ergaben eine signifikant gernegilenge an IFN-im Uberstand von
NK-Zellen, die mit dem zellfreien Uberstand LPS¥silierter Mastzellen inkubiert wurden,
im Vergleich zur direkten Mastzell-NK-Zell-Kokultunit LPS (Abb.15A). Diese Ergebnisse
deuten auf eine direkte Zell-Zell Interaktion zwisa beiden Zellen hin. Um diese Ergebnisse
weiter zu spezifizieren wurden Mastzellen und NHKl&ein einem Transwell-System durch
eine fur Zellen undurchdringliche Membran von O, |getrennt und mit moglichem
Zellkontakt ohne Membran inkubiert (Abb.15B). Diemermittelten IFNy Konzentrationen
bestétigten die Ergebnisse aus den Zelliberstarderitnenten und zeigen eine signifikant

geringere IFNy Konzentration nach Separation der Zellen durck &embran.
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Abbildung 15: Zell-Zell-Kontakt ist essentiell fdie Freisetzung von IFN-nach Kokultur von Mastzellen und
NK-Zellen

Dargestellt sind die Zusammenfassungen der {FEEISA-Messungen aus mindestens drei unabhangigen
Experimenten. Abbildung 15A zeigt die Ergebnissehninkubation von NK-Zellen mit Mastzellen und LPS
bzw. mit dem zellfreien Uberstand von Mastzelleie, zlvor fiir 24 h mit LPS stimuliert wurden. In Alslung

15B sind die freigesetzten Mengen IFNiach Inkubation von Mastzellen und NK-Zellen mirschiedenen
Mengen bzw. ohne LPS im Transwell- oder Kokultust®yn dargestellt. Student’s t-Test; *p < 0,05, &p,01,

***p < 0,005.
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Zusatzlich bestatigt wurden diese Ergebnisse ddecthNachweis intrazellularen IFNnach
Kokultur im Transwell- oder Kokultur-System (Abb)18&lach direktem Zellkontakt zwischen
Mastzellen und NK-Zellen waren 21,97% der NK-Zelmysitiv fir IFN+, im Vergleich zu
7,36% IFNy-positiven NK-Zellen nach Separation im Transwejst®m.

4 NK+MC+LPS TW NK+MC+LPS NK+LPS

IFN-y-APC

v

CD49b-PE

Abbildung 16: Zell-Zell-Kontakt ist essentiell fdie Produktion von IFN-nach Kokultur von Mastzellen und
NK-Zellen.

Dargestellt sind exemplarische Dot Blots einer FA&Swertung nach Kokultur von Mastzellen und NK-
Zellen mit LPS im Transwell (TW)- bzw. Kokultur-Sgsn und NK-Zellen mit LPS. Die Zellen wurden fir A7
inkubiert, bevor fur weitere 4 h Golgi Plug zugeseturde. AnschlieBend wurden die Zellen permesibiti und
mit einem anti-IFNy Antikdrper inkubiert. Im FACS wurden die CD49b-PBBsitiven NK-Zellen auf ihren

prozentualen Anteil IFN-positiver Zellen analysiert.

Die Ergebnisse aus den Abbildungen 15 und 16 deatérine kritische Rolle einer direkten
Zell-Zell Interaktion zwischen Mastzellen und NKiéa fur die Produktion und Sekretion

von IFN-y nach LPS Stimulation hin.

4.6 Mogliche Interaktionspartner fur die Mastzell-NK-Ze Il Interaktion

Da nun aus den bisherigen Ergebnissen bekannt e@ams es sich um eine TN-
unabhangige, Zell-Zell-Kontakt-abhangige, aktivigte Interaktion zwischen Mastzellen und
NK-Zellen handelte, die die Produktion und Sekretion IFNy durch NK-Zellen stimuliert,
wurden anhand einer Literaturrecherche mehrere iohiglnteraktionspaare, bestehend aus
Rezeptor und Ligand, eruiert.

Im Folgenden wurden die moglichen Interaktionspaareand des Einflusses blockierender

Antikdrper auf die freigesetzte Menge IRNaberprift. Hierfir wurden die Zielzellen mit
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dem blockierenden Antikérper bzw. der entsprechendetypkontrolle inkubiert und nach
anschlieBenden Waschschritten zur Entfernung umglsmen Antikorpers mit der jeweils
anderen Zelle inkubiert. Die gezeigten Werte ewmisipen der prozentualen Anderung der
IFN-y Freisetzung im Vergleich zur Isotypkontrolle (=¥090 Bei Anwendung des
blockierenden Antikdrpers OX40L zur Blockierung vexX40L auf Mastzellen konnte eine
Reduktion der IFN¢ Freisetzung im Vergleich zur Isotypkontrolle vo5,32%6 erzielt werden
(Abb.17A). Die Blockierung der Mastzellen bzw. NKellen mit anti-ICOSL (Abb.17B), -
CD70 (Abb.17C) oder -CD153 (Abb.17D), -B7-H1 (PD}L1CD48, Qa-1b, -ICAM und -
NKG2D Antikorpern hatte keinen Effekt auf die Sdloe von IFNy. Zusatzlich zur
Blockierung mittels anti-OX40L Antikdrper wurde diéxpression von OX40L auf der
Zelloberflache von Mastzellen anhand einer FACSHs®uberpruft und zeigte eine erhdhte
Expression auf Mastzellen unter dem Einfluss vorgs,LBer jedoch unabhéngig von NK-
Zellen ist (Abb.17E).
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Abbildung 17: Blockierung von OX40L auf Mastzellesduziert Sekretion von IFN-

In den Abbildungen 17A-D ist die prozentuale Andeyuder sekretierten Menge IFNim Vergleich der
verwendeten blockierenden Antikérper und der jegen Isotypkontrolle (100%) dargestellt. Mastzellen
wurden vor der Kokultur mit NK-Zellen und 1 pg/mPB fir je 15 min mit anti-Maus OX40L (A; 10 pg/ml),
ICOSL (B; 10 pg/ml), CD70 (C; 20 pug/ml) oder CD1&3 20 pg/ml) bzw. den passenden Isotypkontrolieh a
Eis inkubiert. Die Expression von OX40L auf Maskzel(E) wurde nach 24-stindiger Kokultur aus Md&tne
und NK-Zellen, bzw. Mastzellen allein in An- odebwesenheit von 1 pg/ml LPS analysiert. Abgebildetine
reprasentative FACS-Auswertung. Student’s t-Tegp ¥ 0,005.
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Da es keinen Antikérper zur Blockierung von OX46tgum die Interaktion von Mastzellen
und NK-Zellen durch Blockierung von OX40 auf NK-Eeku beeinflussen, wurde zunéchst
die Expression von OX40 auf den NK-Zellen unter deémfluss von LPS und Mastzellen
anhand einer FACS-Analyse untersucht. Eine Expyassbn OX40 auf NK-Zellen, wie
bereits von Liu et al. (156) beschrieben, konntaealsi FACS-Analyse nicht bestatigt werden.
Als alternative Nachweismethode wurde die Expressimn OX40 mittels _everser
Transkriptions (rt)PCR anhand von Zelllysaten aukftoren von Mastzellen mit NK-Zellen
bzw. beiden Zellen allein jeweils mit und ohne LirBersucht (Abb.18). Die rtPCR bestatigte
die Ergebnisse der FACS-Analyse, dass NK-Zellenn k€&)X40 exprimieren. Die
gelelektrophoretische Auswertung zeigt deutlich OX2CR-Produkte (Gr6Re 119 bp). Es
konnte eine positiver Nachweis und eine somit aakhorende Expression von OX40 fir T-
Zellen, Mastzellen mit NK-Zellen sowohl mit als &auohne LPS und Mastzellen mit bzw.
ohne LPS gebracht werden. Diese Erkenntnis deutetiae autokrine Interaktion von OX40
mit OX40L auf Mastzellen hin.

Abbildung 18: NK-Zellen exprimieren kein OX40.

Dargestellt ist das Ergebnis einer Gelelektroploreiser PCR mit OX40 Primern Uber die mittels reger
Transkription generierten cDNA aus Mastzellen, NKvbder Kokultur aus beiden Zellen mit bzw. ohneSLP
Als Positivkontrolle wurde aus sortierten T-Zell®&NA isoliert. Zur Reinheitskontrolle der isoliertddNA
wurde bei dem Ansatz T-Zellen-RT und MC+LPS-RT R&aktion ohne reverse Transkriptase durchgefuhrt, u
eine Amplifikation von OX40 Uber eine Verunreinigudurch genomische DNA auszuschlieBen. Eine 50 bp

DNA Leiter diente der GroRenbestimmung der ampdifizn Fragmente.

Die Ergebnisse der rtPCR wurden mittels FACS-Amalestétigt. Auch hier konnte eine
LPS- und NK-unabhangige Expression von OX40 auftkdlen detektiert werden (Abb.19).
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Abbildung 19: MC exprimieren OX40.

Dargestellt sind exemplarische Dot Blots einer FA&GSwertung nach 24-stindiger Kokultur von Maseel!
und NK-Zellen mit LPS oder ohne LPS als KontrollEe Zellen wurden mit FaRI-PECy7 und OX40-PE
Antikérper inkubiert. Im FACS wurden die #éRI-PECy7-positiven Mastzellen auf ihren prozentnafmnteil
OX40-PE-positiver Zellen analysiert.

Somit konnte zwar anhand eines blockierenden OXA@Likorpers die Freisetzung von
IFN-y reduziert werden, jedoch scheint es sich eher uma autokrine Interaktion von
Mastzellen mittels OX40 und OX40L als eine Interaktzwischen OX40L auf Mastzellen
mit OX40 auf NK-Zellen zu handeln. Dennoch bestéadigses Ergebnis, dass OX40L, wie
bereits zuvor beschrieben, eine essentielle Rollder Mastzellbiologie zu spielen scheint.
Dies wird durch die Tatsache bestatigt, dass OXd0t. Mastzellen Gber mehrere Spezies
hinweg konserviert ist (80;155;165).

Zur Uberprifung des Einflusses von OX40L wurde Blieckierung von OX40L zusatzlich

auf Mastzellen, generiert aus BALB/c Méausen getefie Interaktion von Mastzellen und
NK-Zellen aus BALB/c Mausen zeigte nach Blockierungy OX40L keine Veranderung der
IFN-y Sekretion im Vergleich zur Isotypkontrolle (Abb)2Dieser Unterschied zu Zellen aus
C57BL/6 Mausen scheint auf Differenzen zwischen bleiden Stdmmen zurickzufiihren zu

sein. Nakae et. al. (80) zeigten in ihrer Analyse Mastzell-abhangigen T-Zell-Aktivierung
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drastische Unterschiede in der Expression von Gloérdnmolekilen zwischen C57BL/6 und
BALB/c Mausen.

200
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Anderung der IFN¢ Sekretion [%0]

a-OX40L Isotyp

Abbildung 20: Blockierung von OX40L auf Mastzellaus BALB/c Mausen hat keinen Einfluss auf die
Sekretion von IFNy.

Dargestellt ist die prozentuale Anderung der sékteth Menge IFNr im Vergleich von anti-OX40L zur
Isotypkontrolle (100%). Mastzellen wurden vor deskigiitur mit NK-Zellen und 1 pg/ml LPS fiir je 15 mimnit
anti-Maus OX40L bzw. der Isotypkontrolle auf Eikuiert. Student’s t-Test; ns, nicht signifikant.

Die Interaktion von OX40-OX40L scheint eine erheb&é Komplexitat aufzuweisen, die

wahrscheinlich von unterschiedlichen Einflissenuliegt wird.

4.7 Einfluss der Mastzell-NK-Zell Interaktion auf die Zytotoxizitat der
NK-Zellen

Neben dem Einfluss auf die Freisetzung von {FMdrd im Zusammenhang mit der
Aktivierung von NK-Zellen zusétzlich der Einflussfadessen Zytotoxizitat untersucht. Zur
Bestimmung der Zytotoxizitat der NK Zellen wurden standardisierter Zytotoxizitats-Test
sowie eine intrazellulare Granzym B FACS-Analysectigefuihrt. Bei dem durchgefihrten
Zytotox-Test handelt es sich um eindhrom-Release-Assaybei dem anhand der
freigesetzten Menge Chrom die Lyse-Rate in Proggethnet wird. Hierflr werden zunachst
fur die Lyse durch NK-Zellen sensitive YAC-1-Tumelien (Target) mit einer definierten
Menge Chrom inkubiert, um dieses aufzunehmen. Arftdnd werden die Chrom-
beladenen YAC-1-Zellen mit Mastzellen und/oder N&H&n inkubiert. Die durch Lyse der

YAC-1-Zellen freigesetzte Menge Chrom wird nach Khkubation gemessen.
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Abbildung 21: Mastzellen zeigen keinen Einfluss Hif-Zell Zytotoxizitat.

In Abbildung 21A und B sind die Auswertungen desafgxizitats-Tests nach Kokultur von Mastzellen und
NK-Zellen mit (A) und ohne (B) LPS dargestellt. Kdturen aus Mastzellen und NK-Zellen bzw.
Monokulturen der jeweiligen Zellen wurden fur 4 Is &ffektorzellen im Verhdltnis 10:1, 5:1, 2.5:1vbz
1.25:1 mit YAC-1 Zellen (Target) inkubiert. Im Arfdass wurde im zellfreien Uberstand die durch Lyse
freigesetzte Meng¥CrO, mit Hilfe eines Wallac 1450 MicroBeta Trillux genses und die Zytotoxizitét wie
folgt kalkuliert: (Freigestzte Menge/ maximale Betzung YAC Zellen) x 100. Dargestellt sind die
Zusammenfassungen aus mindestens drei unabhandigssungen mit Zellen aus unterschiedlichen
Aufarbeitungen.

Die Auswertung der Ergebnisse zeigt einen deuttichestieg der Lyse-Rate von Mastzellen
mit NK-Zellen bzw. NK-Zellen im Vergleich zu Mastn, von denen auch keine
zytotoxische Aktivitat bekannt ist (Abb.21). Die vasenheit von Mastzellen bzw. LPS
scheint jedoch keine aktivierende Wirkung auf dig@ofoxizitat der NK-Zellen zu haben, da
es keinen signifikanten Unterschied zwischen detotdyizitdt von NK-Zellen und NK-

Zellen mit Mastzellen mit oder ohne LPS gab.
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Zudem wurde anhand intrazellularer Granzym B FAG®@&gsen der Einfluss von Mastzellen
auf die Zytotoxizitat von NK-Zellen tberprift (Al#2). Es konnte kein signifikanter An-
oder Abstieg des fur die Zytotoxizitat essentiel@ranzym B detektiert werden. Dieses
Ergebnis bestétigt die Resultate @hrom-Release-Assgydass Mastzellem vitro keinen

Einfluss auf die Zytotoxizitat von NK-Zellen haben.
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Abbildung 22: Keine Veranderung der Expression v@8ranzym B nach Kokultur von NK-Zellen mit
Mastzellen.

Dargestellt ist der MFI von Granzym B auf NK-Zelleach Kokultur bzw. Singlekultur mit und ohne LRSir
Analyse der intrazellularen Granzym B Expressionmden die verwendeten Zellen fir 48 h inkubiert.den
letzten 8 h wurde den Zellen zur intrazellularent®n-Akkumulation Golgi Plug zugesetzt. Im FACSrden
die CD49b-positiven Zellen (NK-Zellen) auf ihre @Grgm B Expression analysiert. Zu sehen ist die

Zusammenfassung der MFIs aus vier unabhangigenriBxpaten. Student’s t-Test; ns, nicht signifikant.

4.8 Einfluss von Mastzellen auf NK-Zellen nach in vivd_PS Injektion

Zur Bestatigung der Relevanz der Mastzell-NK-Zeitetaktion wurde anhand Mastzell-
defizienter Mause die Interaktiom vivo analysiert. Hierfir wurde WT-M&usen und Mastzell-
defizienten Mausen 100 pg LPS pro 25 g Korpergewigh injiziert. Nachdem der
Gesundheitszustand der Mause alle 3 h Uberpriftleywerfolgte nach 14 h die Totung der
Tiere sowie die Isolierung von Milz, Peritonealeellsowie Lymphknoten. Aus den isolierten
Geweben wurden Einzelzellsuspensionen hergedbafitso gewonnen Zellen wurden mittels
FACS auf den intrazellularen IFNGehalt von NK-Zellen untersucht (Abb.23). NK-Zelle
aus der Milz Mastzell-defizienter Mause wiesen esignifikante Reduktion von IFN-

positiven NK-Zellen im Vergleich zu NK-Zellen ausilk&n von WT-Mausen auf. Fur die
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analysierten NK-Zellen aus den isolierten Lymphlkemobzw. den Peritonealzellen Mastzell-
defizienter Tiere konnte eine Reduktion, jedochn&esignifikante Verdnderung des IRN-

Gehalts verzeichnet werden.

c
2 70+ I wT
U 604 ns [ Wsh
2 504 l
=
D 40-
o
o
= 304
&
§ 20+ ns
Misl
[
Milz Peritoneal Lymphknoten

lavage

Abbildung 23: Mastzellen steigern intrazellulare IMkkumulation in NK-Zellenin vivo.

Abgebildet ist die Zusammenfassung der intrazellularen|i¥CS-Analyse der NK-Zellen von sechs Mausen
je Genotyp (WT- und Wsh-M&use). Analysiert wurden di€ Zéllen aus der Milz, den Lymphknoten und den
Zellen aus der Peritoneallavage. Die Zellen wurden jeweilshl#ach Injektion von 100 pg/25 mg
Kdrpergewicht isoliert und mit anti-CD49b und anti-CD3 sowigazelluldar mit anti-IFNy Antikdrpern geféarbt.
Student’s t-Test; *p < 0,05, ns, nicht signifikant.

Eine Analyse der Serumkonzentration an H-Mittels ELISA ergab keinen signifikanten
Unterschied zwischen den Mausgruppen. In einigedlerfFalag die Serum IFN-
Konzentration unter der Nachweisgrenze und lieBe&ké&iuswertung zu.

Dennoch bestatigten die FACS-Analysen gewivo Experimente dign vitro Ergebnisse,
dass Mastzellen in Anwesenheit von LPS einen esflent Einfluss auf die produzierte und

sekretierte Menge IFN-durch NK-Zellen nehmen.

4.9 Mastzell-NK-Zell Interaktion nach in vivo Injektion von RMA/S
Zellen

Zur Analyse einer mdoglichen Rolle der InteraktioonvMastzellen und NK-Zellen im
Zusammenhang mit Tumorimmunologie wurde Mausen RMA/S-GFP Tumorzellen
injiziert. Es ist bereits beschrieben, dass RMA&Ien im Peritoneum ausschliel3lich von
NK-Zellen lysiert werden (151). Zuex vivo Detektion der Tumorzellen wurden RMA/S
Zellen stabil mit GFP transduziert. Es wurden Witd Wsh-Mause mit 10xfRMA/S-GFP
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Zellen i.p. appliziert. Nach 24 bzw. 48 h wurder diere getdtet und Milz, Peritonealzellen
sowie Lymphknoten isoliert. Aus den isolierten Gbee wurden Einzelzellsuspensionen
hergestellt. Die so gewonnen Zellen wurden mitledCS auf den prozentualen Anteil von
NK-Zellen und den intrazellularen Granzym B Geludt NK-Zellen untersucht. Zusatzlich
wurden die Aktivierung der NK-Zellen anhand des idkrungsmarkers CD69 und die
Apoptose der RMA/S Zellen aus der Peritoneallavagkand einer Annexin V Farbung
analysiert. 24 h nach Injektion der RMA/S Zellenegen die Mastzell-defizienten Mause
einen signifikant hoheren prozentualen Anteil an-Ridlen aus Lymphozyten auf als NK-
Zellen aus WT-Mausen (Abb.24). Dieser Effekt walgeh nur nach 24 h signifikant.
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Abbildung 24: Signifikanter Einstrom von NK-Zellémdas Peritoneum Mastzell-defizienter M&use.

Abgebildet ist die Auswertung der FACS-Analysen gechs Mausen pro Genotyp (WT- und Wsh-Méause) 24 h
nach i.p. Injektion von RMA/S Tumorzellen. Die Rerniealzellen wurden mit anti-CD49b und anti-CD3
Antikorpern gefarbt. Dargestellt ist der prozentud@inteil von NK-Zellen aus den gegateten Lymphozyte
Student’s t-Test; *p < 0,05.

NK-Zellen aus der Peritoneallavage Mastzell-defiee Mause wiesen 48 h nach RMA/S
Injektion einen signifikant erhdhten prozentualentéd Granzym B-positiver NK-Zellen

(Abb.25A) im Vergleich zu WT-Mausen auf. Diese NIglén zeigten eine signifikant
erhohte Expression des Aktivierungsmarkers CD69b(2BB). Des Weiteren konnte eine
Reduktion der Tumorzellzahl (Abb.25C) in Mastzedfidienten Mausen im Vergleich zu
WT-Mausen festgestellt werden. Diese Reduktion jedoch nicht signifikant und es konnte
keine Steigerung der Apoptose der injizierten RMAASnorzellen (Abb.25D) anhand der

Annexin V Farbung detektiert werden.




Ergebnisse 54

5
s A * B .
¥ s0 & 40
< 50- 5 401
: : -
> 401 ¥
E= Z 307
2 30+ 1 H
m ‘U:) 20-
[}
%\ 20 ;_
8 104 g 101
o o
X X
WT Wsh WT Wsh
C ns D
201 J— 30

ns

207

101 1

107

% RMA/S Tumorzellen

% Annexin V positive RMA/S Zellen

WT Wsh WT Wsh

Abbildung 25: Inhibierender Einfluss von Mastzelkuf Aktivierung von NK-Zellen.

Dargestellt sind Auswertungen der FACS-Analysen Renitonealzellen 48 h nach i.p. Injektion von RIBA/
GFP Tumorzellen in WT- und Wsh-Méause. Ein Teil dmlierten Peritonealzellen wurden zur intrazeleré
Akkumulation von Granzym B (A; n=13) flir 4 h in Aegenheit von Golgi Plug inkubiert. Zusatzlich wurdi¢

einem anti-CD69 Antikorper die Aktivierung von NKelfen tberprift (B; n=7). Die restlichen Zellen wan

direkt nach der Isolation auf ihren prozentualerneArRMA/S-GFP-positiver Tumorzellen (C; n=13) uddn

Anteil apoptotischer (Annexin V-positiver) RMA/S-GFTumorzellen (D; n=12) untersucht. Student’s ttTgs

< 0,05, ns, nicht signifikant.
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5 Diskussion

Mastzellen regulieren die Kinetik des erworbenenmlmsystems, indem sie z.B. die
Bewegung, Aktivierung, Proliferation und Differeamiing von T-Zellen sowie die Bewegung
und funktionelle Reifung von DCs unterstitzen (418 39-42). Sie sekretieren Mediatoren
wie IL-12 (47) und IFNe (37), die fur die Aktivierung von NK-Zellen bengtiwerden. Fur
eine effektive Lyse von MHC-I-negativen Tumorzellend Virus-infizierten Zellen ist die
vorherige Aktivierung essentiell. Diese Kenntnisgaren Grundlage fir das Projekt der
Doktorarbeit, in der eine mogliche Zell-Interaktieruiert wurde.

In vitro konnte eine gesteigerte Sekretion und Produktmm ¥N-y durch NK-Zellen nach
Stimulation mit LPS und Zellkontakt mit Mastzellapezeigt werden (Abb.26). Diese
Ergebnisse konnten mittels i.p. Injektion von LRSMastzell-defiziente Wsh- oder WT-
Mausein vivo bestatigt werden. NK-Zellen aus Milz, Peritoneadige und Lymphknoten von
Wsh-Méausen zeigten eine Reduktion an intrazellutdieN-y im Vergleich zu WT-Mausen,
jedoch war diese Reduktion nur in den NK-ZellenMée signifikant.

Eine Analyse der Interaktion von Mastzellen und Ké&llen im Zusammenhang mit der
Tumorimmunologie zeigte einen kontrdren Effekt. rHischeinen Mastzellen einen
inhibierenden Effekt auf NK-Zellen zu haben. in vivo Experimenten mit Mastzell-
defizienten Wsh- und WT-Méausen konnte nach i.pektipn von MHC-I-negativen RMA/S
Tumorzellen eine gesteigerte Aktivierung und eimoéter Anteil Granzym B-positiver
peritonealer NK-Zellen in den Wsh-Mausen detektietrden. Es konnte jedoch kein
signifikanter Einfluss auf die Apoptose oder Anzaler RMA/S Tumorzellen beobachtet

werden.

5.1 Einfluss LPS-aktivierter Mastzellen auf NK-Zellen

Zur Analyse der Interaktion von Mastzellen und NB&HZn wurden verschiedene
Stimulationen getestet. Mastzellen sind fur ihrenk&ion als Effektorzellen in der IgE-
assoziierten erworbenen Immunantwort bekannt. iStereach Antigen-Bindung an Rezeptor-
gebundenes IgE in der Lage, gespeicherte MediatmmenGranula zu sekretieren. Dennoch
konnte im Fall der Mastzell-NK-Zell Interaktion kei Steigerung der IFN-Sekretion nach
IgE/Antigen Stimulation beobachtet werden. Dies tétegg die Hypothese, dass die
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Anwesenheit bakterieller Antigene die Funktion \Mastzellen weg von der IgE-assoziierten

erworbenen Immunantwort hin zur angeborenen Imraurgguliert (166).

TLR1 /9@ @ . TLR4
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- Aktivierung von Makrophagen
- Steigerung der NK-Zell Aktivitat
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- Initiierung einer T, 1-immunantwort

Abbildung 26: Interaktion von Mastzellen und NK-I&sl fuhrt zur signifikant hdheren Sekretion von HN

Eine separate Inkubation von Mastzellen und NKe&telbhne LPS fihrt zu keiner deutlichen Sekretion vo
TNF-o und IFN«. LPS hat einen stimulierenden Einfluss auf dieigatzung von TNIe-durch Mastzellen und
IFN-y durch NK-Zellen. In Kokultur Experimenten konntm eignifikanter Anstieg der freigesetzten Menge
IFN-y durch NK-Zellen jedoch kein Einfluss auf die se¢imte Menge TNFe beobachtet werden. Die
Interaktion von OX40/0OX40L auf Mastzellen scheimem essentiellen Einfluss auf die sekretierte MelfgN -y

zu nehmen jedoch ist zum jetzigen Zeitpunkt unkllaer welche Rezeptor-Ligand Interaktion Mastzelain

NK-Zellen in Kontakt treten.
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Von Mastzellen sekretiertes TNE-scheint ein Schllissel-Zytokin fur die Interaktigan
Mastzellen mit anderen Zellen des angeborenen brworbenen Immunsystems zu sein.
TNF-a ist fur die Rekrutierung von Neutrophilen wéhrexider septischen Peritonitis sowie
in der allergischen Spatreaktion essentiell (4B48B;Zudem ist die Sekretion von TN#F-
durch Mastzellen fiir die Aktivierung von T-Zellendudie Migration von DCs relevant (80-
83). In dieser Doktorarbeit konnte ein dosisabhgegisignifikanter Einfluss von LPS auf die
Steigerung der TNI-Sekretion durch Mastzellen bestatigt werden. Dehnkonnte kein
Einfluss von TNFe auf die Interaktion von Mastzellen und NK-Zellertektiert werden
(Abb.26). Anhand blockierender Antikérper und TNBK¥BMCMCs konnte kein

Unterschied in der Sekretion von IRNdurch NK-Zellen festgestellt werden.

Eine Stimulation von Mastzellen und NK-Zellen mindLiganden fir TLR3, TLR4 und
TLR9 steigerte die Sekretion von IFNdurch NK-Zellen. Es ist bereits bekannt, dass die
Expression von TLR4 auf Mastzellen wichtig fur djgtimale Immunantwort wahrend einer
septischen Peritonitis im Mausmodell ist (94). DaRiteren wird auch NK-Zellen im
Zusammenhang mit Sepsis eine wichtige Rolle zugedmn. So wurde ein Anstieg an NK-
Zellen im Peritoneum nachCecal ligation and puncturebeobachtet (167), einem
Sepsismodell, bei dem auch das Vorhandensein vostzikléen relevant ist (68;89). Des
Weiteren sind NK-Zellen die Hauptquelle von IFNwvahrend einer Endotoxin-induzierten
Sepsis (167-171). Die Stimulation von NK-Zellen Rmoduktion und Sekretion von IFN-
kénnte zur Aktivierung von Makrophagen und somdiiekt durch die Freisetzung von u.a.
Stickstoffmonoxid mikrobizid wirken (172). Daribdrinaus konnte durch IFN- die
Prozessierung und Antigenprasentation durch Malageh stimuliert und indirekt eine
erworbene Immunreaktion unterstutzt werden. {8t in der Lage, Makrophagen fir eine
Reaktion gegen LPS (173;174) oder CpG DNA (175;¥i6xensibilisieren. Des Weiteren
fuhrt die durch LPS induzierte Sekretion von ThFElurch Mastzellen zu einer optimalen
Rekrutierung von Neutrophilen und DCs zum Ort deeltion. Somit kdnnte durch die
gesteigerte Sekretion von IFNdurch NK-Zellen nach Kontakt zu LPS-, CpG- odechau
Poly I:C-stimulierten Mastzellen in Kombination nder erhéhten Sekretion von TNF-

durch Mastzellen eine effektive Immunantwort incdukziverden.

Die Blockierung von OX40L auf BMCMCs aus C57BL/6 M#&n ergab eine verringerte
Sekretion von IFN¢ durch NK-Zellen. Der OX40-OX40L Interaktion kommaine wichtige

Funktion in der Mastzell-assoziierten AktivierungnvT-Zellen (80) und der DC-gesteuerten
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NK-Zell-Aktivierung (156) zu. Die Expression von @BL auf Mastzellen scheint eine
essentielle Rolle in der Mastzellbiologie zu spielda OX40L Uber mehrere Spezies hinweg
konserviert ist (80;155;165).

Zur genaueren Analyse der OX40-OX40L Interaktiomenguch eine Blockierung von OX40
auf NK-Zellen nétig gewesen. Da jedoch keine Mddtieit bestand, OX40 auf NK-Zellen zu
blockieren bzw. eine Expression mittels FACS nawlesen, wurde eine Expression mittels
rtPCR Uberpruft. Die rtPCR zeigte Uberraschendessvkeine Expression von OX40 fur NK-
Zellen, jedoch fur Mastzellen (unabhangig von LER®)mit scheint es sich um eine autokrine
Interaktion von OX40 und OX40L auf Mastzellen zwndeln, die zu einer Inhibierung der
IFN-y Sekretion durch NK-Zellen fuhrt (Abb.26).

Um eine Stamme-ubergreifende Interaktion von OX4040K auf Mastzellen und deren
Einfluss auf die IFN¢ Sekretion durch NK-Zellen zu untersuchen, wurdéCBICs und
NK-Zellen aus BALB/c Mausen isoliert. Im Vergleidu den Experimenten mit Zellen aus
C57BL/6 Mausen konnte jedoch kein inhibierenderflegs des blockierenden anti-OX40L
Antikorpers auf die IFNr Sekretion festgestellt werden. Auch wurde keinédkete

Expression von OX40L auf BALB/c BMCMCs, wie zuvadzhrieben (80), nachgewiesen.

Die Analyse der NK-Zell-Zytotoxizitat unter Einflasvon Mastzellen ergab keinen
Unterschied zur Stimulation von NK-Zellen. Zusatalkonnte kein Einfluss von LPS auf die
Zytotoxizitat von NK-Zellen festgestellt werden. 8zellen scheinen, unabhangig von einer
Stimulation mit LPS, keinen Einfluss auf die NK-E&ltotoxizitat zu haben. Dieser fehlende
Einfluss der Mastzell-NK-Zell Interaktion auf dieytdtoxizitdt im Vergleich zur IFNr
Sekretion lasst sich dadurch erklaren, dass diekidytProduktion und Zytotoxizitat von
unterschiedlichen Signalwegelownstreamder aktivierenden NK-Zell-Rezeptoren reguliert
werden. So konnte bereits gezeigt werden, dass \&mg essentielle Rolle in der
Signalkaskade fiir Zytotoxizitat jedoch nicht fie dFN-y Sekretion spielt (177). Vahlne et.
al. (178) konnten anhand von ExpressionsmarkernZiiken unterscheiden, die eher zur
Zytokin Produktion oder zur Degranulierung neigtés.konnte gezeigt werden, dass unreife
NK-Zellen (Mac-1°" CD27"") eher degranulieren und reife NK-Zellen (M&&1CD27°%)

IFN-y sekretieren.
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5.2 Einfluss der Mastzell-NK-Zell Interaktion auf RMA/S Tumorzellen

Da sowohl Mastzellen als auch NK-Zellen einen Hisdl auf die Tumorimmunologie
(30;105;127;135) nehmen und nachdem mittels LP$ution eine Interaktion von
Mastzellen und NK-Zellen gezeigt werden konnte,ltsobls nachstes eine mdégliche
Interaktion der beiden Zellen in einem Tumormodeitersucht werden. Hierfir wurden
GFP-transduzierte MHC-I-negative RMA/S Tumorzellep. in Wsh- und WT-Mause
injiziert. Die Analyse der peritonealen NK-Zellemgab einen signifikanten Anstieg der
Expression des Aktivierungsmarkers CD69 sowie deteils an Granzym B-positiven NK-
Zellen in den Mastzell-defizienten Wsh-Mausen imrgleich zu WT-Mausen. Da
Granzym B eine kritische Rolle bei der effektiveyse von Tumorzellen spielt (132nd in
Mastzell-defizienten Mausen die Expression sigaifikerhoht war, scheint die Anwesenheit
von Mastzellen in den WT-Mausen einen inhibierenB&akt auf die Granzym B Produktion
von NK-Zellen zu haben. Bestatigt wird diese Thealurch die gesteigerte Expression des
frihen Aktivierungsmarkers CD69 auf peritonealen-Ei&len Mastzell-defizienter Mause.
Dennoch konnte in unserem Modell nach 48 h keimiskgnter Effekt durch An- oder
Abwesenheit von Mastzellen auf die NK-assoziieressd. MHC-I-negativer Tumorzellen

beobachtet werden.

Die Interaktion von Mastzellen und NK-Zellen wesstheinbar eine erhebliche Komplexitat
auf, die auch Mausstamm-tbergreifende Unterschmsiigt. Eine detaillierte Analyse der

Interaktion von Mastzellen und NK-Zellen steht zesg¢m Zeitpunkt noch aus.

5.3 Ausblick

Die Ergebnisse der Doktorarbeit zeigen zum ersteh &he bisher unbekannte, wichtige
Interaktion von Mastzellen und NK-Zellen, die eessentielle Rolle in der Regulation einer
effektiven Immunantwort im Zusammenhang mit einaktbriellen oder viralen Infektion

bzw. in der Tumorimmunologie spielen kénnte. Weiteintersuchungen fir eine detaillierte

Analyse der Interaktion sind erforderlich.
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Zur Klarung der Frage wie LPS-stimulierte Mastzeliend NK-Zellen interagieren, sollen
zunachst Expressions-Unterschiede von bekanntetz&ikiganden und -Rezeptoren nach
Blockierung von OX40L anhand von FACS-Analysen wsueht werden.

Um die Konservierung der Mastzell-NK-Zell Interaktiin Abhangigkeit einer TLR-Ligand
Stimulation zu Uberprtfen, wird die Interaktionfamanen Zellen analysiert werden. Hierfur
werden humane Mastzellen aus der Mukosa humanenr@sektate und NK-Zellen aus dem
Blut des gleichen Patienten isoliert. Eine Isolatieon NK-Zellen aus der Mukosa ist
aufgrund des geringen prozentualen Anteils an NKedealerzeit nicht mdglich.

Die Zellen sollerin vitro mit LPS, CPG oder Poly I:C bzw. ohne Stimulanaiikrt werden.
Sollte sich auch hier ein signifikanter Unterschiadder IFNy Sekretion und Produktion
durch NK-Zellen zeigen, so kann anhand blockiereddgikdrper eine spezifische Analyse

der Interaktion erfolgen.

Auch fur die Untersuchung einer méglichen Interaktvon Mastzellen und NK-Zellen bzw.
eines direkten oder indirekten Einflusses von Makin auf NK-Zellen im Zusammenhang
mit Tumorimmunologie sind weitere Experimente edttgtich.

Mittels einerin vitro Analyse soll zunachst eine magliche direkte Inteoakvon Mastzellen
und NK-Zellen in Gegenwart von RMA/S-GFP Tumorzellentersucht werden. Hierbei soll
die Aktivierung von NK-Zellen anhand des Aktivieggmarkers CD69 und die intrazellulare
sowie sekretierte Menge TNE-IFN-y und Granzym B Uberprift werden.

Anhand blockierender Antikorper oder durch Rekdanstn Mastzell-defizienter Mause mit
KO-Mastzellen z.B. MHC-I- oder MHC-II-KO soll in viterenin vivo Experimenten die Zell-
Interaktion im Tumormodell noch spezifiziert werddes Weiteren soll unter Anwendung
eines depletierenden NK-Antikorpers die ApoptoseRMA/S Zellen analysiert werden, um
einen zytotoxischen Effekt anderer Zellen auf dasndrmodell auszuschlieBen bzw. zu
untersuchen. Uber dies hinaus sind weitere Expeatieneur Analyse der Interaktion im
Zusammenhang mit anderen Immunzellen in dem veratendModell notig.

In einem Langzeitmodell soll die Interaktion von $ileellen und NK-Zellen auf die
Karzinogenese beobachtet werden. Hierbei soll a@e®erder Einfluss von LPS bzw. LPS-
stimulierten Mastzellen auf die Progression und[er@es Tumors bzw. eine eventuelle
Metastasierung analysiert werden. Auch die Infikra der Tumore durch NK-Zellen soll
beobachtet werden.
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/ Anhang

7.1 Abkirzungsverzeichnis

APC Allophycocyanin

ATCC Amercian Tissue Culture Company

bp Basenpaare

BMCMC Bone marrow derived cultured mast cells
BSA Bovines Serum Albumin

CD cluster of differentiation

CPG synthetisches DNA Molekul: Cytosin, Guanin, $jitodiester
DC(s) Dendritische Zelle(n)

DMEM Dulbecco’s modified eagle medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

DNP Dinytrophenyl

dNTPs Desoxyribonukleotide (dATP, dGTP, dCTP, dTTP)
EDTA Ethylendiamin-N,N,N’,N’-tetraacetat

EtOH Ethanol

FACS Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung

FCS fotales Kalberserum

FITC Fluoresceinisothiocyanat

g acceleration of gravity

GFP Green fluorescence protein

h Stunde(n)

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinylethansulfémse
ICOS Inducible co-stimulator

ICOSL Inducible co-stimulator Ligand

IFN Interferon

IL Interleukin

IMDM Iscove’s modified Dulbecco’s medium

lono lonomycin

i.p. intraperitoneal

IVC Individual ventilated cage
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kDa
KO
LPS

MACS
MC
MFI
MHH
KM
NA/LE
NEA
NK
oD
PBS
PCR
PE
PEI

PL
PMA
Poly I:.C
RNA
RNase
rpm
rntPCR
SEM
SCF
TAE
TBS
TBST
TE
TNF
Tris

U
Wsh(-Mause)

Kilodalton
Knock out

Lipopolysaccharid
molar

magnetische Zellseparation
Mastzelle (hast cel)
Mean fluorescence intensity
Medizinische Hochschule Hannover
mikromolar
no acid/low endotoxin
nicht essenzielle Aminoséauren
Naturliche Killerzelle

optische Dichte

Phosphatgepufferte Salzlésung
polymerase chain reaction
Phycoerythrin

Polyethylenamin

Peritoneallavage
Phorbol 12-myristate 13-Acetat
polyinosinic-polycytidylic acid
Ribonukleinsaure

Ribonuklease A

Umdrehungen pro Minuteaotations per minute
reverse Transkriptions PCR
Standardfehlestandard error of the mean
Stammzellfaktor
Tris/acetate/EDTA buffer
Trisgepufferte Salzlésung
Trisgepufferte Salzlésung mit Tween20
Tris/EDTA-Puffer

Tumor necrosis factor
2-Amino-2,2-hydroxymethylpropan-1,3-diol
Einheit Unit)

C57BL/&it WoKit"Vs"
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WT(-Mause)
W/W-v(-Mause)

Wildtyp (C57BL/6)
WBB6Kit /Kt




Anhang 78
7.2 Abbildungsverzeichnis
Abbildung 1: Mastzellen sekretieren gespeicheni jde novo" synthetisierte Mediatoren..................... 5

Abbildung 2:
Abbildung 3:
Abbildung 4:
Abbildung 5:
Abbildung 6:

Abbildung 7:

Abbildung 8:
Abbildung 9:

Abbildung 10:

Abbildung 11:

Abbildung 12:
Abbildung 13:
Abbildung 14:
Abbildung 15:

Abbildung 16:

Abbildung 17:
Abbildung 18:
Abbildung 19:
Abbildung 20:

Abbildung 21:
Abbildung 22:

Abbildung 23:
Abbildung 24:
Abbildung 25:
Abbildung 26:

Mastzellen binden das von Plasmarelleach Antigenprasentation durchyZFZellen
R4 1111 (=T [ | 8

Aus dem Knochenmark differenziertelléi® enthalten metachromatische Granula und

exprimieren C-Kit UNd FEIRI. ... .o e e e e e e e e e 30
Aus dem Knochenmark differenziertell@® sekretieren nach Stimulation TNFund B-
HEXOSAMINMIAASE ... ..ttt et e et e e e e e e et et e e et e e e e een e 32
Die Reinheit der sortierten NK-Zellbatragt ca. 95%..........ccuviieiiiiiiiisimmmmene e 33
Hochste IFN-Konzentration im Zelliberstand der Kokultur mit®&Rach 24 h................. 34
Erhéhte Freisetzung von IRNdurch Kokultur von Mastzellen mit NK-Zellen unteinfluss
VON P S . 35
Identifizierung von NK-Zellen als IFNQuelle nach Kokultur mit Mastzellen und LPS....... 36
LPS-abhangige, NK-Zell-unabhangig&r8gon von TNFe durch Mastzellen.................. 38
Expressions-Steigerung des Aktivigggmarkers CD69 nach Kokultur von NK-Zellen mit
Mastzellen UNd LPS. .. ... e e e e e e e e e B
Kein Einfluss der Mastzell-NK-Zelhteraktion auf diep-Hexosaminidase Sekretion nach
Stimulationen Mit LPS......coii e e e e e e en e 040
Zellzahl-abhangige Signifikanz dek&etion von IFNy nach Stimulation mit LPS............ 41
Interaktion von Mastzellen und NKHéa ist TNFo unabhangig.............c.coocooeein e, 42
Stimulation der Interaktion von Masiten und NK-Zellen via TLR3 und TLR9............... 43
Zell-Zell-Kontakt ist essentiell fidie Freisetzung von IFM-nach Kokultur von Mastzellen
UNA NK-ZEIBN. .. e e e e e e e e e e e eeaeeeas 44
Zell-Zell-Kontakt ist essentiell fisie Produktion von IFN-nach Kokultur von Mastzellen
UNA NK-ZEIBN. .. e e e e e e et e e e e e e e 45
Blockierung von OX40L auf Mastzellegduziert Sekretion von IFM-..............cocevvnee. 46
NK-Zellen exprimieren Kein OXA40. ... .. ... eree e teniee e ietee e ee e e ne e venaeees 47
MC exXprimieren OXAD ... ...ttt e e et e e e e e et enm e e e e e 48
Blockierung von OX40L auf Mastzellaus BALB/c Mausen hat keinen Einfluss auf die
SeKretion VON IFENE. .. ..o e e e 49
Mastzellen zeigen keinen Einflus§ldK-Zell Zytotoxizitat................coooiviiviiiiii s 50
Keine Veranderung der Expression v@ranzym B nach Kokultur von NK-Zellen mit
MASEZEIIBN. .. et e e e et e e e e e e 51
Mastzellen steigern intrazellulaFly Akkumulation in NK-Zellenin vivo..................... 52

Signifikanter Einstrom von NK-Zellémdas Peritoneum Mastzell-defizienter Mause....53...
Inhibierender Einfluss von Mastzalleuf Aktivierung von NK-Zellen........................... 54

Interaktion von Mastzellen und NKHe fuhrt zur signifikant héheren Sekretion von




Anhang

79

7.3 Lebenslauf

Name:
Adresse:

Geburt:
Familienstand:

Schulausbildung

07/1987 — 07/1991
07/1991 — 07/1993

07/1993 — 07/2000

Studium

10/2000 — 09/2005

01/2005 — 09/2005

Katja Vol3kuhl

Werderstral3e 14C
30161 Hannover

04. Marz 1981, in Goslar
ledig

Grundschule Bremerhohe, ClauZgikerfeld
Orientierungsstufe Clausthalereld

Gymnasium, Robert-Koch-Schulausgthal-Zellerfeld,
Abschluss Abitur (Allgemeine Hochschulreife)

Georg-August-Universitat Gottmdggtudium Biologie,
Abschluss Diplom-Biologin (Dipl.-Biol.)

Georg-August-Universitat Gottmgabteilung fir Molekulare
Mikrobiologie und Genetik, Diplomarbeit:
o/ SOLIERUNG UND ANALYSE VON NUDF-KOMPLEXEN AUS
ASPERGILLUS NIDULANS

Wissenschatftliche Tatigkeit

Seit 11/2005

Medizinische Hochschule Hannover, iKlin  far
Gastroenterologie, Hepatologie und Endokrinologie
Erstellung einer wissenschaftlichen Arbeit im Rahmeer
Promotion zur Erlangung d&. rer. nat. (rerum naturalium)




Anhang 80

7.4 Publikationen

1 Wedemeyer, J. and/osskuhl, K. 2008. Role of gastrointestinal eosinophils in
inflammatory bowel disease and intestinal tumoBesst Practice & Research in Clinical
Gastroenterology2:537-549.

2 Helmstaedt, K., Laubinger, KVosskuhl, K., Bayram, O., Busch, S., Hoppert, M.,
Valerius, O., Seiler, S., and Braus, G. H. 200& mhclear migration protein NUDF/LIS1
forms a complex with NUDC and BNFA at spindle pbtalies.Eukaryotic Cell7:1041-
1052.

3 Vosskuhl, K., Greten, T. F., Manns, M. P., Korangy, F., and @fedyer, J. 2010.
Lipopolysaccharide-Mediated Mast Cell Activatiomliitces IFNy Secretion by NK Cells.

J. Immunol.




Anhang 81

7.5 Danksagung

Ich mochte mich zuerst und besonders bei PD Dhelo®edemeyer fur die ausgezeichnete
Betreuung dieser Arbeit bedanken. Sein verlasdicliengagement als Leiter der
Forschungsgruppe hat diese Arbeit erst ermdglicht.danke PD Dr. Wedemeyer, dass er
sich jederzeit gerne Freirdume fur fachliche aherhaaufheiternde Diskussionen mit mir
geschaffen hat und mir immer fachlichen Rat habruken lassen.

Mein besonderer Dank gilt Prof. Dr. Tim Greten ubBd. Firouzeh Korangy fur ihre
engagierte, fachliche Betreuung und stete Untemstigt meiner Arbeit. Die Fachkenntnisse
von Prof. Dr. Greten und Dr. Korangy sowie der geem Arbeitsgruppe Greten/Korangy
und die stete Diskussionsbereitschaft haben eire®eg Teil zu dieser Arbeit beigetragen.
Ich danke Prof. Dr. Michael P. Manns fir die Bestellung des Arbeitsplatzes in der Klinik
fur Gastroenterologie, Hepatologie und Endokrin@ogler Medizinischen Hochschule
Hannover.

Ich danke Herrn Prof. Dr. Hans Heinrich Wedemeywet Herrn Prof. Dr. Anaclet Ngezahayo
fir die freundliche Ubernahme der wissenschaftlicBetreuung und die Begutachtung dieser
Arbeit.

Weiterhin richtet sich ein groRer Dank an Anne-KatlHinz, Meriame Nassiri und Gisela
Weier fur die freundschaftliche Arbeitsatmosphareunserem Labor, die grof3e Hilfe im
Laboralltag und viele nette Gesprache. Des Weitatanke ich den Mitgliedern bzw.
ehemaligen Mitarbeitern der Arbeitsgruppe HerrnfPBy. Kubickas (Nina Striver, Sarah
Knocke, Dr. Bettina Fleischmann-Mundt, Dr. Engin r@uik, Dr. Norman Woller, Dr.
Florian Kuhnel, Dr. Peter Schache und Arnold Kloosyl Dr. Anurag Singh sowie Marina
Juric fur ihre grol3e Hilfsbereitschaft und die eggemeinsame Zeit.

Ich danke Eleonore Schmidt, Stephanie Loges undPéters fiir die herzliche Aufnahme zu
Beginn meiner Doktorarbeit und die netten Gespréache

Ich danke dem Team der Einrichtung fur Zellsortigrin der MHH Dr. Matthias Ballmaier,
Christina Reimer und Mathias Rhein fir die kompttemd freundliche Hilfe.

Ein groRer Dank gilt meinen Freunden, besonders wid Kerstin, und meiner Familie,
speziell meinen Eltern Heinz und Martina und mef@ehnwester Lena, die immer flr mich da
sind und diese Arbeit stets mit groRem Interess®igt haben.

Besonders danken mochte ich meinem Freund Alexjrdeln wahrend dieser Arbeit stets

motiviert und unterstitzt hat.




Anhang 82

7.6 Erklarung zur Dissertation

Hiermit erklare ich, dass die Dissertation
JInteraktion von Mastzellen und Naturlichen Killetien“
selbststandig verfasst und alle benutzten Hilfghitsowie evtl. zur Hilfeleistung

herangezogene Institutionen vollstandig angegehmden.

Die Dissertation wurde nicht schon als Diplom- oélenliche Prifungsarbeit verwendet.

Hannover, den 31. August 2010

Katja Vol3kuhl




