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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Mastzellen sind an einer Vielzahl physiologischer und pathophysiologischer Vorgange
im Kaorper beteiligt. Sie verfligen Uber ein breites Spektrum an gespeicherten sowie de novo
synthetisierten inflammatorisch wirksamen Mediatoren, weshalb sie nicht nur — wie

urspriinglich angenommen — bei allergischen Erkrankungen eine wichtige Rolle spielen.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, einen detaillierten Einblick in die Prozesse der
Mediatorfreisetzung reifer menschlicher Mastzellen zu vermitteln. Damit es zur Ausschiittung
von Histamin, Proteasen, Zytokinen, Chemokinen und anderen Mediatoren kommen kann,
missen sekretorische Vesikel mit der Plasmamembran fusionieren. An diesem Vorgang sind
sogenannte SNARE-Proteine essenziell beteiligt. Diese werden allgemein in Vesikel-

membran (v)- und Ziel (target) membran (t)- SNARES eingeteilt.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine ganze Reihe
von SNAREs in humanen Darmmastzellen exprimiert werden. Die t-SNAREs SNAP-23,
Syntaxin-2, -3, -4, -6 und Vtilb sowie die v-SNAREs VAMP-2, -3, -5, -7, - 8 konnten klar
nachgewiesen werden, wahrend SNAP-25, Syntaxin-1b und VAMP-4 nur schwach exprimiert
vorliegen. Durch eine anschlieBende Markierung dieser Proteine mit fluoreszenzgekoppelten
Antikérpern konnte deren Lokalisation in der Zelle mikroskopisch dargestellt werden. Es
zeigte sich eine deutlich plasmamembranstandige Anordnung der t-SNAREs SNAP-23,
Syntaxin-3, -4 und -6, wahrend Syntaxin-2, Vtilb, VAMP-3, -7 und -8 in ruhenden Zellen
zytoplasmatisch verteilt sind. Nach Aktivierung der Zellen anderte sich diese Anordnung
jedoch fur VAMP-7 und -8, die nach 15-mindtiger Stimulation in Richtung Plasmamembran
wanderten sowie Vtilb, das sich nach einer langeren Aktivierungsphase von 2 Stunden
ebenfalls an den Zellrand verlagerte. In aktivierten Mastzellen gelang es aul3erdem,
Kolokalisationen von SNAP-23, Syntaxin-3 und -4, VAMP-7 und -8 sowie Vtilb sichtbar zu
machen. Mittels Ko-Immunprazipitation wurden Komplexbildungen von SNAP-23 mit
Syntaxin-4, VAMP-7 und -8 bestétigt.

Fur die Aufklarung der funktionellen Bedeutung der jeweiligen SNARE-Proteine
wurden einzelne SNAREs inhibiert. Nachdem Transfektionsversuche menschlicher Darm-
mastzellen mittels verschiedener Transfektionsreagenzien fehl schlugen, gelang es,
Mastzellen per Elektroporation mit SiRNA zu transfizieren. Es stellte sich jedoch heraus, dass
die elektrisch behandelten Zellen ihre Stimulierbarkeit verloren. Im Gegensatz dazu gelang
ein Blockieren von SNARE-Proteinen unter Verwendung inhibitorischer Antikérper ohne
negative Beeinflussung der Zellen. Interessanterweise zeigte sich bei einer ganzen Reihe
von SNARE-Proteinen eine Beteiligung an Ausschittungsprozessen in Mastzellen. Die

Freisetzung der gespeichert vorliegenden p-Hexosaminidase wurde durch Antikdrper gegen
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SNAP-23, Syntaxin-3, -4 und -6, VAMP-7 und -8 sowie Vtilb nach einer Stimulationszeit von
einer Stunde deutlich reduziert. Erstaunlicherweise schien im Gegensatz dazu VAMP-7 im
Falle einer langeren Aktivierungszeit der Zellen von sechs Stunden keine Rolle mehr zu
spielen. Die gleichen SNAREs waren auf’erdem auch fur die Freisetzung von LTC,
verantwortlich. Fur die Ausschiittung der gemessenen Zytokine und Chemokine IL-5, IL-6,
IL-8, MCP-1, MIP-1a und MIP-1f3 zeigte sich eine uneinheitliche Beteiligung von SNARE-
Proteinen. Allerdings ergab sich durch die Inhibition von SNAP-23, Syntaxin-3 und Vtilb fir
alle gemessenen Zytokine eine fast vollstandige Blockade der Freisetzung. Des Weiteren
verursachten Antikérper gegen Syntaxin-6 eine signifikante Reduktion der Ausschittung von
IL-5, IL-8 und MCP-1 sowie eine tendenzielle Verminderung von IL-6, MIP-1a und MIP-1j.
Von den v-SNAREs VAMP-7 und -8 schien zum Teil das eine, zum Teil das andere fur die
Ausschittung der verschiedenen Zytokine notwendig zu sein. Da fur das Chemokin MIP-1(3
weder die Blockade von VAMP-7 noch VAMP-8 einen Effekt hervorriefen, kénnte auch noch
ein weiteres, nicht untersuchtes Mitglied der VAMP-Familie beteiligt sein. Die Inhibition von
Syntaxin-4 fuhrte nur fir IL-8 zu einer deutlichen und signifikanten Reduktion der

Freisetzung.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass die Freisetzung verschiedener Mediatoren in
humanen Darmmastzellen durch unterschiedliche SNAREs katalysiert wird und somit die
Existenz spezifischer sekretorischer Vesikel und ein gezielter Transport von Mediatoren sehr
wahrscheinlich sind. Eine Erklarung fir die Beteiligung einer ganzen Reihe von SNARE-
Proteinen an Ausschittungsprozessen konnte sein, dass fur das Ausbilden intrazellularer
Strukturen, die fur die compound exocytosis notwendig sind, andere SNAREs verantwortlich

sind, als fur das Andocken von Vesikeln an der Plasmamembran.

Ein detallliertes Verstandnis der Mechanismen und der Beteiligung spezifischer
SNARE-Proteine an der Freisetzung verschiedener Mediatoren menschlicher Mastzellen
kénnte eine Grundlage fiur neuartige Behandlungsformen von Allergien und Asthma bilden.
Neue Therapieansatze konnten darauf abzielen, durch das zeitweilige Ausschalten
bestimmter SNARE-Proteine eine gezielte Reduktion der Mediatorenfreisetzung zu

erreichen.
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Abstract

Mast cells are involved in a variety of physiological and pathophysiological processes
in the body. They posses a wide range of stored and de novo synthesized inflammatory
mediators. Therefore they play an important role not only in allergic diseases - as it was

originally assumed.

The aim of the present work is to acquire a more detailed insight into the processes of
mediator release of human intestinal tissue mast cells. To enable the release of histamine,
proteases, cytokines, chemokines and other substances, it is necessary that secretory
vesicles fuse with the plasma membrane. In this process so-called SNARE proteins are
essentially involved. They are generally divided into vesicle membrane (v)- and target
membrane (t)-SNAREs.

The present work could show that a large number of SNAREs are expressed in
human intestinal mast cells. The t-SNAREs SNAP-23, syntaxin-2, -3, -4, -6, Vtilb, and the
v-SNAREs VAMP-2, -3, -5, -7, -8 could be clearly detected, while SNAP-25, Syntaxin-1b and
VAMP-4 were expressed only slightly. A subsequent visualization of these proteins by
coupling with fluorescence-marked antibodies showed their localization in the cell. There is a
clear arrangement of the t-SNAREs SNAP-23, syntaxin-3, -4 and -6 at the plasma
membrane, whereas syntaxin-2, Vtilb, VAMP-3, -7 and -8 are distributed in the cytoplasm in
resting cells. However, after activation of the cells for 15 minutes, this arrangement changed
for VAMP-7 and -8 which moved in the direction of the plasma membrane, as well as Vtilb,
which shifted after a prolonged activation phase of 2 hours also towards the cell edge. In
activated mast cells colocalization of SNAP-23, syntaxin-3 and -4, VAMP-7 and -8, as well as
Vtilb could be demonstrated. Using co-immunoprecipitation complex formation of SNAP-23

with syntaxin-4, VAMP-7 and -8 was confirmed.

For the elucidation of the functional significance of individual SNARE proteins,
respective SNARESs have been turned off. After transfection of human intestinal mast cells by
using different transfection reagents failed, transfection of mast cells with siRNA by
electroporation succeeded. However, it turned out that the electrically treated cells lost their
ability to be stimulated. In contrast, blocking of the SNARE proteins achieved by using
inhibitory antibodies was successful with no deterioration of cells. Interestingly enough it was
revealed that a variety of SNARE proteins participate in degranulation processes in mast
cells. The release of the prestored B-hexosaminidase was significantly reduced by antibodies
against SNAP-23, syntaxin-3, -4 and -6, VAMP-7 and -8 and Vtilb after a stimulation time of
one hour. It could be noted that VAMP-7 seemed to play no role anymore in the case of a

prolonged activation time of six hours. The same SNAREs were also responsible for the
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release of LTC4. The liberation of the cytokines and chemokines IL-5, IL-6, IL-8, MCP-1,
MIP-1a and MIP-1B showed an inconsistent involvement of SNARE proteins. However,
inhibition of SNAP-23, syntaxin-3 and Vtilb resulted in almost complete blockage of the
release of all measured cytokines. Furthermore, antibodies against syntaxin-6 caused a
significant reduction in the secretion of IL-5, IL-8 and MCP-1 and a trend towards a reduction
of IL 6, MIP-1a and MIP-13. To different degrees both of the v-SNAREs VAMP-7 and -8
seemed to account individually for the release of different cytokines. Since release of the
chemokine MIP-1 was not affected neither by the blockade of VAMP-7 nor by VAMP-8,
another non-studied member of the VAMP family could be involved. Inhibition of syntaxin-4

led only for IL-8 to a marked and significant reduction in the release.

In summary, it was shown that the release of different mediators in human intestinal
mast cells is catalyzed by various different SNAREs and thus the existence of specific
carriers and a targeted transport of mediators are very likely. One explanation for the
involvement of a number of SNARE proteins in secretion processes may be that while some
SNARESs are responsible for building up intracellular structures which are necessary for the
compound exocytosis, some others are in charge of the docking of vesicles at the plasma

membrane.

A detailed understanding of the mechanisms and the involvement of specific SNARE
proteins in the release of various mediators of human mast cells is the basis for new forms of
treatments for allergies and asthma. New therapeutic approaches might aim through the
temporary deactivation of certain SNARE proteins to achieve an intended reduction of

mediator release.
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1 Einleitung

1.1 Allergische Erkrankungen

Allergische Erkrankungen nahmen in den letzten Jahrzehnten besonders in den west-
lichen Industrienationen deutlich zu und zéhlen inzwischen zu den haufigsten chronischen
Erkrankungen [1-3]. In Deutschland leiden heute Uber 30 % der Bevoélkerung an Allergien [4].
Vor 30 Jahren betrug der Anteil der Allergiker lediglich 10 % [5]. Als Grund hierfir wird der
veranderte Lebensstil angenommen. Die Hygienehypothese postuliert, dass die zunehmend
hygienische Lebensweise zu einer mangelnden Stimulation der Tyl-Antwort des Immun-
systems fihrt, was ein UberschieRen der Ty2-Antwort und somit den Ausbruch von
allergischen Reaktionen zur Folge hat. Dieser Zusammenhang wird jedoch kontrovers
diskutiert [6-8]. Inzwischen werden zahlreiche andere Faktoren fir eine Zunahme
allergischer Erkrankungen verantwortlich gemacht. Hierzu zahlt eine verdnderte
medizinische Versorgung, Auslandsreisen und die damit geh&auften Kontakte mit fremden
Allergenen, die Zunahme von Luftschadstoffen wie Feinstaub [9;10] und eine Veradnderung in
den Erndhrungsgewohnheiten wie z.B. eine verminderte Aufnahme von antioxidativen
Vitaminen durch frisches Obst und Gemdise [11], eine erhéhte Vitamin D Zufuhr [12] und ein

Wechsel von tierischen zu pflanzlichen Fetten [13].

Der Begriff Allergie wurde erstmals 1906 von dem 06sterreichischen Kinderarzt und
Universitatsprofessor Clemens Peter Freiherr von Pirquet verwendet [14]. Er erkannte als
erster, dass Antikorper nicht nur schitzende Immunantworten vermitteln, sondern auch
Ursache von Uberempfindlichkeitsreaktionen sein kénnen. Die typische Allergie, bei der die
Symptome bereits Minuten bis Stunden nach Allergenkontakt auftreten, wird als Typ I-
Allergie bezeichnet. Dem vorausgehend muss jedoch zuerst eine Sensibilisierung des
Immunsystems stattgefunden haben. Makrophagen und andere antigenprasentierende
Zellen wie z. B. dentritische Zellen phagozytieren kérperfremde Stoffe und prozessieren
diese in kleine Antigenfragmente, welche sie auf ihrer Zelloberflache prasentieren. Naive
T-Lymphozyten (T10, CD4") erkennen die degradierten Antigenfragmente und differenzieren
zu Ty2-Zellen aus. Als Folge dessen schitten diese Zytokine wie IL-4, IL-5 und IL-13 aus.
Das autokrine Zytokin IL-4 spielt eine wichtige Rolle fir das Wachstum und die Entwicklung
von Ty2-Zellen [15;16]. IL-5 unterstiitzt unter Mitwirkung von IL-4 und IL-13 das Uberleben
von eosinophilen Granulozyten und deren Blutinvasion aus dem Knochenmark [17;18].
Durch den Einfluss von IL-4 und IL-13 kommt es zum Isotyp-switch bestimmter B-Zellen zu
Plasmazellen, welche grofRe Mengen von Immunglobulin E (IgE) bilden und freisetzen [19].

Das im Korper zirkulierende IgE bindet mit der Fc-Rezeptor-Bindungsstelle an seinem
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Immunglobulinrezeptor (FceR). Von diesem sind zwei Typen bekannt: Der niedrig-affine
FceRlIl ist auf B-Zellen, aktivierten T-Zellen, Monozyten, Eosinophilen, Thrombozyten und
dendritischen Zellen [20] zu finden, wahrend der hochaffine FceRI von Mastzellen,
Basophilen und aktivierten Eosinophilen [21] exprimiert wird. Nach dieser bis zu diesem
Zeitpunkt vollig ohne Symptome ablaufenden Sensibilisierung reicht schon ein weiterer
Allergenkontakt aus, um die ganze Bandbreite der allergischen Beschwerden auszultsen.
Auf der Zellmembran von Mastzellen gebundene IgE-Antikérper binden bei Exposition des
entsprechenden Allergens an dieses, wodurch es zur Vernetzung (engl. crosslinking) von
mindestens zwei FceRl kommt. Dies stellt fir die Mastzelle das Signal zur Freisetzung einer
Vielzahl von Mediatoren dar, welche dann z. B. die Sekretion von Schleim, eine Erhéhung
der Permeabilitdt kleiner BlutgefaRe und eine Stimulation freier Nervenendigungen

verursachen [22].

Der Leidensdruck von Allergikern ist durch die charakteristischen Symptome wie
laufende Nase, Juckreiz, Hautausschlag, Atembeschwerden bis hin zum lebensbedrohenden
anaphylaktischen Schock sehr hoch. Die symptomatische Behandlung von Erkrankungen
wie dem allergischen Asthma bronchiale, der atopischen Dermatitis, der Rhinokonjunktivitis,
der chronischen Urtikaria, Nahrungsmittelallergien oder anaphylaktischen Reaktionen stellt

somit eine grofRe medizinische Herausforderung dar.

1.2 Mastzellen

Seit ihrer Entdeckung konnten Mastzellen immer neue Funktionen zugeordnet
werden. FUr die urspringlich hauptséachlich als Entziindungszellen angesehenen Mastzellen
wurden im Laufe der Zeit vielfaltige weitere Funktionen entdeckt, wodurch ein genaueres
Verstandnis dieses Zelltyps entstand. Eine grundlegende Eigenschaft von Mastzellen ist ihre
Fahigkeit, betrachtliche Mengen an Mediatoren auszuschiitten. Die massive Freisetzung von
Histamin ist der Grund dafir, dass Mastzellen eine Schlisselfunktion bei akuten und chro-
nischen allergischen Erkrankungen spielen [23-25]. Des Weiteren sind Mastzellen bei einer
Vielzahl weiterer pathologischer sowie physiologischer Prozesse im Korper beteiligt.
Wahrend ihre Gewebsdichte in den meisten Organen unter gesunden Bedingungen gering

ist, kann sie bei krankhaften Verédnderungen bis zu 50-fach ansteigen [26;27].

Bei den chronischen inflammatorischen Darmerkrankungen Morbus Crohn und Colitis
ulcerosa [28], der Clostridium difficile induzierten Enteritis [29] und Gastritis [30] wird Mast-
zellen eine pathogenetische Bedeutung zugeschrieben. Mastzellen sind auf3erdem involviert
in neurologischen Erkrankungen [31], der rheumatischen Arthritis [32], der Herzinsuffizienz

[33], bei Autoimmunerkrankungen [34] wie z. B. der Multiplen Sklerose [35] und bei der



Einleitung

Abwehr von Bakterien, Parasiten [36] und Viren [37]. So findet bei der Infektionen mit einigen
Parasiten eine starke Vermehrung von Mastzellen statt, welche einen gewissen Schutz und
eine reduzierte Ausbreitung des Parasiten gewdhrleistet [38]. AulRerdem kommt Mastzellen
eine Schutzfunktion gegen UV-Strahlung, Bienen- und Schlangengift zu [39;40]. Im
Zusammenhang mit malignen Erkrankungen konnte ebenfalls die Beteiligung von Mastzellen
nachgewiesen werden. Allerdings ist noch nicht geklart, ob die Akkumulation von Mastzellen
und deren Mediatoren am Tumorrand die Ausbreitung und Metastasierung von Tumoren
unterstitzt oder ob die mastzellvermittelte Rekrutierung von Immunzellen zur Erkennung und
Zerstorung von Tumorzellen beitragen kann [41;42]. Auch im Rahmen von Gewebe-
umbauprozessen und der Wundheilung scheint Mastzellen eine bedeutende Rolle
zuzukommen, da ihre Ausschittungsprodukte zur akuten Blutstillung als auch zur spateren

Angioneogenese und Re-epithelialisierung beitragen [43;44].

1.2.1 Anatomie, Bildung und Vorkommen von Mastzelle n

Nachdem Friedrich Daniel von Recklinghausen 1863 an Schnitten des ungefarbten
Froschmesenteriums eine bis dahin unbekannte Zelle nachwies [45], beschrieb Paul Ehrlich
diesen Zelltyp im Jahr 1878 ausfihrlich in seiner Dissertation Uber histologische Farbungen
[46]. Der Name ,Mastzelle* geht auf die Annahme zuriick, die 10—20 pm grof3e Zelle habe
die Fahigkeit zur Phagozytose und erreiche so ihr ,geméstetes” Erscheinungsbild. Jedoch
bildet die Zelle die bis zu 1000 in ihr gespeicherten sekretorische Granula selbst, welche sich
im Zytoplasma anreichern und bis zu 40 % des Zellvolumens ausfillen [47]. Diese 300 —
1000 nm grofRRen Granula lassen sich durch den basischen Farbstoff Toluidinblau violett
farben und sind ein typisches Merkmal fur die Anatomie der mononuklearen Mastzellen. Der
runde, meist zentral gelegene Zellkern zeigt im Gegensatz zu den metachromatisch

gefarbten Granula eine blaue Farbung [48].

Mastzellen werden im Knochenmark aus pluripotenten Stammzellen als
CD34%/CD117" gebildet und verlassen vermutlich unter Einfluss des stem cell factor (SCF)
das Knochenmark und zirkulieren dann als CD34'/CD117*/CD13" Vorlauferzellen im Blut.
Diese wandern durch chemotaktisch wirkende Faktoren rekrutiert in ihr Zielgewebe ein und
entwickeln sich dort unter dem Einfluss verschiedener lokaler Wachstumsfaktoren zur reifen
Mastzelle mit ihren charakteristischen membranstandigen IgE-Rezeptoren, ihrem SCF-
Rezeptor (c-Kit/CD 117) und ihren ausgereiften Granula [49;50]. Die Bedeutung von SCF fur
die Entwicklung von Mastzellen konnte in Mausen mit einer defekten SCF-Expression oder
einer defekten Expression des SCF-Rezeptors gezeigt werden, welche beide zu

mastzelldefizienten Mausen filhren [51;52]. Auch fiir das weitere Uberleben ist SCF
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unerlasslich und ein Fehlen fuhrt schon nach 5-6 Stunden zur Einleitung einer Signal-

kaskade, die in der Zellapoptose endet [53].

Zu finden sind die langlebigen Mastzellen in allen vaskularisierten Geweben, wo sie
sich bevorzugt in der Nahe von Blut- und LymphgefaRen, Nerven, glatten Muskelzellen,
Schleim-produzierenden Drisen und Haarfollikeln aufhalten. Besonders zahlreich sind sie in
Bereichen, die an die duf’ere Umgebung grenzen, wie der Haut und den Schleimh&uten,
speziell der Submukosa der Atemwege, der Nase und des Gastrointestinaltraktes [54-56]. In
geringerer Zahl sind die fast ubiquitar verbreiteten Zellen hingegen in parenchymatdsen
Organen wie der Niere, der Leber, des Herzens und des Gehirns vorhanden und nur in
Knorpelgewebe lassen sich so gut wie keine Mastzellen nachweisen [57-60]. Eine
Vermehrung von Mastzellen im Gewebe durch Proliferation konnte bisher nicht tberzeugend
gezeigt werden [61]. Es ist daher anzunehmen, dass eine erhdhte Mastzellzahl, wie sie in
pathologischen Prozessen auftreten kann, durch Vermehrung der Vorlauferzellen im
Knochenmark, verstarkte Zirkulation im peripheren Blut und/oder ein vermehrtes Einwandern

und Ausdifferenzieren im Gewebe sowie eine verminderte Apoptose zustande kommt.

1.2.2 Mastzell-Heterogenitat

Mastzellen werden durch charakteristische Eigenschaften definiert, die allen Mast-
zellen gemein sind. Trotz dieser Gemeinsamkeiten besteht zwischen Mastzellen unter-
schiedlicher Spezies und unterschiedlicher Lokalisation eine starke Heterogenitat in Bezug
auf ihre morphologischen, biochemischen und funktionellen Eigenschaften [62-64]. Hardy
und Wesbrook veroffentlichten bereits im Jahr 1895 ihre Vermutungen von der Existenz
verschiedener Subpopulationen von Mastzellen, die sich in unterschiedlichen anatomischen
Regionen in ihrer Morphologie unterscheiden [65]. Wenige Jahre spéter stellte Maximow
Unterschiede in der histochemischen Anfarbbarkeit bestimmter Mastzellen fest [66]. Seit den
60er Jahren beschéftigte sich insbesondere Enerbdck mit verschiedenen Mastzell-
populationen und beschrieb detailliert histochemische Unterschiede zwischen Mastzellen
des Bindegewebes und der intestinalen Mukosa von Ratten [67-69]. Seitdem wurden auch in
zahlreichen anderen Spezies unterschiedliche Mastzell-Subpopulationen nachgewiesen,

deren Einteilung sich jedoch oft schwierig gestaltet und kontrovers diskutiert wird.

Murine Mastzellen werden anhand ihrer Lokalisation, ihrer Grof3e und unterschied-
lichen Farbeeigenschaften in Bindegewebs-Mastzellen (connective tissue mast cells, CTMC)
und Schleimhaut-Mastzellen (mucosal mast cells, MMC) unterteilt [54]. Funktionell unter-
scheiden sich die gréReren CTMC von den MMC dadurch, dass sie durch Compound 48/80

und Substanz P stimulierbar sind [54]. Es konnte jedoch auch gezeigt werden, dass sich die
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Zugehdrigkeit der Mastzellen zu CTMC und MMC in Abhéngigkeit der organspezifischen
Umgebung umkehren kann [70;71].

Humane Mastzellen werden dblicherweise - je nach ihrem Proteasegehalt in den
Granula - in zwei Subklassen unterteilt. Mastzellen, die Tryptase und Chymase enthalten,
werden MCrc genannt, wahrend Zellen die nur Tryptase exprimieren als MC; bezeichnet
werden. MC+c werden vorzugsweise in der Haut und der intestinalen Submukosa gefunden,
wo sie Uber 80 % der Mastzellen reprasentieren [72]. Sie sind aber auch in der glatten
Bronchialmuskulatur und in Driisengewebe angesiedelt [73]. MC+ bilden hingegen mit Gber
90 % die Mehrheit in der intestinalen Mukosa und werden vermehrt in der Alveolarwand und
den Epithelien der Lunge sowie in malignen Tumoren gefunden [74;75]. Morphologisch und
histochemisch betrachtet unterscheiden sich MCtc und MC+ nicht. Beide Subtypen besitzen
die gleiche GréRRe und den gleichen Gehalt an Histamin, Heparin und anderen Mediatoren
[76;77]. In funktioneller Hinsicht scheint die Lokalisation und das damit verbundene
Mikromilieu einen deutlich gré3eren Einfluss auf die Eigenschaften der Mastzelle auszutiben.
So lassen sich zum Beispiel Hautmastzellen (ca. 99% MC;c) durch die Agonisten
Substanz P, Compound 48/80 oder Morphin stimulieren, wahrend weder MC+, noch MCq¢
aus dem Darm oder der Nasenschleimhaut mit diesen Stimuli aktivierbar sind [76]. Auch
unterscheiden sich Mastzellen aus der Lunge, dem Darm, der Haut und dem Herzen in der
Synthese von Lipidmediatoren wie Cysteinyl-Leukotrienen oder Prostaglandin D2 nach der

Aktivierung Uber den IgE-Rezeptor [78].

Da verschiedenartige Mastzellsubpopulation existieren, ist es nur bedingt mdglich,
Ergebnisse, die mit Mastzellen unterschiedlicher Spezies und Herkunft gewonnen wurden,

miteinander gleichzusetzen.

1.2.3 Humane und murine Mastzell-Modelsysteme

Mastzellen sind seit ihrer Endeckung von besonderem Interesse fir die Forschung.
Eine grol3e Schwierigkeit besteht jedoch in der Gewinnung einer ausreichend hohen Anzahl
von Zellen mit der entsprechenden Reinheit. Es wurden verschiedene in vitro Kultursysteme
aus Vorlauferzellen unterschiedlicher Reifungsstadien entwickelt. Dazu gehéren die Bone
marrow derived mast cells (BMMC), die aus unreifen Zellen aus dem Knochenmark
gewonnen werden [79;80]. Nach mehrwochiger Kultivierung in serumhaltigem Medium, mit
stem cell factor (SCF) sowie Interleukin (IL)-6 und wahlweise IL-10, entwickeln sich MC+c
charakteristische Zellen. Zusatzlich zu den gewinschten Mastzellen entwickeln sich jedoch
auch dentritische Zellen [81]. Eine weitere Moglichkeit ist die Isolierung von Vorlauferzellen

aus dem peripheren Blut. Da dieses nur wenige CD34" Zellen beinhaltet, werden relativ
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grol3e Mengen an Blut bendgtigt, weshalb die Verwendung von Buffy-Coats als Quelle
vorteilhaft ist [82]. Die in serumfreiem Medium unter Zusatz von SCF, IL-6 und IL-3 und je
nach Protokoll auch IL-9 und IL-4 kultivierten Peripheral blood derived mast cells (PBMC)
besitzen ebenfalls Eigenschaften von MCrc Zellen mit in Abh&angigkeit der zugegebenen
Zytokine recht unterschiedlichem Verhalten auf verschiedene Stimulantien [83;84]. Nabel-
schnurblut enthalt im Gegensatz zu peripherem Blut eine hohe Anzahl von CD34" Vorlaufer-
zellen sowie mononuklearen Zellen. Durch Kultivierung dieser CD34" Vorlauferzellen in
serumfreiem Medium mit SCF, IL-3 und IL-6 sowie der mononukledren Zellen mit
serumhaltigem Medium, SCF und IL-6, erhalt man MC:c charakteristische Cord blood
derived mast cells (CBMC) [85;86]. Fetal liver derived mast cells (FLMC) werden aus
mononuklearen Zellen der fetalen Leber durch Kultivierung in serumhaltigem Medium
gewonnen und exprimieren primar Tryptase. Werden die Zellen in ein serumfreies Medium
Uberflihrt, lassen sich mehr Chymase-positive Zellen finden. FLMC sind die einzigen aus
Vorlauferzellen gewonnenen Mastzellen, die nicht von sich aus den IgE-Rezeptor FceRlI

exprimieren, was jedoch durch IL-4 induziert werden kann [87;88].

Eine weitere Mdglichkeit ist die Verwendung von Mastzelllinen. Zu den bekanntesten
und weitverbreitetsten murinen Mastzelllinien gehoren die RBL-2H3 Zellen. Diese Zelllinie
entstand aus Leuk&miezellen, die einer Ratte nach der Behandlung mit dem chemischen
Karzinogen B-chlorethylamine entnommen wurden [89]. Die Tatsache, dass RBL-2H3 Zellen
aus basophilen Tumorzellen hervorgehen und einige typische Basophilen-Eigenschaften
besitzen, wird haufig vergessen [90;91]. Zahlreiche Studien Uber die Interaktion von IgE mit
seinem Rezeptor sowie zu den Signalwegen der Degranulation und Untersuchungen
neuartiger Mastzellstabilisatoren wurden mit ihnen durchgefihrt [92-94]. Dabei sollte
beachtet werden, dass RBL-2H3 Zellen verschiedener Labore keine hundertprozentig
einheitliche Zelllinie darstellt, sondern sich z. B. in ihrer IgE-Rezeptordichte und dessen
Molekulargewicht und sich somit auch in ihrem Ausschittungsverhalten unterscheiden
[95;96]. Ergebnisse, die mit der RBL-2H3 Zelllinie gewonnen wurden, sollten daher kritisch in
Bezug auf lhre Reproduzierbarkeit hinterfragt werden und sind nur teilweise auf primare

Mastzellen Ubertragbar [97].

Bis heute existieren nur wenige humane Mastzelllinien. Die Zelllinie HMC-1 wurde
erstmals im Jahr 1988 von Butterfield vorgestellt [98]. Sie stammt aus dem peripheren Blut
eines Mastozytose-Patienten. Inzwischen existieren zwei Subkolonien, HMC-1.1 und
HMC-1.2. Beide besitzen unterschiedliche Mutationen fur den c-Kit Rezeptor, die eine
Autophosphorylierung von c-Kit verursachen und somit flr eine dauerhafte Aktivierung
sorgen [99]. Dies ist der Grund, weshalb diese Zelllinie nicht auf SCF angewiesen ist und

sich die Zellen somit von primaren Mastzellen deutlich unterscheiden. HMC-1 Zellen
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exprimieren 0,9 pg/Zelle Histamin [100] sowie Tryptase und Chymase, was sie den MC+c
zugehdrig sein lasst. Sie exprimieren auf3erdem FceRlI, jedoch in einer sehr uneinheitlichen
Weise, was die wechselhafte IgE-vermittelte Aktivierung und die hohe spontane

Ausschittung von ca. 20 % erklart [101].

Eine weitere, im Jahr 2003 beschriebene humane Mastzelllinie, ist die LAD-Zelllinie,
von der die beiden Untergruppen LAD1 und LAD2 existieren [100]. Diese Zellen wurden aus
dem Knochenmark eines Mastozytosepatienten gewonnen und besitzen &hnliche
Eigenschaften wie aus CD34" Blutvorlauferzellen gewonnene Mastzellen. Die 8—15 um
groRen Zellen besitzen keine Mutation fur c-Kit und benétigen somit essentiell SCF um zu
Uberleben. Sie besitzen eine hohe Telomerase-Aktivitat im gesamten Zellzyklus, exprimieren
funktionell aktivierbare FceRI und FcyRI und lassen sich Uber eine Kreuzvernetzung der IgE-
Rezeptoren stimulieren. Aul3erdem exprimieren sie Histamin, Tryptase und Chymase,
wodurch sie sich als MC:c charakterisieren. Der Histamingehalt liegt bei den LAD1 bei
6,5 pg/Zelle und bei LAD2 Zellen bei 3,1 pg/Zelle [100]. lhre lange Verdopplungszeit von
2—-3 Wochen sowie die Abhangigkeit von SCF und dem teuren StemPro-34-Medium,

machen sie zu einer kostenintensiven Zelllinie.

Die wohl beste Art fir moglichst naturgetreue Untersuchungen gewebespezifischer
Mastzellen, ist deren Isolation aus dem jeweiligen Gewebe. Fir das enzymatische Auslésen
von Mastzellen aus der Lunge, den Mandeln, der Haut, den Driisen, der Gelenkflissigkeit
und der Darmmukosa und deren Aufreinigung gibt es unterschiedliche Methoden, die alle
sehr zeitaufwendig sind [76;102-105].

1.2.4 Mastzellmediatoren

Das Spektrum der Mastzell-Mediatoren ist vielfaltig und erklart die vielseitigen
Funktionen von Mastzellen. In Granula gespeicherte Substanzen kénnen innerhalb kurzer
Zeit nach Aktivierung der Zelle freigesetzt werden, wohingegen deren Regeneration und
Rekonstitution bis zu 72 Stunden dauern kann [47]. Im Vergleich dazu ist die Wieder-
herstellung von neuronalen Vesikeln sehr schnell und bendétigt nur ca. eine Sekunde
[47;106]. Zu den bedeutendsten gespeicherten Mediatoren zéhlt das biogene Amin Histamin,
welches eine Vielzahl von Effekten in allergischen und entziindlichen Prozessen auslost.
Dazu gehdrt z. B. die Kontraktion von Muskeln, die vasoaktive Wirkung auf BlutgefalRe und
der Juckreiz, der durch Nervenzellen vermittelt wird [107]. Weitere Stoffe, die sofort nach
Stimulation ausgeschuttet werden kdnnen, sind die Proteasen Tryptase, Chymase und
Carboxypeptidase und die Glykosaminoglykane Heparin und Chondroitinsulfat [55]. Von

Mastzellen bestimmter Gewebe ist bekannt, dass sie auch einige Zytokine wie TNF-a und
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IL-8 praformiert exprimieren und somit unmittelbar nach Aktivierung freisetzen kénnen
[108;109]. Der schnellen Freisetzung von praformierten Mediatoren folgt bei der Typ |
Hypersensitivitatsreaktion, auch bekannt als Anaphylaktische Reaktion, eine optionale
Spéatphase. Diese ist charakterisiert durch die Expression von Leukotrienen, Prostaglandin
und einer Vielzahl von Zytokinen, einschliel3lich Interleukinen, Wachstumsfaktoren,
Chemokinen, Interferon und Tumornekrosefaktor [110-112]. Eine Ubersicht tiber Mediatoren,

die von Mastzellen freigesetzt werden kdnnen, ist in Tabelle 1 dargestellit.

Mediatoren humaner Mastzellen

Biogene Amine
Histamin, Serotonin

Proteasen und andere Enzyme
Tryptase, Chymase, Carboxypeptidase, MMP-9, B-Hexosaminidase

Proteoglykane (Glykosaminoglykane)
Heparin, Chondroitinsulfat

Eikosanoide
Leukotriene (LTB4, LTC4, LTD4, LTE,), Prostaglandin D2, PAF

Zytokine
Interleukine
IL-1q, IL-1B, IL-1R Antagonist, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, IL-13, IL-14,
IL-15, IL-16, IL-18
Interferone
IFNy

Tumornekrosefaktoren

TNF-a

Wachstumsfaktoren

GM-CSF, M-CSF, EGF, B-FGF, NGF, PDGF-AA, PDGF-BB, TGF-1, VEGF

Chemokine
CCL1, Eotaxin, Gro-a, Gro-p/MIP-2a, Gro-y/MIP-2pB, IL-8, IP-10, LARC, Lymphotactin,
MCP-1, MCP-2, MCP-3, MCP-4, MDC, MIP-1a, MIP-1B, RANTES, TARC

Freie Radikale
Stickoxide, Superoxide

Andere
Corticotropin-releasing factor, Urocortin, Substanz P, Sphingosine-1-phosphate (S1P)

Tabelle 1: Zusammenfassung der bisher bekannten Mastzellmediatoren
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1.2.5 Aktivierung von Mastzellen

Die Ausschittung von Mediatoren ist ein komplexer Vorgang, der durch eine Vielzahl
von Stimuli ausgelost wird. Abh&ngig vom jeweiligen Aktivierungsmechanismus und der
Starke des Impulses, schutten Mastzellen entweder ein breites Spektrum an Substanzen
oder eine bestimmte Untergruppe von Mediatoren aus [56;113;114]. Der physiologisch
bedeutsamste Reiz fiir eine Degranulation ist das Kreuzvernetzen von an dem hochaffinen
IgE-Rezeptor gebundenen IgE-Molekilen durch ein spezifisches Antigen oder Allergen [115].
Der FceRI-Rezeptor besteht aus 4 Untereinheiten: der IgE-bindenden a-Kette, der
tetraspanning B-Kette und zwei Disulfid-verknipften y-Ketten [116]. Die Gruppierung des
Rezeptors fuhrt zu einer Reihe von molekularen Ereignissen, die in der Aktivierung der
Proteinkinase C (PKC) und dem Auslésen von Kalziumsignalen mindet. Diese Erhéhung
des Kalziumspiegels wiederum befahigt die Mastzelle zur Degranulation [117]. IgE kann
zwar auch an die IgG Rezeptoren FcyRIl und FcyRIll, sowie galectin-3 binden, die von
einigen Mastzell-Populationen exprimiert werden, man nimmt jedoch an, dass die
hauptsachliche Funktion von der Interaktion mit dem FceRI-Rezeptor ausgeht [113;117].
Neben der Aktivierung Uber den FceRI-Rezeptor, gibt es noch weitere Arten der
Mastzellaktivierung. Hierzu zahlen Pathogene, einschliel3lich Bakterien, Viren, Parasiten und
deren loslichen Stoffwechselprodukte, welche in der Lage sein kdnnen, Mastzellen zu
stimulieren. Mikrobielle Stoffwechselprodukte aktivieren Mastzellen direkt tber Toll-like-
Rezeptoren oder Rezeptoren fir bakterielle Toxine oder indirekt z. B. Uber die Aktivierung
des Komplementsystems. Dies verursacht wiederum die Bildung von Produkten, die mit den
entsprechenden auf der Mastzelle exprimierten Rezeptoren interagieren [114;118]. Weiterhin
sind eine Vielzahl endogener und exogener Peptide, Zytokine und andere inflammatorische
Mediatoren in der Lage, Mastzellen zu aktivieren [56;119;120]. Auch SCF, der wichtigste
Wachstumsfaktor fir Mastzellen, verstéarkt die IgE-abhéngige Mediatorenausschuttung, kann
aber auch direkt die Degranulation von Mastzellen verursachen [121]. IL-4 erhdht die
Ausschittung von Mediatoren wie Histamin und Leukotrienen in humanen Darmmastzellen.
AulRerdem verursacht IL-4 eine Verschiebung von pro-inflammatorischen Zytokinen hin zu
Tw2-typischen Zytokinen wie IL-3, IL-5 und IL-13, nach einer IgE-abhéangigen Stimulation
[110;122].
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Aktivierung 2t T S

ruhende degranulierte
Mastzelle Mastzelle
Abbildung 1: Degranulation einer humanen Darmmastze lle. Nach der Stimulation der

Zelle verschmilzt ein groRer Teil der sekretorischen Vesikel mit der Plasmamembran,

wodurch es zu einer deutlichen Strukturveranderung der Zelle kommt.

1.2.6 Hemmung von Mastzellwirkungen als Behandlung allergischer Erkrankungen

Bei der Verminderung allergischer Symptome gibt es eine Reihe von mdglichen
Angriffspunkten. Neben der kausalen Therapie, d.h. Karenzmaflhahmen, De- bzw.
Hyposensibilisierung und dem Abfangen von IgE mit monoklonalen anti-IgE-Antikérpern,
entwickeln sich zunehmend alternative Behandlungsformen. Da weltweit eine auffallige
gegenlaufige Korrelation zwischen parasitaren Erkrankungen und Allergien festzustellen ist,
stellt die kontrollierte Applikation eines harmlosen Nematoden oder aus diesem gewonnene
immunmodulierenden Proteine eine Alternative gegen schwerwiegende entziundliche
Erkrankungen dar [123;124].

Das bedeutendste Standbein der Intervention allergischer Erkrankungen bildet jedoch
noch immer die Anwendung antientztindlich wirkender Pharmaka, welche h&ufig direkt auf
die Funktion von Mastzellen oder auf deren Ausschuttungsprodukte Einfluss nehmen. Hierzu
gehotren die immsuppressiven Glucocorticoide wie Cortisol und Cortisol-Derivate [125;126],
Cyclosporin A und Tacrolimus [127] sowie Mastzellstabilisatoren wie Cromoglycinsaure,
Nedocromil und Tritoqualin [128;129], welche die IgE-abhangige Mediatorfreisetzung
hemmen. Mediator-Antagonisten wie die Cysteinyl-Leukotrien,;-Rezeptorantagonisten und
Antihistaminika [130-132] verdrangen hingegen den entsprechenden Mediator kompetitiv von
dessen Rezeptor. Trotz guter Behandlungserfolge bei Allergien, gehen von allen

medikamentdsen Therapieformen Nebenwirkungen aus, die man durch neue Konzepte zu
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minimieren versucht. Ein alternativer Ansatzpunkt stellt die Reduktion der Mastzellzahl im
entsprechenden Gewebe durch UV-Bestrahlung dar [133;134]. Diese schon seit langerem
angewandte Methode ergab sich aus der Beobachtung, dass Sonnenlicht einen positiven
Einfluss auf die Heilung mastzellassoziierter entziindlicher Hauterkrankungen hat. Des
Weiteren ist die Herabregulierung von T2 Zellen und ihren Zytokinen durch RNA-Interferenz
(RNAI) ein zukunftstrachtiges Verfahren fir eine genau steuerbare, nebenwirkungsarme
Reduzierung allergischer Symptome [135;136]. RNAi wird als eine der aufregendsten
Entdeckungen der letzten Jahre im Bereich Biologie angesehen. Hierbei macht man sich
einen naturlichen Abwehrmechanismus gegen virale Pathogene und die Schadigung des
Erbgutes zunutze, der von der Pflanze Gber Nematoden und Insekten bis hin zum Menschen
nachgewiesen werden konnte [137-141]. Experimentell oder im therapeutischen Einsatz wird
21-23 Nukleotid-lange small interfering RNA (siRNA) in eine Zelle gebracht, wodurch es
nach Trennung der doppelstrangigen siRNA und Bindung an einen sogenannten RNA-
induced Silencing Complex (RISC) zum Zerstdren der sequentiell entsprechenden mRNA
und somit zur Unterdrickung der Translation und Produktion eines Proteines kommt
[142;143].

Antihistaminika

Zielzelle ~«———— Leukotrienantagonisten
Sympathomimetika
,T\ Anticholinergika
Mediatoren <«—— | eukotrienantagonisten

Mastzellstabilisatoren

Mastzelle ~—————— UV-Licht
* RNAI
- — ' '_ Glucocorticoide
anti-IgE Antikorper—— IgE Zytokine < Cyclosporin A

| Tacrolimus
B-Zelle / Nematoden

T-Zelle Ba— -

Plasmazelle RNAI

Abbildung 2: Angriffsebenen verschiedener Antialler gika. Die stark vereinfachte
Ubersicht zeigt die verschiedenen Angriffspunkte der einzelnen Wirkstoffgruppen in der

Pharmakotherapie allergischer Erkrankungen. Verandert nach Peiser, C. et al. [144].
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1.3 Ausschuttungsprozesse
1.3.1 Strukturelle Aspekte der Exozytose

Transportvorgange innerhalb der Zelle bilden die Grundlage vielerlei zellularer
Vorgéange aller Eukaryoten, wie z.B. dem Zellwachstum, der Wiederherstellung der
Plasmamembran, Recyclingsvorgdngen und der Ausschittung von Mediatoren in den extra-
zellularen Raum. Mediatoren werden in der Zelle synthetisiert und in das Endoplasmatische
Retikulum transloziert. Von dort werden sie zum Golgi-Apparat und daraufhin zum trans-
Golgi-Netzwerk (TGN) transportiert, wo sie in sekretorische Vesikel eingebaut werden. Diese
Vesikel sind auf3erdem mit Proteinen ausgestattet, welche es ihnen erlauben, an der
Zielmembran anzudocken und mit dieser zu verschmelzen [145]. Fertige sekretorische
Granula akkumulieren im Zytosol, bis sie durch einen Stimuli veranlasst werden, zur

Plasmamembran zu wandern und ihren Inhalt auszuschitten.

Die Fusion von Membranen ist durch zwei Hauptschritte charakterisiert. Im ersten
Schritt wird eine sogenannte ,stalk-structure” von wenigen Dutzend Lipidmolekilen zwischen
den Membranen gebildet. Diese erweitert sich zu einem ausgedehnteren Bereich, in dem
sich die bertihrenden Monolayer mischen, wéhrend die distalen Monolayer intakt bleiben. Die
Zwischenstufe des ersten Schritts wird ,Hemifusion* genannt und wird in einem zweiten

Schritt vollendet, in dem die Bilayer komplett miteinander verschmelzen [146].

Im Gegensatz zu den meisten Neuronen, in denen jeder Vesikel unabhangig mit der
Plasmamembran interagiert [147], sind Mastzellen und andere sekretorische Zellen in der
Lage, schnell eine groe Menge Vesikelinhaltes durch einen Vorgang, der ,compound
exocytosis" genannt wird, auszuschuitten. Hierbei bilden mehrere Vesikel einen Kanal, indem
sie miteinander fusionieren. Man unterscheidet zwei Arten der compound exocytosis. Bei der
sequentiellen Exozytose verschmelzen Vesikel anfanglich mit der Plasmamembran, bevor
tiefer liegende Vesikel an die zuerst gebundenen anschlielen. Im Gegensatz dazu
fusionieren bei der multivesikularen Exozytose Vesikel homotypisch und bilden so intra-
zellulare Strukturen, bevor sie mit der Plasmamembran interagieren. In Mastzellen finden
beide Arten der compound exocytosis statt, wobei angenommen wird, dass die multi-
vesikulare Form haufiger vorkommt. Durch die compound exocytosis vergrofert sich der
Bereich der Plasmamembran bei Aktivierung um bis zu 30 % [148]. Man kdnnte annehmen,
dass es eine gewisse Zeit dauert, bis die multivesikularen Strukturen gebildet werden.
Messungen der Zellmembran-Kapazitat mit Hilfe der whole-cell patch-pipette technique
zeigten jedoch, dass die Mehrzahl der multivesikularen Fusionsereignisse sehr schnell nach

der Stimulation stattfinden [148]. Die Tatsache, dass Granula nicht direkt mit der Plasma-
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membran fusionieren missen, ermoglicht Mastzellen ihre Mediatoren sehr effizient aus-
zuschdtten [149].

Eine weitere Form der Granulaentleerung ist die sogenannte ,piecemeal
degranulation”. Sie ist durch einen geringen, aber dauerhaften Verlust von Granulainhalt
charakterisiert, ohne dass dabei eine sichtbare Granulaverschmelzung zu erkennen ist [150].
Dieser Vorgang, der sowohl unter pathophysiologischen, als auch unter physiologischen
Bedingungen stattfindet, basiert womdglich auf dem teilweisen Verlust von Granulainhalt
schon an ihrem Entstehungsort [151;152]. Es ist aber auch denkbar, dass eine progressive

Entleerung von unvollstéandig oder voriibergehend fusionierten Granula stattfindet [153].

multivesikular

sequentiell

Abbildung 3: Compound exocytosis. Bei der multivesikul&aren Form fusionieren Vesikel
miteinander und bilden dabei lange intrazellulare Strukturen aus, mit denen sie mit der
Plasmamembran verschmelzen. Die sequenzielle Exozytose ist dadurch charakterisiert, dass
zuerst einzelne Vesikel mit der Plasmamembran verschmelzen und dann erst tiefer liegende

Vesikel mit den zuerst gebundenen fusionieren. Aus Frank, S.P.C. und Lorentz, A. [154].

1.3.2 Die Familie der SNARE-Proteine

Soluble N-ethyl-maleimide sensitive factor attachment protein receptors (SNARES)
bilden eine hoch konservierte Familie von membrangebundenen Proteinen, die im
kompletten Endomembransystem von eukaryotischen Zellen zu finden sind [155]. Nach ihrer
Entdeckung in den spéaten Achtzigerjahren wurde schnell offensichtlich, dass sie fir die

Mehrzahl der intrazellularen Fusionsvorgange von der Hefe bis hin zur Saugernervenzelle
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unentbehrlich sind, in der sie die regulierte Exozytose von Neurotransmittern an den pra-
synaptischen Enden ermdglichen [145]. SNARESs sind durch ihre charakteristische Verteilung
in zahlreichen Membranstrukturen in der Zelle dazu prédestiniert, als grundlegende
Fusionsfaktoren zu fungieren [156]. Sie sind in der Lage, aulRerordentlich stabile Komplexe
zu bilden und so Mambranfusionen zu katalysieren. Im Moment kennt man 38 verschiedene
SNARE-Proteine in Séugetierzellen [157-185]. Ihr Molekulargewicht liegt zwischen 18-42
kDa [186] und sie setzen sich aus einer einfachen Doméanen-Struktur und einem
charakteristischen SNARE-Motiv zusammen [176]. Diese zentrale SNARE-Doméne besteht
aus homologen sogenannten Doppelwendeln (engl.: coiled-coils), also einer Helix, welche
ihrerseits wiederum zu einer Helix mit gréRerem Radius gewunden ist, mit einer Lange von
ungefahr 60-70 Aminosauren. Diese wird eingegrenzt von einer variablen Domane am
N-terminalen Ende und einer hydrophoben transmembranen Verankerung am C-terminalen
Ende. Die transmembranen Segmente sind Uber eine kurze Verbindung an das SNARE-
Motiv gekoppelt und es scheint, dass diese nicht nur die SNAREs in der Membran
verankern, sondern auch an den SNARE-Interaktionen bei der Membranverschmelzung
beteiligt sind [176;187].

Das Verstdndnis Uber die Anordnung verschiedener SNARE-Proteine bei der
Komplexbildung fuhrte urspriinglich zu einer strikten Trennung zwischen SNAREs auf der
“Geber*- und auf der “Nehmer*“- Seite [176]. Auf dieser funktionellen Lokalisation basierend,
wurden SNARE-Proteine in Vesikelmembran (v)- und Ziel (target) membran (t)- SNAREs
eingeteilt [188;189]. Es zeigte sich jedoch, dass diese Einteilung nicht immer eindeutig ist, da
auch t-SNAREs auf Vesikeln und v-SNAREs auf der Zielmembran gefunden wurden. Eine
andere Terminologie entstand durch das Verstandnis des Aufbaus des SNARE-Komplexes
und basiert darauf, ob der zentrale funktionelle Bereich des SNARE-Motivs aus der Amino-
saure Arginin (R) oder Glutamin bzw. Aspartat (Q) besteht [190;191]. Weitere Analysen
fuhrten zu einer genaueren Einteilung in drei Q-SNARE-Subklassen: Qa, Qb und Qc [185].
Diese unterscheiden sich an ihrer N-terminalen Domane. Qa-SNAREs und wenige Qb- und
Qc-SNAREs besitzen ein Biundel aus drei antiparallelen Spiralen an ihrem N-terminalen
Ende, wahrend dieses bei Qb-, Qc- und R-SNARESs recht uneinheitlich aufgebaut ist [172].
Ein Sonderfall dieser Einteilung sind Proteine, die der als Qb,c-SNAREs bezeichneten
synaptosomalen SNAP-25-Familie angehoren. Im Gegensatz zu den meisten Q-SNARES,
handelt es sich dabei um randstédndige Membranproteine ohne transmembrane Domaéne,
aber mit zwei SNARE-Motiven. Es wird angenommen, dass ein funktioneller SNARE-
Komplex immer aus je einem SNARE-Motiv jeder Gruppe besteht und so ein hetero-
oligomeres paralleles Bundel aus vier Spiralen bildet. Somit ergeben sich die zwei mdglichen
Anordnungen: die R-Qa-Qb-Qc — und die R-Qa-Qb,c — Konfiguration [192].

14



Einleitung

SNARE Mastzelle Lokalisation Strukturelle Rolle Referenz
Syntaxin-1a,1b + PM Qa [158;160]
Syntaxin-2 + PM Qa [158;161]
Syntaxin-3 + vesicular, PM Qa [157;161]
Syntaxin-4 + PM Qa [161]
Syntaxin-5 ER, Golgi Qa [162;162]
Syntaxin-7 ES, LS Qa [164]
Syntaxin-11 TGN Qa [165]
Syntaxin-13 ES Qa [166]
Syntaxin-16 Golgi, TGN, ES Qa [167]
Syntaxin-17 ER Qa [168]
Syntaxin-18 ER Qa [169]
GS27 Golgi Qb [170]
GS28 Qb [163;170]
Vtilla ES, Golgi, TGN Qb [171]
Vtilb + LS, Golgi, TGN Qb [171;172]
Syntaxin-6 + TGN, ES Qc [158;164]
Syntaxin-8 ES, LS Qc [173]
Syntaxin-10 TGN Qc [174]
GS15 Qc [175]
BET1 Qc [159]
USE/SLT1 ER Qc [176]
SNAP-23 + PM Qb,c [177;178]
SNAP-25 PM Qb,c [158;178]
SNAP-29 Golgi Qb,c [179]
SNAP-47 Qb,c [179]
VAMP-1 vesicular R [180]
VAMP-2 + vesicular R [158;181]
VAMP-3 + vesicular R [158;161]
VAMP-4 TGN, ES R [180]
VAMP-5 vesicular R [182]
VAMP-7 + vesicular R [157;161]
VAMP-8 + vesicular R [158;160]
ERS24/SEC22b ER, ERG R [180]
YKT6 ERG R [163]
D12 ? [183]
SEC20 ER ? [184;185]
SEC22a ? [184;185]
SEC22c ? [184;185]

Tabelle 2: Mitglieder der SNARE-Familie in Saugetie ren. Zusammengefasst ist die
Lokalisation in der Zelle und die strukturelle Bedeutung aller bekannter Saugetier-SNARES.
Mit + gekennzeichnete SNAREs wurden in Mastzellen nachgewiesen. Die Klassifizierung
von D12, SEC20, SEC22a und SEC22c ist noch unklar. ES, Endosom; ER, Endo-
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plasmatisches Retikulum; ERG, Zwischenbereich von ER und Golgi-Apparat; LS, Lysosom;
PM, Plasmamembran; TGN, trans-Golgi-Netzwerk. Aus Frank, S.P.C. und Lorentz, A. [154].

1.3.3 Die Bildung und Aufldsung des SNARE-Komplexes

Die SNARE-Hypothese [193] postuliert, dass ein Protein auf der Geber-Membran mit
zwei bzw. drei Proteinen auf der Zielmembran reagiert und einen sogenannten ,trans-
SNARE-Komplex“ bildet, durch den voribergehend zwei Membranen verbunden werden.
Unter inaktivierten Bedingungen sind die meisten spiralformigen SNARE-Domanen
vollstandig unstrukturiert. Dies andert sich jedoch auf dramatische Art und Weise, wenn die
Proteine miteinander reagieren und bindende Strukturen ausbilden [194]. Es wird
angenommen, dass die Bildung des Komplexes an der N-terminalen Seite des SNARE-
Motivs beginnt und sich durch zippering bis zum C-terminalen Ende fortsetzt [195]. Die
Struktur bestehend aus einem Bundel aus vier a-Helices scheint den konservierten SNARE-
Komplex zu reprasentieren. Die Anzahl der beteiligten Proteine variiert dabei zwischen drei
und vier, abhangig davon, ob ein Mitglied der SNAP-25-Familie Teil des Komplexes ist und
somit zwei Helices beisteuert [196]. Diese Komplexe sind auf3erordentlich stabil und
behalten ihre Struktur selbst unter extremen Bedingungen wie 90 °C, 8 M Harnstoff oder 2 %
SDS bei, und ihre Halbwertszeit fiir eine spontane Auflésung wird mit 10 Jahren
angenommen [197]. Normal hydratisierte Membranen werden abhdngig von ihren
Lipidbestandteilen und ihren Membranproteinen in einem Gleichgewicht mit einem Abstand
von 2—-20 nm gehalten [198]. Das Zusammenspiel von R- und Q-SNAREs und das
Verbinden der vier a-Helices der SNARE-Motive bringt die Lipidbilayer auf einen Abstand
von 0,2-0,3 nm, wodurch die Membranfusion erméglicht wird [199;200]. In dem in Folge
entstehenden cis-SNARE-Komplex bilden die Vesikel- und die Plasmamembran eine
Kontinuitat, in welcher alle SNAREs des Komplexes nahe beieinander liegen [176]. Die Hohe
der fur die Komplexbildung bendétigten Energie ist unbekannt. Es wird aber angenommen,
dass eine Vielzahl von SNAREs notwendig ist, um die gegentberliegenden Membranen
zusammen zu bringen [201]. Mikroskopische Untersuchungen der Verteilung von SNARES
auf der Plasmamembran zeigten eine uneinheitliche Verteilung und eine Anhaufung in gut
definierten Bereichen. Sekretorische Vesikel fusionieren selektiv mit solchen cholesterol-
reichen Fusions-Hotspots [202]. Diese auch als Fusionsporen oder Porosomen bezeichneten
Bereiche wurden in Mastzellen in den spéten 80er und friilhen 90er Jahren mit Hilfe von
elektrophysiologische Messungen entdeckt [203]. Spater wurde durch hochauflésende
Rasterkraftmikroskopie (AFM) die Existenz von Porosomen mit einem Durchmesser von 70—

80 nm in lebenden Mastzellen sichtbar gemacht [204]. Im Vergleich dazu besitzen
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Porosomen von Neuronalen Zellen nur einen Durchmesser von 8—10 nm, an die synaptische

Vesikel mit einem Durchmesser von 40—50 nm binden [205].

Damit SNARE-Proteine fir weitere Membranfusionierungs-Prozesse wieder-
verwendet werden kénnen, muss der SNARE-Komplex aufgeldst werden und die SNAREs
von dem Geber-Kompartiment mit Hilfe von Trégern zu ihrem Herkunftsort zurick-
transportiert werden. Das Aufldsen des cis-SNARE-Komplexes benétigt eine erhebliche
Menge metabolischer Energie. Diese wird von der ubiquitéar vorhandenen zytoplasmatischen
ATPase N-ethylmaleimide-sensitive-factor (NSF) bereitgestellt. Zusatzlich sind Kofaktoren
notwendig, die soluble NSF attachment proteins (SNAPs) genannt werden und in keinerlei
Zusammenhang mit Proteinen aus der SNAP-25-Familie stehen [206]. In Saugetierzellen
existieren drei Isoformen von SNAPs. Diese werden a-, B-, and y-SNAPs genannt und
wirken zusammen mit NSF auf den SNARE-Komplex ein und binden an diesen [207]. Der
genaue Mechanismus der Aufldsung des SNARE-Komplexes ist unbekannt. Vermutlich sind
mehrere Kkatalytische Zyklen der NSF-ATPase unter mehrfacher Hydrolyse von ATP
notwendig [176]. Durch diese Art des Recyclings erhalt die Zelle ihre Fahigkeit zurick,

erneut sekretorische Granula zu bilden und Mediatoren zu sezernieren.

Translokation Andocken Fusion

Abbildung 4: Durch SNARE-Proteine vermittelte Fusio n. In Mastzellen wurde das Qb,c-
SNARE SNAP-23 sowie die Qa-SNAREs Syntaxin (Stx)-3 und -4 auf der Plasmamembran
gefunden. Nach Aktivierung kénnten diese einen stabilen Komplex mit einem R-SNARE der
VAMP-Familie bilden, um so die Fusionierung der Membran eines sekretorischen Vesikels
mit der Plasmamembran und als Folge die Ausschittung von Mediatoren zu ermdglichen.
Aus Frank, S. P. C. und Lorentz, A. [154].
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1.4 Ziel dieser Arbeit

Mastzellen spielen aufgrund ihrer enormen Menge an gespeicherten und bei
Aktivierung neusynthetisierten Mediatoren eine entscheidende Rolle bei einer Vielzahl
allergischer und inflammatorischer Erkrankungen. Die Behandlung dieser Erkrankungen ist
in erster Linie symptomatischer Natur und zielt somit darauf ab, dem Betroffenen ein
beschwerdefreies Leben zu ermoglichen. Bei bisherigen Therapieformen treten jedoch
regelmaflig unerwiinschte Nebenwirkungen auf. Neue Ansétze und ein besseres
Verstandnis Uber Ausschittungsprozesse von Mastzellmediatoren konnten helfen,
differenzierter in die Wirkungsprozesse dieser Mediatoren einzugreifen und neue Therapie-

formen zu entwickeln.

Damit es zur Freisetzung von in Vesikeln verpackten Mediatoren aus der Zelle
kommt, muss die Vesikelmembran mit der Plasmamembran fusionieren. Hierbei spielen

SNARE-Proteine eine entscheidende Rolle.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Schlisselproteine zu charakterisieren,
welche die Mediatorfreisetzung humaner Mastzellen steuern. Hierfir sollte zunachst mittels
Reverser Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion auf RNA-Ebene und mittels Western Blot
auf Proteineben analysiert werden, welche SNARE-Proteine von Mastzellen exprimiert
werden. Durch die anschlieBende Markierung dieser Proteine mit fluoreszenzgekoppelten
Antikdrpern sollte deren Lokalisition in der Zelle mikroskopisch dargestellt werden, um somit
auf mdgliche Wechselwirkungen zwischen SNARE-Proteinen schlielen zu kénnen. Die
Komplexbildung zwischen SNAREs sollte daraufhin mit Hilfe der Ko-Immunprazipitation auf-
gezeigt werden. Der funktionelle Beweis fir die Bedeutung der jeweiligen SNARE-Proteine
sollte erbracht werden, indem die entsprechenden Proteine einzeln ausgeschaltet werden.
Dies sollte mittels RNAi und das Blockieren einzelner SNAREs mit spezifischen Antikérpern
erfolgen. Zum Schluss sollte noch geklart werden, welche Unterschiede zwischen der

Freisetzung praformierter und de novo synthetisierter Mediatoren besteht.
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2 Material und Methoden

2.1 Auflistung verwendeter Reagenzien und Puffer

Antikérper

Isotype mouse IgG

Isotype rabbit IgG

anti-GAPDH, monoclonal mouse antibody
Alexa Fluor 488 goat anti-mouse IgG
Alexa Fluor 594 donkey anti-rabbit IgG
anti-mouse 1gG, HRP-linked Antibody
anti-rabbit IgG, HRP-linked Antibody
anti-SNAP 23, polyclonal rabbit antibody
anti-SNAP 25, monoclonal mouse antibody
anti-Syntaxin 1a, polyclonal rabbit antibody
anti-Syntaxin 1b, polyclonal rabbit antibody
anti-Syntaxin 2, polyclonal rabbit antibody
anti-Syntaxin 3, polyclonal rabbit antibody
anti-Syntaxin 4, mouse antibody

anti-Syntaxin 6, mouse antibody

anti-Synaptobrevin 2/VAMP 2, polycl. rabbit Ab

anti-VAMP 3, polyclonal rabbit antibody

anti-VAMP 7/TI-VAMP, monocl. mouse antibody

anti-VAMP 8, rabbit antibody

anti-Vtilb, rabbit polyclonal antiserum

Zellaufarbeitung und Zellkultur
Acetylcystein (ACC)

Ampicillin

Amphotericin B

Bovines Serumalbumin (BSA, Fraktion 1V)
CD117 MicroBead Kit, human
Chymopapain

Collagenase D

Dead Cell Removal Kit
Dinatriumhydrogenphosphat

DMEM

DNAse |

EDTA
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Serotec, Oxford, UK

Serotec, Oxford, UK

antibodies-online GmbH, Aachen
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Cell Signaling Technology, Frankfurt/Main
Cell Signaling Technology, Frankfurt/Main
Synaptic Systems, Géttingen

Sternberger Monoclonals Incorp., USA
Synaptic Systems, Géttingen

Synaptic Systems, Gottingen

StressGen Biotechnologies, Kanada
Synaptic Systems, Gottingen

BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg

Synaptic Systems, Géttingen

Affinity BioReagent, USA

T. Galli, Institut Jacques Monod, Paris

U. Blank, INSERM Unite 699, Paris
Synaptic Systems, Goéttingen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Gibco Life-Technologies, UK
Boehringer, Mannheim

Mitenyi Biotec, Bergisch-Gladbach
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen
Boehringer, Mannheim

Mitenyi Biotec, Bergisch-Gladbach
CarlRoth GmbH & Co.KG, Karlsruhe
PAN™ Biotech GmbH, Aidenbach
Boehringer, Mannheim

CarlRoth GmbH & Co.KG, Karlsruhe
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Foetales Kélber-Serum (FCS) Gibco Life Technologies, UK

Gelatine Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Gentamycin PAN™ Biotech GmbH, Aidenbach
D-Glucose Monohydrat CarlRoth GmbH & Co0.KG, Karlsruhe
L-Glutamine 200 nM (100x) Invitrogen, GmbH Karlsruhe

HEPES Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Kaliumchlorid CarlRoth GmbH & Co.KG, Karlsruhe
Metronidazol Fresenius, Bad Homburg
Natriumchlorid CarlRoth GmbH & Co.KG, Karlsruhe
Dulbecco’s PBS PAA Laboratories GmbH, Colbe
Penicillin/ Streptomycin PAN™ Biotech GmbH, Aidenbach
Pronase Boehringer, Mannheim

pZerve'™ Cryopreservation Solution Protide Pharmaceuticals Inc, USA
Rekombinantes SCF PeproTech, Hamburg

Rekombinantes Human IL-4 PeproTech, Hamburg

RPMI 1640 Gibco Life Technologies, UK
StemPro-34 SFM Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Trypsin/EDTA (10 x) PAN™ Biotech GmbH, Aidenbach

100 um und 250 pm Nybold-Filter Swiss Silk Bolting Manufact., Schweiz
MACS® Separation Columns (LS) Mitenyi Biotec, Bergisch-Gladbach6-, 24-, 48-
und 96-Well-Kulturplatten NUNC, Wiesbaden

Tyrode-Puffer: 137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 0,36 mM Na,HPOQO,, 5,55 mM D-Glucose, pH 7.4
TE-Puffer: 2 mM EDTA in Tyrode-Puffer

ACC-L6sung: 6,13 mM ACC in TE-Puffer

TEA-Puffer: 118 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 0,36 mM Na,HPQO,, 5,55 mM D-Glucose, 2 mM EDTA, 20 mM
Hepes, 0,05 % (v/v) Ampicillin, 0,02 % (v/v) Gentamycin, 0,02 % (v/v) Metronidazol, pH 7.4
TGMD-Puffer: 1,23 mM MgCl,, 0,0015 % (v/v) DNAse, 0,1 % Gelatine, in Tyrode-Puffer
PCH-L6sung: 0,03 % Pronase, 0,075 % Chymopapain, in TE-Puffer

CE-L6sung: 0,015 % Collagenase D, in TGMD-Puffer

Kulturmedium: RPMI 1640, 10 % (v/v) FCS, 25 mM HEPES, 2 mM L-Glutamin, 100 pg/ml
Gentamycin, 100 pg/ml Streptomycin, 100 U/ml Penicillin, 0,5 pg/ml Amphotericin
MACS-Puffer: PBS pH 7.2, 0,5% BSA, 2 mM EDTA

Zelllinien
HMC-1 freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von:

J. H. Butterfield, Mayo Clinic & Mayo Foundation, Rochester, USA
LAD2 freundlicherweise zur Verfligung gestellt von:

A. S. Kirshenbaum, National Institutes of Health, Bethesda, USA
RBL-2H3 American Type Culture Collection (ATCC), Manassas, USA
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Zellfarbung
Formaldehyd 37 %
Giemsa-Ldsung

Goat Serum
May-Grinwald-Lésung
Saponin

Swine Serum

Trypan Blue Solution

Stimulation und Mediatormessung

Bovine Serum Albumin

Cysteinyl Leukotriene Enzyme Immunoassay Kit
anti-lgE-Rezeptor a-chain (mAk 22E7)
humanes Myeloma-IgE

anti-IgE -Antikorper

D-Glucose Monohydrat

Glycin

Hepes

Histamin-ELISA

lonomycin

Kaliumchlorid

Kalziumchlorid

Magnesiumchlorid

Natriumchlorid

tri-Natriumcitrat-Dihydrat

4-Nitrophenyl N-acetyl-B-D-glucosaminide
Phorbol-Myristat-Acetat (PMA)

Procarta® Zytokinassay

Triton-X

Stimulationspuffer: 135 mM NaCl, 5 mM KCl, 5,6 mM Glucose, 10 mM Hepes pH 7.3, 1,8 mM CacCl,,

1 mM MgCl,, 0,05 % BSA

pNAG-L6sung: 3,8 mM 4-Nitrophenyl N-acetyl-B-D-glucosaminide, 0,05 M tri-Natriumcitrat-Dihydrat

pH 4.5
Glycin-Puffer: 0,2 M Glycin, pH 10.7

RNA-Isolation, Umschreiben in cDNA, PCR und Agarose

CarlRoth GmbH & Co.KG, Karlsruhe
Mallinckrodt Baker B.V., Burgdorf
Zymed, USA

CarlRoth GmbH & Co0.KG, Karlsruhe
Fluka BioChemika, Schweiz

Dako Deutschland GmbH, Hamburg

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

PAA Laboratories GmbH, Colbe
Assay Designs, Inc., USA
Hoffmann-La Roche, USA

U. Blank, INSERM Unite 699, Paris
U. Blank, INSERM Unite 699, Paris
CarlRoth GmbH & Co.KG, Karlsruhe
CarlRoth GmbH & Co.KG, Karlsruhe
CarlRoth GmbH & Co.KG, Karlsruhe
IBL, Hamburg

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

CarlRoth GmbH & Co.KG, Karlsruhe
CarlRoth GmbH & Co.KG, Karlsruhe
CarlRoth GmbH & Co.KG, Karlsruhe
CarlRoth GmbH & Co0.KG, Karlsruhe
CarlRoth GmbH & Co0.KG, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Calbiochem, Bad Soden
Panomics, USA

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

gelelektrophorese

Biozym LE Agarose
Bromphenolblau

Desoxyribonuclease 1 U/ul
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Biozym Scientific GmbH, Oldendorf

CarlRoth GmbH & Co.KG, Karlsruhe DNase |
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dNTP 10 mM

DTTO0,1 M

EDTA 25 mM

Essigsaure, Rotipuran® 100 %
Ethidiumbromid

5x First-Strand-Buffer
GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder
Glycerin

B-Mercaptoethanol

MgCl, 25 mM

Oligo dT Primer

10x Puffer

RLT-Puffer

RNeasy Mini Kit

SuperscriptTM Il Reverse Transkriptase
SYBR®Green

TRIS Ultra Qualitat

Taq DNA-Polymerase

Xylencyanol

Primer (Tabelle 3)

Genaxxon Bioscience GmbH, Biberach
Invitrogen, Karlsruhe

CarlRoth GmbH & Co.KG, Karlsruhe
CarlRoth GmbH & Co.KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Invitrogen, Karlsruhe

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
CarlRoth GmbH & Co0.KG, Karlsruhe
CarlRoth GmbH & Co.KG, Karlsruhe
Genaxxon Bioscience GmbH, Biberach
MWG Biotech, Ebersberg

Genaxxon Bioscience GmbH, Biberach
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Invitrogen, Karlsruhe

Applied Biosystems, Darmstadt
CarlRoth GmbH & Co0.KG, Karlsruhe
Genaxxon Bioscience GmbH, Biberach
CarlRoth GmbH & Co.KG, Karlsruhe

MWG Biotech, Ebersberg

Ladepuffer: 30 % (v/v) Glycerin, 20 mM EDTA, 0,05 % Bromphenolblau, 0,05 % Xylencyanol
TAE-Puffer (50 x): 242,28 g Tris-Base, 60,05 ml Essigsaure, 29,225 g EDTA, mit ddH,O auf 1 L

auffillen, pH 8.0

SDS-PAGE und Western Blot

anti-mouse 1gG, HRP-linked Antibody
anti-rabbit IgG, HRP-linked Antibody

Ammoniumperoxidsulfat (10 %)

Bio Rad Protein Assays

Bovine Serum Albumin
Bromphenolblau

DTTO0,1 M

EDTA

Glycin

Glycerin

B-Mercaptoethanol

Methanol, Ultra Gradient Grade
Natriumchlorid

PageRuler™ Prestained Protein Ladder
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Cell Signaling Technology, Frankfurt/Main
Cell Signaling Technology, Frankfurt/Main
CarlRoth GmbH & Co0.KG, Karlsruhe

Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen
PAA Laboratories GmbH, Colbe

CarlRoth GmbH & Co.KG, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

CarlRoth GmbH & Co.KG, Karlsruhe
CarlRoth GmbH & Co.KG, Karlsruhe
CarlRoth GmbH & Co0.KG, Karlsruhe
CarlRoth GmbH & Co0.KG, Karlsruhe
CarlRoth GmbH & Co.KG, Karlsruhe
CarlRoth GmbH & Co.KG, Karlsruhe

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
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Ponceau S solution Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Protease inhibitor cocktal CompletewI Mini Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Restore™ PLUS Western Blot Stripping Buffer Thermo Scientific, Bonn
Rotiphorese®Gel 30 CarlRoth GmbH & Co0.KG, Karlsruhe
Salzsaure, 37 % reinst CarlRoth GmbH & Co.KG, Karlsruhe
SDS Ultra pure CarlRoth GmbH & Co0.KG, Karlsruhe
SuperSignal West Dura Extended Duration Thermo Scientific, Bonn

Trans-Blot® Transfer Medium, NC Membrane Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
TRIS Ultra Qualitat CarlRoth GmbH & Co.KG, Karlsruhe
TRIS-HCI CarlRoth GmbH & Co.KG, Karlsruhe
Triton-X Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Tween®20 CarlRoth GmbH & Co.KG, Karlsruhe

Extraktionspuffer: 25 mM Tris-HCI, pH 7.5, 0,5 mM EDTA, 0,05 % Triton X-100, 10 mM -

Mercaptoethanol

Laemmli-Puffer: 20 % (v/v) Glycerin, 2 % SDS, 0,375 M Tris, 0,2 M DTT, 0,5 mg Bromphenolblau, mit
ddH,O auf 100 ml aufftllen, pH 8.8

SDS-Laufpuffer: 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 1% SDS

Sammelgel (4 %): 0,330 ml Acrylamid/Bisacrylamid-Solution (Rotiphorese®GeI 30), 1,495 ml ddH,0,
0,625 ml 1,5 M Tris-HCI pH 8.8, 25 pl 10 % SDS, 25 pl 10 % Ammoniumperoxidsulfat, 3 ul TEMED
Trenngel (12 %): 4,0 ml Acrylamid/Bisacrylamid-Solution (Rotiphorese®GeI 30), 3,2 ml ddH,0, 2,6 ml
1,5 M Tris-HCI (pH 8.8), 100 pl 10 % SDS, 100 pul 10 % Ammoniumperoxidsulfat, 6 ul TEMED
Transferpuffer: 25 mM Tris, 150 mM Glycin, 10 % Methanol, pH 8.3

TBS: 15 mM NaCl, 5 mM Tris, pH 7.6

TBST: 15 mM NaCl, 5 mM Tris, 0,1 % (v/v) Tween® 20, pH 7.6

Immunprazipitation

Rabbit TrueBlot™ Set Natu Tec GmbH, Frankfurt am Main
Magermilchpulver TSI GmbH & Co.KG, Zeven

Natriumchlorid CarlRoth GmbH & Co.KG, Karlsruhe
TRIS-HCI CarlRoth GmbH & Co.KG, Karlsruhe
Tween®20 CarlRoth GmbH & Co0.KG, Karlsruhe

Lysepuffer: 50 mM Tris-HCI pH 8.0, 150 mM NacCl, 1 % Triton-X
Puffer A: 25 mM Tris-HCI pH 7.3, 0,15 M NacCl, 0,1 % (v/v) Tween-20

Transfektion

Block-it™ Transfection Kit Invitrogen GmbH, Karlsruhe
HiPerFect Transfection Reagent Qiagen, Hilden

PULSIn™ Protein delivery reagent Biomol GmbH, Hamburg

X-treme Gene siRNA Transfection Reagent Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
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Streptolysin O (from Streptococcus pyogenes) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Basic Nucleofector® Kit, Prim. Fibroblasts Sol. Lonza, Kdln

Cell Line Nucleofector® Kit V Solution Box Lonza, Koln
ON-TARGETplus SMARTpool, Human STX4A Dharmacon, England
pmaxGFP Vector Lonza, KéIn

siGLO Red Transfection Indicator Dharmacon, England
FACS

BD FACSFlow™ BD Biosciences, Heidelberg
BD FACS™ Shutdown Solution BD Biosciences, Heidelberg
Cell Wash BD Biosciences, Heidelberg
FACS Clean BD Biosciences, Heidelberg
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2.2 Isolation von Mastzellen aus humaner Darmmukosa

Als Grundlage fir die Gewinnung humaner intestinaler Mastzellkulturen diente frisch
entnommene Gewebe aus Dick- und Dinndarmen, welche méglichst sofort nach Entnahme
und Abtrennung von der Blutversorgung in einen mit Antibiotika versetzten Aufbewahrungs-
puffer (TEA-Puffer) transferiert wurden. Diese Resektate stammten von Darmtumorpatienten,
wobei nur tumorfreie Bereiche ohne krankhafte Auffalligkeiten verwendet wurden, die uns
freundlicherweise vom Katharinenhospital (Stuttgart), dem Klinikum Bad Cannstatt, dem
Robert-Bosch-Krankenhaus (Stuttgart), dem Klinikum Esslingen und der Uniklinik Tubingen
bereitgestellt wurden. Hierzu liegen positive Gutachten der Ethikkommission der Landes-

arztekammer Baden-Wirttemberg vor.

Das Gewebe wurde nach Eintreffen von adharentem Mesenterium und Fett befreit,
gewaschen und Uber Nacht in TEA-Puffer im Kihlschrank gelagert. Die im TEA-Puffer
enthaltenen Antibiotika dienten dazu die im Praparat enthaltenen Bakterien abzuttten, um
die Gefahr einer bakteriellen Kontamination zu minimieren. Aus demselben Grund wurden
alle Arbeiten unter einer Laminar air flow-Sterilbank durchgefiihrt. Am darauffolgenden Tag
wurde die Tunica mucosa von der submukosalen und muskuldren Schicht mit einer feinen
Schere abgetrennt und nur die Tunica mucosa fur die weitere Aufarbeitung verwendet, da in
ihr der hochste Anteil an Mastzellen zu finden ist (1-3 %) [105]. Bis zu 10 Gramm Mukosa
wurden in 50 ml ACC-L6sung Uberfihrt und fur 10 Minuten bei 37 °C im Wasserbad unter
Schitteln inkubiert, um den aus den Becherzellen austretenden Mukus zu entfernen. Bei
grolReren Mengen an Mukosa oder vermehrter Schleimbildung wurde die Aufarbeitung in
einem hoheren Volumen in einer entsprechenden Anzahl von Reaktionsgefal3en
durchgefuhrt. Nach Ende der Inkubation wurde das Praparat kraftig von Hand geschiittelt,
um mdglichst viel Schleim zu entfernen. Bei sehr groRen Mengen an freigesetztem Schleim
wurde dieser Schritt wiederholt. Anschliel3end wurde die Mukosa in 40 ml Tyrode-Puffer mit
7 mM EDTA dberfuhrt und fir 20 Minuten erneut wie auch in allen folgenden Schritten unter
Schiitteln im Wasserbad bei 37 °C inkubiert und anschlie@end wieder leicht von Hand
geschuttelt, um Epithelzellen und verbliebenen Mukus zu entfernen. Zum besseren Verdau
des Gewebes und somit einer besseren Vereinzelung der Zellen wurde die Mukosa auf eine
Kunststoffpetrischale gegeben, mit 25 ml einer Pronase und Chymopapain enthaltenenden
Enzymlésung (PCH-Losung) lberdeckt und mit einer Schere in ca. 1 mm® groRe Stiicke
geschnitten. Die so gewonnene Suspension wurde auf einen Nybold-Filter mit einer
PorengrofRe von 250 um gegeben und mit 50 ml TE-Puffer gewaschen. Das Filtrat wurde
verworfen und die auf dem Filter verbleibenden Gewebestiicke in 25 ml PCH-L6sung fir

30 Minuten im Wasserbad inkubiert. Nach einem weiteren Filtrationsschritt, wobei diesmal
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mit TGMD-L6sung gewaschen wurde, verblieb das Gewebe fur erneut 30 Minuten unter
Schiitteln im Wasserbad in einer Collagenase-Enzymlosung (CE-Lésung). Das Enzym
Collagenase verursacht ein Auftrennen des Gewebes und somit die Vereinzelung der Zellen.
Nach der Inkubation wurde das verbleibende Gewebe erneut filtriert und mit mindestens
50 ml TGMD-L6sung gespult, wobei der Durchfluss gesammelt und fir 10 Minuten bei 300 g
abzentrifugiert wurde. Die im Pellet enthaltenen Zellen wurden in 1-2 ml Kulturmedium
aufgenommen und bis zur weiteren Verwendung auf Eis gestellt. Dieser Schritt wurde mit
den auf dem Filter zurtickgebliebenen Gewebestlicken wiederholt und die dabei erhaltenen
Zellen mit den bisher gewonnenen vereinigt. Um verbliebene Zellklumpen zu entfernen,
wurde die Zellsuspension mit RPMI auf 40 ml aufgefillt und durch einen Nybold-Filter mit
einer Porengrol3e von 100 um filtriert, welcher mit 10 ml RPMI nachgespilt wurde. Das Filtrat
wurde erneut fur 10 Minuten bei 300 g zentrifugiert, in 10 ml Komplettmedium aufgenommen
und die Anzahl der lebenden und toten Zellen durch eine Trypanblaufarbung bestimmt.
AulRerdem wurde der prozentuale Anteil an Mastzellen an der Zellsuspension durch eine
May-Grinwald — Giemsa-Féarbung analysiert. Die Zellsuspension wurde in einer Dichte von
2 x 10° lebender Zellen/ml Kulturmedium in einer Zellkulturflasche ausgesét und iiber Nacht

bei einer Temperatur von 37 °C mit 5% CO, und gesattigter Luftfeuchtigkeit inkubiert.

2.3 Aufreinigung und Kultivierung von Darmmastzelle n

Zur weiteren Aufreinigung der Mastzellen wurde das magnetic beads-activated cell
sorting MACS®-System von Miltenyi Biotec verwendet. Dieses erméglicht eine Auftrennung
verschiedener Zelltypen durch die Markierung spezifischer auf der Zelloberflache
exprimierter Antigene mit an paramagnetischen Partikeln (MicroBeads) gekoppelten

Antikorpern.

Hierflr wurden zuerst die am Vortag isolierten Zellen erneut gezahlt und der Anteil
der toten Zellen bestimmt. Bei einem Anteil toter Zellen von tber 30 % wurden mit dem Dead
Cell Removal Kit von Miltenyi Biotec tote Zellen entfernt. Die Zellsuspension wurde hierfar fur
10 Minuten bei 300 g zentrifugiert, der Uberstand entfernt und das Zellpellet pro 10’
Gesamtzellen in 100 ul Dead cell removal MicroBeads resuspendiert. Nach 15-mindtiger
Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Suspension in 5-10 ml Binding buffer
aufgenommen und auf eine sich im magnetischen Feld eines MACS Separators platzierte,
bereits mit 3 ml Binding buffer gespiilte MACS®-LS-Sdule gegeben. Nachdem die
Suspension vollstandig die Saule passiert hatte, wurde die Saule 4 Mal mit 3 ml
Binding buffer gesplilt. An die Dead cell removal MicroBeads sind Antikérper gekoppelt, die

ein spezifisches Antigen in der Plasmamembran von apoptotischen und toten Zellen
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erkennen. Da die MicroBeads aufgrund ihrer magnetischen Eigenschaften im magnetischen
Feld der Saule verbleiben, werden auch die an ihnen gebundenen toten Zellen in der Saule

zuriickgehalten, wahrend die lebenden Zellen in dem Durchfluss aufgefangen wurden.

Nach einer weiteren Zentrifugation und dem Z&hlen der Zellen, wurde im Anschluss
entschieden, ob eine weitere Aufreinigung der Mastzellen mit dem CD117 MicroBead Kit
durchgefuhrt wurde. Diese ist nur sinnvoll, wenn die Anzahl der Mastzellen hoch genug fir
die Durchfiihrung der geplanten Versuche ist. Die abzentrifugierten Zellen wurden hierfir in
300 ul MACS®-Puffer je 108 Gesamtzellen resuspendiert, 100 pl FcR Blocking reagent und
100 pl CD117 MicroBeads zugegeben und fur 15 Minuten bei 4—8 °C inkubiert. Die Zellen
wurden anschliel3end durch Zugabe von 1-2 ml Puffer und Zentrifugation fir 10 Minuten bei
300g gewaschen und in 1-5ml Puffer aufgenommen. Entsprechend dem voran-
gegangenen Entfernen der toten Zellen wurde die Suspension auf eine vorgespulte, im
magnetischen Feld platzierte Séule gegeben und 3 Mal mit 3 ml Puffer gespilt. Im
Gegensatz zu dem Dead cell removal Kit wurden hier jedoch die CD117-positiven Mastzellen
magnetisch markiert und verblieben somit in der Séaule. Durch das Entnehmen der Saule aus
dem magnetischen Feld und sofortigem Spulen der S&ule mit 5 ml Puffer, wurden die
markierten Mastzellen aus der Séule eluiert. Nach einer weiteren Zentrifugation wurden die
Zellen fur die weitere Verwendung in Kulturmedium mit 25 ng/ml rekombinanten humanen
SCF und 2 ng/ml IL-4 in einer Dichte von 2,5 x10° Zellen/ml in 6-well Gewebekulturschalen
ausgesat und wie zuvor bei 37 °C und 5 % CO, in einem Begasungsbrutschrank (innova®
CO-170, New Brunswick Scientific) kultiviert. Wéchentlich wurden vorsichtig 2 ml Medium
abgenommen und durch 2,5 ml Kulturmedium mit der oben genannten Konzentration an
SCF und IL-4 ersetzt.

2.4 Zellzdhlung und Differenzierung

Nach jeder Zellisolation und Aufreinigung wurde die Anzahl der lebenden und toten
Zellen sowie die Mastzellreinheit der Kultur bestimmt. Es wurden hierfiir 20 pl Zellsuspension
abgenommen und mit 20 pl Trypan-Blau gefarbt. In einer Neubauer-Zahlkammer wurden
mindestens 100 Zellen gezé&hlt und der prozentuale Anteil der lebenden und toten Zellen
bestimmt. Tote Zellen nehmen aufgrund der geschadigten Zellmembran Farbstoff auf und
erscheinen dunkel, wahrend lebende Zellen hell leuchten. Anhand des Volumens eines
Zahlguadrates von 0,1 pl kann die Zellzahl pro Milliliter durch Multiplikation der in einem
Quadrat enthaltenen Zellen - unter Einbezug der Verdiinnung mit Trypan-Blau - mit dem
Faktor 20.000 bestimmt werden.
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Fir die Differenzierung der Zellen wurde aus 20-80 pl Zellsuspension durch
Zentrifugation fur 3 Minuten bei 500 rpm mit einer Zytozentrifuge (Cytospin 4, Shandon) ein
Zytospin angefertigt. Dieser wurde nach Pappenheim fir 2 Minuten in May-Griinwald-Lésung
gefarbt, anschlielRend kurz mit ddH,O gewaschen und fir weitere 20 Minuten in einer 1:42,5
Giemsa-Wasser-Losung zu Ende gefarbt. Das fertige Préparat wurde lichtmikroskopisch
unter 1000-facher VergrolRerung ausgezahlt und der Anteil von Mastzellen anhand ihrer

metachromatisch gefarbten Granula bestimmt.

Direkt nach der Isolation der Zellen aus der Mukosa betrug der Anteil an Mastzellen
1-3 %. Durch das Entfernen der toten Zellen und einer Selektion von CD117" Zellen, konnte
der Anteil an Mastzellen auf 40—60 % erhdht werden. Durch die anschlieBende Kultivierung

mit SCF wurde nach 2—3 Wochen eine 98—-100 % reine Kultur erhalten.

2.5 Kaultivierung von Mastzelllinien

Fir manche Fragestellungen wurden neben den aus dem Gewebe isolierten
Darmmastzellen auch Zellen der humanen Zelllinien LAD2 und HMC-1 oder der murinen
Zelllinie RBL-2H3 verwendet. Der Vorteil dieser Zelllinen ist, dass mit geringem Aufwand

grol3e Mengen an Zellen gewonnen werden kénnen.

LAD2

Die Kultur von LAD2 Zellen erfolgte in StemPro-34-Medium unter Zusatz von
StemPro-34 Nutrient Supplement, 2 mM L-Glutamin, 100 pg/ml Streptomycin, 100 U/ml
Penicillin und 100 ng/ml SCF in Zellkulturflaschen in einer Zelldichte von 0,5 bis 1 x 10°
Zellen/ml bei 37 °C und 5 % CO,. Wdchentlich wurde die Halfte des Mediums entfernt, durch
neues ersetzt und 100 ng/ml SCF zugegeben. Zu beachten ist, dass LAD2 Zellen hohe
Beschleunigungskrafte nicht vertragen und deshalb bei niedrigeren Geschwindigkeiten von
100-150 g zentrifugiert werden mussen. lhre Verdopplungsrate ist flr eine Zelllinie sehr

langsam und dauert 10—14 Tage [100].

Des Weiteren ist das Einfrieren und Auftauen dieser Zelllinie problematisch und nur
mit hohen Zellverlusten mdglich. Hierfiir wurden die Zellen abzentrifugiert, der Uberstand bis
auf einen Rest von 50—100 ul abgenommen und die Zellen durch vorsichtiges Aufziehen und
Ablassen in einer Pipette gemischt. Fiir die Kryokonservierung wurden fir je 10”7 Zellen
1,5 ml des serumfreien Einfrierreagenz pZerve™ mit 100—200 ng/ml SCF zugegeben und
die Zellsuspension in verschraubbare Einfrierrdhrchen zu je 1-1,5 ml verteilt. Unter leichtem

Schitteln wurde die Suspension bei Raumtemperatur fir eine Stunde inkubiert,
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anschliel3end fiir je eine Stunde in -20 °C, dann in -80 °C uberfuhrt und schlief3lich in
flissigem Stickstoff gelagert. Ebenso wichtig fir das Uberleben der Zellen ist das korrekte
Auftauen. Die Zellen wurden hierfir fir eine langsame Equilibrierung nach dem Auftauen in
dem Einfrierreagenz belassen und 0,2 ml ihres Kulturmediums mit 200 ng/ml SCF
hinzugegeben. In einer 6-well Platte wurde die Zellsuspension fir 6 Stunden bei 60 rpm auf
einer Schuttelplattform bei Raumtemperatur inkubiert und alle 15-30 Minuten auf
Verklumpungen kontrolliert, welche durch vorsichtiges Mischen mit der Pipette geldst
wurden. AnschlieRend wurde erneut 0,5 ml Kulturmedium mit 200 ng/ml SCF zugegeben und
die Zellen unter normalen Zellkulturbedingungen bei 37 °C kultiviert. Nach 24 Stunden wurde
das Medium komplett gewechselt. Bei erfolgreichem Einfrieren und Auftauen beginnen sich

die Zellen nach 2—4 Wochen wieder zu verdoppeln.

HMC-1
Die ebenfalls humane Mastzelline HMC-1 wurde in RPMI-Medium mit 10 % FCS,

100 pg/ml Streptomycin und 100 U/ml Penicillin in 6-well Gewebekulturschalen kultiviert und

ebenfalls wochentlich die Halfte des Mediums durch neues ersetzt.

RBL-2H3

RBL-2H3 Zellen wurden in einer Zelldichte von 1 bis 2 x 10° Zellen/ml in DMEM-
Medium mit 10 % FCS, 100 pg/ml Streptomycin und 100 U/ml Penicillin in Zellkulturflaschen
ausgesat. Alle 2—3 Tage wurde das Medium ausgetauscht. Da es sich um eine adharent
wachsende Zelllinie handelt, wurden die Zellen bei vollem Bewuchs der Bodenplatte mit 2 ml
Trypsin/EDTA fir 2 —3 Minuten bei 37 °C abgel6st und nach einmaligem Waschen in ihrem

Kulturmedium erneut ausgesat.

2.6 Aktivierung von Mastzellen
2.6.1 Kreuzvernetzung des IgE-Rezeptors

Die bendtigten Zellen wurden bei 300g fur 5 Minuten abzentrifugiert und
anschlieBend in einer Konzentration von 10° Zellen/ml in Komplettmedium aufgenommen.
Durch eine Inkubation von 90 Minuten bei 37°C mit humanem Myeloma-IgE in einer
Konzentration von 0,4 ug/ml wurden die Zellen mit IgE beladen. Nach zweimaligem
Waschen durch Zugabe von 500 pl PBS und Abzentrifugieren wurden die Zellen erneut in
einer Konzentration von 10° Zellen/ml in Stimulations-Puffer aufgenommen und daraufhin mit
1 pg/ml anti-human-IgE-Antikorper (algE) fir 1 —6 Stunden bei 37 °C und 5 % CO, stimuliert.
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Nach erneuter Zentrifugation bei 300 g fiir 5 Minuten wurde der Uberstand aliquotiert und bis
zur weiteren Verwendung bei -20 °C eingefroren. Bei jedem Versuch wurde eine zuséatzliche
Probe mitgefuhrt, bei welcher durch Zugabe von 3 pl 10 % Triton-X je 100 pl Versuchsansatz
und kréftigem Vortexen die Zellen lysiert wurden. Diese Suspension wurde ebenfalls
eingefroren und diente bei der spateren Mediatorenmessung als Basis fur die Berechnung
der prozentualen Ausschuittung. Aul3erdem wurde die basale Ausschiittung des Mediators
von Interesse gemessen und die hierfir verwendeten Zellen den gleichen Schritten

unterzogen, ohne diese jedoch zu aktivieren.

Eine Kreuzvernetzung des IgE-Rezeptors wurde aufRerdem durch den monoklonalen
Antikdrper 22E7 erzielt. Dieser ist gegen die a-Kette des FceRI gerichtet und erméglicht eine
spezifische Aktivierung der Mastzellen ohne vorheriges Beladen mit IgE. Eingesetzt wurde er

in einer Konzentration von 100 ng/ml.

2.6.2 Unspezifische Aktivierung

Die Stimulation erfolgte entsprechend der Stimulation tber die Kreuzvernetzung des
IgE-Rezeptors, mit dem Unterschied, dass die Zellen nach der ersten Zentrifugation sofort in
Stimulations-Puffer aufgenommen wurden. Dann wurden die Zellen durch Zugabe von 1 uM
des Kalziumionophors lonomycin und der gleichen Konzentration des Proteinkinase C-
Aktivators Phorbol-Myristat-Acetat (PMA) fir 1 —6 Stunden bei 37 °C und 5 % CO, stimuliert.

AnschlieRend wurde des Uberstand und die Suspension der lysierten Zellen eingefroren.

Sowohl bei der Aktivierung der Mastzellen tber eine Kreuzvernetzung des FceRlI, als
auch bei der unspezifischen Aktivierung mit lonomycin/PMA, wurde der Einfluss von SCF auf
die Degranulation untersucht. Zu den jeweiligen Bedingungen wurde hierzu zusatzlich zum

jeweiligen Stimulus 100 ng/ml SCF hinzugegeben.

2.7 Mediatorenmessung
2.7.1 B-Hexosaminidase- Messung

Das Enzym B-Hexosaminidase liegt in Mastzellen und basophilen Granulozyten
gespeichert in den Granula vor und kann daher als Indikator fir die Degranulation von
Mastzellen  fungieren  [208-210]. Die  Aktivitdtsbestimmung der freigesetzten
B-Hexosaminidase beruht auf dem enzymatischen Umsatz des in der Substratldsung

enthaltenen 4-Nitrophenyl-2-acetamido-2-deoxy-B-D-glucopyranosid (pNAG), das sich am
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Ende der Reaktion durch das entstandenen gelbliche p-Nitrophenol erkennen lasst. Hierfir
wurde von dem nach der Stimulation gewonnenen Uberstand 25 pl in eine 96-well Platte
gegeben. Jedem Ansatz wurden 50 pl pNAG-Substratlosung hinzugefugt und die Platte fir
90 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die enzymatische Reaktion wurde durch Zugabe von 150 pl
0,2 M Glycin-L6sung, pH 10.7 gestoppt und die Extinktion im Mikrotiterplatten-Photometer
bei A=405nm gemessen. Der Anteil der ausgeschitteten B-Hexosaminidase wurde in

Prozent zu der Gesamt-B-Hexosaminidaseaktivitat der lysierten Zellen angegeben.

2.7.2 Histamin-, Leukotrien- und Zytokinmessung

Fur die Messung der Freisetzung von Histamin wurden die eingefrorenen Uberstiande
mit Stimulationspuffer verdinnt und mittels einem kompetitiven Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) der Histamingehalt nach Angaben des Herstellers ermittelt.
Die untere Nachweisgrenze liegt bei 1,5ng/ml. Bei der Berechnung des Gesamt-
histamingehaltes wurde der entsprechende Verdinnungsfaktor bertcksichtigt und die

Histaminausschittung als Prozent des Gesamtgehaltes angegeben.

Das Cysteinyl Leukotrien LTC4 wurde analog ebenfalls mit einem kompetitiven ELISA
bestimmt. Die Nachweisgrenze liegt bei 26,6 pg/mL. Der LTC4-Gehalt wurde in Prozent des
Gesamtgehaltes angeben, und auf die stimulierte Bedingung normiert, wobei diese als

100 % gesetzt wurde.

Die Messungen der Zytokine IL-5, IL-6, IL-8, IL-13, MCP-1, MIP-1a, MIP-13, TNF-a
und VEGF wurden als Procarta® Zytokinassay mit Hilfe der Luminex xMAP-Technologie
(Luminex Corporation) durchgeftihrt. Diese Technologie erlaubt eine Bestimmung von bis zu
100 Parametern aus einer einzelnen Probe in einem Messvorgang. Die Grundlage dieser
Technologie bilden uniforme, sphéarische Polystyrol-Partikel, sogenannte Mikrospharen oder
Beads, mit einem Durchmesser von 5,6 pm (£ 0,1 um). Diese sind mit zwei verschiedenen
Farbstoffen (rot und infrarot) in 10 unterschiedlichen Konzentrationen angefarbt. Daraus
resultieren 100 verschieden Bead-Sets mit einer genau definierten Spektralsignatur, welche
als Festphase fungieren und mit verschiedensten Nachweisreagenzien gekoppelt werden
kénnen. Dies ermdglicht die Messung grundsatzlich aller analytischen Parameter, die durch
eine spezifische Interaktion zweier definierter biochemischer Verbindungen nachweisbar
sind. Die entsprechenden in der Probe enthaltenen Analyten binden an die Nachweis-
reagenzien, die sich an der Beadoberfliche befinden. Die Bindungsreaktion wird durch
Fluorochrom-gekoppelte Reportermolekiile quantifiziert, indem die Bead-assoziierte
Fluoreszenz im Luminex-Analysesystem gemessen wird. Dieses klassifiziert die Bead-Sets

mit Hilfe eines roten Lasers, wahrend die Quantifizierung der gebundenen Analyten mit
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einem grinen Laser erfolgt. Fur jeden Parameter wurden mindestens 50 Beads gemessen,

um eine hohe Genauigkeit der Messwerte zu erzielen.

2.8 Gewinnung von RNA und reverse Transkription in cDNA

Zur Gewinnung von Gesamt-RNA wurden 0,5-1,0 x 10° Zellen in 350 ul RLT-Puffer
lysiert und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C eingefroren. Die Isolierung der RNA fand

laut Beschreibung unter Verwendung des RNeasy Mini Kit statt.

Fur die reverse Transkription der RNA in cDNA wurde in einem ersten Schritt
genomische DNA durch Zugabe von 1 U RNAse-freier DNAse zu 20 pl RNA mit 5 pl 5x First
strand buffer fur 15 Minuten bei 37°C enzymatisch verdaut. Dieser Vorgang wurde
anschlielend mit 2,5 ul 25 mM EDTA gestoppt und die RNA fir 10 Minuten bei 70°C
denaturiert. Nach kurzem Abkiihlen der Probe auf Eis, wurde ein Mix bestehend aus 5 pl
5x First strand buffer, 2,5 pl 87 mM Oligo dT Primern, 4 ul 5 mM dNTP, 2,5 pl 0,1 M dTT und
0,25 pl Superscript lll Reverse Transkriptase hinzugegeben, mit 7,25 pl RNAse freiem
Wasser auf 50 pl Volumen aufgefiillt und die cDNA durch Inkubation fiir 1 Stunde bei 50 °C
synthetisiert. Alle Inkubationsschritte fanden auf einem Peltier-Thermal-Cycler von MJ

Research statt.

2.9 Polymerase-Kettenreaktion

Die Expression des jeweiligen Gens von Interesse wurde mittels Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) nach Mullis [211] analysiert. Diese fand in einem Reaktionsvolumen
von 25 pl in einem Peltier Thermal Cycler von Bio-Rad statt. Hierfir wurde in ein Mix,
bestehend aus 2,5 pul 10x Puffer, 1 pl 2,5mM dNTP, 1 ul 25 mM MgCl,, 0,25 pul Tag
Polymerase, 18,15 pl H,O, sowie je 0,3 pl 200 uM Sense- und Antisense-Primer 1,5 ul der
zuvor gewonnenen cDNA gegeben. Die Amplifikation der cDNA-Fragmente fand in 35— 37
Zyklen statt. Nach einer anfanglichen Denaturierung der DNA bei 95°C fir 3 Minuten,
bestand jeder Zyklus aus einer Denaturierung und somit dem Auftrennen der Wasserstoff-
briickenbindungen der DNA bei 95 °C fir 15 Sekunden, der Primerhybridisierung an die DNA
bei 56 °C fur 30 Sekunden und der Elongation bei 72 °C fur 30 Sekunden Hierbei fillt die
DNA-Polymerase vom 3’-Ende des angelagerten Primers beginnend die fehlenden Stréange
mit freien Nukleotiden auf. Der jeweilige gebundene Primer bildet somit den Anfang des

neuen Einzelstrangs.
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2.10 Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung der generierten DNA-Fragmente erfolgte nach ihrer GréRRe in Gelen
mit einer Agarosekonzentration von 1 %. Hierzu wurde die entsprechende Menge Agarose in
TAE-Puffer durch Erhitzen in der Mikrowelle gelést und mit 500 ng/ml Ethidiumbromid
versehen. Den Proben wurde Ladepuffer im Verhéltnis 5:1 zugegeben und dann 10-15 pl
der jeweiligen Probe nach Ausbilden der Gelmatrix aufgetragen. Zur spateren Bestimmung
der FragmentgroRe wurde parallel ein Marker (100 bp DNA-Ladder) mit aufgetragen, der die
Lage der unterschiedlich groRen Fragmente im Abstand von 100 bp sichtbar macht. Durch
Anlegen einer Spannung von 100-120V fur ca.1 Stunde und anschlieRendem

Abfotografieren unter UV-Licht konnten die einzelnen Banden sichtbar gemacht werden.

2.11 Real-time quantitative PCR

Die quantitative Expression eines Gens wurde mit Hilfe der Real-time quantitativen
PCR bestimmt. Ein Mix aus 10 pl des Fluoreszenzfarbstoffes SYBR®Green, 8 p RNA- und
DNA-freiem ddH,O und je 0,25 ul 200 uM Sense- und Antisense-Primer wurde zusammen
mit 1,5 ul DNA-Probe in optical tubes gegeben und in einem iQ™ 5 von Bio Rad gemessen.
Es wurden 35-40 Zyklen durchgefuhrt. Jeder Zyklus setzte sich nach einer
Initialdenaturierung bei 95°C fur 3 Minuten, aus einer Denaturierung bei 95°C fur 15
Sekunden, einer Primerhybridisierung bei 56 °C fur 30 Sekunden und der Elongation bei
72 °C fur 30 Sekunden zusammen. Als Kontrolle fir eventuelle Verunreinigungen wurde fur
jeden Versuchsansatz eine Reaktionsprobe ohne DNA mitlaufen lassen. Uber die
Darstellung der Fluoreszenz ist eine genaue Quantifizierung der Genexpression (Threshold
cycle) des Zielgenes mdglich, welche bei der anschlieBenden Auswertung auf ein nicht
reguliertes housekeeping gen bezogen werden kann, um eine Hoch- oder Runterregulierung

Zu ermitteln.
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Gen Vorwartsprimer Ruckwartsprimer Frf?gment-
grof3e [bp]
GAPDH |5-TGG TCT CCT CTG ACT TCA AC-3' 5'-CCT GTT GCT GTA GCC AAA TT-3' 127
IL-5 5-GGAATA GGC ACA CTG GAG AGT CAA-3'| 5'-ACT CTT GCA GGT AGT CTA GG-3' 157
IL6 5-GAT GGA TGC TTC CAA TCT GG-3' 5-TGG CAT TTG TGG TTG GGT CA-3' 226
IL-8 5'-CTG AGA GTG ATT GAG AGT GG-3' 5'-ACA ACC CTG TGC ACC CAG TT-3' 113
IL-13  |5-CAT TGC TCT CAC TTG CCT TGG-3' 5'-CAG CTG TCA GGT TGA TGC TC-3' 159
IL-17A  |5-TGG GAA GAC CTC ATT GGT GT-3' 5-GGA TTT CGT GGG ATT GTG AT-3' 84
MCP-1 [5-CTT CTG TGC CTG CTG CTC AT-3' 5-CGG AGT TTG GGT TTG CTT GTC-3' 272
MIP-1a | 5-CTC TGC ATC ACT TGC TGC TGA CAC-3'| 5'-CAC TCA GCT CCA GGT CGC TGA C-3' 212
mip-1p |5-CCT AGT AGC TGC CTT CTG CTC 5-CAG TTC CAG CTG ATA CAC GTA 238
TCC-3 CTC C-3

SNAP23|5-GTA CGA GGA GAA TCC TGG GT-3' 5'-CAG ACA CAA AGG CCA CAG CA-3' 187
SNAP25| 5-AAG CCT GGG GCA ATA ATC AGG-3'  |5-CTT TGT TGC ACG TTG GTT GGC-3 296
Stx-la |5-TGC CTC TGG GAT CAT CAT GG-3' 5'-ACT TGA CGG CCT TCT TGG TG-3' 239
Stx-1b | 5-TTG AGA CGA GGC ACA ATG AG-3' 5'-ATG CGG TCA ATC ATC TCT CC-3' 115
Stx-2  |5-TGC TGT CTC GGA AGT TTG TG-3' 5'-CTG TGG TGG TTC TCC CAG TT-3' 120
Stx-3 | 5-GAG CCA AAA ACC AAG GAT GA-3' 5-TTG GTC ATC ACC TCC ACA AA-3' 191
Stx-4 | 5-CAG AAG GAG GAA GCT GAT GA-3' 5-TGC GTG TCC TTC AGG ATA TT-3' 263
Stx-6 | 5-TCA TCT GTG CAG GCA TTA GC-3' 5-TGC TGC TCC TCA ATG AAA TG-3' 152
TNF-a |5-CAA GCC TGT AGC CCA TGT TG-3' 5'-AGA GGA CCT GGG AGT AGA TG-3' 161
VAMP-2 | 5-ACA GGA GAC TGC AGC AG-3' 5-TTT GCG CTT GAG CTT GGC TG-3' 176
VAMP-3|5-GAA GCT CTC TGA GTT AGA CG-3' 5'-GAG ACA ACC CAC ACG ATG AT-3' 174
VAMP-4|5-AAG TTT AAG CGC CAC CTC AA-3' 5'-TCC AGA TGG TCC CCT TAG AA-3' 120
VAMP-5|5-GAA GTG CTG GGA GAA CAT CC-3' 5'-CTG CTG TCA CTG CTC TGA GG-3' 117
VAMP-7 |5-CTT CCT GGA GGT GAC AGA GC-3' 5'-CGG GAA CGT TCA AAA TCA TC-3' 150
VAMP-8|5'-GTG CGG AAC CTG CAA AGT GA-3' 5'-GAA GGC ACC AGT GGC AAA GA-3' 261
VEGF |5-CGA AGT GGT GAA GTT CAT GGA TG-3'|5-TTC TGT ATC AGT CTT TCC TGG T-3' 470
Vtilb  |5-CGT TAT GCA CCC CTG TCT TT-3' 5-GTG TGG CTG TCA AAG GTG TG-3' 112
Tabelle 3: Verwendete Primer.

2.12 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Wester  n Blot

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli [212] diente

der Auftrennung von Proteinen mit Hilfe eines elektrischen Feldes in einem Gel auf

Polyacrylamidbasis. Im anschlieRenden Western Blot wurden die aufgetrennten Protein-

banden auf eine Tragermembran ubertragen.

Fir die SDS-PAGE und den anschlieBenden Western Blot wurden Zelllysate

hochreiner Mastzellkulturen verwendet. Hierfir wurden die Zellen fur 5 Minuten bei 400 g

abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und je 10° Zellen in 10 ul Extraktionspuffer mit

Zusatz von Proteaseinhibitoren (Protease inhibitor cocktail Complete™ Mini) lysiert. Nach

einer erneuten Zentrifugation fir 5 Minuten bei 10.000 g und 4 °C wurde der proteinhaltige
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Uberstand abgenommen, aliquotiert und bei -20 °C aufbewahrt. Die Proteinkonzentration
wurde mit Hilfe eines Protein Assays (Bio Rad Laboratories GmbH) bestimmt. Um fir jeden
Versuchsansatz die gleiche Menge an Protein einzusetzen, wurden die Proben ent-
sprechend auf eine Konzentration von 10—25 pg Protein pro Bedingung verdiinnt. Das Lysat
wurde 1:1 mit 2x Probenpuffer (Laemmli-Puffer) verdinnt und die Proteine bei 95 °C fur 10
Minuten denaturiert. Die entsprechenden Proben und ein Proteinmarker wurden in die
Geltaschen eines 4 %-igen Sammelgels aufgetragen und in einer Elektrophoresekammer
(Mini-Protean 1, Bio-Rad) bei 120 V firr ca. 1 Stunde in dem sich anschlieenden 12 %-igen
Trenngel aufgetrennt. Der Uberschuss an SDS iiberdeckt die Eigenladung von Proteinen, so
dass diese eine konstante negative Ladungsverteilung aufweisen und ausschlief3lich in

Abhangigkeit ihrer GréRe durch das Gel wandern.

Nach erfolgreicher Separation der Proteine wurden diese durch Semi-Dry-Blotting
[213] elektrophoretisch auf eine Nitrocellulose-Membran mit 0,45 um Porengrol3e
Ubertragen. Hierzu wurde die Nitrocellulose-Membran, sowie Whatman-Filterpapier mit
Transferpuffer getrdnkt und zusammen mit dem Gel in folgender Anordnung in der Blot-
Apparatur gestapelt: Kathode (schwarz), Wathmann-Filterpapier, Polyacrylamidgel,
Nitrocellulose-Membran, Wathmann-Filterpapier, Anode (rot). Der Transfer fand nach dem
Semi-Dry-Verfahren in einer Blotkammer (Fastblot B34, Biometra) bei 1 mA/cm?
Membranflache fir 55 Minuten statt. Als Kontrolle des erfolgreichen Transfers wurden die
Proteinbanden durch eine dreiminutige Farbung mit Ponceau S sichtbar gemacht.
Anschlieend wurden unspezifische Bindungsstellen durch Inkubation in TBST mit 2 % BSA
fur 1 Stunde bei Raumtemperatur abgeséttigt. Es folgte eine Inkubation mit dem
entsprechenden Primarantikorper in einer Konzentration von 1:500-1:2000 in TBST mit
1% BSA fir 1 Stunde bei Raumtemperatur oder wahlweise tber Nacht bei 4 °C. Durch finf-
bis zehnmaliges Waschen mit TBST fir jeweils 5 Minuten wurden ungebundene Antikdrper
entfernt. Zum Nachweis entstandener Antigen-Antikdrper-Komplexe wurde die Membran fir
1 Stunde mit einem Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikérper (Anti-mouse 1gG, bzw. Anti-
rabbit IgG) unter Schwenken bei Raumtemperatur inkubiert. Ungebundenes Konjugat wurde
durch erneutes Waschen mit TBST entfernt. Zuletzt wurde die Membran fur 5 Minuten mit
einem Chemilumineszenz Reagenz (SuperSignal West Dura Extended Duration) im
Dunkeln entwickelt und die entsprechenden Chemilumineszenz-Signale unter der

FluorChem™ von Biozym bei einer Belichtungszeit von 5 Minuten digitalisiert.
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2.13 Fluoreszenzfarbung von SNARE-Proteinen

Um die Lokalisation verschiedener SNARE-Proteine innerhalb der Zelle sichtbar zu
machen, wurde eine Immunfluoreszenzfarbung durchgefihrt. Mastzellen wurden mit 1 M
lonomycin/PMA stimuliert oder unstimuliert verwendet. Nach einem Fixierschritt der Zellen in
100 pl 2% Paraformaldehyd fur eine Stunde auf Eis wurden die Zellen mit 1 ml PBS
gewaschen und anschlieend in 50 pl Blockierreagenz (PBS mit 1% Ziegenserum, 1%
Schweineserum und 1% humanem IgG) mit 0,3 % Saponin aufgenommen. Durch die von
Saponin verursachten Poren kénnen Antikdrper in die Zelle eindringen, wéhrend das
Blockierreagenz unspezifische Bindungen des Primarantikorpers verhindert. Nach einer 10-
mindtigen Inkubation bei Raumtemperatur wurden ein oder zwei Antikbrper gegen die
entsprechenden SNARES in einer Konzentration von 20 pg/ml zugegeben und die Zellen fir
weitere 30 Minuten inkubiert. Durch Waschen mit 1 ml PBS wurden nicht gebundene
Antikorper entfernt und die Zellen erneut in 50 pl Blockierreagenz resuspendiert. Ein
fluoreszenzmarkierter Sekundarantikorper (Alexa Fluor goat anti-mouse 488, bzw. Alexa
Fluor donkey anti-rabbit 594), der gegen den Wirt des verwendeten anti-SNARE Antikorpers
gerichtet ist, wurde ebenfalls fir 30 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln in einer
Konzentration von 10 pg/ml mit der Zellsuspension inkubiert. Nach weiteren zwei Wasch-
schritten mit je 1 ml PBS wurden die Zellen in 30 pl PBS aufgenommen. Da das Eindeckeln
der Zellen deren runde Strukturen zerstéren wirde, wurde die Zellsuspension auf ein diinnes
Deckglas gegeben und nach Absinken der Zellen fluoreszenzmikroskopisch mit Hilfe der
Apotom-Technik analysiert (Axiovert 200M ApoTome microscope, Carl Zeiss AG). Diese
ermoglicht es, optische Schnitte von den fluoreszenzmarkierten Zellen anzufertigen und so

die genaue Lokalisation des markierten Proteins festzustellen.

2.14 Ko-Immunprazipitation

Um die Komplexbildung zwischen verschiedenen SNARE-Proteinen nachzuweisen,
wurde die Ko-Immunprazipitation angewandt. Diese Methode erlaubt es, mittels eines
Antikdrpers, der an ein festes Substrat gekoppelt wird, ein Antigen und dessen Interaktions-
partner aus einem Proteingemisch heraus zu prazipitieren. Diese kénnen im Anschluss

beispielsweise in einem Western Blot dargestellt werden.

Als Vorbereitung fiir die Prazipitation wurden pro Versuchsbedingung je 10°
Mastzellen mit 1 uM lonomycin/PMA fir 5 Minuten bei 37 °C stimuliert und als Kontrolle

ebenfalls 10° Zellen unbehandelt gelassen. Nach zweimaligem Waschen mit 1 ml PBS wurde
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der Uberstand vollstindig abgenommen und das Pellet in 500 pl kaltem Lysepuffer mit
Zusatz von Proteaseinhibitoren (Protease inhibitor cocktail Complete™ Mini) aufgenommen
und gevortext. Zu den lysierten Zellen wurden fir eine erste Voraufreinigung des Reaktions-
ansatzes 50 pl anti-Rabbit Ig Beads hinzu gegeben, um eine spéatere Kontamination mit
unspezifisch an die Beads gebundenen Proteinen und DNA zu reduzieren. Der Mix wurde fir
30 Minuten auf Eis inkubiert und anschliel3end 3 Minuten bei 10.000 g zentrifugiert. Das sich
im Uberstand befindende vorgereinigte Lysat wurde zusammen mit 5 ug eines anti-SNARE-
Antikorpers fur 1 Stunde auf Eis inkubiert. In dieser Zeit bindet der Antikérper an das
entprechende SNARE-Protein, welches geféllt werden soll. Die erneute Zugabe von 50 pl
anti-Rabbit Ig Beads und eine Inkubation fir 1 Stunde bei Raumtemperatur auf dem
Schiittler fuhren zu einer Bindung der Beads an die Fc-Region der vorhandenen Antikdrper.
Diese Bindung ist reversibel und kann durch einen sauren pH-Wert oder eine
Detergenzbehandlung wieder gelést werden. AnschlieBend wurde nach einer einminitigen
Zentrifugation bei 10.000 g der Uberstand komplett entfernt und das Pellet mit den Beads
3 Mal mit 500 ul Lysepuffer gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurde das Pellet in
50 pl 1x Laemmli-Puffer aufgenommen, gut gemischt und die darin enthaltenen Proteine fir
10 Minuten bei 95 °C denaturiert. Zum Entfernen der Beads wurde erneut fur 3 Minuten bei
10.000 g zentrifugiert und nur der Uberstand mit den darin enthaltenen Proteinkomplexen

weiterverwendet.

Nach erfolgreichem Auftrennen der Proben in einer SDS-PAGE und Ubertragen per
Western Blot auf eine Nitrocellulose-Membran wurden unspezifische Bindungsstellen durch
Inkubation fur 90 Minuten bei Raumtemperatur oder alternativ Giber Nacht bei 4 °C auf dem
Schiittler in Puffer A mit 5 % Magermilchpulver abgesattigt. Fir die anschlielBende Farbung
wurde ein als Priméarantikorper fungierender anti-SNARE-Antikérper in der Konzentration von
1:1000 in PufferA mit 5% Magermilchpulver fir 2 Stunden bei Raumtemperatur
hinzugegeben. Ungebundene Antikdrper wurden im Anschlufl durch zehnmaliges Waschen
mit Puffer A entfernt und die Membran fir 1 Stunde bei Raumtemperatur mit einem gegen
den Primérantikorper gerichteten Sekundéarantikérper (Rabbit IgG TrueBlot™ - Antikérper) in
einer Konzentration von 1:5000 in Puffer A mit 5% Magermilchpulver inkubiert. Nach
erneutem zehnmaligem Waschen wurde die Membran mit einem Chemilumineszenz

Reagenz fur 5 Minuten entwickelt und abfotografiert.
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2.15 Transfektion von LAD2 und humanen Darmmastzell en mit
SiRNA

Die Transfektion von LAD2 Zellen und humanen Darmmastzellen mit siRNA zur
Blockade der Expression einzelner SNARE-Proteine wurde mit dem Nucleofector™ von
Lonza durchgefiihrt. Firr jede Transfektionsbedingung wurden 5x 10° Zellen bei 90 g fir
10 Minuten abzentrifugiert, der Uberstand komplett entfernt und die Zellen in 100 pl
Nucleofector solution aufgenommen. Die folgenden Schritte wurden zlgig durchgefihrt, da
die Zellen nicht langer als 15 Minuten in dieser Losung verbleiben sollen. Eine
entsprechende Menge siRNA gegen das Gen, das ausgeschaltet werden sollte oder eine
fluoreszenzmarkierte SIRNA bzw. ein fluoreszenzkodierendes Test-Plasmid fir die
Optimierung des Systems wurde zu der jeweiligen Zellsuspension hinzugegeben und diese

in eine Kivette Uberfuhrt.

In Vorversuchen wurden anhand der Transfektion mit dem Test-Plasmid sieben
verschiedene Programme getestet und davon das Programm mit der optimalen Kombination
aus Transfektionsrate und Uberlebensrate fir die weiteren Transfektionen mit siRNA
gewadhlt. Die elektrischen Parameter des jeweiligen Programmes sind nicht einsehbar, da sie
patentrechtlich geschitzt sind und setzen sich aus Intensitat der Stromimpulse, deren Dauer
und Anzahl zusammen. Nach der Transfektion wurden die Zellen sofort in 500 pl
vorgewdrmtem Kulturmedium aufgenommen und in eine 6-well Platte mit 1 ml ebenfalls
vorgewdrmtem Medium transferiert. Der Nachweis einer erfolgreichen Transfektion wurde
durch die Aufnahme und Vervielfaltigung des Test-Plasmides erbracht, welche nach 1-3
Tagen unter dem Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht wurde. AuRerdem wurden die mit
Test-Plasmid und mit fluoreszenzmarkierte siRNA transfizierten Zellen durchfluss-
zytometrisch untersucht. Eine funktionelle Beeintrachtigung der Zellen durch die
entsprechende siRNA wurde mittels einer Zellstimulation im Vergleich zu unbehandelten

Zellen untersucht.

2.16 Durchflusszytometrie

Zur Uberpriifung von Transfektionserfolgen wurden Zellen durchflusszytometrisch
untersucht. Hierfir wurden je Bedingung 0,5—-1x 10° LAD2 oder Mastzellen, die zuvor mit
Test-Plasmid oder fluoreszenz-siRNA transfiziert wurden, zweimal mit PBS gewaschen,
anschlieBend in 200 pl PBS resuspendiert und im Durchflusszytometer (FACS Canto™,

Becton Dickinson) gemessen. Dabei durchlauft jede Zelle den Lichtstrahl eines Argonlasers
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mit einer Wellenlange von 488 nm und wird als einzelnes Ereignis erfasst. Photodetektoren
registrieren das von den Zellen mit unveranderter Wellenlange gestreute Licht und das in
den langwelligen Bereich verschobene emittierte Fluoreszenzlicht. Dies ermdglicht eine
Differenzierung der Zellen nach Grof3e (Vorwartsstreulicht), Granularitat bzw. optischer

Dichte (Seitwartsstreulicht) und Intensitat der Fluoreszenz.

Die Auswertung der Daten erfolgte auf dem dazugehdrigen Computerprogramm
FACS Diva™. Anhand der GréRe und Granularitat der gemessenen Signale, konnten von der
jeweils untersuchten Zellpopulation durch Festlegung eines Melbereichs eventuell
auftretende Signale ausgeschlossen werden, die von Zelltrimmern hervorgerufen wurden.
Die Haufigkeit der Ereignisse und deren gemessene Fluoreszenzintensitaten innerhalb des

festgelegten Bereiches wurden als zweidimensionales Punktdiagramm dargestellt.

2.17 Inhibition durch anti-SNARE Antikorper

Fir weitere Untersuchungen der an der Degranulation beteiligten SNARE-Proteine
sollten diese mit inhibierenden Antikérpern blockiert werden. Pro Bedingung wurden hierfir
25.000 bis 50.000 Zellen mit kalziumfreier HBSS-L6sung gewaschen und anschlieBend in
50 ul HBSS resuspendiert. Durch Zugabe von 20 upg/ml (entspricht 1100 Units/ml)
Streptolysin O (SLO), ein Toxin B-hamolysierender Streptokokken, wurden die Zellen
permeabilisiert. SLO bindet mit Hilfe von Cholesterol an die Plasmamembran. Durch die
Bildung von Oligomeren entstehen Poren mit einem Durchmesser von tber 12 nm, durch die
lonen, aber auch groRRere Molekile wie Immunglobuline in die Zelle eindringen kénnen.
Zusammen mit dem SLO wurde der entsprechende anti (a)-SNARE Antikorper in einer
Konzentration von 20 pg/ml zugegeben und die Zellsuspension fur 10 Minuten im
Wasserbad bei 37 °C inkubiert. Durch die anschlieRende Zugabe von 600 pl kalziumhaltigem
RPMI Medium (mit 2 mM Kalziumchlorid und 10% FCS) und eine Inkubation von einer
Stunde auf Eis sind Mastzellen in der Lage die durch SLO verursachten Poren wieder zu
schlieBen. Nach einer anschlieRenden Zentrifugation bei 300 g fur 5 Minuten wurden die
Zellen in Stimulationspuffer aufgenommen und entsprechend dem Versuchsaufbau mit IgE

und algE stimuliert.

Fur die Kontrolle des Erfolges der Permeabilisierung der Zellen, wurden diese mit
Trypanblau angefarbt und der prozentuale Anteil der dunkel gefarbten Zellen fir
verschiedene Konzentrationen von SLO bestimmt. Die Kontrolle einer genigend hohen
Konzentration eingedrungener Antikorper erfolgte mittels eines fluoreszenzmarkierten Maus

IgG-Antikorpers.
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2.18 Statistische Analysen

Alle Ergebnisse wurden als Mittelwert + Standardfehler (SEM) dargestellt. Mittels des
gepaarten two tailed t-Tests wurden signifikante Differenzen bestimmt. Eine Irrtums-
wahrscheinlichkeit von p<0,05 wurde als signifikant bewertet. Zusatzlich fand eine

Unterteilung in verschiedene Signifikanzniveaus statt (* p <0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).
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3 Ergebnisse

3.1 Mediatorfreisetzung aus Mastzellen

3.1.1 Vergleich der Wirkung verschiedener Trigger a uf die Ausschuttung

gespeicherter Mediatoren

Humane Mastzellen kdnnen durch eine Vielzahl von Triggern aktiviert werden. Die
typische physiologische Stimulation ist die Kreuzvernetzung des hochaffinen IgE-Rezeptors
(FceRI) durch Antigene. In den durchgefihrten in vitro Versuchen wurden Mastzellen mit IgE
beladen und anschlieBend mit einem IgE-Antikbrper eine Kreuzvernetzung verursacht.
Ebenso wurde eine Kreuzvernetzung durch den Antikdrper 22E7 erzielt, welcher gegen die
a-Kette des FceRlI gerichtet ist und eine Aktivierung der Mastzellen ohne vorheriges Beladen
mit IgE erlaubt. Eine unspezifische Stimulation der Mastzellen wurde durch Zugabe von 1 uM
lonomycin und der gleichen Konzentration PMA herbeigefiihrt. Der fir Mastzellen Uber-
lebenswichtige Wachstumsfaktor SCF ist auRerdem das bisher einzige bekannte Zytokin,
das eine Mediatorfreisetzung in unterschiedlichen Mastzelltypen verursachen kann
[214,215]. Es sollte deshalb der Einfluss von 100 ng/ml SCF - alleine und in Kombination mit
anderen Stimulantien - auf die Aktivierung von humanen Darmmastzellen untersucht werden.
Die Stimulationszeit betrug jeweils 1 Stunde. Als Indikator der Stimulierbarkeit von Mast-
zellen wurden die gespeichert vorliegenden Mediatoren Histamin und B-Hexosaminidase

gemessen.

Wie in Abbildung 5 dargestellt, betrug die spontane Freisetzung von Histamin aus
unaktivierten Mastzellen 2,4 £ 0,4 %. Durch alleinige Zugabe von SCF erhohte sich die
Histaminausschittung nicht signifikant im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle auf
10,9 + 6,7 %. Eine Kreuzvernetzung mit Hilfe des 22E7 - Antikorpers bewirkt eine geringe,
jedoch signifikante Degranulation von 16,1 + 3,3%. Im Gegensatz dazu verursacht die
Kombination aus 22E7 und SCF eine deutlich erhéhte Ausschittung von 55,1+ 15,3 % des
gesamten Histamingehaltes der Zelle. Ahnlich verhalt es sich bei der Behandlung mit IgE
und anschlielender Stimulation mit anti-IgE Antikorper (algE). Wahrend IgE/algE alleine
eine Ausschittung von 36,2 * 4,1 % induziert, ergab sich bei Zugabe von SCF mehr als eine
Verdopplung der Ausschittung auf 82,5+ 8,0%. Die unspezifischen Aktivierung mit
lonomycin/PMA verursacht schon ohne SCF eine starke Degranulation von 71,2 £ 7,1 %, die

sich mit SCF nur unsignifikant auf 84,5 + 2,2 % erhdhte.
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100+ * n.s.

[%]

Histamin Ausschiittung

Abbildung 5: Freisetzung von Histamin aus humanen i ntestinalen Mastzellen nach

Stimulation. Gezeigt ist die prozentuale Histamin-Freisetzung von Mastzellen nach
Aktivierung mit 22E7 (100 ng/ml), IgE/algE (0,4 pg/ml/1 pg/ml), lonomycin/PMA (1 uM) und
der Kombination dieser Stimulantien mit SCF (100 ng/ml), im Vergleich zur basalen
Histamin-Ausschittung der unstimulierten Kontrolle und einer alleinigen Zugabe von SCF

(Mittelwerte £ SEM, n = 3-4). * p<0,05; n. s., nicht signifikant

Das Enzym B-Hexosaminidase liegt ebenso wie Histamin praformiert in Mastzellen
vor. Der Vergleich der Freisetzung beider Mediatoren ergab keinen signifikanten Unterschied
der prozentualen Ausschiuttung vom Gesamtgehalt in der Zelle (siehe Abbildung 6).
Aufgrund der Einfachheit der Messung und der deutlich geringeren Kosten wurde in weiteren
Versuchen fB-Hexosaminidase als Indikator fur die Freisetzung eines gespeicherten
Mediators analysiert.

Sowohl die Freisetzung von Histamin, als auch pB-Hexosaminidase erreichte schon

nach funf Minuten 74 % des nach einer Stunde moglichen Wertes (Ergebnisse nicht gezeigt).
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Abbildung 6: Vergleich der Freisetzung von p-Hexosaminidase und Histamin aus

Mastzellen (nach Stimulation). Dargestellt ist die Ausschittung von B-Hexosaminidase im
Vergleich zu Histamin nach Stimulation von humanen intestinalen Mastzellen mit 22E7
(100 ng/ml), IgE/algE (0,4 pg/ml/1 pug/ml) und lonomycin/PMA (1 uM) im Vergleich zu

unstimulierten Mastzellen (Mittelwert + SEM, n = 3-4). n.s., nicht signifikant

Fir einige Fragestellungen sollten die humanen Mastzelllinen LAD2 und HMC-1 als
Modellsystem dienen und wurden ebenfalls auf ihre Stimulierbarkeit hin untersucht. Zu
Vergleichszwecken wurde auf3erdem die Mediatorfreisetzung der murinen Mastzelllinie
RBL-2H3 gemessen (siehe Abbildung 7). Die aus dem Knochenmark eines Mastozytose-
Patienten gewonnene humane Mastzelllinie LAD2, exprimiert Gber den gesamten Zellzyklus
funktionell aktivierbare FceRI und lasst sich somit Uber eine Kreuzvernetzung der IgE-
Rezeptoren stimulieren. Als durchschnittliche Ausschittung von -Hexosaminidase wurden
bei einer Grundausschittung von 9,2 + 1,5 % lediglich 16,2 £ 4,0 % nach der Stimulation mit
IgE und algE-Antikdrper gemessen, wahrend nach der Aktivierung mit lonomycin und PMA
ein Release von 79,2 +2,3% erreicht wurde. Fir die aus dem peripheren Blut eines
Mastozytose-Patienten isolierte humane Mastzelllinie HMC-1 ist bekannt, dass sie nicht
funktionelle FceRI exprimiert und die Ausschittung sehr stark variieren kann. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit konnte weder durch die Aktivierung uber die Kreuzvernetzung des
FceRl, noch durch lonomycin/PMA eine Erhdhung der basalen Ausschittung erreicht
werden. Eines der bekanntesten murinen Mastzell-Modelsystemen RBL-2H3, das aus
Leukamiezellen einer Ratte entstand, wurde mit rattenspezifischem IgE beladen und mit dem
dagegen gerichteten Antigen DNP aktiviert und unspezifisch mit lonomycin/PMA stimuliert.
Nach Stimulation mit IgE/DNP ergab sich eine Freisetzung von 32,1+ 8,2 %,
lonomycin/PMA verursachten 46,5+ 7,8% p-Hexosaminidase Ausschittung, bei einem

Grundrelease von 7,6 + 1,7 %.
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Abbildung 7: Stimulierbarkeit humaner und muriner M astzellen. Gezeigt ist die
Freisetzung von B-Hexosaminidase aus humanen intestinalen Mastzellen (hiMC), LAD2
Zellen, HMC-1 und RBL-2H3 nach Stimulation mit IgE/algE (0,4 pg/ml/ 1 pg/ml), bzw.

IgE/DNP (0,4 pg/ml/1 pg/ml) sowie lonomycin/PMA (1 pM) (Mittelwert + SEM, n = 6-15).

3.1.2 Expression und Freisetzung de novo synthetisierter Mediatoren

Bevor die Freisetzung verschiedener Zytokine aus stimulierten Mastzellen gemessen
wurde, sollte zunéchst geklart werden, welche Zytokine von humanen Darmmastzellen und
in welcher Intensitdt exprimiert werden. Hierfur wurden unstimulierte sowie mit
lonomycin/PMA und IgE/algE fur eine Stunde stimulierte humane Darmmastzellen lysiert,
MRNA gewonnen, in cDNA umgeschrieben und eine Real-time quantitative PCR durch-
gefuhrt. Die Ergebnisse der einzelnen Zytokine wurden ins Verhaltnis gesetzt zur Expression
von GAPDH (siehe Abbildung 8 A). Es zeigte sich eine schwachere Expression von IL-5,
IL-6, IL-13, IL-17, TNF-a und VEGF und eine deutlichere Expression von IL-8, MIP-1q,
MIP-1p und MCP-1. In Abbildung 8 B wurde die Zytokinexpression der stimulierten Zellen in
Relation zur unstimulierten Kontrolle gesetzt. Es zeigte sich eine starke Erh6hung der
Expression von IL-13, IL-17, TNF-a und MIP-1a nach Stimulation mit IgE/algE, die aber nicht
das Niveau von z. B. IL-8, MIP-1B und MCP-1 erreichte.

Die deutliche Expression von IL-8, MIP-18 und MCP-1 spiegelte sich auch in der
Menge des ausgeschiitteten Zytokins wieder (siehe Tabelle 4). Im Uberstand von humanen
Darmmastzellen, welche fir 6 Stunden mit IgE/algE stimuliert wurden, konnte als Mittelwert
aus zehn Kulturen 6244 pg/10° Zellen IL-8 gemessen werden. Von MIP-1B konnte im Mittel
356 pg/10° Zellen und fir MCP-1 436 pg/10° Zellen gemessen werden. Hingegen war die

44



Ergebnisse

Freisetzung von IL-5 (112 pg/10° Zellen), IL-6 (300 pg/10° Zellen) und MIP-1a (174 pg/10°
Zellen) vergleichsweise gering und die Ausschittung der Zytokine 1L-13 (18 pg/10° Zellen),
IL-17 (6 pg/10°® Zellen), TNF-a (28 pg/10° Zellen) und VEGF (8 pg/10° Zellen) lag nur in

einigen Kulturen tber der Nachweisgrenze.
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Abbildung 8: Zytokinexpression in humanen intestina len Mastzellen. Gezeigt ist die
MRNA-Expression unbehandelter und fir eine Stunde stimulierter Mastzellen. (A) Zytokin-
expression im Verhaltnis zur Expression von GAPDH. (B) Zytokinexpression in Relation zur

unstimulierten Kontrolle.
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Zytokin IL-5 | IL-6 | IL-8 |IL-13|IL-17 | MCP-1| MIP-1a | MIP-1p | TNFa | VEGF

112 | 300 | 6244 | 18 6 436 174 356 28 8

Ausschittung
[pg/ml] +46 |+122|+1986| =11 | +3 +91 +30 +81 +13 +3
Tabelle 4: Zytokinfreisetzung humaner intestinaler Mastzellen. 10° Mastzellen wurden

fur sechs Stunden mit IgE/algE stimuliert und anschlieRend die Ausschuittung verschiedener

Zytokine im Uberstand gemessen. (Mittelwerte + SEM, n = 10)

Die Freisetzung von Cysteinyl Leukotrien LTC, wurde ebenfalls im Uberstand von
10° humanen Darmmastzellen/ml, die fir sechs Stunden mit IgE/algE stimuliert wurden,

gemessen. Es ergab sich eine Durchschnittliche Ausschiittung von 25,4 + 3,8 ng/10° Zellen.

3.2 Expression von SNARE-Proteinen in humanen intes tinalen

Mastzellen

SNARE-Proteine ermoglichen das Verschmelzen zweier Membranen und somit die
Freisetzung von Mediatoren aus sekretorischen Vesikeln, indem sie die Lipidbilayer nahe
zusammen bringen, wodurch die Membranfusion erfolgen kann. In unterschiedlichen
Zelltypen wird dieser Vorgang von unterschiedlichen SNAREs gesteuert. Um den Prozess
der Degranulation humaner Mastzellen besser verstehen zu kdnnen, wurde zunachst die
Expression von SNARE-Proteinen in humanen Darmmastzellen auf mRNA- sowie auf

Proteinebene analysiert.

3.2.1 Nachweis von mRNA mittels Polymerase-Kettenre  aktion

Mittels  Polymerase-Kettenreaktion und anschlieRendem  Auftrennen des
vervielfaltigten Produktes auf einem 1 %-igen Agarosegel wurde das spezifische
Expressionsmuster von SNAREs in humanen intestinalen Mastzellen untersucht. Hierfur
wurden 15 Vertreter aus der Familie der VAMPs, Syntaxine, der SNAP-25-Familie, sowie
Vtilb analysiert. Als Vergleich dazu wurde erganzend die Expression von SNARE-Proteinen
in den Mastzelllinien LAD2 und HMC-1 untersucht.

In humanen Darmmastzellen wurde aus der SNAP-25-Familie SNAP-23 sehr deutlich
exprimiert, wahrend SNAP-25, das als neuronale Isoform des ubiquitar nachgewiesenen

SNAP-23 angesehen wird, nur in zwei von zehn untersuchten Mastzellkulturen schwach
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exprimiert wurde. Aus der Familie der Syntaxine konnten Syntaxin-2, -3, -4 und -6 deutlich
detektiert werden. Syntaxin-1b lag schwéacher exprimiert vor und Syntaxin-la war nicht
nachzuweisen. Eine klare Expression konnte auf3erdem fir VAMP-2, -3, -5, -7 und -8
nachgewiesen werden, wahrend VAMP-4 nur schwach exprimiert wurde. Ebenfalls eindeutig

nachweisbar war Vtilb.

Ahnliche Ergebnisse wurden fiir LAD2 Zellen erzielt. SNAP-25 konnte in keiner von
drei Proben nachgewiesen werden. Syntaxin-la, VAMP-2 und -5 wurden nur schwach
exprimiert. Fur HMC-1 Zellen war eine geringe Expression von SNAP-25 sowie eine
ansatzweise erkennbare Expression von Syntaxin-la und -1b detektierbar. Lediglich fr
VAMP-2 konnte kein Signal dargestellt werden und fir VAMP-5 zeigte sich wie schon zuvor

bei den LAD2 Zellen nur eine geringe Expression.

t-SNAREs v-SNAREs

SNAP-23
SNAP-25
Stx-1A
Stx-1B
Stx-2
Stx-3
Stx-4
Stx-6
Vtilb
VAMP-2
VAMP-3
VAMP-4
VAMP-5
VAMP-7
VAMP-8

MC

Abbildung 9: mRNA Expression von SNARE-Proteinen in Mastzellen. Mittels PCR und

Auftrennen der DNA auf einem Agarosegels, wurde das Expressionsmuster von SNARES in

verschiedenen Mastzellkulturen analysiert. (A) SNARE-Expression in humanen intestinalen
Mastzellen (B) SNARE-Expression in LAD2 Zellen (C) SNARE-Expression in HMC-1 Zellen.
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3.2.2 Nachweis von Proteinen mittels Western Blot

Die Ergebnisse der Expression von SNARE-mRNA wurden auf Proteinebene fur
humane Darmmastzellen mittels Western Blot tiberprift. Hierfiir wurden 10° Zellen in 10 pl
Lysepuffer gelost, mit Ladepuffer 1:1 verdiunnt, per SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
aufgetrennt und anschlieRend auf eine Nitrocellulose-Membran Ubertragen. Mit Hilfe
spezifischer Antikbrper wurde das entsprechende Fragment der jeweiligen SNARE-Proteine
sichtbar gemacht. Als Kontrolle der Antikdrper gegen SNAP-25, Syntaxin-1a und VAMP-2
diente ein Extrakt aus dem Gehirn einer Maus.

In humanen Darmmastzellen konnte eine deutliche Bande fir SNAP-23, Syntaxin-2,
-3, -4 und -6, VAMP-3, -7 und -8, sowie Vtilb dargestellt werden. Wie schon zuvor auf RNA-
Ebene zeigte sich fir Syntaxin-1b und VAMP-2 nur eine schwache Expression. Fir SNAP-25

und Syntaxin-1la konnte keinerlei Banden festgestellt werden.

t-SNARES v-SNARES
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Abbildung 10: Protein Expression von SNARE-Proteine n in humanen Darmmastzellen.
Zelllysate wurden im SDS-PAGE aufgetrennt, per Western Blot auf eine Membran
Ubertragen und mit den entsprechenden SNARE-Antikdrpern markiert. MC, Mastzelle; RH,
Rattenhirn-Extrakt.
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3.3 Intrazellulare Lokalisation von SNARE-Proteinen in Mastzellen

Um die Funktion von SNARE-Proteinen sinnvoll interpretieren zu kénnen, wurde
deren Lokalisation innerhalb der Zelle dargestellt. Hierfir wurden humane intestinale
Mastzellen nach Fixierung in 2% Paraformaldehyd mit 0,3 % Saponin permeabilisiert, um
somit den Eintritt von Antikorpern in die Zelle zu erméglichen. Die hierflr verwendeten anti-
SNARE Antikérper wurden dann durch einen fluoreszenzmarkierten Sekundarantikdrper
sichtbar gemacht. Es wurden jeweils stimulierte Zellen mit unaktivierten Zellen verglichen.
Mit Hilfe der Apotom-Technologie wurden die angefarbten Strukturen zur genaueren Analyse
auf verschiedenen optischen Ebenen fluoreszenzmikroskopisch betrachtet. Dargestellt

wurde jeweils die mittlere Ebene der Zelle.

Die Farbung des t-SNARE SNAP-23 ergab eine deutlich plasmamembranstandige
Lokalisation. Auch die ebenfalls den t-SNAREs zugerechneten Syntaxine-3, -4 und -6
befanden sich sowohl im unaktivierten, als auch im aktivierten Zustand der Zellen
vorwiegend an der Plasmamembran. Im Gegensatz dazu wurde Syntaxin-2 im Zytoplasma
verteilt gefunden, unabhangig davon, ob die Zelle stimuliert wurde, oder nicht. Die zu den v-
SNAREs zahlenden VAMP-3, -7 und -8 befanden sich bei unstimulierten Zellen ebenfalls im
Zellinneren verteilt. Auffallig war, dass bei einigen Zellen eine deutliche granulére Anordnung
dieser SNARE-Proteine darstellbar war. Nach Aktivierung der Zellen mit 1 pM
lonomycin/PMA fur 15 Minuten, translozierte jedoch VAMP-7 und -8 grof3tenteils an die
Plasmamembran. Auch das SNARE-Protein Vtilb konnte in unstimulierten Zellen
zytoplasmatisch und mit deutlicher granularer Verteilung dargestellt werden. Diese
Anordnung blieb auch nach 15 Minuten Stimulation erhalten. Erst nach einer langeren
Aktivierungszeit von 2 Stunden wurde eine Verschiebung in Richtung Plasmamembran
erkennbar, die nach 6 Stunden am deutlichsten war. Es war jedoch zu erkennen, dass nicht
das gesamte in der Zelle vorkommende Vtilb an die Plasmamembran wanderte, sondern ein

gewisser Anteil weiterhin in zytoplasmatischen Bereichen verblieb.
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Abbildung 11: Intrazelluldare Lokalisation von SNARE  -Proteinen in humanen

intestinalen Mastzellen. Repréasentative Fluoreszenzaufnahmen aus finf unterschiedlichen
Mastzellkulturen zeigen die Verteilung von SNARE-Proteinen in der Zelle. Verglichen wurden
unbehandelte (PBS) mit stimulierten (lono/PMA) Mastzellen. Die Stimulationszeit betrug mit
Ausnahme der Vtilb-Farbung 15 Minuten. Da Vtilb erst nach langerer Stimulationszeit zur

Plasmamembran translozierte, wurden die Vtilb-gefarbten Zellen 2 Stunden stimuliert.

Fur einige der bereits in Einzelfarbungen dargestellten SNAREs wurden zudem
Kombinationsfarbungen zweier maglicher Interaktionspartner durchgefihrt. Dies war nur fur
jeweils zwei SNARE-Proteine mdglich, fur die Antikbrper aus verschiedenen Spezies (Maus

und Kaninchen) zur Verfligung standen, gegen die dann der entsprechende fluoreszenz-
markierte Sekundarantikdrper gerichtet war.

Eine deutliche Kolokalisation konnte fiir SNAP-23 und Syntaxin-4 dargestellt werden,
die beide unabhangig einer Stimulation an der Plasmamembran lokalisiert waren. Auch
VAMP-7 und VAMP-8 kolokalisierten mit SNAP-23, bzw. Syntaxin-4 nach Aktivierung der
Zellen fur 15 Minuten mit lonomycin/PMA. Das Gleiche traf auf Vtilb und Syntaxin-4 nach
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einer Stimulationszeit von 2 Stunden zu. Im Gegensatz dazu ergab sich hingegen keinerlei
Uberlappung fiir VAMP-3 und Syntaxin-4.
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Abbildung 12: Doppelfarbung méglicher Interaktionsp artner in Mastzellen. Gezeigt sind
reprasentative Fluoreszenzaufnahmen von Kombinationsfarbungen je zweier SNARE-
Proteine. Eine deutliche Kolokalisation von SNAP-23 und Syntaxin-4, sowie VAMP-7 und -8

mit SNAP-23 bzw. Syntaxin-4 ist in stimulierten Zellen erkennbar.

3.4 Komplexbildung zwischen SNARE-Proteinen nach Ak  tivierung

von Mastzellen

Eine Kolokalisation verschiedener SNARE-Proteine sagt noch nichts lber deren
funktionelles Zusammenspiel aus. Erst das Ausbilden stabiler Komplexe zwischen SNAREs
ist ein deutlicher Hinweis fir deren Bedeutung bei der Degranulation von Mastzellen. Diese
Komplexbildung von SNAREs wurde mit Hilfe der Ko-Immunprazipitation untersucht. Hierfur
wurden unstimulierte und mit 1 uM lonomycin/PMA stimulierte humane Darmmastzellen
lysiert und gebildete SNARE-Komplexe mit einem entsprechenden Antikdrper gefallt. Da zu
vermuten war, dass SNAP-23 Teil des Komplexes ist, wurde ein Antikdrper gegen SNAP-23
sowie eine Isotypkontrolle (rabbit IgG,;) fur die Fallung verwendet. Nach anschlieRendem
Auftrennen der Proteine in einer SDS-PAGE und Ubertragen auf eine Nitrocelluluse-
Membran per Western Blot wurden verschiedene SNARE-Proteine mittels Antikérpern

nachgewiesen.

Wie in Abbildung 13 dargestellt, konnte bei Fallung von Lysaten aktivierter Mastzellen
mit SNAP-23 die SNARE-Proteine Syntaxin-4, VAMP-7 und -8 als Teil des SNARE-

Komplexes nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu konnte VAMP-2 und -3 nicht als Teil
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des Komplexes detektiert werden. In unstimulierten Zellen ist hingegen nur eine sehr
schwache Bande bei Farbung mit Syntaxin-4, VAMP-7 und -8 erkennbar. Die Isotypkontrolle

zeigte keinerlei anfarbbaren Proteinbanden.

Stx-4 VAMP-2  VAMP-3  VAMP-7 VAMP-8

-_— —— W aktiviert
SNAP-23
unaktiviert
rabbit IgG, aktiviert

Abbildung 13: Ko-Immunprazipitation von SNARE-Prote ine in Mastzellen. Lysate
unaktivierter und aktivierter Mastzellen wurden mit anti-SNAP-23 Antikérpern und einer
Isotypkontrolle (rabbit IgG;) ko-immunprazipitiert. Nach einem anschlieRenden Western Blot
und der Detektion von SNARE-Proteinen mit den entsprechenden Antikérpern konnte eine

Komplexbildung zwischen SNAP-23, Syntaxin-4, VAMP-7 und -8 nachgewiesen werden.

3.5 Rolle von SNARE-Proteinen bei der Freisetzung v on
gespeicherten und de novo synthetisierten Mediatoren

3.5.1 Transfektion von Mastzellen mit siRNA

Komplexbildungen zwischen SNARE-Proteinen erméglichen die Degranulation von
Zellen. Welche SNAREs in humanen intestinalen Mastzellen fur das Andocken und
Verschmelzen der sekretorischen Vesikel mit der Plasmamembran verantwortlich sind, sollte
mit Hilfe von RNA-Interferenz (RNAI) untersucht werden. RNAI ermdglicht das zielgerichtete
Ausschalten der Expression eines einzelnen Proteins in der Zelle. Dafir ist es notwendig,
siRNA (small interfering RNA), kleine doppelstrdngige RNA-Fragmente von 21-28
Oligonukleotiden La&nge, mit einem Abschnitt der Sequenz des auszuschaltenden Genes, in
eine Zelle einzubringen. Ein natirlicher Abwehrmechanismus von Zellen sorgt fir den Abbau
von mMRNA mit der gleichen Sequenz durch Enzyme (Nukleasen). Im Jahr 2001 fand diese

Methode erstmals Anwendung bei menschlichen Zellen [141] . Fur das Einbringen der siRNA
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in die entsprechenden Zellen stehen verschiedene Methoden zur Auswahl. Haufig wird ein
virales System verwendet, mit dem ein Plasmid in die Zelle gebracht wird. Weitere
Mdoglichkeiten sind die Transfektion mit speziellen, dafir entwickelten Reagenzien oder die

Elektroporation.

Fur die Transfektion humaner intestinaler Mastzellen sowie LAD2 Zellen kamen im
Rahmen der vorliegenden Arbeit die folgenden Transfektionsreagenzien zum Einsatz:
PULSIn™ Protein delivery reagent, BLOCK-iT™ Transfection Kit, HiPerFect Transfection
Reagent und X-treme Gene siRNA Transfection Reagent. Der Transfektionserfolg wurde mit
Hilfe eines fluoreszenzmarkierten doppelstrangigen RNA-Oligos mikroskopisch analysiert.
Da sowohl die Transfektion von primaren Mastzellen als auch von LAD2 Zellen nicht
erfolgreich verlief, kam schlieRlich das Nucleofector™ System von Lonza zum Einsatz. In
einer Kombination aus Elektroporation und einem spezifisch auf die jeweils verwendeten
Zellen ausgelegten Reaktionspuffer wurden pro Versuchsbedingung 5x 10° Zellen in einem
ersten Schritt mit einem fluoreszenzkodierenden Plasmid (pmax GFP Vector) transfiziert. Um
die bestmdgliche Kombination aus Transfektionserfolg und Uberlebensrate zu erreichen,
wurden verschiedene Programme getestet und die Anzahl der positiv transfizierten Zellen
mikroskopisch ausgezahlt. Ebenso wurden Zellen, welche mit dem Testplasmid oder mit
fluoreszenzmarkierter siRNA (siGLO RED Transfection Indicator) transfiziert worden waren,

durchflusszytometrisch untersucht.

Die fluoreszenzmikroskopische Auszéhlung ergab fir das Programm T-030 einen
Tag nach der Transfektion von LAD2 Zellen mit dem Plasmid mit 70 % den héchsten Antell
an positiven Zellen. Die Viabilitat lag bei allen verwendeten Programmen einen Tag nach der
Transfektion um die 90 % und drei Tage nach der Transfektion noch bei 77,3 — 88,5 % (siehe
Tabelle 5A). Humane Darmmastzellen lieRen sich am besten mit dem Programm X-001
transfizieren, erreichten aber nur einen Anteil von 48 % positiver Zellen und die Viabilitat

sank nach einem Tag auf 65 % und nach drei Tagen auf 12 % (siehe Tabelle 5B).
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A B
positiv [%] |  Viabilitat [%] positiv [%] |  Viabilitat [%]
nach nach nach nach nach nach
Programm 1 Tag 1 Tag | 3 Tagen | | Programm 1 Tag 1 Tag | 3 Tagen
A-020 14 93 89 X-001 48 65 12
D-023 23 91 85 X-003 25 50 5
L-029 25 91 88 Y-001 7 56 33
T-020 43 90 77 W-001 26 63 14
T-030 70 92 80 Kontrolle 0 92 88
X-001 31 93 88
X-005 35 90 84
Kontrolle 0 90 93

Tabelle 5: Transfektionsrate von LAD2 Zellen und hu  manen Darmmastzellen. LAD2-
Zellen und humane Darmmastzellen wurden mit einem GFP-fluoreszenzkodierendem
Plasmid transfiziert. Der Anteil positiver Zellen wurde fir die verwendeten Programme
mikroskopisch ausgezahlt. (A) Bei der Transfektion von LAD2 erzielte das Programm T-030
die hdchsten Transfektionsrate. (B) Fur humane Darmmastzellen wurde der hdchste Anteil

positiver Zellen mit dem Programm X-001 erreicht.

Joriam

Abbildung 14: Mit GFP-fluoreszenzkodierendem Plasmi  d transfizierte LAD2 Zellen.
Dargestellt sind exemplarische mikroskopische Fluoreszenzaufnahmen von transfizierten
LAD2 Zellen, einen Tag nach der Transfektion mit drei unterschiedlichen Programmen sowie
untransfizierte Zellen als Kontrolle. Oben: Hellfeldaufnahme, Mitte: GFP-Fluoreszenz-
aufnahme, Unten: Kombination aus Hellfeld- und GFP-Fluoreszenz-aufnahme.
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Die durchflusszytometrische Analyse ergab flr LAD2 Zellen fiir das Programm T-030
und Transfektion mit dem Plasmid 79 % positive Zellen. Mit fluoreszenzmarkierter siRNA
wurde beim Einsatz von 30 nM siRNA ein Anteil von 34 % positiver Zellen erreicht, der sich
beim Einsatz von 300 nM siRNA auf 99 % erhohte (siehe Abbildung 15). Die Analyse der
humanen intestinalen Mastzellen ergab eine Transfektionsrate mit dem Programm X-001 von
49 % fur das Plasmid und von 67 % fur die fluoreszenzmarkierte siRNA (siehe Abbildung 16).
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Abbildung 15: Durchflusszytometrische Analyse der T ransfektionsrate von LAD2-
Zellen. LAD2 Zellen durchliefen das Programm T-030. (A) Kontrolle, ohne Plasmid oder
siRNA. (B) Mit 2 ug Plasmid. (C) Mit 30 nM siRNA. (D) Mit 300 nM siRNA.
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Abbildung 16: Durchflusszytometrische Analyse der T ransfektionsrate von humanen
Darmmastzellen. Humane Darmmastzellen wurden mit dem Programm X-001 transfiziert.
(A) Kontrolle, ohne Plasmid oder siRNA. (B) Mit 2 pg Plasmid. (C) Mit 300 nM siRNA.

Nach erfolgreicher Transfektion mit dem Testplasmid und fluoreszenzmarkierter
siRNA wurde funktionelle siRNA (ON-TARGETplus SMARTpool, Human STX4A), zur
Runterregulation von Syntaxin-4 in Zellen eingebracht. Diese besteht aus vier unter-
schiedlichen Sequenzen (GGACAAUUCGGCAGACUAU, CGUCACAGUGGUUGGAUA,
GCGAGGUGUUUGUGUCCAA und CGUCAACACAAGAAUGAGA), um somit mit einer
groReren Sicherheit ein Ausschalten der Expression von Syntaxin-4 zu garantieren. Ein bis
zwei Tage nach der Transfektion von LAD2 Zellen bzw. humanen Darmmastzellen mit dem
jeweils erfolgreichsten Programm (T-030, bzw. X-001) wurden die Zellen stimuliert und mit

einer untransfizierten Kontrolle verglichen.

Es ergab sich bei der Transfektion von LAD2 Zellen mit 30 nM, bzw 300 nM

Syntaxin-4 siRNA eine signifikante Verminderung der Ausschuittung von -Hexosaminidase
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nach Stimulation mit lonomycin/PMA (1 uM) von 60,6 + 10,9% auf 20,0 =+ 6,0%, bzw.
23,5+ 8,4%. Ebenso verminderte die Transfektion von humanen Darmmastzellen mit
Syntaxin-4 siRNA die Freisetzung von B-Hexosaminidase nach Stimulation mit IgE/algE
(0,4 pg/ml/ 1 pg/ml) von 28,7 £ 4,8 % auf 2,0 + 4,9 %, bzw 12,0 £ 12,2 % (siehe Abbildung
17A+B).

Das Einbeziehen weiterer Kontrollen, welche das entsprechende
Transfektionsprogramm durchliefen, ohne dass dabei siRNA in die Zellen gebracht wurde,
zeigte jedoch den gleichen Effekt der verminderten Ausschiittung von p-Hexosaminidase.
Dies wurde in exemplarischen Messungen auch fir die Freisetzung von IL-8 und MCP-1
bestétigt (Ergebnisse nicht gezeigt). Weitere Transfektionen mit schwacheren Programmen
(V-001 und X-001) zeigten, dass diese die Fahigkeit der B-Hexosaminidase-Ausschittung
nur unsignifikant vermindern. Da die Transfektionsraten jedoch ebenfalls zu gering waren,
konnte die Zugabe von Syntaxin-4 siRNA auch keinen inhibitorischen Effekt auslésen (siehe
Abbildung 17C).
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Abbildung 17: B-Hexosaminidase Freisetzung transfizierter Mastzell  en. LAD2 Zellen (A)
bzw humane Darmmastzellen (B) wurden mit 30 und 300 nM Syntaxin-4 siRNA transfiziert
und die Ausschittung von B-Hexosaminidase nach Stimulation mit lonomycin/PMA bzw.
IgE/algE mit einer unbehandelten Kontrolle verglichen. (C) Stimulierbarkeit von mit und ohne
300 nM Syntaxin-4 siRNA transfizierten LAD2 Zellen unter Verwendung verschiedener

Transfektionsprogramme (Mittelwerte £+ SEM, n = 3-4). * p<0,05; n. s., nicht signifikant
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3.5.2 Einbringen von neutralisierenden Antikdrpern in humane Darmmastzellen

Da das Ausschalten von SNARE-Proteinen mittels RNAi nicht den gewiinschten
Effekt erzielte, sollten im nachsten Schritt inhibitorische Antikérper in humane Darm-
mastzellen eingebracht werden. Diese erkennen die zytoplasmatische NH,-terminale Region
der entsprechenden SNAREs und verhindern so die Bindung an andere SNARE-Proteine.
Hierflr wurden Mastzellen mit Streptolysin O permeabilisiert und fir 10 Minuten bei 37 °C mit
dem jeweiligen anti-SNARE-Antikoérper inkubiert. Durch Zugabe eines kalziumhaltigen
Mediums fir eine Stunde auf Eis wurde den Zellen anschlieRend die Mdglichkeit gegeben

die Poren wieder zu schlieRen [216].

Als Kontrolle des Erfolges der Permeabilisierung wurde der prozentuale Anteil der mit
Trypanblau anfarbbaren Zellen fir verschiedene Konzentrationen von Streptolysin O
bestimmt. Abbildung 18 A zeigt einen deutlichen Anstieg des Permeabilisierungs-Erfolges bei
einer Konzentration von 20 pug/ml. Eine weitere Erhdéhung der Konzentration bewirkte nur
einen leichten prozentualen Anstieg der angefarbten Zellen, verminderte jedoch deutlich den

Anteil vitaler Zellen (nicht gezeigt).

AnschlieBend wurde Uberprift, ob die mit Streptolysin O behandelten Mastzellen
genauso aktivierbar sind wie unbehandelte Zellen. Wie in Abbildung 18B erkennbar, ergab
sich keine negative Beeinflussung in der Ausschittung von p-Hexosaminidase bei

Stimulierung mit IgE/algE, bzw. lonomycin/PMA.

Um zu gewahrleisten, dass gentgend Antikérper in die Zelle gelangen konnten,
wurde eine Kontrolle mit Alexa 594 fluoreszenzmarkiertem Maus IgG mitgefiihrt. Abbildung
18C zeigt eine reprasentative Fluoreszenzaufnahme je einer Zelle mit und ohne Maus IgG.
Es ist deutlich zu erkennen, dass eine groRe Menge an fluoreszierendem IgG in der Zelle

vorhanden war.
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Abbildung 18: Permeabilisierung humaner intestinale r Mastzellen mit Streptolysin O.

(A) Mastzellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen Streptolysin O behandelt. Der
prozentuale Anteil permeabilisierter Zellen wurde mittels Trypanblaufarbung bestimmt. Ein
hoher Prozentsatz gefarbter Mastzellen wurde bei einer Konzentration von 20 pg/ml
Streptolysin O erreicht. (B) Die Aktivierbarkeit von mit Streptolysin O behandelten Zellen
wurde getestet. Streptolysin O hat keinen Einfluss auf eine Stimulation mit lonomycin/PMA
bzw. IgE/algE. (C) Fluoreszenzaufnahmen als Kontrolle fiir das Eindringen von Antikérpern
in die behandelten Zellen zeigten eine ausreichend hohe Menge an aufgenommenem

fluoreszenzmarkiertem Maus I1gG.

3.5.3 Analyse der Freisetzung gespeicherter Mediato  ren nach Inhibition von SNAREs

Um die Bedeutung des jeweiligen blockierten SNAREs fur die Ausschittung
gespeicherter Mediatoren zu bestimmen, wurden die Zellen fur eine Stunde mit IgE/algE
(0,4 pg/ml/ 1 pg/ml) stimuliert und der Anteil der freigesetzten B-Hexosaminidase im
Uberstand bestimmt. Als Kontrolle wurde nach der Permeabilisierung neben den jeweiligen
Antikdrpern IgG; aus Maus bzw. Kaninchen in die Zellen eingebracht. Es ergab sich
hierdurch keinerlei Beeinflussung der Stimulierbarkeit der Mastzellen (nicht gezeigt). Im
Gegensatz dazu verursachte anti-SNAP-23 eine signifikante Runterregulation der
B-Hexosaminidase Ausschittung um 74,6 £ 11,6 %. Auch Antikorper gegen Syntaxin-3, -4
und -6 verursachten eine signifikante Verminderung der Degranulation um 67,9 £ 8,2 %,
39,6 £7,1% bzw. 51,1+12,0%, wahrend das Blockieren von Syntaxin-2 zu einer nur
schwachen — wenn auch signifikanten — Reduktion von 20,9 £ 6,9 % fiihrte. Antikbrper gegen

VAMP-2 und -3 hatten keinen signifikanten Effekt. Hingegen flhrte die Inhibition von
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VAMP-7 und -8 zu einer signifikanten Reduktion der pB-Hexosaminidase Ausschiittung um
40,3+ 11,9% und 59,8 £6,1% und ein Blockieren von Vtilb verhinderte diese mit einer

Verminderung um 91,6 £ 15,3 % fast vollstandig.
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Abbildung 19: Inhibition der Freisetzung von B-Hexosaminidase durch Antikorper
nach einer Stimulation von einer Stunde. Mastzellen wurden mit Streptolysin O

permeabilisiert und mit verschiedenen Antikérpern, die gegen entsprechende SNAREs
gerichtet sind, behandelt. In der anschlie@enden Stimulation mit IgE/algE verursachten
Antikdrper gegen SNAP-23, Syntaxin-2, -3, -4 und -6, VAMP-7 und -8, sowie Vtilb eine
signifikante Reduktion der Ausschittung von p-Hexosaminidase (Mittelwerte + SEM, n = 6).
* p<0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001 im Vergleich zur Kontrolle

3.5.4 Analyse der Freisetzung de novo synthetisierter Mediatoren nach Inhibition von
SNAREs

Im Gegensatz zu der in den Mastzellen gespeicherten B-Hexosaminidase werden
Leukotriene und Zytokine erst nach Aktivierung der Zellen exprimiert und verzogert
freigesetzt. Durch eine auf sechs Stunden verlangerte Stimulationszeit mit IgE/algE sollte
untersucht werden, welche SNARE-Proteine fur die Freisetzung von Leukotrienen und
insbesonders von Zytokinen im Vergleich zur f-Hexosaminidase in der Spatphase nach einer

Aktivierung verantwortlich sind.

Die Ausschittung von B-Hexosaminidase wurde wie schon bei der kurzen Stimulation
durch die Blockade von SNAP-23, Syntaxin-3, -4 und -6, sowie VAMP-8 und Vtilb signifikant
vermindert. Anti-SNAP-23 verminderte die Freisetzung um 69,5 + 10,4 %. Auch hier fihrte
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anti-Syntaxin-2 zu einer signifikanten, jedoch schwachen Reduktion der Degranulation um
16,7 £ 5,8%. Es zeigte sich auRBerdem, dass VAMP-7 bei einer Stimulation von sechs
Stunden keine signifikante Rolle mehr zu spielen schien, wohingegen VAMP-8 die
Ausschittung um 57,4+7,1% reduzierte. AufRRerdem inhibierten Antikbrper gegen
Syntaxin-3 die B-Hexosaminidase Ausschittung etwas schwéacher (51,8 £11,9 %), dafur
Antikorper gegen Syntaxin-4 etwas deutlicher (59,8 + 5,7 %) und anti-Syntaxin-6 verursachte

eine deutliche Reduktion um 80,7 £5,5%. Durch die Inhibition von Vtilb wurde die

Ausschiittung vollsténdig verhindert.
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Abbildung 20: Inhibition der Freisetzung von B-Hexosaminidase durch Antikérper
nach einer Stimulation von sechs Stunden. Nach der Permeabilisierung und Inkubation

mit verschiedenen anti-SNARE Antikorpern, wurden Mastzellen fir sechs Stunden mit
IgE/algE stimuliert. Eine deutliche signifikante Inhibition der Ausschittung von
B-Hexosaminidase wurde durch Antikbrper gegen SNAP-23, Syntaxin-3, -4 und -6, VAMP-8,
sowie Vtilb erzielt. Die Blockade von Syntaxin-2 fiihrte nur zu einer leichten, wenn auch
signifikanten Reduktion (Mittelwerte + SEM, n = 10). * p<0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 im

Vergleich zur Kontrolle
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Die Ausschiittung des gemessenen Cysteinyl Leukotrien LTC, lie? sich durch die
gleichen Antikérper wie zuvor die Ausschittung der p-Hexosaminidase reduzieren. Anti-
SNAP-23 und anti-Vtilb Antikdrper blockierten fast vollstdndig die Freisetzung von LTC,.
Ebenso verursachten Antikorper gegen Syntaxin-3, -4 und -6 sowie VAMP-8 eine hdchst
signifikante Verminderung der Ausschittung um 68,1 — 76,5 %. Die Inhibition von Syntaxin-2
fuhrte zu einer schwachen, jedoch auch signifikanten Verminderung um 19,1 %, VAMP-3
und -7 verursachten keinen signifikanten Effekt.
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Abbildung 21: Inhibition der Freisetzung von Cystei nyl Leukotrienen durch Antikorper

nach einer Stimulation von sechs Stunden. Die Ausschuttung von Cysteinyl Leukotrienen
nach sechs Stunden Stimulation mit IgE/algE, wurde durch Antikorper gegen SNAP-23,
Syntaxin-2, -3, -4 und -6, VAMP-8, sowie Vtilb signifikant inhibiert, wobei anti-Syntaxin-2 nur
eine leichte Reduktion verursachte (Mittelwerte £+ SEM, n=10). * p<0,05; * p < 0,01,

*** p < 0,001 im Vergleich zur Kontrolle

Die Messung der Zytokinausschuttung der mit spezifischen SNARE-Antikorpern
inhibierten und fur sechs Stunden mit IgE/algE stimulierten humanen Darmmastzellen
erfolgte mittels eines Procarta® Zytokinassays. Hierdurch war es mdéglich die zehn in

Tabelle 4 dargestellten Zytokine in jeder einzelnen Probe zu bestimmen.

Die Ausschittung von MCP-1 und MIP-1p wurde vollstandig von Antikbrpern gegen
SNAP-23, Syntaxin-3, Vtilb inhibiert. Geringer war die Reduktion durch anti-Syntaxin-6, die
nur fir MCP-1 signifikant ausfiel. Antikdrper gegen Syntaxin-2 und -4, VAMP-3, -7 und -8
hatten keinen signifikanten Effekt auf die Ausschittung von MIP-1(3, wahrend anti-VAMP-8
noch eine signifikante Verminderung der MCP-1-Freisetzung verursachte. Einen deutlicheren
und ebenfalls signifikanten Effekt hatte die Inhibition von VAMP-8 auf die Ausschittung von
IL-5, die auBerdem durch Blockade von SNAP-23, Syntaxin-3 und -6 sowie Vtilb fast
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vollstéandig unterdrickt wurde. Die Ausschittung des Zytokins IL-8 wurde durch Antikorper
gegen SNAP-23, Syntaxin-3, -4 und -6, VAMP-8 und Vtilb gehemmt. Es war somit das
einzige Zytokin, auf das die Inhibition von Syntaxin-4 einen signifikanten Einfluss hatte. Die
Freisetzung der Zytokine IL-6 und MIP-1a waren sehr uneinheitlich und mit grof3en
Schwankungen. Dennoch wurde eine signifikante und teilweise vollstdndige Reduktion der
Ausschittung von IL-6 als auch MIP-1a durch anti-VAMP-7 und anti-Vtilb erzielt. Die
MIP-1a-Freisetzung wurde aufRerdem signifikant durch Inhibition von SNAP-23 und
Syntaxin-3 reduziert, wahrend sich fur die Ausschittung von IL-8 eine tendenzielle
Verminderung durch anti-SNAP-23, anti-Syntaxin-3, -4 und -6 ergab, die aber aufgrund der
grolRen Schwankungen nicht signifikant war. Da die Ausschittung von IL-13, IL-17, TNF-a

und VEGF zu gering war, wird auf deren Darstellung in der vorliegenden Arbeit verzichtet.
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Abbildung 22:

nach einer Stimulation von sechs Stunden.

* p<0,01; *** p<0,001 im Vergleich zur Kontrolle
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4 Diskussion

Seitdem Ausschittungsprozesse in Mastzellen untersucht werden, wurde eine
Vielzahl neuer Erkenntnisse gewonnen, die wesentlich zum Verstdndnis der Bildung
sekretorischer Vesikel bis hin zur Ausschittung von Mediatoren und zum Recycling der
Vesikelmembran beitrugen. Viele dieser Untersuchungen wurden an der leukdmischen
Rattenmastzelllinie RBL-2H3 durchgefiihrt, da diese einfach zu handhaben ist und leicht
reproduzierbare Ergebnisse gewonnen werden konnen [93;161;217]. Auch die humanen
Mastzelllinien HMC-1 und LAD2 finden Verwendung in der Untersuchung von Stimulations-
und Ausschittungsprozessen [218-221]. Es hat sich jedoch gezeigt, dass viele Ergebnisse,
die mit murinen oder humanen Mastzelllinien gewonnen wurden, nicht auf Priméarzellen
Ubertragbar sind [97]. Unsere Arbeitsgruppe beschaftigt sich daher mit aus der menschlichen
Darmmukosa gewonnenen primaren Mastzellen. Die Isolierung, Aufreinigung und
Kultivierung dieser Mastzellen ist sehr zeit- und kostenintensiv, aber nur so ist es mdglich,

reife menschliche Zellen zu untersuchen.

Die Bedeutung von SNARE-Proteinen beim Andocken von sekretorischen Vesikeln
an die Zellmembran mit der Folge einer Mediatorfreisetzung ist schon seit den spaten
Achtzigerjahren bekannt und wurde ausfuhrlich an Nervenzellen und einer Vielzahl weiterer
Zellen untersucht. Fir humane Mastzellen gab es vor unseren Studien keine Information
uber die Beteiligung der verschiedenen SNARE-Proteine an der Freisetzung unter-

schiedlicher Mediatoren.

4.1 Mediatorenfreisetzung und Zytokinexpression

Mastzellen lassen sich durch eine Vielzahl von Signalen aktivieren. Der physiologisch
bedeutendste Mechanismus ist das Kreuzvernetzen von an dem hochaffinen IgE-Rezeptor
gebundenen IgE-Molekilen durch ein spezifisches Antigen oder Allergen. In der
vorliegenden Arbeit wurde die Kreuzvernetzung im Zellversuch durch Beladen mit humanem
Myeloma-IgE und anschlieRender Stimulation mit anti-human IgE-Antikérper oder durch eine
direkte Vernetzung mit dem monoklonalen Antikorper 22E7 erreicht. Als Kontrolle dafiir, wie
viel Ausstol3 moglich ist, wurde eine Kombination des Kalziumionophors lonomycin und des
Proteinkinase C - Aktivators PMA verwendet. Ferner wurde der Einfluss von SCF auf die

Degranulation untersucht.

Es zeigte sich, dass 22E7 oder SCF alleine eine Ausschittung von 16,1 bzw. 10,9 %

des gespeicherten Histamins verursachte. Die Kombination beider fihrte jedoch nicht nur zu
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einem additiven Effekt, sondern mit 55,1% zu einer weit starkeren Degranulation. Das
Gleiche gilt fur die Kombination von SCF mit IgE/algE, bei der die Kreuzvernetzung alleine
36,2 % Freisetzung hervorrief, zusammen mit SCF jedoch mehr als eine Verdopplung auf
82,5 % stattfand. Lediglich bei der unspezifischen Aktivierung mit lonomycin/PMA, bei der
die Degranulation schon 71,2 % betrug, konnte SCF diese nicht signifikant erhéhen. Dass
SCF nicht nur das Uberleben von Mastzellen sichert, sondern auch deren Fahigkeit steigert,
héhere Mengen an Histamin und anderen Mediatoren auszuschitten, wurde schon von
Bischoff et al. [222] gezeigt. Die vorliegende Arbeit zeigt zuséatzlich, dass SCF allein zwar
Mastzellen nur schwach stimulieren kann, die Wirkung der Stimulation Uber eine

Kreuzvernetzung des FceRl jedoch drastisch verstarkt.

Die humane Mastzelllinie LAD2 exprimiert Uber den gesamten Zellzyklus funktionell
aktivierbare FceRI und lasst sich somit Gber eine Kreuzvernetzung stimulieren [100]. Die im
Rahmen der vorliegenden Arbeit Uber einen Zeitraum von einem Jahr durchgefiihrten
Stimulationsversuche ergaben jedoch lediglich einen mittleren p-Hexosaminidase Release
bei spezifischer Aktivierung Uber den IgE-Rezeptor von 16,2 % bei einer Grundausschittung
von 9,2%, so dass fir weitere Versuche nur eine unspezifische Aktivierung mit
lonomycin/PMA in Frage kam, bei der die Ausschittung 79,2 % betrug. Erstaunlicherweise
sank die prozentuale Freisetzung von [-Hexosaminidase nach IgE-Rezeptor-
Kreuzvernetzung von anféanglichen 45—50 % innerhalb von acht Monaten auf 3—5 % (nicht
gezeigt). Es ist bekannt, dass LAD2 Zellen abhangig vom Zellzyklus in unterschiedlicher
Weise auf Stimulierung reagieren [100]. Da aber auch nach langerer Kultivierung zu den von
Kirshenbaum et al. beschriebenen Kulturbedingungen keine Verbesserung der Aktivier-
barkeit auftrat, kann nur vermutet werden, dass sich im Laufe der Zeit Verdnderungen
ergaben, durch die die Reaktivitdt der Zellen beeinflusst war. Eine Verminderung der
SNARE-Expression konnte dabei nicht beobachtet werden (nicht gezeigt). Ob eine
Veranderung der Telomeraseaktivitat stattfand, welche die Funktionalitdit der Zellen
beeinflussen kénnte, wurde nicht untersucht. Kirshenbaum et al. beschreibt diese jedoch
ahnlich hoch wie bei HMC-1 und RBL-2H3-Zellen [100;223]. Des Weiteren ist eine
Verminderung der Expression des FceRI im Laufe der Kultivierung der LAD2 Zellen mdglich,

wurde aber im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht untersucht.

Die Zytokinexpression und -freisetzung wurde in humanen Darmmastzellen
gemessen. Verglichen wurden stimulierte und unaktivierte Zellen. Es konnte nur eine
schwache Expression von IL-6, IL-13, IL-17A, TNF-a und VEGF bei unstimulierten Zellen
detektiert werden, wahrend IL-8, MIP-18 und MCP-1 deutlich exprimiert wurden. Eine
Stimulation mit lonomycin/PMA, aber vor allem die Kreuzvernetzung des IgE-Rezeptors fur

eine Stunde, erhohte die Expression aller gemessenen Zytokine, jedoch unterschiedlich
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stark. Von humanen Darmmastzellen war schon bekannt, dass sie die Interleukine IL-1[,
IL-6, IL-16 und IL-18 sowie das Chemokin IL-8 ohne weitere Stimulation exprimieren und
nach Aktivierung auf3erdem IL-3, IL-5, IL-9 und IL-13 exprimiert werden [110;224]. In denen
im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefihrten Messungen verstarkte sich die
Expression von IL-13, IL-17A, MIP-1a und TNF-a besonders deutlich. Die klare Expression
von IL-8, MCP-1 und MIP-18 — unabhéngig davon, ob die Zellen aktiviert wurden oder nicht —
korrelierte auch mit der Hohe der Ausschittung nach sechsstindiger Stimulation mit
IgE/algE. Ebenso war eine deutliche Freisetzung von IL-5, IL-6 und MIP-1a messbar,
wohingegen IL-13, IL-17A, TNF-a und VEGF trotz der gesteigerten Expression von IL-13,
IL-17A und TNF-a nach Aktivierung nur von einigen Mastzellkulturen und nur in geringen

Mengen ausgeschittet wurde.

Fur Maus-Mastzelllinien konnte in der Vergangenheit gezeigt werden, dass sie die
Chemokine MIP-1a und MIP-1B exprimieren und freisetzen kdnnen [225]. Auch flr die
humane Mastzelllinie HMC-1 konnte die Freisetzung einiger Chemokine wie z. B. MCP-1,
MIP-1a und MIP-1B nachgewiesen werden [226]. Die Messungen der genannten Chemokine
zeigte, dass auch humanen Darmmastzellen in der Lage sind, nach Aktivierung neben IL-8
auch MCP-1, MIP-1a und MIP-1f in nicht unerheblicher Menge auszuschitten und somit
neben Eosinophilen, Fibroblasten, Endothelzellen, Epithelzellen, Keratinozyt, Monozyten und

Makrophagen [227;228] eine weitere Quelle der genannten Chemokine darstellen.

4.2 SNARE-Expression

Nach der Entdeckung von SNARE-Proteinen dauerte es noch einige Zeit, bis eine der
bestuntersuchten SNARE-Interaktion —die synaptische Verschmelzung sekretorischer
Vesikel in Nervenzellen — vollstandig verstanden wurde [229;230]. Zwei Jahre zuvor, im Jahr
1998, konnte gezeigt werden, dass SNARE-Proteine ausreichen, um die Fusion kinstlicher
Membranen hervorzurufen und somit die minimale Maschinerie fir die Verschmelzung
zweier Lipidbilayer darstellen [231]. Wie einleitend beschrieben, besteht jeder funktionelle
SNARE-Komplex aus vier unterschiedlichen a-Helices (siehe Tabelle 2), die von drei oder
vier Proteinen bereitgestellt werden [196]. Bei der Transmitterfreisetzung in der neuronalen
Synapse wird dieser Komplex aus SNAP-25, VAMP-2 und Syntaxin-1a gebildet [229;230].

Von Mastzellen war bisher bekannt, dass sie eine Reihe potentiell an
Exozytoseprozessen beteiligter SNARE-Proteine exprimieren. Hierzu gehdren SNAP-23,
Syntaxin-2, -3 und -4 sowie VAMP-2, -3, -7 und -8 [217]. Diese Daten stammten jedoch

Uberwiegend aus der Rattenmastzelllinie RBL-2H3. Das in Mastzellen gefundene t-SNARE
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SNAP-23 wird als das ubiquitar in Geweben des ganzen Kdrpers exprimierte Gegenstick zur
neuronalen Isoform SNAP-25 angesehen [177;232]. SNAP-23 wurde nicht nur in
Rattenmastzellen, sondern zusétzlich auch in einer Reihe anderer Immunzellen als wichtiger
Bestandteil der Exozytose identifiziert [233;234], da es einen stabilen Komplex mit einem
weiteren t-SNARE der Syntaxin-Familie und einem v-SNARE der VAMP-Familie bildet. In
RBL-2H3 Zellen wurden VAMP-7 und -8 in der Membran sekretorischer Vesikel nach-
gewiesen [157;161]. Obwohl noch nicht vollstandig geklart werden konnte, welche SNARES
in RBL-2H3 Zellen fur die Ausschittung von Mediatoren verantwortlich sind, wird vermutet,
dass SNAP-23 eine Verbindung mit Syntaxin-4 und VAMP-7 oder -8 eingeht [157;161]. Da
sich humane Mastzellen erheblich von murinen unterscheiden [63], lassen sich diese Daten

jedoch nur sehr bedingt Gbertragen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass humane intestinale
Mastzellen weit mehr unterschiedliche SNARE-Proteine als die bisher aus RBL-2H3 Zellen
bekannten exprimieren. Auf mRNA-Ebene, als auch auf Protein-Ebene ergab sich fir
SNAP-23 ein deutliches Signal, wahrend SNAP-25 nur in zwei von zehn unterschiedlichen
Mastzellkulturen gerade noch detektierbar war. Dies steht wiederum im Einklang mit der
Annahme, dass SNAP-23 das nicht-neurale Gegenstiick zu SNAP-25 darstellt [177]. Des
Weiteren wurde mRNA von Syntaxin-1b, -2, -3, -4 und -6 exprimiert, wobei das Signal fur
Syntaxin-1b schwécher als das der anderen war. Dies bestétigte sich auch fir die Protein-
expression. Das in Nervenzellen funktionell bedeutende Syntaxin-la konnte nicht in
humanen Darmmastzellen nachgewiesen werden. Als weiteres t-SNARE konnte in humanen
intestinalen Mastzellen Vtilb nachgewiesen werden. Vtilb stellt das in Sdugetierzellen
identifizierte Pendant des in Hefen vorkommenden Vtilp dar, mit dem es jedoch nur 30 %
der Aminosduresequenz teilt, und wurde zuvor schon in vielerlei unterschiedlichen Geweben
des Saugetierkdrpers nachgewiesen [235-237]. Aus der Familie der v-SNAREs fand sich
VAMP-2 auf einem niedrigen mRNA-Niveau exprimiert. Auf Proteinebene war VAMP-2 mit
einem polyklonalen Antikdrper sehr schwach nachweisbar, wohingegen unter Verwendung
eines monoklonalen Antikdrpers keinerlei Bande detektierbar war (Ergebnisse nicht gezeigt).
Im Gegensatz dazu wird es von RBL-2H3 Zellen und von eosinophilen Granulozyten deutlich
exprimiert und wurde wiederholt mit der regulierten Exozytose von Granulozyten in
Verbindung gebracht [238]. Allerdings gibt es auch widersprichliche Studien, die nur eine
geringe Expression von VAMP-2 in eosinophilen Granulozyten nachweisen konnten [239].
Ebenfalls schwach exprimiert wurden VAMP-4 und -5. Starke Signhale ergaben sich in

humanen Darmmastzellen fir mRNA und Proteine von VAMP-3, -7 und -8.

Fir die humane Mastzelllinie LAD2 wurden bisher keinerlei Daten zur SNARE-

Expression verdffentlicht, weshalb diese auf mRNA-Ebene mit der von humanen Darm-
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mastzellen verglichen wurde. Es zeigte sich, dass LAD2 Zellen Uber ein sehr ahnliches
Spektrum an SNARE-Proteinen verfligen. Der Unterschied zu menschlichen Darmmastzellen
besteht in einer, wenn auch schwachen Expression von Syntaxin-la, wahrend SNAP-25
Uberhaupt nicht nachgewiesen werden konnte. VAMP-2 und -5 wurden ebenso wie bei den

Darmmastzellen sehr schwach exprimiert, VAMP-4 hingegen etwas deutlicher.

Auch fir die aus dem peripheren Blut eines Mastozytose-Patienten gewonnene
humane Mastzelllinie HMC-1 wurden bisher keine Untersuchungen zur Expression von
SNARE-Proteinen durchgefuhrt. Im Gegensatz zu humanen Darmmastzellen und LAD2
Zellen, fand sich SNAP-25 deutlicher exprimiert. Wie bei den LAD2 Zellen konnte in HMC-1
Zellen sowohl Syntaxin-la als auch Syntaxin-1b detektiert werden, wenngleich die Signale
sehr schwach und gerade noch zu erkennen waren. Syntaxin-2 und -4 sowie VAMP-3 und -7
waren die am starksten exprimierten SNARES.

Somit unterscheiden sich humane Darmmastzellen in ihrer spezifischen Expression
von SNARE-Proteinen nicht nur von der Rattenmastzellinie RBL-2H3 - eines der
klassischen Modellsystem flr Exozytoseuntersuchungen bei Mastzellen — sondern es

existieren ebenfalls Unterschiede zu den humanen Mastzelllinien LAD2 und HMC-1.

4.3 Lokalisation und Interaktionen von SNARE-Prote inen

Fur ein besseres Verstandnis des Zusammenspiels von SNARE-Proteinen in
humanen Darmmastzellen wurde deren Lokalisation in ruhenden als auch aktivierten Zellen
mittels  Fluoreszenzmarkierung sichtbar gemacht. Die fluoreszenzmikroskopische
Betrachtung des t-SNAREs SNAP-23 ergab eine fast ausschlief3liche Verteilung auf der
Plasmamembran in ruhenden als auch aktivierten Mastzellen. In Rattenmastzellen wurde
hingegen in der Vergangenheit eine Verlagerung von SNAP-23 nach Aktivierung von der
Plasmamembran in das Zellinnere beobachtet, die in Zusammenhang mit compound
exocytosis gebracht wurde [232]. Eine mdgliche Erklarung fir unterschiedliche
Lokalisationen von SNAP-23 kodnnte die Tatsache sein, dass zwei Unterformen von
SNAP-23 beschrieben wurden, welche funktionelle Unterschiede aufweisen. Die Isoform A
setzt sich aus 211 Aminosauren zusammen, wahrend die Isoform B aus nur 158
Aminosauren besteht [240]. SNAP-23A wurde z.B. in neutrophilen Granulozyten in
spezifischen Granula gefunden [241]. Die Fluoreszenzfarbungen der humanen Darm-
mastzellen ergab auch fir die t-SNAREs Syntaxin-3, -4 und -6 eine plasmamembranstandige
Lokalisation, welche sich nach Stimulation nicht verénderte. Im Gegensatz dazu fand sich
Syntaxin-2 unabhangig von einer Stimulation im Zytoplasma der Zellen verteilt. Die

Lokalisation von Syntaxin-4 an der Plasmamembran deckt sich mit Ergebnissen aus
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Rattemastzellen, wohingegen Syntaxin-3 in diesen als zytoplasmatisch verteilt angefarbt
werden konnte [232]. In Ratten-Nierenzellen wurden Syntaxin-2 und -3 sowohl an der
Plasmamembran als auch in vesikularen Bereichen im Zytoplasma gefunden [242]. Die
Verteilung von Syntaxin-6 in S&augetierzellen wird in der Literatur sehr uneinheitlich
beschrieben und reicht von intrazellularen Kompartimenten z. B. in Mausmakrophagen
[243;244] bis zur Plasmamembran in humanen neutrophilen Granulozyten [241]. In diesen
wurde es an der Mediatorausschittung beteiligt gefunden [241], wobei eine andere
Arbeitsgruppe berichtet, Syntaxin-6 weder in neutrophilen, noch in eosinophilen
Granulozyten nachweisen zu kénnen [245]. Das SNARE-Protein Vtilb fand sich in ruhenden
humanen Darmmastzellen mit erkennbarer granularer Struktur im Zytoplasma verteilt. Dies
anderte sich jedoch nach einer langeren Stimulationszeit von zwei Stunden, nach der eine
deutliche Umverteilung in Richtung Zellrand festzustellen war. In anderen Arbeiten zeigten
Farbungen von Vtilb Uberlappungen mit Markern fiir den Golgi-Apparat und das trans-Golgi-
Netzwerk [171;180]. VAMP-3, -7 und -8 zeigten ebenfalls eine granulare Struktur im
Zellinneren in unbehandelten Zellen. Nach einer Aktivierung der Zellen wanderten VAMP-7
und -8 jedoch fast komplett an die Plasmamembran, wéhrend VAMP-3 unverandert in der
Zelle verteilt vorlag. SNARE-Proteine der VAMP-Familie werden allgemein als Tell
sekretorischer Vesikel und somit als v-SNAREs angesehen, die mit verschiedenen
t-SNAREs Komplexe bilden [246]. In RBL-2H3 Zellen findet eine stimulationsabhangige
Translokation von VAMP-7 statt [247]. Im Gegensatz zu VAMP-7 und -8, die bei der
Ausschittung von Mastzellmediatoren eine Rolle zu spielen scheinen [157;161], wird
VAMP-3 mit dem Recycling von Vesikeln in Verbindung gebracht [248;249]. Dies konnte

auch die zytoplasmatische Verteilung in humanen Darmmastzellen erklaren.

Die im Anschluss an die Einzelfarbungen durchgefiihrten Doppelfarbungen je zweier
madglicher Interaktionspartner zeigten eine deutliche Kolokalisation von SNAP-23 mit
Syntaxin-4 und VAMP-7 sowie Syntaxin-4 mit VAMP-8 und Vtilb in aktivierten Mastzellen.
Eine Farbung von VAMP-3 und Syntaxin-4 zeigte hingegen erwartungsgemaf Kkeinerlei
Uberlappung. Andere Arbeitsgruppen kamen bei Untersuchungen an eosinophilen und
neutrophilen Granulozyten zu dem Ergebnis, dass SNAP-23, Syntaxin-4 und VAMP-7 eine
zentrale Rolle bei der Exozytose spielen [245]. Zusammen mit den Daten aus RBL-2H3
Zellen, bei denen VAMP-7 und -8 in der Membran sekretorischer Vesikel gefunden wurden,
[157;161] und den eigenen Befunden der Kolokalisation von SNAP-23, Syntaxin-4, VAMP-7
und -8 dréangte sich der Verdacht auf, dass diese SNARE-Proteine auch in humanen

Darmmastzellen einen funktionellen Komplex bilden kdnnten.

Mittels Ko-Immunprazipitation konnte tatsachlich eine Komplexbildung von SNAP-23

mit Syntaxin-4 und sowohl VAMP-7 als auch VAMP-8 in aktivierten Darmmastzellen bestatigt
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werden. In ruhenden Mastzellen konnte hingegen nur eine sehr schwache Bande dieser
Komplexe dargestellt werden. Dies beweist, dass die Interaktion zwischen den untersuchten
SNARE-Proteinen erst nach einem geeigneten Stimulus stattfindet und diese vorher
weitestgehend einzeln vorliegen. VAMP-2 und -3 bildeten keinerlei Bindung zu SNAP-23

aus, was in Einklang mit den zytologischen Fluoreszenzfarbungen steht.

4.4 Funktionelle Bedeutung von SNARE-Proteinen bei der

Mediatorfreisetzung

Die durch Fluoreszenzfarbungen und Ko-Immunprazipitation veranschaulichte
Komplexbildung zwischen SNARE-Proteinen sollte durch das Inhibieren einzelner SNAREs
unterbunden werden, um somit die Bedeutung der jeweiligen Proteine fiir die Ausschuttung
von Mediatoren zu untersuchen. FiUr das Ausschalten von SNARE-Proteinen gibt es
verschiedene Mdoglichkeiten. In eosinophilen Granulozyten konnte durch die Spaltung von
VAMP-2 mittels Tetanus Toxin (TeNT) dessen Beteiligung an der Exozytose nachgewiesen
werden [239]. In Nervenzellen spaltet die bakterielle Protease Botulinum Neurotoxin (BoNT)
SNAREs und hemmt somit die Exozytose. Dabei spalten verschiedene Serotypen der von
Clostridien gebilden Toxine unterschiedliche SNARE-Subtypen. BoNT-A schneidet z. B.
SNAP-25, wahrend VAMP-1, -2 und -3 durch BoNT-B geschnitten wird und BoNT-C sowohl
SNAP-25 als auch Syntaxin-l1a, -1b und -2 spaltet [250-252]. Im Gegensatz dazu sind
VAMP-7 und -8 Neurotoxin-resistent und lassen sich weder durch BoNT noch durch TeNT
spalten [161]. Da aul3erdem die genannten Toxine nicht nur ein einzelnes SNAREs
schneiden und sich im Gegenzug einige SNAREs nicht spalten lassen, ist es nicht mdglich,

mit Neurotoxinen gezielt ein spezielles SNARE-Protein auszuschalten.

Aus diesem Grunde sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit RNA-Interferenz
(RNAI) fur die Runterregulierung einzelnen SNARE-Proteine angewandt werden. RNAI
wurde erfolgreich in einer Reihe von Saugetierzellen durchgefiihrt [253;254]. Eine temporare
Verringerung der Genaktivitdt von Standard-Zelllinien und anderen kultivierten Zellen wird
z. B. durch Einbringen von siRNA mithilfe von Elektroporation oder Lipofektion erreicht
[141;255]. Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefuhrten Transfektionsversuche
von humanen Darmmastzellen mittels verschiedener auf Lipofektion basierender
Transfektionsreagenzien schlugen alle fehl. Hingegen erzielten Versuche mit dem aus einer
Kombination von Elektroporation und spezifischen Transfektionspuffern basierenden
Nucleofector™ System sowohl fir LAD2 Zellen als auch priméren intestinalen Mastzellen

hohe Transfektionsraten von bis zu 99% mit fluoreszenzierender Test-siRNA. Das
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Nucleofector™ System wurden bisher erfolgreich fiir die Transfektion von HMC-1 [256] und
RBL-2H3 [257] verwendet. Uber Transfektionen von LAD2 oder primaren Mastzellen ist
bisher nichts publiziert. In den Untersuchungen zur vorliegenden Arbeit zeigte sich eine
signifikante  Reduktion der p-Hexosaminidase-Freisetzung von  Syntaxin-4-siRNA
transfizierten LAD2 sowie humanen Darmmastzellen, dabei stellte sich jedoch heraus, dass
die alleinige Applikation der elektrischen Parameter schon eine ebenfalls signifikante
Reduktion verursacht. Im Gegensatz dazu vermindern Transfektionsprogramme, die in den
Vorversuchen weniger effektive Transfektionsraten erzielten, nur minimal die Degranulation
von LAD2 Zellen, unabhéangig davon, ob siRNA zu der Probe gegeben wurde oder nicht.
Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die Programme, die einen hohen
Transfektionserfolg erzielten, zu einer starken Beeintrachtigung der Zellen fiihren, wodurch
diese ihre Stimulierbarkeit verlieren. Ein eventueller Verlust der in Granula gespeicherten
B-Hexosaminidase durch die Porenbildung der Elektroporation konnte ausgeschlossen
werden, indem sowohl unbehandelte als auch transfizierte Zellen lysiert wurden und deren
B-Hexosaminidase-Gehalt gemessen wurde. Die Menge der gespeicherten
B-Hexosaminidase war bei den elektroporierten Zellen nur unsignifikant niedriger als bei
unbehandelten Zellen (Ergebnisse nicht gezeigt). Bei Programmen, die hingegen die
Stimulierbarkeit der Zellen nicht verminderten, gelangte zu wenig siRNA in die Zellen bzw.
wurde ein zu geringer Anteil der Zellen erfolgreich transfiziert, so dass keine Beeinflussung

der Ausschittung messbar war.

Nachdem sich die RNAI als ungeeignet fur die Untersuchung der Funktion einzelner
SNARE-Proteine in stimulationsbedingten Ausschittungsprozessen erwies, erzielte das
Blockieren einzelner SNARE-Isoformen mit Antikérpern nach Permeabilisierung mit
Streptolysin O den gewiinschten Effekt. Dieses Verfahren fand in der Vergangenheit auch
schon fur Untersuchungen von Exozytosevorgangen in Rattenmastzellen Verwendung [258].
Fur die Analyse der Beteiligung der einzelnen SNARE-Proteine an der Freisetzung
gespeicherter Mediatoren wurden die mit Antikérpern behandelten Mastzellen fir eine
Stunde stimuliert. Eine signifikante und deutliche Inhibition der pB-Hexosaminidase-
Ausschittung wurde durch Antikérper gegen SNAP-23, Syntaxin-3, -4 und -6 sowie VAMP-7
und -8 und Vtilb verursacht. Im Gegensatz dazu verursachte die Blockade von Syntaxin-2
eine nur geringe Reduktion, wahrend Antikérper gegen VAMP-2 und -3 zu keiner

signifikanten Veranderung der Degranulation fuhrten.

Wie schon zuvor erwahnt, wird angenommen, dass ein Komplex aus SNAP-23,
Syntaxin-4 und VAMP-7 oder -8 fiir die Degranulation von RBL-2H3 Zellen verantwortlich ist
[157;161]. AuRRerdem wurden in RBL-2H3 Zellen Komplexbildungen zwischen Syntaxin-3

und VAMP-7 sowie eine Translokation beider nach Aktivierung an die Plasmamembran
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beobachtet [157]. Interessanterweise scheint in humanen Darmmastzellen eine ganze Reihe
von SNARE-Proteinen an der Ausschittung von p-Hexosaminidase als Reprasentant eines
gespeicherten Mediators beteiligt zu sein. Unter der Voraussetzung, dass ein funktioneller
SNARE-Komplex immer eine Helice jeder Gruppe beinhalten muss (Qa, Qb, Qc und R, siehe
Tabelle 2), ergeben sich somit mehrere Mdglichkeiten in der Zusammensetzung dieses
Komplexes. SNAP-23 (Qb,c) kdnnte zusammen mit Syntaxin-3 oder -4 (Qa) und VAMP-7
oder -8 (R) eine Bindung eingehen. Ein weiterer Komplex kénnte sich aus Vtilb (Qb),
Syntaxin-6 (Qc), Syntaxin-3 oder -4 (Qa) und VAMP-7 oder -8 (R) zusammensetzen.

Es wurde schon in der Vergangenheit gezeigt, dass einzelne SNAREs an mehr als
nur einem Transportweg beteiligt sein kénnen und hierbei in der Lage sind, mit
verschiedenen SNARE-Partnern zu interagieren [259]. So wurde z. B. VAMP-7 in einer
Reihe von exozytotischen Prozessen verschiedener Granula-Populationen in sekretorischen
Zellen als beteiligt gefunden [252;260;261], wahrend VAMP-8 sowohl am Transport von
Endosomen, als auch von Granula beteiligt ist [262;263]. AuRerdem konnte nachgewiesen
werden, dass Syntaxin-7 mit VAMP-7 als auch mit VAMP-8 Verbindungen eingeht [164]. Des
Weiteren ist es z. B. in Drosophila melanogaster mdglich das neuronale VAMP-2 in vivo
durch ein v-SNARE, das normalerweise an einer frilheren Phase des Sekretionswegs
beteiligt ist, zu ersetzen und vice versa [264]. Auch in Blutplattchen VAMP-8-defizienter
Méause wurde ein kompensatorischer Effekt festgestellt, bei dem VAMP-2 und/oder VAMP-3
die Funktion von VAMP-8 Gibernehmen kann [265].

Es ist somit denkbar, dass sich Syntaxin-3 und -4 gegenseitig ersetzen kbnnen, wie
auch VAMP-7 und -8. Dies wirde auch die nie vollstandige Blockade der Freisetzung von
B-Hexosaminidase bei Inhibition eines SNAREs erklaren. Eine andere Erklarung fir die
Beteiligung mehrer verschiedener SNARE-Proteine der gleichen Isoform kénnte sein, dass
Mastzelldegranulation durch compound exocytosis ablauft, in welcher Vesikel untereinander
fusionieren [149]. Somit kdnnte z. B. ein v-SNARE fir die Verschmelzung von Vesikeln
untereinander, ein anderes fir die Vereinigung mit der Plasmamembran zustandig sein.
Auffallig war auch, dass Vtilb erst nach einer langeren Stimulationszeit von zwei Stunden
deutlich Richtung Plasmamembran wanderte. Da die Inhibition von Vtilb jedoch zu einer
vollstandigen Blockade der Exozytose nach einer Stimulation von einer Stunde fuhrte,
konnte dies bedeuten, dass Vtilb auch an der Ausbildung intrazellularer Strukturen, die far
die compound exocytosis notwendig sind, beteiligt ist. Gleichzeitig ware es auch ein
geeigneter Bindungspartner fir das fast ausschlie3lich an der Plasmamembran gefundene
Syntaxin-6, mit dem es in einer spateren Phase nach der Aktivierung interagieren konnte.
Komplexbildungen zwischen Vtilb und Syntaxin-6 wurden schon in aktivierten Makrophagen

nachgewiesen [244]. Ebenso wurden Interaktion von Vtilb mit VAMP-8 dokumentiert
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[171;266]. Fur Syntaxin-6 wurden im Gegenzug ebenfalls Komplexbildungen mit Vtilb,
VAMP-7 und -8 und Syntaxin-4 beschrieben [164;243]. Erstaunlicherweise konnte ebenso
nachgewiesen werden, dass Syntaxin-6 in humanen neutrophilen Granulozyten wahrend der
Exozytose an SNAP-23 bindet [241]. Dies ist umso Uberraschender, als das Syntaxin-6 als
Qc-SNARE nicht mit dem Qb,c-SNARE SNAP-23 interagieren sollte. Die Klassifizierung von
Syntaxin-6 in ein Qc-SNARE basiert auf der ausgepréagten Homologie mit der C-terminalen
SNARE-Doméane von SNAP-25 [185]. Aufgrund der Interaktion mit einem Qb,c-SNARE
wurde die Vermutung aufgestellt, dass Syntaxin-6 Eigenschaften von Qa- als auch Qc-
SNAREs in sich vereint [243].

Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde die Freisetzung von Cysteinyl Leukotrien LTC,
sowie verschiedener Zytokine untersucht. Da diese typischerweise erst nach Aktivierung der
Zelle synthetisiert und somit verzdgert ausgeschittet werden, wurden humane
Darmmastzellen fir sechs Stunden Uber die Kreuzvernetzung des IgE-Rezeptors stimuliert.
Als Kontrolle fur eine funktionierende Inhibition diente die Messung der B-Hexosaminidase-
Ausschiittung. Hierbei zeigte sich ein sehr &ahnliches Muster wie schon zuvor bei der
einstindigen Stimulation. Lediglich Antikérper gegen VAMP-7, der zuvor schon weniger
effektiv als anti-VAMP-8 war, fihrte zu keiner signifikanten Reduktion mehr. Dies deutet
darauf hin, dass nach einer langeren Aktivierungszeit VAMP-7 durch VAMP-8 ersetzt werden

kann und somit eine Inhibition von VAMP-7 bedeutungslos wird.

Interessanterweise lie sich die Ausschiittung von Cysteinyl Leukotrien LTC,4 durch
die gleichen anti-SNARE-Antikorper inhibieren, wie schon zuvor die Freisetzung von
B-Hexosaminidase. Cysteinyl Leukotrien ist an einer Reihe von Entziindungsprozessen
beteiligt, indem es die bronchiale Sekretion fordert, die GefaBpermeabilitat steigert und die
Kontraktionen der glatten Muskulatur in GefaRen und im Gastrointestinaltrakt induziert. Da
es durch die Lipoxygenase aus Arachidonsaure synthetisiert wird, kann es im Gegensatz zu
Zytokinen schneller freigesetzt werden [267]. Besonders auffallend war die fast vollstandige
Blockade der LTC,-Ausschittung durch anti-SNAP-23 und anti-Vtilb. Da Vtilb zuvor schon
in unstimulierten Zellen Gber das ganze Zellplasma verteilt granulér sichtbar gemacht werden
konnte, ist es mdglich, dass Vtilb ein fundamentaler Bestandteil in der Ausbildung
intrazellularer Fusions- und Transportprozesse sowohl bei der schnellen Mediatorfreisetzung
als auch in der Spatphase von aktivierten Mastzellen darstellt. Ebenso scheint SNAP-23
essenziell fur Fusion von Vesikeln mit der Plasmamembran zu sein, wahrend sich Syntaxin-3

und -4 gegenseitig ersetzen kdnnten.

Die Messung der Zytokinfreisetzung ergab fiir alle gemessenen Zytokine eine sehr
deutliche und héufig komplette Blockade der Ausschittung durch die Inhibition von

SNAP-23, Syntaxin-3 und Vtilb. Des Weiteren verursachte anti-Syntaxin-6 eine signifikante
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Reduktion der Freisetzung von MCP-1, IL-5 und IL-8 sowie eine tendenzielle Verminderung
von IL-6, MIP-1a und MIP-1B. Aus der Familie der v-SNAREs flihrte die Blockade von
VAMP-8 zu einer signifikant reduzierten Ausschittung von MCP-1, IL-5 und IL-8, wéhrend
VAMP-7 fur die Freisetzung von IL-6 und MIP-1a notwendig zu sein schien. Fur MIP-1(3
konnte weder die Blockade von VAMP-7 noch VAMP-8 einen Effekt hervorrufen. Eine
madgliche Erklarung hierfir konnte — wie schon zuvor erwahnt — sein, dass bei Blockade von
VAMP-7 dessen Funktion von VAMP-8 Ubernommen wird und umgekehrt oder dass ein
anderer, in der vorliegenden Arbeit nicht untersuchter Vertreter der v-SNAREs fir die
Freisetzung der genannten Chemokine verantwortlich ist. Die Inhibition von Syntaxin-4 fihrte
nur fir IL-8 zu einer deutlichen und signifikanten Reduktion der Freisetzung. Mit 6244 pg/10°
Zellen war IL-8 das mit Abstand in der hdchsten Konzentration ausgeschittete Zytokin. Das
zu den Chemokinen gehdrende IL-8 ist vor allem ein hochpotenter Mediator fir die
neutrophile Chemotaxis und spielt bei der Aktivierung entziindlicher Prozesse eine wichtige
Rolle [109]. Es wurde in der Vergangenheit nachgewiesen, dass IL-8 in menschlichen
Hautmastzellen zu einem gewissen Anteil praformiert vorliegt und somit zigig nach der
Aktivierung der Zelle freigesetzt werden kann [108]. Da seine Ausschittung durch die
Inhibition der gleichen SNARE-Proteine wie die Freisetzung der gespeicherten
B-Hexosaminidase gehemmt wurde, wére es mdoglich, dass IL-8 in denselben Vesikeln
vorliegt. Betrachtet man die Freisetzung der anderen gemessenen Zytokine im Vergleich mit
der B-Hexosaminidase, LTC, und IL-8, fallt auf, dass unterschiedliche Kombinationen von

SNAREs fiir deren Ausschuittung verantwortlich zu sein scheinen.

Von eosinophilen Granulozyten —die als weitere sekretorisch aktive Zelle des
Immunsystems den Mastzellen funktionell ahnlich sind — ist bekannt, dass sie in der Lage
sind, verschiedene Zytokine hoch selektiv auszuschitten [268-270], wodurch sich ihre
vielfaltigen Funktionen erklaren lassen. Hierbei bedienen sie sich unterschiedlicher Formen
der Freisetzung: der klassischen Exozytose, der piecemeal degranulation und der Zytolyse
[270]. Das typische Merkmal der piecemeal degranulation ist die fortschreitende Entleerung
sekretorischer Granula ohne deren Fusion mit der Plasmamembran. Hierbei scheinen
sogenannte ,eosinophil sombrero vesicles* von besonderer Bedeutung zu sein [152]. Diese
vesikulotubularen, 150—300 nm grofRen Strukturen sind schon seit Langem bekannt, wurden
aber lange Zeit nicht beachtet und ihre Funktion blieb fir 30 Jahre nur sehr wenig
verstanden [271]. Inzwischen geht man davon aus, dass sich diese Transportvesikel von
groRen sekretorischen Granula abschniren und die in ihnen enthaltenen Mediatoren zur
Plasmamembran transportieren [268-270]. Dies deckt sich mit dem Befund, dass z. B. die
Blockade von VAMP-2 die Freisetzung der eosinophilen Peroxidase (EPO), nicht aber des

Eosinophil-derived neurotoxin (EDN) inhibiert [245] und nur EPO in kleinen Vesikeln
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gefunden wurde, auf denen VAMP-2 exprimiert vorlag [272]. Des Weiteren konnte gezeigt
werden, dass im Gegensatz dazu VAMP-7 und -8, jedoch nicht VAMP-2 auf kristalloiden

eosinophilen Granula zu finden sind [245].

In Makrophagen wurde der Ausschittung des Zytokins TNF vorausgehend ein
zweistufiger Transportvorgang identifiziert. In diesem wird ein Komplex der Q-SNAREs
Syntaxin-6 und -7 sowie Vtilb fur den Transport von TNF aus dem trans-Golgi-Netzwerk
verantwortlich gemacht [244]. Da fur die Verschmelzung mit der Plasmamembran aul3erdem
ein R-SNARE notwendig ist, translozieren TNF-haltige Carrier zu VAMP-3 enthaltenden
Recycling-Endosomen, an denen sie einen trans-SNARE-Komplex bestehend aus
Syntaxin-6 und -7, Vtilb und VAMP-3 bilden. Im zweiten Schritt binden die jetzt mit VAMP-3
ausgestatteten Vesikel an der Plasmamembran mit SNAP-23 und Syntaxin-4 und geben
TNF frei [273;274].

Fur Mastzellen gibt es bisher kaum Daten Uber die Beteiligung verschiedener
SNARE-Proteine an der Zytokinfreisetzung. Es ist jedoch bekannt, dass Mastzellen in der
Lage sind abhéngig von der Art und Starke ihrer Aktivierung eine groRe Bandbreite ihrer
Mediatoren oder auch nur bestimmte Mediatoren wie z.B. spezifische Zytokine
auszuschitten [55;56;113;114]. Schon im Jahr 1978 wurde die Beobachtung gemacht, dass
Rattenmastzellen das Enzym Arylsulfatase A nach Stimulation im gleichen Anteil wie
Histamin ausschutten, wahrend Arylsulfatase B in lysierten Zellen in Verbindung mit Heparin
und Chymase gefunden wurde [275]. Die Autoren schlossen daraus, dass verschiedene
Arten von sekretorischen Vesikeln existieren mussen. Tatsdchlich wurde in genetisch
verdnderten Mausmastzellen die Existenz verschiedenartiger sekretorischer Vesikel
nachgewiesen [276]. Mastzellen, denen VAMP-8 fehlte, zeigten ein Defizit in der Exozytose
von Granula, die Serotonin und Cathepsin D enthielten, wohingegen die Freisetzung von mit
Histamin und TNF-a beladenen Granula normal ablief. Zusatzlich konnte konfokal-
mikroskopisch gezeigt werden, dass Granula, die Serotonin beinhalten, meist positiv flr
VAMP-8 waren. Eine altere Studie kam wiederum zu dem Ergebnis, dass Serotonin in
Rattenmastzellen auch ohne sichtbare Exozytose sekretorischer Vesikel freigesetzt werden
kann [277]. Gestlutzt wurde diese Aussage durch die Beobachtung einer reduzierten
Histaminfreisetzung nach pharmakologischer Behandlung der Zellen, die mit einer
verminderten Verschmelzung von Vesikeln mit der Plasmamembran einher ging und im
Gegensatz zu der unverminderten Serotoninausschittung stand. VAMP-8 scheint indessen
keine Rolle fir die Ausschittung von Zytokinen in Mausmastzellen zu spielen [278]. In
VAMP-8 defizienten Mausmastzellen war zwar die Histaminfreisetzung gestort, die
Zytokinfreisetzung jedoch unbeeinflusst [278]. Da bei den im Rahmen der vorliegenden

Arbeit gemessenen Zytokinen und Chemokinen IL-6, MIP-1a und MIP-13 die Freisetzung
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durch eine Inhibition von VAMP-8 ebenfalls unbeeinflusst blieb, stitzt dies die Annahme,
dass neben einem eventuellen kompensatorischem Effekt auch andere Vertreter der
v-SNARESs an der Ausschittung von Zytokinen beteiligt sind. Zusammenfassend zeigte sich
sehr deutlich, dass die Ausschittung sowohl der gespeicherten B-Hexosaminidase als auch
des de novo synthetisierten LTC, sowie der gemessenen Zytokine und Chemokine von mehr
als nur drei bzw. vier SNARE-Proteinen abhangt. Insgesamt sind zumindest die SNAREs
SNAP-23, Syntaxin-3, -4 und -6, VAMP-7 und -8 sowie Vtilb an der Mediatorenfreisetzung
beteiligt. Da von Mastzellen auch bekannt ist, dass sie Mediatoren Uber den Mechanismus
der piecemeal degranulation freisetzen kénnen [279] und in vielerlei Zelltypen die Existenz
tubularer Carrier nachgewiesen werden konnte [280;281], steigt der Verdacht der
Partizipation dieses Transportweges zur kontrollierten Freisetzung unterschiedlicher

Mediatoren in Mastzellen.

Des Weiteren wird diskutiert, ob SNARE-Proteine alleine ausreichen, um die
komplexen Vorgange verschiedener Ausschittungsprozesse zu steuern oder ob sie vor
allem fur die Bereitstellung der notwendigen Energie verantwortlich sind. Die Energie, die bei
der Bildung des SNARE-Komplexes frei wird, reicht aus, um die energetische Barriere fur die
Vereinigung gegeniberliegender Membranen zu tberwinden [194]. Diese Energie wird frei,
da einzelne SNAREs, die im ruhenden Zustand als unstrukturierte Monomere vorliegen, in
eine kinetisch stabilisierte, praktisch irreversible Protein — Protein Interaktion Ubergehen
[197]. Deren Auflésung benttigt Energie in Form von ATP [189]. In Drosophila wird
Syntaxin-la zwar in der kompletten axonalen Plasmamembran von Nervenzellen exprimiert,
sekretorische Vesikel fusionieren aber nur an der Synapse mit der Plasmamembran [282].
Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass SNARE-Proteine nicht die notwendige

Spezifitét bieten, die fur die Integritat zellularer Vorgange notwendig ist.

Es sind jedoch eine ganze Reihe weiterer Faktoren bekannt, die auf Fusionsvorgange
Einfluss nehmen. Dazu gehdren Rab GTPasen, Proteine der Secl/Muncl8-Familie,
Synaptotagmin, Calmodulin, das umgebende Lipidmilieu und eine Vielzahl weiterer. Die
Funktionen dieser Regulatoren sind sehr unterschiedlich. Zum einen kénnen sie die
Spezifitdt von Transportvorgdngen noch vor der Bildung eines SNARE-Komplexes
beeinflussen [283]. Des Weiteren werden auch das Recycling von SNAREs sowie die
Rekrutierung und der Einbau in Vesikel von Proteinen beeinflusst, die wahrend Transport-
vorgangen an die entsprechenden SNAREs binden [181;284]. Aus der Familie der
Secl/Muncl8-Proteine wurden Muncl18-2 und Muncl18-3 in Mastzellen exprimiert gefunden
und Interaktionen mit verschiedenen Syntaxinen beobachtet [285]. Es wird angenommen,
dass Munc18-2 in RBL-2H3 Zellen mit Syntaxin-3 interagiert. Ein knockdown von Munc18-2

fuhrt zu einer Verringerung der Degranulation [286]. Auch Mitglieder der Familie der Rab
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GTPasen wurden in Mastzellen entdeckt. Rab3D wurde in RBL-2H3 Zellen stark exprimiert
gefunden und kolokalisiert unter anderem mit sekretorischen Granula [287]. Uber die
Funktion der Kalziumsensoren Synaptotagmin und Calmodulin in Mastzellen ist wenig
bekannt. Es scheint aber bewiesen, dass die Vorbereitung von Bindungen durch
Synaptotagmin als Antwort auf ein Kalziumsignal eine wesentliche Rolle bei Membran-

fusionen spielt [288].

Trotz zusatzlicher Steuerungsmechanismen steht jedoch au3er Frage, dass SNARE-
Proteine essenziell fur intrazellulare Fusionsvorgénge in Eukaryoten sind, deren Funktions-
weise und Zusammenspiel in Mastzellen noch langst nicht vollstdndig verstanden sind. Die
vorliegende Arbeit liefert wichtige Erkenntnisse Uber die Expression, die Verteilung, die
Notwendigkeit und ein mdgliches Zusammenspiel verschiedener SNARE-Proteine in den

physiologisch und pathophysiologisch bedeutsamen humanen Darmmastzellen.

45 Ausblick

In den letzten Jahren wurde eine Reihe von Untersuchungen Uber die Beteiligung
einzelner SNARE-Proteine an Exozytosevorgangen durchgefuhrt. Da die Isolierung und
Aufreinigung humaner Gewebsmastzellen aufwendig ist, stammen die meisten Daten Uber
die Degranulation von Mastzellen aus Modellsystemen wie der murinen Zelllinie RBL-2H3.
Mastzellen sind an einer Vielzahl physiologischer und pathophysiologischer Vorgange im
Korper beteiligt. Gerade bei allergischen Erkrankungen, die in den letzten Jahrzehnten
immer weiter auf dem Vormarsch sind, ist der Leidensdruck der Betroffenen oft sehr grof.
Nur ein klares Verstandnis der molekularen Vorgange von Ausschittungsprozessen
mdglichst naturgetreuer Zellsysteme kann dazu dienen, den Grundstein fur zukUnftige
medizinische Ansatze zu legen. Schon seit Langem werden Medikamente bei Allergien
eingesetzt, die auf Mastzellen und deren Ausschittungsprodukte Einfluss nehmen. Leider
sind diese oft mit unerwiinschten Nebenwirkungen behaftet. Deshalb liegt der Gedanke
nahe, direkt in das Geschehen der Mediatorenfreisetzung von Mastzellen einzugreifen. Ein
moglicher Angriffspunkt hierfur ware die SNARE-vermittelte Fusion von Granula mit der

Plasmamembran zu unterbinden.

Schon seit einiger Zeit wird das von Clostridium botulinum gebildete Botulinumtoxin
therapeutisch zur Behandlung einer Reihe neuronaler Erkrankungen eingesetzt, in denen es
seine Wirkung durch das Schneiden von SNAP-25 entfaltet [289]. Uberdies wurde kiirzlich in
einem Schizophrenie-Modellsystem eine Reduktion von SNAP-25 und Syntaxinen in
bestimmten Regionen im Gehirn entdeckt und festgestellt, dass durch die Behandlung mit

dem Antipsychotikum Haloperidol diese hochreguliert werden [290]. Daraufhin wurde
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postuliert, dass eine gezielte Beeinflussung von SNARE-Proteinen neue Behandlungs-
madglichkeiten aufzeigen kdnnten. Da jedoch bisher kein spezifisches Toxin gefunden wurde,
das sich zum Schneiden der in Mastzellen beteiligten SNARE-Proteine eignet, ist diese

Methode vorerst fur die Beeinflussung von Mastzellfunktionen nicht vielversprechend.

Eine der zukunftstrachtigsten neuartigen Therapieansatze stellt die Behandlung mit
siRNA dar. Obwohl die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgeflihrten Transfektions-
versuche nicht zum gewinschten Erfolg flhrten, kénnten schonendere Methoden fiur das
Einbringen von siRNA in Mastzellen gefunden werden. Auch wenn auf diesem Gebiet noch
einige Hurden zu nehmen sind, befinden sich erste Medikamente mit siRNA bereits in der
klinischen Testphase. Als moégliche Einsatzgebiete werden bisher vor allem Virusinfektionen,
Neurodegenerative Leiden und Krebserkrankungen angesehen [291-293], aber auch der
Eingriff in Mastzellfunktionen ist verlockend. Gerade bei allergischen Erkrankungen wirde
sich hierbei die Applikation doppelstrangiger RNA durch Inhalation, Augentropfen oder
Salben anbieten, welche ein Eindringen der siRNA Uber oberflaichenbehandelte Nanopartikel

oder lentivirale Syteme ermdglichen kénnten [294].

Da fur eine gezielte Beeinflussung der Mediatorfreisetzung aus Mastzellen ein
spezifisches SNARE-Protein gefunden werden musste, das nicht an weiteren physiologisch
wichtigen Vorgangen beteiligt ist, bleibt abzuwarten, inwiefern SNARES einen geeigneten
Ansatzpunkt fur den Eingriff in den faszinierenden Mechanismus der Ausschittungsprozesse

menschlicher Mastzellen darstellen.
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