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ZUSAMMENFASSUNG

Mutationen, die zu einer reduzierten Aktivitdt der Tyrosinkinase c-Kit fithren, kdnnen zum
Verlust von Mastzellen fithren, weshalb entsprechende Mausstdmme intensiv zur Erforschung

von Mastzellfunktionen verwendet werden.

C-Kit ist der Rezeptor fiir den in der Himatopoese essentiellen Stammzellfaktor (SCF) und
die vorliegende Arbeit hatte daher das Ziel, mogliche weitere Auswirkungen der Mutation

Kit"*" auf die Himatopoese in Méusen zu untersuchen.

Es zeigte sich, dass die Kir"*"-Mutation zu einer ausgeprigten extramedulliren Himatopoese
in der Milz fiihrt. Dies ist durch das vermehrte Vorkommen von hidmatopoetischen
Stammzellen und Vorldufern der myeloiden Zellreihe charakterisiert, die alle eine reduzierte
Expression von c-Kit aufweisen. Detailiert untersucht wurde eine massiv expandierte
Zellpopulation mit dem Phinotyp neutrophiler Granulozyten in den Milzen naiver Kit” -
Maiuse. Es handelt sich hierbei jedoch um Zellen mit immunsuppressiven Eigenschaften, die
in Wildtypmausen typischerweise wihrend der Entwicklung von Tumoren expandieren und
als "myeloid-derived suppressor cells" (MDSC) angesprochen werden, eine phinotypisch und
funktionell heterogene Zellgruppe. Die entsprechenden Zellen aus naiven Kif”*"-Miusen
wurden als granulozytéir-(G)-MDSC-dhnlichen Zellen bezeichnet, da sie in der Lage sind, in
vitro die Proliferation von T-Zellen durch die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies zu
hemmen und nach Transfer in tumortragende Wildtypméiuse das Tumorwachstum zu
begiinstigen. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit unserer Beobachtung, dass der
Transfer einer Karzinom-Zelllinie in Kif”*"-Miusen zur Bildung groBerer Tumore fiihrt als in

entsprechenden Wildtyp-Kontrolltieren, unabhéngig von der Abwesenheit von Mastzellen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen einen starken Einfluss der Kir”*"-Mutation
nicht nur auf die Entwicklung von Mastzellen, sondern auch auf die extramedulldre
Myelopoese. Die Expansion G-MDSC-dhnlicher Zellen mit potentiell immunsuppressiven
Eigenschaften kann die Verwendung von Kir”*"-Miusen fiir die gezielte Untersuchung

Mastzell-spezifischer Phdnomene einschranken.
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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 Struktur und Funktionen von c-Kit

C-Kit (CD117) ist ein 110 kDa schweres Transmembranprotein aus der Familie
der Rezeptor-Tyrosinkinasen.  Extrazellular befindet sich eine Bindungsregion fiir
den Liganden SCF, welche aus fiinf Immunglobulin-dhnlichen Domanen besteht, wie
es in der Abb. 1A dargestellt ist. Daran angeschlossen sind eine hydrophobe
Transmembransequenz und zwei intrazellulare Tyrosinkinase-Doménen (Abb. 1B).

B o1, Extrazellulsre
. - SCF-Bindungsdomane

L
L a4

D5

Transmembrandoméne

TK I ( ATP J

TKII

Abb. 1: Struktur der Rezeptor-Tyrosinkinase c-Kit. A, Gezeigt sind unterschiedliche
Ansichten des extrazellularen Bereichs eines dimerisierten Kit-SCF 2:2-Komplexes. Die fiinf
Immunglobulin-&hnlichen Doménen (D1-D5) sind farbig gekennzeichnet. SCF ist in der
Farbe Magenta dargestellt und interagiert als Homodimer mit D1, D2 und D3 zweier Kit-
Ektodoméanen. Zusatzlich kommt es zur Interaktion zwischen D4 und D5 zweier Rezeptoren.
B, c-Kit-Struktur mit extrazellulairer SCF-Bindungsdoméne, Transmembrandoméne und
intrazellularer Doméne bestehend aus zwei Tyrosinkinase-Doménen (TK I und TK II) und einer
ATP-Bindungsstelle. (Quelle A: Yuzawa et al., Cell, 2007; Quelle B: Pittoni et al., Oncogene,
2011)

Durch die Bindung des loslichen oder membrangebundenen SCF an den Rezeptor
c-Kit kommt es zu einer Konformationsanderung mit anschlieSfender Dimerisierung des
Rezeptors.  Dieses Ereignis initiiert eine Autophosphorylierung der Tyrosinkinase-
Doménen, die nun als Andockstellen fiir Signaltransduktionsmolekiile der
Ras/ERK-, PI3-Kinase/Akt- und JAK/STAT-Signalwege dienen [1]. Durch diese
Signaltransduktionskaskaden werden Prozesse im Zellinneren moduliert.

Die Rezeptor-Tyrosinkinase c-Kit erfillt in Verbindung mit ihrem Liganden, dem

Stammzellfaktor (SCF), zentrale Funktionen in der Hamatopoese. So wird durch die

4



EINLEITUNG

Interaktion zwischen ¢-Kit und SCF iiber das Uberleben, die Retention, Proliferation und
Differenzierung der Stammzellen im Knochenmark entschieden, sowie die Entwicklung,
Wanderung und Funktion von Mastzellen gewahrleistet. Aber auch auflerhalb des
Immunsystems ist c-Kit in der Melanogenese und Gametogenese relevant.

Urspriinglich wurde Kit in seiner viralen Form (v-Kit) beschrieben. V-Kit ist als Onkogen
fiir die transformierende Aktivitat des Hardy-Zuckerman IV-Fibrosarkomvirus bei Katzen
verantwortlich [2], wohingegen sein humanes Pendant zunéchst als Zelloberflichenmarker
wéhrend akuter myeloischer Leukédmie bekannt war [3]. Der Nachweis physiologischer
Relevanz erfolgte mit der Zuordnung von c-Kit zum White spotting-Lokus (W) auf dem
5. Chromosom und von SCF zum Steel-Lokus (SI) auf dem 10. Chromosom in Mé&usen
[4-6]. So wurde beobachtet, dass natiirliche c-Kit-betreffende Spontanmutationen im
W- oder im SI-Lokus erstaunlicherweise einen sehr dhnlichen Phanotyp mit schwerer
makrozytiarer Anamie®, Sterilitit und Pigmentierungsdefekten verursachen. Dabei wurde
ein Zusammenhang zwischen dem Schweregrad des Phanotyps und der Beeintrachtigung
der Tyrosinkinase-Aktivitét des c-Kit-Rezeptors festgestellt [7].

Bereits im Jahre 1927 wurde von Danforth et al. [8] gezeigt, dass homozygote W-
Mutanten an schwerer Anamie leiden und in utero nur bis zur Geburt lebensfahig sind.
Erst im Jahre 2004 wurde entdeckt, dass die an Anamie leidenden homozygoten W-
Mutanten durch 800-fache Uberexpression von Erythropoetin gerettet werden konnen [9].
Somit wurde nachgewiesen, dass die normale Erythropoese auf c-Kit angewiesen ist.
Weitere Arbeiten zeigten, dass c-Kit und SCF bereits in frithen embryonalen Stadien
entlang der Wanderungswege und der Zielorte von Urkeimzellen exprimiert werden.
In dieser Phase ist die Expression von c-Kit auf vielen hamatopoetischen Zellen, im
Verdauungstrakt, Haut und im Nervensystem erhéht [10,11], womit veranschaulicht
wird, wie wichtig die c¢-Kit/SCF-Interaktion wahrend der Embryonalentwicklung beim
Dirigieren von Zellen zum endgiiltigen Bestimmungsort sein kann.

Bei Mausen mit reduzierter c-Kit-Funktion wird auch eine gestorte Pigmentierung
beobachtet. So ist mittlerweile bekannt, dass bei Funktionsstorungen von c-Kit in der
Neuralleiste eine nur sehr schwache Proliferation der Melanozyten induziert werden kann.
Folglich konnen nur sehr wenige Melanozyten in die Hautregionen migrieren. Desweiteren
werden auch die Migrationsprozesse direkt von der c-Kit-SCF-Interaktion beeinflusst [12].

Die Resultate von Bernstein et al. zeigen, dass zwei Tyrosinreste an bestimmten Stellen

'"Makrozytire Anémie = Form von Blutarmut mit erhéhtem Volumen der Erythrozyten.
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von c-Kit der Juxtamembranregion notwendig sind um SFK (Src family kinase) zu binden
und somit normale Pigmentierung zu ermoglichen [13]. Beim Menschen sind c-Kit-
Mutationen in Patienten mit dem Piebaldismus-Syndrom beobachtet worden. Typisch
fiir dieses Syndrom ist eine weifle Stirnlocke und eine Hypopigmentierung bestimmter
Hautpartien [14].

Die Sterilitat der W- bzw. Sl-Mutanten hangt vermutlich mit der Fahigkeit des c-Kit
zusammen, die Keimzellen vor Apoptose zu schiitzen und ihre Proliferation einzuleiten
[15]. Die molekularen Mechanismen sind bisher nicht bekannt, jedoch scheint der PI3-
Kinase/Akt-Signalweg hierbei ebenfalls eine wichtige Rolle zu spielen [16].

1.2 Die Rolle von c-Kit in der Hamatopoese und Myelopoese

Die c-Kit/SCF-Interaktion ist notwendig, um die normale Himatopoese zu gewéhrleisten.
C-Kit ist auf allen Stammzellen und vielen Vorlauferzellen exprimiert, wahrend sein
Ligand SCF auf Stromazellen, Fibroblasten und Endothelzellen primarer und sekundarer
lymphatischer Organe zu finden ist [17]. Ganz wichtig ist die ¢-Kit/SCF-Interaktion fur
die Retention der Stammzellen im Knochenmark [18], Leber [19], Herz [20], Prostata
[21] und Keimdriisen [22]. In der Arbeit von Ding et al. [23] wurde iiber den Liganden
SCF als die zentrale Schliisselkomponente der Stammzellnische berichtet. Demnach ist
eine Zell-Zell-Interaktion iiber ¢-Kit und SCF unbedingt erforderlich, weil es sonst zu einer
frithzeitigen Ausschwemmung von hamatopoetischen Stammzellen aus dem Knochenmark
fiihrt.

Desweiteren sind viele Differenzierungsstufen der gesunden Hamatopoese durch ein
gemeinsames Charakteristikum gekennzeichnet, namlich die c-Kit-Expression. Diese
Expression ist auf Stammzellen erhoht und wird normalerweise im Laufe der terminalen
Differenzierung reduziert. Deshalb finden sich im peripheren Blut nur noch 0,1% der
Zellen, die ¢-Kit exprimieren [24]. C-Kit ist also besonders in den frithen Stadien der
Hamatopoese sehr wichtig. Die Ausnahme mit einer hohen bestehenden c-Kit-Expression
nach einer vollstandigen Zellreifung bilden hier die Mastzellen und - auflerhalb des
hamatopoetischen System - Melanozyten und ICC!.

In der Abb. 2 sind die wichtigsten Stadien der murinen Myelopoese dargestellt. Die
Expressionsunterschiede bestimmter Oberflachenmolekiile erlauben es einzelne Stadien

der Myelopoese auseinander zu halten.

ICC = spezialisierte glatte Muskelzellen, regulieren Darmmotilitit und Peristaltik.
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Abb. 2: Ein Stammbaum muriner Myelopose. Einzelne Differenzierungsstufen der
Vorlauferzellen und ihre wichtigsten Oberflaichenmarker sind dargestellt. Den Anfang bilden
die LT-HSC, ST-HSC und MPP, wo die Lymphopoese abzweigt (grau hinterlegt). Aus CMP
erfolgt die Differenzierung in GMP und MEP. Die fragliche Abstammung der Mastzelle entweder
aus MPP, CMP oder GMP ist durch rote gestrichelte Linien gekennzeichnet. LT-HSC =
langlebige unreife Stammzellen, ST-HSC = kurzlebige reifere Stammzellen, MPP = multipotente
Vorlauferzellen, CLP = gemeinsamer lymphoider Vorlaufer, CMP = gemeinsamer myeloider
Vorlaufer, GMP = granulozytir-monocytéire Vorlaufer, MEP = megakaryozytéar-erythroider
Vorlaufer, Kit = CD117, SLAM = CD150, Flt3 = CD135, IL-7TRa = CD127, Lin = Lineage
Marker CD3e, CD4, CD8, CD5, CD45R (B220), Grl, TER119, CD127, CD11b. (Modifiziert
nach: Sharma et al., Fxp Hematol, 2007; Akashi et al., Nature, 2000; Passegue et al., Proc Natl
Acad Sci USA, 2003; Gurish et al., Immunity, 2012)

Die Ausgangszellen sind die langlebigen unreifen Stammzellen (LT-HSC), deren
hamatopoetisches Entwicklungspotential noch nicht eingeschrankt ist.  Diese LT-
HSC sind jedoch nicht mehr totipotent!, wie es fiir die frithen embryonalen
Stammzellen typisch ist, sondern pluripotent?. So bilden diese Zellen den Ursprung
von Geweben, darunter die Zellen des Immunsystems. In diesem Stadium ist das

Selbsterneuerungspotential im Verglich zu den nachfolgenden Differenzierungsstufen am

!Totipotent = “zu allem fihig”, Befihigung einer Zelle einen kompletten Organismus zu bilden.
ZPluripotent = “zu vielem fihig”, Befihigung einer Zelle Organe auszubilden.
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hochsten, wohingegen kaum Proliferation stattfindet. Mit der Weiterentwicklung zu
den kurzlebigen reiferen Stammzellen (ST-HSC) ist das Potential zur Selbsterneuerung
eingeschrankt, wahrend die Zellen eine Steigerung der Proliferation zeigen. Das
nichste Stadium der multipotenten Vorlauferzelle (MPP) bildet eine Verzweigung zu
Myelopoese und Lymphopoese. Wahrend die Myelopoese im Knochenmark stattfindet,
wird die Lymphopoese teilweise aulerhalb des Knochenmarks in lymphatischen Organen
vollzogen. Die gemeinsamen myeloiden Vorlaufer (CMP) sind durch eine limitierte
Differenzierungskapazitat gekennzeichnet und konnen sich nur noch zu granulozytar-
monocytiren (GMP) oder zu megakaryozytéar-erythroiden Vorldufern (MEP) entwickeln.
Daraus entstehen endgiiltig ausgereifte Zellen, die ihre typischen Funktionen ausiiben
konnen, wie Pathogenabwehr bei neutrophilen Granulozyten oder Sauerstofftransport bei
Erythrozyten.

Die Abstammung der Mastzelle wird zur Zeit kontrovers diskutiert, weil es bisher noch
nicht gelungen ist, die unmittelbaren Mastzellvorlaufer im Blut oder anderen Geweben
zu detektieren. So gibt es Berichte, dass sich die Mastzellvorlaufer bereits von MPP im
Knochenmark abzweigen und die endgiiltige Differenzierung im Zielgewebe vollziehen [25].
Neuere Arbeiten schildern jedoch, dass diese von CMP [26,27] oder sogar von GMP [28]
abstammen konnen.

Die Myelopoese scheint in Kit-defizienten Mausen besonders beeintrachtigt zu sein, da
die Erythrozytenzahlen drastisch reduziert sind und die Mastzellen ganzlich fehlen. Die
Expression von c-Kit ist zwar auf einigen Vorlauferzellen der Lymphopoese ebenfalls

erhoht, eine c-Kit-Insuffizienz hat jedoch kaum Auswirkung auf ausgereifte Zellen.

1.3 Mause mit Kit-Mutationen als Werkzeuge in der

Mastzellforschung

Mastzellen besetzen nahezu jede Stelle im Koper, die der Auflenwelt, und somit
Pathogenen, zugewandt ist. Wie alle anderen Immunzellen stammen auch Mastzellen
von Vorlauferzellen im Knochenmark ab, wobei die endgiiltige Differenzierung erst im
Zielgewebe vollzogen wird [29].

Die ersten Funktionen der Mastzelle wurden vom Entdecker der Mastzelle, Paul Ehrlich,
bereits im Jahre 1877 postuliert. So verfolgte er die Annahme, dass die Mastzelle mit

ihren fetthaltigen Granula die Nachbarzellen mit Nahrstoffen versorgt (“méstet”) sowie
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eine schiitzende Funktion bei der Tumorentstehung besitzen kann. Spater wurden weitere
Funktionen, wie Phagozytose von Pathogenen, endokrine Funktionen, Lipidmetabolismus,
Kalziummetabolismus, Wachstumskontrolle, Blutgerinnung, Hamatopoese, lokale
Entgiftung, Blutdruckregulation, pH-Regulation, Temperaturregulation  und
Stressantworten postuliert, aber wegen fehlender Untersuchungsmodelle letztlich
nicht bewiesen [30].

Noch bis vor 20 Jahren hatte die Mastzelle nur ihre sichere Rolle als kritische
Hauptkomponente in der allergischen Entziindung (Typ-I-Allergie). In den letzten Jahren
hat sich das Wissen um die Mastzelle gewaltig erweitert. So wird die Mastzelle nun als
eine “Wachter”-Zelle des Immunsystems betrachtet, weil sie mafigeblich an der Abwehr
von Parasiten, Bakterien, Pilzen und Viren beteiligt ist [31,32]. Die Rolle von Mastzellen

in vivo konnte erst durch mastzelllose Mausmodelle gezeigt werden, wie in der Tab. 1

gezeigt.

Genotyp Mutation Phanotyp Aufhebung Aufhebung
der Mastzell- der Mastzell-
defizienz defizienz
durch durch
Injektion von Injektion von
SCF? Mastzellen?

SIS Sl (,Steel”) kodiert ein Allel fur Anamie, Ja Nein

SCF, welches eine umfangreiche | Melanozyten fehlen (weilles Fell),
Deletion in der kodierenden Keimzellen fehlen (Sterilitat),
Region enthalt. keine interstitiellen Cajal-Zellen,
SI4 (,Steel Dickie*) kodiert keine Mastzellen

l6sliches SCF, transmembrane

und zytoplasmatische Domé&nen

fehlen.

KitW/w-v W (,white spotting“) kodiert ein Anamie, Nein Ja
Allel fur c-Kit, keine Melanozyten fehlen (weiles Fell),
Oberflachenexpression, da die Keimzellen fehlen (Sterilitat),
Transmembrandoméne fehilt. keine interstitiellen Cajal-Zellen,
W-v (,viable white spotting®) Neutropenie,
kodiert eine Punktmutation in der | keine Mastzellen
Tyrosinkinase-Domaéne, welche
zu einer stark herabgesetzten
Aktivitat fuhrt.

KitW-sh sh (,sash”) kodiert eine Melanozyten fehlen (weiles Fell), Nein Ja
Inversion, die regulatorische keine interstitiellen Cajal-Zellen,
Elemente oberhalb des Neutrophilie,
Transkriptionsstartpunkts von keine Mastzellen
c-Kit betrifft.

Tab. 1: Haufig genutzte Stamme Mastzell-defizienter MAuse und deren Eigenschaften.
(Quelle: Heib et al., Br J Haematol, 2008)
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Bei diesen Modellen handelt es sich um spezielle Mause mit natiirlich vorkommenden
Mutationen von c-Kit oder SCF, die Mastzell-defizient sind. So fithren bestimmte
Kombinationen von Mutationen im W- oder Si-Lokus zu Mastzelllosigkeit in diesen
Mausen.

Durch Verwendung mastzellloser Mause kann gepriift werden, wie der normale Ablauf
der Prozesse in einem Organismus von der Abwesenheit der Mastzellen beeinflusst wird.
Der Vorteil dieser Modelle ist die Moglichkeit das Fehlen von Mastzellen aufzuheben. So
konnen die Mastzellen bei den SI/SI%-Miusen durch die zusitzliche Verabreichung von
SCF und bei den Kit"/W-"- bzw. Kit"V-*"-Mzusen direkt durch Injektionen ausgereifter
Mastzellen repopuliert werden. Daher gehoren die c-Kit-defizienten Mause zum “goldenen
Standard” in der Mastzellforschung.

Die WBB6F1-Kit"/Kit"="-Maus ist ein F1-Hybrid aus einer Kreuzung von WB/RelJ-
Kit" und C57BL/6-Kit"™, welcher phinotypisch von Sterilitit, Neutropenie, Animie
und dem Fehlen von Melanin in den Melanozyten gekennzeichnet ist. Der Grund dafiir
ist die Mutation des Kit"-Allels, welche einen funktionslosen Tyrosinkinase-Rezeptor zur
Folge hat, und die Punktmutation des Kit"-"-Allels, welche zu einer stark verminderten
Kinaseaktivitat fihrt [33]. Der komplexe genetische Hintergrund stellt hierbei die grofite
Herausforderung dar, weil ein adoptiver Transfer von Mastzellen nur mit genetisch
iibereinstimmenden Zellen moglich ist. Die Sterilitat sowie die anspruchsvolle und schwer
praktikable Zucht stellen ebenfalls einen Nachteil dar.

Dagegen ist das aktuellere C57BL/6- Kit"-*"-Mausmodell nicht von Sterilitit betroffen,
womit die Zucht leichter zu handhaben ist. Insgesamt weisen die Kit"-*"-Mause weniger
Anomalien (Tab. 1) als Kit"/"-"_Miuse auf und werden deshalb von Mastzellforschern
priferiert.  Interessanterweise bewirkt die Kit"/Kit"="-Mutation eine Neutropenie,
wohingegen die Kit"V-*"-Mutation im Gegensatz dazu nach bisherigen Erkenntnissen eine
Neutrophilie [34] verursacht. Ob der Einsatz dieser Mé&use die erzielten Ergebnisse
bei der Untersuchung von Mastzellfunktionen beieinflusst, wird durch Rekonstitutionen
mit BMMC! {iberpriift. Diese Rekonstitutionen konnen anhand von intravenosen,
intraperitonealen oder intradermalen Injektionen durchgefithrt werden, wobei die
Mastzellen jedoch anschliefend keine dem Wildtyp gleichende Organbesiedelung zeigen.
So wird beispielsweise nach einer intravenosen Verabreichung die Haut nicht besiedelt,

wéhrend in der Milz eine extrem hohe Anh&aufung von Mastzellen beobachtet wird [35].

IBMMC = bone marrow-derived mast cells.
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Desweiteren ist das Kit"-*"-Mausmodell wegen seines einheitlichen genetischen C57BL /6-
Hintergrunds hoch geschétzt, weil es dem Nutzer erlaubt auf einen grofien Pool an
definierten Knock-out-Mausen zuriick zu greifen und die daraus isolierten bzw. generierten
Mastzellen adoptiv zu transferieren. Standardmaflig werden hierfiir Mastzellen aus
Knochenmarkszellen im zytokinangereicherten Medium iiber mehrere Wochen generiert.
Somit kénnen sowohl die Rolle der Mastzelle selbst als auch ihrer freigesetzten Mediatoren
in bestimmten Erkrankungen untersucht werden. Grundsatzlich muss jedoch bedacht
werden, dass in allen Modellen die Rekonstitutionen mit Mastzellen in Tieren mit c-Kit-
Mutationen erfolgen.

Die Kit"W-*"-Mutation ist erstmals als eine Spontanmutation auf dem 5. Chromosom
bei Nachkommen von C3H/HeH x 101 H aufgetreten und wurde im Zusammenhang
mit der Mastzelldefizienz jedoch erst im Jahre 1982 beschrieben [36]. Das erste
heterozygote Weibchen hatte eine breite weile Schérpe (engl. sash) um den Leib, was
zur Namensgebung und zum Symbol W-sh gefiihrt hat. Die homozygoten Mutanten sind
durch ein durchgehend weifles Fell und schwarze Augen gekennzeichnet.

Die c-Kit-Expression ist in vielen Organen und Zellen adulter Kit"-*"-Mause vollig
normal. Von der Mutation in adulten Tieren sind hauptsachlich die Zellen betroffen, die
in der embryonalen Entwicklung eine relativ hohe c-Kit-Oberflachenexpression aufweisen.
Dazu ziahlen Mastzellen, ICC im Verdauungstrakt und Melanozyten. In Kit"-sh-
Embryonen zeigen alle diese Zellen eine mit dem Wildtyp vergleichbare c-Kit-Expression,
mit der fortschreitenden Zelldifferenzierung wird diese jedoch reduziert. Diese Ergebnisse
lieBen Duttlinger et al. im Jahre 1993 [37] darauf schliefen, dass von der Mutation
nicht die kodierende Region des Kit-Gens selbst betroffen ist, sondern vielmehr dessen
regulatorische Elemente. Wenig spater fand man heraus, dass es sich bei der W-sh-
Mutation um eine Inversionsmutation regulatorischer Elemente oberhalb des Kit-Lokus
handelt [38,39]. Und erst im Jahre 2008 zeigte die Arbeit von Nigrovic et al. [34], dass
es eine Inversion eines etwa 3 cM umfassenden DNA-Fragments ist, dessen 3’-Bruchstelle

etwa 72 kbp stromaufwarts des Transkriptionsstartpunktes von Kit liegt.
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

In den letzten Jahren erfolgte die Untersuchung der Mastzellfunktionen in wvivo
hauptsichlich mit mastzelllosen Kit"-*"-Miusen auf dem genetischen Hintergrund von
C57BL/6-Méusen. Die Untersuchung vieler Krankheitsmodelle erfordert jedoch die
Verwendung des genetischen BALB/c-Hintergrunds. Daher war das urspriingliche Ziel
dieser Arbeit die Kit"-*"Mutation vom C57BL/6- auf den BALB/c-Hintergrund zu
kreuzen, um die Moglichkeiten der Untersuchung von Mastzellfunktionen in vivo zu
erweitern.

Durch Riickkreuzung wurde so der Stamm mit der Bezeichnung C.B6-Kit"*" generiert.
In Einklang mit den Erwartungen erwies sich der neue Stamm ebenfalls als mastzelllos.
Dieser Stamm sollte jedoch auch dazu dienen, weitere Phinomene der Kit"-*-Mutation

auf Zellen des Immunsystems, insbesondere der Myelopoese, zu untersuchen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Plastikwaren

Alle Plastikwaren wurden steril bezogen.

2.2 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden, falls nicht anders angegeben, von den Firmen
Invitrogen (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Merck (Darmstadt) und Sigma Aldrich

(Schnelldorf) in pro analysis (p. a.) Qualitat bezogen.

2.3 Puffer und Kulturmedien

Zur Herstellung aller Fliissigkeiten wurde vollentsalztes (VE) Wasser verwendet. Vor
Gebrauch wurden alle Fliissigkeiten sterilfiltriert (0,2 pm) bzw. autoklaviert und
anschliefend bei 4°C aufbewahrt.

2.3.1 Puffer

ACK-Puffer

in VE-Wasser, 8,02 g/l NH4Cl, 0,1 g/l KHCOs3, 0,037 g/l EDTA, pH 7,3

Blockpuffer
in PBS, 1% BSA, 10% FCS

EDTA-Blutpuffer
in PBS, 30 mM EDTA, 0,01% NaNj;

Dynal-Puffer
in PBS, 0,1% BSA, 2 mM EDTA

Genomic Lysis Buffer

in VE-Wasser, 300mM NaCl, 25mM EDTA, 50mM Tris, 0,2% SDS, pH 8,0

Gey’s Lysepuffer
in VE-Wasser, 8,3 g/l NH,Cl, 1 g/l KHCOs, 0,037 ¢/l EDTA, pH 7,4
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GM-Puffer
in PBS, 0,5% BSA, 5 mM EDTA, 0,01% NaNj

Lysepuffer
in VE-Wasser, 7 M Harnstoff, 2 M Thioharnstoff, 5 mM DTT, 2% CHAPS

PBS
in VE-Wasser, 1,4 M NaCl, 0,1 M NaH,PO,, pH 7,2

TBE-Puffer
in VE-Wasser, 10,8 g/1 Tris Base, 5,5 g/l H3BO3, 2 mM EDTA

Poly-L-Lysine
in VE-Wasser, 100 mg/1 Poly-L-Lysine

2.3.2 Kulturmedien

BMDC-Medium
in ISCOVE’s, 5% FCS, 1 mM Natriumpyruvat, 2 mM Glutamin, 50 ng/ml GM-CSF

Fotales Kélberserum (FCS)

Das verwendete FCS wurde zunachst zur Inaktivierung von Komplementkomponenten 45
min bei 56°C im Wasserbad erhitzt und bis zur Verwendung bei 4°C aufbewahrt. Vor der
Verwendung wurde das FCS 15 min bei 600xg zentrifugiert, um denaturierte Bestandteile

zu entfernen. Nur die Uberstinde wurden verwendet.

ISCOVE’s
in VE-Wasser, 17,67 g/l IMDM-Pulver, 3,02 g/l NaHCOj3, 50 uM S-Mercaptoethanol, 100
[.U./1 Penicillin, 100 pug/1 Streptomycin, 15 mg/l Phenolrot, pH 7,2

Minimal Essential Medium (MEM)
in VE-Wasser, 10,58 g/l MEM-Pulver, 4,77 g/l HEPES, 100 1.U./l Penicillin, 100 pg/1
Streptomycin, pH 7,2

Physiologische Trypanblaulosung

Der Vitalfarbstoff Trypanblau kann nur in tote Zellen eindringen und lasst diese im
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Lichtmikroskop blau erscheinen. Lebende Zellen werden nicht angefarbt. Trypanblau
wurde zur Bestimmung der Lebendzellzahl in Zellsuspensionen eingesetzt. Folgende
Losungen A und B wurden im Verhéltnis 5:1 gemischt:

Losung A: 0,2% Trypanblau in VE-Wasser

Losung B: 4,25% NaCl

Testmedium

in ISCOVE’s, 5% FCS, 1 mM Natriumpyruvat, 2 mM Glutamin

2.4 Antikorper
2.4.1 Antikorper und Farbstoffe fiir die Durchflusszytometrie

Alle Antikorper waren entweder anti-Maus oder anti-Maus/Human und wurden nach
Herstellerempfehlungen verwendet.

CD3e-Biotin (500A2, BD)

CD4-Biotin (H129.19, eigene Produktion und Biotinylierung)
CD5-Biotin (53-7.3, BioLegend)

CD8a-Biotin (53-6.7, BioLegend)

CD11b-Biotin (M1/70, eBioscience)
CD11b-FITC (M1/70, eBioscience)

CD11c-APC (N418, eBioscience)

CD16/32-PE (2.4G2, BD)

CD16/32 gereinigt, als Fe-Block (93, eBioscience)
CD19-PECy7 (1D3, eBioscience)

CD34-FITC (RAM34, eBioscience)
CD45R(B220)-Biotin (RA3-6B2, BioLegend)
CD49b-APC (DX5, eBioscience)

CD117-PE-Cy7 (ACK2, eBioscience)
CD117-APC (ACK2, BioLegend)

CD127-Biotin (A7R34, BioLegend)

CD135-PE (A2F10, eBioscience)

CD150-FITC (9D1, eBioscience)

Fc.Rla (MAR-1, eBioscience)

Gr-1-Biotin (RB6-8C5, BioLegend)
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Ly6G-PE (1A8, eBioscience)

Ly6G-FITC (1A8, BioLegend)
Ly6C-PerCP-Cy5.5 (HK1.4, eBioscience)
Sca-1-APC (D7, BioLegend)

TER-119-Biotin (TER-119, BioLegend)
Streptavidin-PerCP (BioLegend)
Propidiumiodid (Vitalfarbstoff, Sigma-Aldrich)

2.4.2 Antikorper zur Depletion von Zellen

CD4 Dynabeads (L3T4, Invitrogen)
CD8 Dynabeads (Lyt2, Invitrogen)
Pan B Dynabeads (B220, Invitrogen)

2.4.3 Antikorper zur Anreicherung von Zellen

CD11b MicroBeads Kit (M1/70, Miltenyi)
Anti-Ly6G-Biotin und anti-Biotin-MicroBeads aus dem Myeloid-Derived Suppressor Cell
Isolation Kit (Miltenyi)

2.5 Mause

Die Mause waren zum Beginn der Experimente zwischen sechs und zehn Wochen alt und
wurden unter SPF (“specific pathogen free”) Bedingungen gehalten. Folgende Stdmme

wurden verwendet:

C57BL/6
Wildtyp-Stamm, ZVTE der Universitatsmedizin (Mainz).

C57BL/6-Kit"-sh
Freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Prof. Markus Maurer, Charité (Berlin),

Zucht in ZVTE der Universitatsmedizin (Mainz).

BALB/c
Wildtyp-Stamm, ZVTE der Universitatsmedizin (Mainz) oder JANVIER (Le Genest-

saint-Isle, Frankreich).
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C.B6-Kit"V"
ZVTE der Universitdtsmedizin (Mainz).

Cpagc’re/-/-
Freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Dr. Thorsten Feyerabend, Deutsches

Krebsforschungszentrum (Heidelberg).

2.6 Methoden der Zellkultur

Alle Arbeiten mit Zellkulturen wurden an einer sterilen Werkbank mit sterilen Glas- bzw.
Plastikmaterialien und Geraten durchgefiihrt. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in

einem COs-Inkubator bei 37°C und 5% CO,-Gehalt.

2.6.1 Bestimmung der Lebendzellzahl

Zur Bestimmung der Lebendzellzahl wurde ein Aliquot der Zellsuspension mit
physiologischer Trypanblau-Losung verdiinnt. Dabei farben sich die toten Zellen blau
an. Lebende Zellen konnen den Farbstoff aufgrund ihrer intakten Membran nicht
aufnehmen und erscheinen im Lichtmikroskop ungefarbt. Mittels einer Neubauer-
Zahlkammer (Kammertiefe 0,1 mm) wurde die Zahl der lebenden (= ungeférbten) Zellen
bestimmt. Nach Auszéhlen von 16 Einzelquadraten ergibt die ermittelte Zahl (N) durch
Multiplikation mit dem Verdiinnungsfaktor (V') und dem Kammerfaktor (10*) die Anzahl
der lebenden Zellen pro Milliliter (N x V x 10* = Zellzahl/ml).

2.6.2 Praparation von Einzelzellsuspensionen

Die Mause wurden je nach Anzahl mittels Genickbruch oder Kohlenstoffdioxidinhalation

getotet. Alle Medien und Zentrifugen waren auf 4°C gekiihlt.

Knochenmarkszellen

Die beiden Hinterbeine der getoteten Mause wurden vom Hiiftgelenk abgetrennt. Tibia
und Femur wurden von Knie und Fufigelenk getrennt und die Muskulatur entfernt. Zur
Desinfektion wurden die Knochen auflerlich mit Isopropanol gespiilt und zweimal mit
MEM gewaschen. Die Rohrenknochen konnten mit Hilfe einer Schere an beiden Enden
gedffnet und das Knochenmark mit einer Spritze (z. B. Kaniilengréfie 0,55x25 mm) und

MEM aus den Markhohlen ausgespiilt werden. Das gewonnene Knochenmarksgewebe
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wurde mit Hilfe einer Glaspipette resuspendiert, sodass eine homogene Zellsuspension
entstand. Die Zellsuspension wurde iiber ein Zellsieb filtriert (Porengréfie 70 pm),
um diese von groben Resten (z. B. Knochensplitter) zu befreien. Das Filtrat wurde
zentrifugiert (10 min bei 500xg), der Uberstand verworfen und durch Zugabe von 3ml
Gey’s Lysepuffer bzw. 1 ml ACK-Puffer wurden die enthaltenen Erythrozyten lysiert.
Nach ca. 2 min wurde die Reaktion mit 8 ml MEM + 2% FCS abgestoppt und die
Lebendzellzahl ermittelt. Die Zellen wurden wieder zentrifugiert und in einem definierten

Volumen an Testmedium aufgenommen, um die gewiinschte Zellzahl/ml zu erhalten.

Milzzellen (Splenozyten)

Die linke Flanke der getoteten Mause wurde mit Ispropanol desinfiziert, die Bauchdecke
aufgeschnitten und die Milz abgetrennt. Durch Zerreiben tiber einem Sieb (Porengriéfie 70
pm) und mehrmaliges Resuspendieren wurde eine homogene Zellsuspension hergestellt.
Die Reste an Bindegewebe wurden entfernt indem nach 10-miniitiger Sedimentation nur
der Uberstand verwendet wurde. Diese Einzelzellsuspension wurde zentrifugiert (10 min
bei 500xg), der Uberstand verworfen und durch Zugabe von 1 ml Gey’s Lysepuffer bzw.
1 ml ACK-Puffer die enthaltenen Erythrozyten lysiert. Nach ca. 2 min wurde die
Reaktion mit 8 ml MEM + 2% FCS abgestoppt. Falls dabei sichtbare Zellaggregate
entstanden, wurde die Zellsuspension durch ein Zellsieb (Porengréfie 70 pm) filtriert.
Die Splenozytenzahl wurde ermittelt, die Zellen wieder abzentrifugiert und in einem
definierten Volumen an Testmedium aufgenommen, um die gewiinschte Zellzahl/ml zu

erhalten.

Lymphknotenzellen

Das Fell an Kopf und Hals von getoteten Mausen wurde mit Ispropanol desinfiziert,
aufgeschnitten und die aurikularen Lymphknoten freigelegt. Durch Zerreiben
der Lymphknoten zwischen zwei mit PBS befeuchteten Objekttragern wurde eine
Zellsuspension hergestellt. Nach Resuspendieren und Filtration (Zellsieb mit Porengrofie
70 pum) wurde anschlieBend die Zellzahl ermittelt. Die Zellen wurden zentrifugiert (10
min bei 500xg) und in einem definierten Volumen an Testmedium aufgenommen, um die

gewiinschte Zellzahl/ml zu erhalten.

Blutzellen

Unmittelbar nach dem Abtoten der Méuse wurde die Bauchdecke geoffnet und die
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Vena cava inferior durchschnitten. 200-400 pl Blut wurden in 1 ml EDTA-Blutpuffer
aufgefangen und zentrifugirt (10 min bei 500xg). Zur Lyse der Erythrozyten wurde das
Zellpellet in 5 ml ACK-Puffer aufgenommen und die Reaktion nach 5 min durch die
Zugabe von 10 ml PBS abgestoppt. Die Blutzellen wurden abzentrifugiert und das Pellet
in 5 ml PBS aufgenommen. Die Zellzahl wurde ermittelt, Zellen wieder zentrifugiert und in
einem definierten Volumen an Testmedium aufgenommen, um die gewiinschte Zellzahl /ml

zu erhalten.

2.6.3 Depletion von B- und T-Zellen

Zur Entfernung von B- und T-Zellen (CD4"- und CD8*-Zellen) aus einer Zellsuspension
wurden die unerwiinschten Zellen mit superparamagnetischen Polystyrolkiigelchen
(Dynabeads, Invitrogen) markiert. Anhand magnetischer Einwirkung konnten diese

Zellen von der Zellsuspension getrennt werden.

Knochenmarkszellen

Folgende Berechnung wurde durchgefithrt: Im Knochenmark befinden sich etwa 20%
B-Zellen, wovon jede B-Zelle mit 8 Pan B Dynabeads markiert werden soll. Die
Knochenmarkszellen wurden, wie in Kapitel 2.6.2 beschrieben, aufbereitet und auf
10" Zellen/ml Dynal-Puffer eingestellt. ~ Nach der Zellzahlbestimmung wurde die
entsprechende Menge an Dynabeads in die Suspension gegeben und 20 min auf einem
Schiittler bei Raumtemperatur inkubiert. Durch Platzierung des Gefafles mit den Zellen
in einen Dynal-Magneten wurden alle B-Zellen an der Gefalwand gehalten, wahrend die

Suspension mit allen anderen Zellen vorsichtig abgezogen wurde.

Milzzellen (Splenozyten)

Folgende Berechnung wurde durchgefithrt: In der Milz befinden sich etwa 50% B-Zellen,
10% CD8"-T-Zellen und 10% CD4*-T-Zellen, wovon jede Zelle mit 8 Dynabeads markiert
werden soll. Die Milzzellen wurden, wie in Kapitel 2.6.2 beschrieben, zubereitet und
auf 107 Zellen/ml Dynal-Puffer eingestellt. Nach der Zellzahlbestimmung wurde die
entsprechende Menge an Dynabeads in die Suspension gegeben und 20 min auf einem
Schiittler bei Raumtemperatur inkubiert. Durch Platzierung des Gefafles mit den Zellen
in einen Dynal-Magneten wurden alle B- und T-Zellen an einer Gefalwand gehalten,

wahrend die Suspension mit allen anderen Zellen vorsichtig abgezogen wurde.
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2.6.4 Methylzellulose-Assay

Kolonie-Formations-Assay

™

Fiir die Kolonie-Formations-Assays wurde 1202-Methylzellulose (ColonyGEL ~ 1202
Mouse Complete Medium, CellSystems) verwendet, die bereits vom Hersteller mit den
wachstumssfordernden Zytokinen SCF, IL-3, IL-6, und Erythropoetin versetzt wurde.
Die Zellkultur im semisoliden Methylzellulosemedium erlaubt die erythroide und myeloide
Differenzierung und somit eine Aussage tiber das Proliferationspotential einzelner Zellen
zu treffen.

Milzzellen wurden, wie in Kapitel 2.6.2 beschrieben, aufbereitet und in ISCOVE’s auf
1x10° Splenozyten/ml eingestellt. Ein 2,25 ml-Aliquot Methylzellulose wurde mit 250
1l Splenozyten griindlich vermischt und als Duplikat zu je 1 ml mit einer Spritze und

stumpfer Kaniile ausplattiert. Nach 7-tagiger Inkubation wurden die Kolonien bestehend

aus mindestens 50 Tochterzellen ausgezahlt.

Differenzierungs- Assay

Fiir die Differenzierungs-Assays wurde 1201-Methylzellulose (ColonyGELTM 1201 Mouse
Base Medium, CellSystems) verwendet, die vor dem Versuchsbeginn zusétzlich mit 20
ng/ml M-CSF versetzt wurde. Damit wurde die monozytéare Differenzierung sowie das
Uberleben von Zellen gewihrleistet. Als Kontrolle diente ein Parallelansatz mit 1202-
Methylzellulose.

Milzzellen wurden, wie in Kapitel 2.6.2 beschrieben, aufbereitet und in ISCOVE’s auf
1x10° Splenozyten/ml eingestellt. Ein 2,25 ml-Aliquot Methylzellulose wurde mit 250
pul Splenozyten griindlich vermischt und als Duplikat zu je 1 ml mit einer Spritze und
stumpfer Kaniile ausplattiert. Nach 7-tagiger Inkubation die Zellen zusammen mit der
Methylzellulose geerntet und mit hohen PBS-Volumina dreimal gewaschen. Nach einer
Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen auf die gewiinschte Konzentration in GM-

Puffer eingestellt.

2.6.5 Generierung von dendritischen Zellen (BMDC")

Knochenmarkszellen wurden, wie in Kapitel 2.6.2 beschrieben, prapariert und zu 3x10°
Zellen /well einer 6-well-Suspensionsplatte in 4 ml BMDC-Medium ausplattiert. An Tag

2 wurden die Platten geschwenkt, um nicht-adhérente Zellen zu entfernen, und 3 ml

IBMDC = bone marrow-derived dendritic cells.
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Medium vorsichtig entnommen und durch frisches BMDC-Medium ausgetauscht. An Tag
4 wurden 3 ml Medium vorsichtig durch frisches BMDC-Medium ausgewechselt. An
Tag 6 wurden die BMDC geerntet, gezahlt und in die Versuche eingesetzt. Die durch
durchflusszytometrische Analyse ermittelte Reinheit der CD11c"-Zellen lag bei ca. 85%.

2.6.6 Proliferationstest

Um die Proliferation aktivierter T-Zellen zu untersuchen, wurde eine allogene gemischte
Lymphozytenreaktion (AMLR) angesetzt. Hierbei werden naive T-Zellen durch
Fremdantigene auf reifen dendritischen Zellen zur Proliferation angeregt. Dieses System
kann durch Zugabe suppressiver Zellen bzw. Inhibitoren moduliert werden. Hierzu
wurden 5x10* Lymphknotenzellen von BALB/c-Mausen (Kapitel 2.6.2) und 1,67x10°
dendritische Zellen von dem anderen genetischen Hintergrund C57BL/6 (Kapitel 2.6.5)
als Basis der AMLR bei 37°C inkubiert. Die Zugabe suppressiver Zellen und/oder der
Inhibitoren (Katalase, L-NMMA! oder nor-NOHA?) erfolgte gleich zu Beginn der Kultur.
Nach 4 Tagen Ko-Kultur wurden 0,5 xCi [*H]-Thymidin/Well gegeben und 20 h spéter
die Inhalte der einzelnen Wells mit Hilfe eines Zellerntegerites (Cell Harvester 1295-
001, LKB, Freiburg) durch einen Glasfaserfilter gesaugt, wobei nur Zellen auf dem Filter
zuriickgehalten wurden. Der Filter wurde 2-3 min in einer Mikrowelle getrocknet und
mit 10 ml Szintillationsfliissigkeit in einen Plastikbeutel eingeschweifit. Die Messung der
Radioaktivitit erfolgte in einem [-Fliissigszintillationsziahler (LKB Wallac). Dabei wird
die vom [*H]-Thymidin, welches in die DNA der Zellen eingebaut wurde, ausgesandte
radioaktive [-Strahlung iiber die Anregung von Losungsmittelmolekiilen auf einen
vorgeschalteten Szintillator ibertragen, der die Energie in Form von elektromagnetischer
Strahlung freigibt. Diese wird weiterhin vom Szintillationszahler iiber eine Photozelle als

Lichtimpuls verarbeitet und als counts per minute (cpm) angegeben.

2.7 In wvivo Versuche
2.7.1 Passive kutane Anaphylaxis

Zunéchst wurden die Mause mit Ketamin (Ratiopharm, 71,2 mg/Maus) und Rompun

(Bayer, 0,2 mg/Maus) durch eine intraperitoneale Injektion betdubt. Anschlieflend

'L-NMMA = NS-methyl-L-arginine citrate.
ZNor-NOHA = N“-hydroxy-nor-arginine.
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erfolgte eine intradermale Injektion von 1 ug anti-DNP! IgE in 30 ul PBS in ein Ohr
und 30 pl PBS als Kontrolle in das kontralaterale Ohr. Nach 24 Stunden wurden die
Mause mit Antigen (DNP-HSA?) provoziert. Hierzu wurden 100 pl einer 0,5%igen Evans
Blau-Losung in PBS mit 0,5 mg/ml DNP-HSA intravenos in die Schwanzvene injiziert.
Nach 30 min wurden die Tiere mit CO, abgetotet, die Ohren entfernt und gewogen. Die
Ohren wurden anschliefend zur Extraktion des Farbstoffes fiir 24 Stunden bei 55°C in
500 pl Formamid inkubiert. Die optische Dichte (OD) des extrahierten Farbstoffes wurde
bei einer Wellenlange von 620 nm photometrisch gemessen und diese mit dem Gewicht

des jeweiligen Ohres ins Verhéltnis gesetzt (mOD/mg Ohr).

2.7.2 Bestrahlung und Knochenmarkstransplantation

Die Mause wurden mit einer lethalen Dosis von 85 Gy in einer
Kleintierbestrahlungsanlage mit zwei Casium-137-Quellen bestrahlt und erhielten
danach autoklaviertes Trinkwasser versetzt mit Borgal?. Am nichsten Tag wurden
Knochenmarkszellen prapariert (Kapitel 2.6.2), auf 25x10° Zellen/ml in PBS eingestellt
und 200 pl davon intravenos injiziert. Acht Wochen spéater wurden die Mause in Versuche

eingesetzt.

2.7.3 Inokulation mit L1C2-Tumorzellen

Einige Tage vor der Behandlung wurde die L1C2-Tumorzellen aufgetaut und in
Testmedium kultiviert, um hohere Zellzahlen zu erhalten. Am Tag der Behandlung
wurden die L1C2-Zellen geerntet, zweimal in PBS gewaschen, gezahlt und auf 2x10°
Zellen/ml in PBS eingestellt. Die M&use wurden mit Ketamin (Ratiopharm, 71,2
mg/Maus) und Rompun (Bayer, 0,2 mg/Maus) durch eine intraperitoneale Injektion
betaubt und die beiden Flanken rasiert. An zwei Stellen jeder Flanke wurden 10° L1C2-
Tumorzellen in 50 pl PBS injiziert. Die Tumore wurden am Versuchsende ausgemessen

und der Mittelwert der Tumorflache aus vier Tumoren pro Maus errechnet.

'DNP = Dinitrophenyl ist ein Hapten. Haptene sind kleine organische Molekiile, die zur Gruppe der
Antigene gehoren, aber selbst keine Immunreaktion hervorrufen. Dies ist nur mdglich, wenn an ein
Trégerprotein gebunden sind.

2DNP-HSA = DNP ist an humanes Serumalbumin gebunden.

3Borgal = Antibiotikum, blockiert die Folsiure-Biosynthese von Bakterien.
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2.8 MACS!-gestiitzte Sortierung von Zellen

CD11b*-Zellen

Milz- oder Knochenmarkszellen wurden, wie in Kapitel 2.6.2 beschrieben vorbereitet, alle
B- und T-Zellen depletiert (Kapitel 2.6.3) und die CD11b*-Zellen aus diesem Zellgemisch
mittels MACS abgetrennt. Hierfiir wurde das CD11b MicroBead Kit der Firma Miltenyi
verwendet und nach Herstellerangaben verfahren.

In Kiirze, das Zellgemisch wurde mit den CD11b MicroBeads fiir 15 min bei 4°C inkubiert,
wodurch nur die CD11b"-Zellen gezielt markiert wurden. Es erfolgte ein Waschschritt (5
min bei 500xg) zur Beseitigung nicht gebundener MicroBeads. Beim Durchfluss der Zellen
durch eine magnetische Saule wurden nur die Zellen zuriickgehalten, die MicroBeads auf
der Zelloberflache gebunden hatten. Nach Entfernung des Magnetfelds konnten so die
CD11b"-Zellen eluiert werden.

Ly6Gt-Zellen

Milzzellen wurden, wie in Kapitel 2.6.2 beschrieben aufbereitet, alle B- und T-Zellen
depletiert (Kapitel 2.6.3) und die Ly6G*-Zellen aus diesem Zellgemisch mittels MACS
abgetrennt. Hierflir wurde das Anti-Ly6G-Biotin und Anti-Biotin-MicroBeads aus dem
Myeloid-Derived Suppressor Cell Isolation Kit (Miltenyi) der Firma Miltenyi verwendet
und nach Herstellerangaben verfahren.

In Kiirze, das Zellgemisch wurde mit Fc-Block fiir 10 min bei 4°C inkubiert, dann
das Anti-Ly6G-Biotin dazugegeben und weitere 10 min bei 4°C inkubiert. Nach einem
Waschschritt zur Beseitigung nicht gebundener Biotin-Ly6G-Molekiile wurde mit Anti-
Biotin-MicroBeads fiir weitere 15 min bei 4°C inkubiert. Es erfolgte ein Waschschritt
(5 min bei 500xg) zur Beseitigung nicht gebundener anti-Biotin-MicroBeads. Beim
Durchfluss der Zellen durch eine magnetische Saule wurden nur die Zellen zuriickgehalten,
die Anti-Ly6G-Biotin und Anti-Biotin-MicroBeads auf der Zelloberfliche gebunden
hatten. Nach Entfernung des Magnetfelds konnten so die Ly6G*-Zellen eluiert werden.
Die Zellen wurden gezahlt, zweimal mit PBS gewaschen und auf 25x10° Zellen/ml in PBS
eingestellt. Davon wurden pro Maus 200 ul intravenos injiziert oder 100 pl subkutan

verabreicht.

IMACS = Magnetic-Activated Cell Sorting.
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2.9 Durchflusszytometrische Analysen (FACS!)

Zellen konnen anhand ihrer Grofle und Granularitdat sowie der Expression verschiedener
Molekiile unterschieden werden. Um Zellen nach diesen Kriterien zu analysieren, bedient
man sich der Durchflusszytometrie. Hierbei werden die Zellen in einer Losung durch
eine Kapillare gesaugt und passieren im Sensormodul einzeln einen Laserstrahl. Aus dem
hierbei emittierten Licht konnen verschiedene Zelleigenschaften abgeleitet werden. Durch
Anfarbung der Probe mit Fluoreszenz-gekoppelten Antikérpern, die gegen bestimmte zu
untersuchende Merkmale gerichtet sind, kann sowohl die Oberflache als auch das Innere
einer Zelle untersucht werden.

Die Analysen erfolgten an den Gerdten FACS Canto (BD) oder FACS LSRII (BD) und die
Auswertung mit der Software FACS Diva (BD) oder FlowJo (Tree Star). Die Fluoreszenz-
gekoppelten Antikorper (Kapitel 2.4.1) wurden nach empfohlenen Konzentrationsangaben
der Hersteller eingesetzt. Die Zellhaufen aus zwei und mehr Zellen wurden nicht in die
Analyse einbezogen.

Fir die meisten Anwendungen wurde eine Féarbelosung mit ausgewéhlten
Fluoreszenzfarbstoffen und Fec-Block (gereinigtes anti-CD16/32) in  GM-Puffer
vorbereitet. Es wurden 10% Zellen in 50 pl dieser Férbelosung fiir 20 min bei 4°C
im Dunkeln inkubiert. Die Zellen wurden danach zweimal mit GM-Puffer gewaschen, in
200 pul GM-Puffer aufgenommen und durchflusszytometrisch analysiert.

Fiir die Untersuchung der frithen Hamatopoesestadien LT-HSC, ST-HSC und MPP
wurden 3x10° Zellen zunéchst mit biotinylierten Lineage-Antikorpern gegen CD3e, CD4,
CD5, CD8«a, CD45R (B220), TER119, Gr-1 und CD11b fiir 30 min bei 4°C inkubiert.
Danach erfolgten zwei Waschschritte und eine Markierung des Biotins mit PerCP-
konjugiertem Streptavidin fiir 30 min bei 4°C im Dunkeln. Nach zwei Waschschritten
erfolgte eine Farbung mit CD135 (Flt3) und CD150 (SLAM) fiir 45 min bei 4°C
im Dunkeln auf einem Schiittler. Die Zellen wurden danach zweimal mit GM-Puffer
gewaschen, in 500 pl GM-Puffer aufgenommen und durchflusszytometrisch analysiert.
Fiir die Untersuchung der Myelopoesestadien CMP, GMP und MEP wurden 3x10° Zellen
zundchst mit biotinylierten Lineage-Antikorpern gegen CD3e, CD4, CD5, CD8«, CD45R
(B220), TER119, Gr-1 und CD127 fiir 30 min bei 4°C inkubiert. Danach erfolgten zwei
Waschschritte und eine Markierung des Biotins mit PerCP-konjugiertem Streptavidin

fiir 30 min bei 4°C im Dunkeln. Nach zwei Waschschritten erfolgte eine Farbung mit

FACS = Fluorescence-Activated Cell Sorting.
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CD16/32 und CD34 fir 45 min bei 4°C im Dunkeln auf einem Schiittler. Die Zellen
wurden danach zweimal mit GM-Puffer gewaschen, in 500 ul GM-Puffer aufgenommen
und durchflusszytometrisch analysiert.

Fiir die Bestimmung der Zellviabilitdt wurde unmittelbar vor der Analyse Propidiumiodid

(1:200 aus 50 pg/ml Stammlosung) hinzugegeben.

2.10 FACS-gestiitzte Sortierung von Zellen

Die CD11b"-Zellen wurden, wie in Kapitel 2.8 beschrieben, angereichert und in GM-
Puffer auf eine Konzentration von 5x107 Zellen/ml eingestellt. Eine entsprechende Menge
an Fluoreszenz-gekoppelten Antikorpern gegen Ly6G, Ly6C, CD11b und Fe-Block wurde
dazu gegeben und 20 min bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Nach zweimaligem Waschen
wurden die CD11b*-Zellen entsprechend ihrer Oberflichenexpression mit Hilfe eines

Sortiergerdtes (FACS Aria und FACS Diva Software, beides von BD) aufgetrennt.

2.11 Molekularbiologische Methoden
2.11.1 Praparation von DNA

Milz

Die Milz wurde iiber einem Sieb zerrieben und in 3 ml Genomic Lysis Puffer
mit 0,5 mg/ml Proteinase K bei 55°C zum Aufbrechen der Zellwdnde sowie zur
Proteindenaturierung iiber Nacht inkubiert. Das gleiche Volumen an Phenol wurde
hinzu gegeben, homogenisiert und anschliefend zentrifugiert (5 min bei 600xg). Die
wissrige Phase des Uberstands wurde abgenommen und mit dem gleichen Volumen an
Chloroform vermischt, homogenisiert und zentrifugiert. Dieser Schritt wurde wiederholt.
Die Fallung der DNA erfolgte nun mit dem gleichen Volumen an Isopropanol. Nach einer
Zentrifugation wurde das Pellet mit kaltem 70%-EtOH zweimal gewaschen und getrocknet.
Das Pellet wurde in einigen ul TBE-Puffer gelost, die Konzentration bei einer Wellenléange
von 260 nm (UV-Vis-Spektrometer, Biomate 3) bestimmt und auf 0,5 mg/ml mit TBE-
Puffer verdiinnt. Die DNA wurde bis zur Verwendung bei -20°C aufbewahrt.

Schwanzspitzen

Etwa 1-1,5 mm der Schwanzspitze wurde abgetrennt und in 100 pl Genomic Lysis Puffer
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mit 0,5 mg/ml Proteinase K bei 55°C iiber Nacht inkubiert. Am nichten Tag wurden 30
pl dieser Losung mit 470 pl HoO versetzt und 5 min bei 95°C die DNasen inaktiviert.

Sortierte Zellen

Ein Zellpellet aus jeweils 10° Zellen wurde in 10 pl Genomic Lysis Puffer mit 0,5 mg/ml
Proteinase K gelost und bei 55°C fiir 3 h inkubiert. Dann wurde die Losung auf 30 ul
mit HoO aufgefiillt und 5 min bei 95°C die DNasen inaktiviert.

2.11.2 Genotypisierung

Mit Hilfe der konventionellen Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) ist es moglich
bestimmte DNA-Abschnitte durch 10%-107-fache Amplifikation nachzuweisen.  Die
praparierte DNA (siehe Kapitel 2.11.1) wurde mit folgenden Primern, Programmen und

Ansatzen verwendet:

Kit-8 forward 5-ACG TGA ATT CCT GGT CTA CAG AGC AAG ATC C-3&
Kit-8 reverse 5-ACG TGA ATT CAT TAA TGC AGT TCT CAT GAG ACC-3’

Programm fir Kit-8:

Vorheizen 98°C 30 sec

1. 98°C 30 sec
2. 60°C 30 sec

3. 72°C 2 min

Schritte 1-3 wurden 35x wiederholt.

PCR-Ansatz fir Kit-8:

5x Phusion Buffer High Fidelity (Finnzyme) 5 pul
ANTP (200 M) 0,5 1l

Phusion Polymerase (0,5 U) 0,25 ul

Primer (5 pmol) 1 pl

DNA (50 ng) 3 pl

H,0 15,25 4l
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Kit"-sh forward 5-AGG CTT GCA GCG CAT TAT-3’

Kit"-s" reverse 5-GAG GAT TCA TAG TTG TTC AAT GTC C-3’
WT forward 5-TTT GCA CGT GCT AGT TAC AC-3’

WT reverse 5-TTA AGA TGG CAC CCT GCT G-3’

Programm fiir Kit"-*" und WT nach Nigrovic et al. [34]:
Vorheizen 94°C 5 min

1. 94°C 20 sec
2. 67°C 30 sec
3. 72°C 1 min

4. 72°C 10 min

Schritte 1-3 wurden 35x wiederholt.

PCR-Ansatz fiir Kit"*" und WT:
5x GoTaq Green Buffer (Fermentas) 5 pul
ANTP (200 M) 0,5 1l

MgCly 2 pul

GoTaq Polymerase (0,5 U) 0,25 ul
Primer (5 pmol) 1 pl

DNA (50 ng) 3 pl

H,0 13,25 4l

Die amplifizierten DNA-Produkte wurden anschlieBend in einem 1,5% Agarosegel

elektrophoretisch aufgetrennt und anhand von Ethidiumbromid nachgewiesen.

2.12 Massenspektometrische Methoden

Die massenspektrometrischen Analysen wurden an unserem Institut von der darauf
spezialisierten Arbeitsgruppe von Dr. Stefan Tenzer durchgefiihrt. Die exakte

Vorgehensweise kann an dieser Stelle nur grob skizziert werden.
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2.12.1 Proteolytischer Verdau

Zellen wurden durch Zugabe von Lysepuffer lysiert und mittels Ultraschall homogenisiert.
Die Proteinkonzentration wurde danach mittels Pierce 660 nm Protein Assay (Thermo,
Rockford, IL) bestimmt und die Proteine (20 ug pro Probe) mit Trypsin (Trypsin Gold,
Promega) nach der FASP-Methode von Wisniewski [40] verdaut. Die Proteinlosung wurde
in wassriger 0,1% (v/v) Ameisensdure auf die Konzentration von 200 ng/ul verdiinnt und
mit 20 fmol/ul Enolase 1 (S. cerevisiae) als tryptischem Standard (Waters Corporation)

versetzt.

2.12.2 Massenspektrometrische Analyse

Die Fliissigchromatographie (LC) von tryptischen Peptiden wurde mit dem nanoAcquity
System (Waters Corporation, Eschborn) durchgefithrt, welches mit einer HSS-T3 C18
1,8 pm, 75 pum x 250 mm Saule ausgestattet war. Die Analyse der Peptide erfolgte
am Synapt G2-S Massenpektrometer (Waters Corporation) im positiven ESI-Modus mit
einer Auflosung von 25000 FWHM (full width half maximum) kombiniert mit einer
on-line Tonenmobilitatsauftrennung. Im Niedrigenergie MS-Modus wurden die Daten
bei konstanter Kollisionsenergie von 4 eV aufgenommen, im hochenergetischen Modus
zwischen 25 und 55 eV. So wurden Zyklen aus beiden Energiemodi generiert und alle 1,5

sec ausgelesen. Jede Probe wurde in vier Replikaten gemessen.

2.12.3 Prozessierung der Daten und Identifizierung von Proteinen

Die generierten LC-Massenspektrometrie Daten wurden mit der Software ProteinLynx
GlobalSERVER (PLGS) (Version 2.5.2, Waters Corporation) prozessiert und mit
bekannten Maus-Proteinen in der Uniprot-Datenbank abgeglichen. Zusatzlich wurde
nach Sequenzen von Enolase 1 (S. cerevisiae), bovinem Trypsin und hamanen Keratinen
gesucht. Die falschpositive Rate fiir die Proteinidentifizierung wurde anhand einer Suche
in einer dreifach randomisieten Datenbank sowie zusatzlichen Prozessierungsschritten
unter Beriicksichtigung von Isoformen, Homologien, Replikaten und Score-Filter auf
unter 0,3% reduziert [41]. So wurden nur Proteine berticksichtigt, die einen PLGS
Identifizierungsscore von mindestens 250 zeigten und mindestens zweimal aus zwei
Replikatmessungen durch eindeutige Peptidsequenzen aus sechs oder mehr Aminoséuren

einem Protein zugeordnet werden konnten.
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2.13 Histologische Methoden
2.13.1 Praparation von Ohrgewebe und Farbung von dermalen Mastzellen

Die Ohren der abgetoteten Maiuse wurden abgeschnitten, in einer 4%igen
Paraformaldehydlosung (Roth) iiber Nacht fixiert und in Paraffin eingebettet. Es wurden
5 pm diinne Langsschnitte an einem Mikrotom angefertigt und auf Objekttrager gelegt.
Die Gewebsschnitte wurden 10 min in Xylol entparaffiniert und in einer absteigenden
Alkoholreihe (100%, 95%, 70%, 50%, 0% EtOH in H,0) fiir jeweils 5-10 min rehydriert.
Nach einer kurzen Trocknung wurden die Schnitte 1 h in Blockpuffer inkubiert. Die
Férbung in Blockpuffer mit 2 mg/ml Avidin-Alexa Fluor 488 (Invitrogen) erfolgte fiir 1
h in einer feuchten Kammer. Die Schnitte wurden danach zweimal in PBS gewaschen,
getrocknet, mit Entellan eingedeckt und am Fluoreszenzmikroskop (BZ 8000, Keyence)
untersucht. Die Grundlage der Farbung beruht auf der Fahigkeit des Glykoproteins

Avidin an Heparin zu binden, welches in den Mastzellgranula enthalten ist.

2.13.2 Anfertigung von Zytospins und Farbung von Zellen

Die Objekttrager wurden zunachst fiir 5 min mit Poly-L-Lysin beschichtet und getrocknet.
10 Zellen wurden auf beschichteten Objekttrager zentrifugiert und fiir 1 h getrocknet.
Die Farbung erfolgte mit dem Hemacolor Set (Merck) nach Herstellerangaben. In Kiirze,
die Objekttrager wurden 3x fiir einige Sekunden in Losung 1 zum Fixieren eingetaucht,
5x in Losung 2 und 3x in Losung 3 zum Farben. Die iiberschiissige Farbe wurde mit
Puffer nach Weise oder Leitungswasser abgespiilt, die Cytospins getrocknet, mit Entellan
eingedeckt und am Fluoreszenzmikroskop (BZ 8000, Keyence) in der Hellfeld-Einstellung

untersucht.

2.14 Statistische Methoden

Statistische Analysen wurden mittels t-Test (zweiseitig, ungepaart) durchgefiihrt.
Unterschiede wurden als signifikant betrachtet, sobald p<0,05 ergab. Die Werte wurden
als Mittelwerte mit Standardabweichung dargestellt.
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3 ERGEBNISSE

Mastzell-defiziente Mause mit Mutationen im “white spotting” (W) Lokus gehéren
zu den wichtigsten Werkzeugen zur Untersuchung von Mastzellfunktionen in wvivo.
Der Einsatz solcher Mause ermoglichte bisher das Wissen iiber Mastzellfunktionen
in angeborener und adaptiver Immunitét entscheidend zu erweitern [42]. Da alle
bisherigen Erkenntnisse iiber die Mastzellfunktionen in vivo auf die WBB6F1-Kit"W/W-
und C57BL/6- Kit"-*"/W-sh_Miuse mit entweder gemischtem oder einheitlichem C57BL/6-
Hintergrund zuriickzufiihren sind, war zur Untersuchung der Rolle von Mastzellen bei der
Entstehung allergischer Erkrankungen und fiir die Beseitigung parasitarer Infektionen ein
Th2-dominiertes Immunprofil wiinschenswert. Im Gegensatz zu C57BL/6-Méusen neigen
die BALB/c-Mause viel stiarker dazu, Th2-Immunantworten zu generieren.

Mastzell-defiziente Kit"-*"-Miuse auf dem genetischen Hintergrund des BALB/c-
Inzuchtstammes wurden von unserer Arbeitsgruppe urspriinglich mit dem Ziel generiert,
die Auswirkungen der An- bzw. Abwesenheit von Mastzellen in einem zu Th2-
Imunantworten neigenden Mausstamm zu untersuchen [43]. Dariiber hinaus wurde dieser
Stamm auch fiir die der vorliegenden Arbeit zu Grunde liegenden Experimente eingesetzt.
Daher wird im Folgenden auf die Herstellung des Mastzell-defizienten BALB /c-Stammes

mit der Bezeichnung C.B6-Kit""*" niher eingegangen.

3.1 Identifikation eines mit der Kit"-*"-Mutation gekoppelten
DNA-Polymorphismus und Generierung von Mastzell-

defizienten C.B6-Kit"-s"-Miusen

Die Kit"-s"-Mutation bei C57BL/6-Tieren ist phinotypisch durch eine weile Schirpe
um den mittleren Teil des Leibes auf ansonsten dunklem Fell bei heterozygoten Tieren
gekennzeichnet [35,36]. Die homozygoten Tiere sind durch ein weiles Fell und schwarze
Augen leicht erkennbar. Der BALB/c-Stamm ist jedoch albinotisch, was eine optische
Typisierung bereits am Anfang einer Kit"-*"-Zucht unmoglich machen wiirde. Die
Identifikation der Mutation auf DNA-Ebene wurde somit unerlésslich.

Es war geplant, den Bereich um die zu Beginn dieser Arbeit nur ungenau lokalisierte
3’-Bruchstelle der Inversionsmutation oberhalb des c-Kit-Gens mittels “primer walking”
abzutasten, bis keine Amplifikation durch PCR mehr moéglich war. Danach sollte,

ausgehend von nur einer bekannten Primersequenz, der flankierende und durch die
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Inversion benachbarte unbekannte Sequenzabschnitt durch Inverse PCR identifiziert
werden  [44]. Zufallig aber wurde wéhrend des “primer walking” ein DNA-
Langenpolymorphismus entdeckt, welcher mit der Kit"-*"-Mutation gekoppelt ist. Dieser
Langenpolymorphismus liegt in unmittelbarer Nahe der 3’-Bruchstelle der Inversion, die

parallel durch Nigrovic et al. beschrieben wurde [34].

Kit-13/-8
9 e
Kit-13/-11

Kit-1/-13

Kit-2/-13

v

Kit-2/-8

Kit-2/-11

¥

Kit-7/-11

Transkriptionsstartpunkt
fur c-Kit

Abb. 3: Der Einsatz der “primer walking strategy” zur Lokalisation der 3’-
Bruchstelle der Inversionsmutation oberhalb des eigentlichen c-Kit-Gens. Es ist der
Bereich vor dem Transkriptionsstartpunkt des c-Kit-Gens auf dem Chromosom 5 dargestellt.
Zur Bestimmung der 3’-Bruchstelle wurden zahlreiche Primerkombinationen verwendet. Der
Transkriptionsstartpunkt von c-Kit wurde per definitionem als +1 bp gesetzt (Position
75.971.041, Ensembl, release 49) und die Inversion liegt etwa bei 67,5 kbp stromaufwirts davon.

Das schrittweise Vortasten an die Mutationsposition mittels der “primer walking strategy”
(Abb. 3) erlaubte es, die 3™-Bruchstelle der Kit"-*"-Inversion in C57BL/6-Kit"*" durch
den Einsatz vieler Primerkombinationen prazise zu lokalisieren. Auflerdem war es mit dem
Kit-8-Primer moglich, einen Langenpolymorphismus in einer PCR-Reaktion festzustellen,

welcher angrenzend an die 3’-Bruchstelle von Kit"-" liegt.
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Abb. 4: Identifikation des mit der Kit"*"-Mutation gekoppelten DNA-
Polymorphismus. A, PCR mit Produkten des Kit-8-Primers unterschiedlicher Grofle
stromaufwirts des c-Kit in C57BL/6, BALB/c und C57BL/6-Kit"*". B, Schematische
Reprisentation der Kit"-*"-Mutation auf dem Chromosom 5. Die Pfeile zeigen 5- und
3-Bruchstellen mit ihren Positionen (Ensembl, release 49), die zu einer Inversion von 3
Mbp stromaufwirts von c-kit und zu einer Unterbrechung des Corin-Gens fithren. Der
Léangenpolymorphismus der PCR ist auf eine Region nahe der 3’-Bruchstelle zuriickzufiihren

und basiert auf Integration von kleinen repetitiven Sequenzen in Kit"=" Ein zusitzlicher

Basenaustausch an der Position 75.904.384 ist durch einen Stern markiert.

Wie in der Abb. 4A gezeigt, ist der in der PCR-Reaktion festgestellte
Langenpolymorphismus in einem 0,8 bis 1,1 kbp groflen Fragment zu beobachten, welcher

durch Insertionen von GGA- und GAA-Motiven angrenzend an die 3’-Bruchstelle von

Kit"-h verursacht wird (Abb. 4B).

Nachdem der Polymorphismus auf DNA-Ebene identifiziert wurde, konnte die Kit"-"-
Mutation durch Kreuzung in die albinotischen BALB/c-M&ause eingebracht und
nachgewiesen werden. Interessanterweise unterscheidet sich die PCR-Produktgrofie dieses
Sequenzbereichs auch zwischen den Stammen C57BL/6 und BALB/c. Bei der Kreuzung
der Kit"-"-Mutation von C57BL/6-Kit"*" auf BALB/c war es moglich, nicht nur die
genetische Mutation mittels PCR in den Nachkommen zu verfolgen, sondern auch die
Wildtyp-Allele von BALB/c und C57BL/6 zu unterscheiden. Das Auftreten kurzer
repetitiver Sequenzen in diesem Abschnitt konnte ein Hinweis sein, weshalb es durch
Rekombinationen iiberhaupt zu einer spontanen Inversionsmutation gekommen ist, die
1982 erstmals beschrieben wurde [36].

Beruhend auf dieser Genotypisierungsstrategie wurden kongene Mastzell-defiziente Mause

auf BALB /c-Hintergrund generiert, indem heterozygote Kit*/"W-**-Muse iiber mindestens

neun Generationen auf den BALB/c-Hintergrund gekreuzt wurden. Die Mastzell-
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defizienten C.B6-Kit"-*"-Mause sowie dazugehorige Wildtyp-Kontrolltiere erhielt man,
indem heterozygote Nachkommen der 9. und 10. Generation untereinander verpaart

wurden.

3.2 Phianotypische Charakterisierung der C.B6- Kit"-*""Miuse

Zunachst war es wichtig festzustellen, ob die neu generierten Mause eine Mastzelldefizienz
aufweisen und welche Wirkung die Kit"-*"-Mutation auf andere Zellpopulationen ausiibt.
Hierzu wurden mastzelllose Méause mit den Wildtypen der Stdimme BALB /c und C57BL /6
verglichen.

Durch Anwendung des Modells der passiven kutanen Anaphylaxis (passive cutaneous
anaphylaxis - PCA) war es moglich, die An- bzw. Abwesenheit von dermalen Mastzellen
zu untersuchen. Die dermalen Mastzellen wurden zunéchst lokal mit spezifischem
monoklonalem IgE, das durch subkutane Applikation in das Ohrgewebe injiziert wurde,
beladen. AnschlieBend wurden die mit IgE beladenen Mastzellen durch systemische Gabe
von Antigen aktiviert. Das Ergebnis ist die klassische Reaktion des Soforttyps, d. h. eine
rasche Degranulation der Mastzellen verbunden mit Mediatorfreisetzung, was lokal zu
einer erhohten Gefafipermeabilitat fithrt. Um die Starke der Mastzellaktivierung messen
zu kénnen, wurde das Antigen in Kombination mit einem Farbstoff i.v. injiziert. Eine
erhohte Gefapermeabilitat erlaubt den Austritt des Farbstoffes aus den Geféflen in das
umliegende Gewebe. Zur Quantifizierung kann der Farbstoff danach aus dem Ohrgewebe

extrahiert und photometrisch gemessen werden.
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Abb. 5: C.B6-Kit"-*"-Miuse entwickeln keine passive kutane Anaphylaxis. Durch
intradermale Injektion von 1 pg DNP-spezifischem IgE ins rechte Ohr wurden die lokalen
Mastzellen sensibilisiert und 24h spéter durch i.v. Injektion von Antigen, 0,5mg/ml DNP-HSA,
zusammen mit 0,5% Evans Blau aktiviert. 30 min nach der Injektion wurden die Tiere getotet,
der Farbstoff aus den Ohren extrahiert und der Gehalt photometrisch bestimmt. A, Wenige
Minuten nach der Antigeninjektion tritt eine Blaufirbung in den mit IgE sensibilisierten Ohren
auf. B, Zur Quantifizierung des extrahierten Farbstoffes Evans Blau wurde die Absorption bei
620nm gemessen. Die gemessene Absorption (OD = optische Dichte) des extrahierten Farbstoffes
wurde pro mg des gewogenen Ohrgewebes errechnet. n=>5-7 Tiere pro Gruppe.

Wie aus der Abb. 5 hervorgeht, entwickeln die C.B6-Kit"-*"-Tiere keine passive kutane
Anaphylaxis auf Grund der Mastzelldefizienz. Dass mastzelllose C57BL/6- Kit"-"-Mzuse
ebenfalls keine passive kutane Anaphylaxis entwickeln, wurde bereits im Jahre 2007 in
der Arbeit von Zhou et al. [45] gezeigt.

AuBerdem ist noch zu erkennen, dass die Mause des Stammes C57BL/6 im Gegensatz zu
den BALB/c-Tieren eine deutlich intensivere Antwort nach Antigeninjektion entwickeln,
was mit den bereits publizierten Daten von Noguchi et al. [46] ibereinstimmt. Die
Autoren zeigen in witro, dass durch Antigen-Kreuzvernetzung aktivierte C57BL/6-
BMMC! hohere Mengen an praformierten proinflammatorischen Mediatoren, wie beta-
Hexosamindase und Histamin aus den Granula freisetzen. Dagegen sind die BALB/c-
BMMC in der Lage, hohere Megen an proinflammatorischen Mediatoren de novo zu
synthetisieren. Unterschiedliche Anzahlen von Mastzellen in der Ohrhaut (Abb. 6A)

konnen als Ursache jedenfalls ausgeschlossen werden.

IBMMC = bone marrow-derived mast cells, in vitro-Aquivalent fiir mukosale Mastzellen.
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Abb. 6: C.B6-Kit"-s"-Miuse sind Mastzell-defizient. A, Ohren und B, Lungen wurden
zunédchst mit Formaldehyd fixiert, in Paraffin eingebettet und anschlieBend geschnitten. Der
Mastzellnachweis erfolgte mittels Auszahlung der mit fluoreszenzgekoppeltem Avidin gefirbten
Zellen. C, Durch Peritoneallavage isolierte Zellen wurden mittels FACS auf die Expression
von FceRI und c¢-Kit (CD117) untersucht. Die doppelt positiven Zellen wurden als Mastzellen
identifiziert. n=8-14 Tiere pro Gruppe. n.d.=nicht detektierbar.

Histologische = Untersuchungen unterschiedlicher =~ Gewebeproben bestatigen die
Mastzelldefizienz der generierten C.B6-Kit"-*"-Tiere. In Abb. 6 ist veranschaulicht,
dass in der Ohrhaut der Tiere mit der Kit"-*-Mutation keine Mastzellen aufzufinden
sind. Dies trifft auf die beiden genetischen Hintergriinde gleichermafien zu. Weiterhin
beobachtet man in den Lungen der BALB/c-Mause ein leicht erhohtes Vorkommen der
Mastzellen, im Peritoneum dagegen ist es umgekehrt.

Eine weitere Fragestellung war, inwieweit die Expression des Oberflachenrezeptors c-Kit
auf anderen Zelltypen beeintrichtigt sein konnte, wenn eine Kit"-*"-Mutation vorliegt.
Hierzu wurden Einzelzellsuspensionen von Knochenmark und Blut hergestellt und mittels

FACS auf die Expression von c-Kit untersucht.
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Abb. 7: Die Expression von c-Kit ist in C.B6-Kit"**M#usen kaum beeintrichtigt.
Zellen aus Knochenmark und Milzen wurden mittels FACS auf die Expression von c-Kit
untersucht und als prozentualer Anteil dargestellt. n=8-13 Tiere pro Gruppe.

Wie in der Abb. 7 dargestellt, scheint die Expression durch die Kit"-*"-Mutation im
Knochenmark unbeeinflusst zu sein, wobei die C57BL/6-Méause eine allgemein hohere
c-Kit-Expression aufweisen. Dieser stammspezifische Unterschied ist in geringerem
Mafle auch in der Milz zu beobachten. Auffillig ist die erhohte Expression von c-Kit
in den Milzen der C57BL/6-Kit"-*"-Miuse, was mit bereits publizierten Ergebnissen
tibereinstimmt [34]. Eine geringe, aber dennoch statistisch signifikante Erhohung c-Kit-
exprimierender Zellen ist in den Milzen der C.B6-Kit"-*"-Miuse zu beobachten. Im
Knochenmark ist jedoch kein Unterschied zwischen Wildtypen und Kit"-*"-Miusen zu
beobachten.

Da Kit"*"-Mause keine detektierbaren Mastzellen aufweisen, konnte moglicherweise
ein anderer Zelltyp mit ahnlichen Funktionseigenschaften, wie z. B. die basophilen
Granulozyten, vermehrt vorkommen. Daher wurde untersucht, ob der Anteil der
basophilen Granulocyten durch das Auftreten der Kit" *"-Mutation beeinflusst wird.
Hierzu wurden Proben vom Knochenmark und Blut entnommen und mittels FACS der

Anteil der basophilen Granulocyten bestimmt.
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Abb. 8: Die Kit"*"-Mutation hat Einfluss auf das Vorkommen basophiler
Granulozyten im Blut. Zellen aus Knochenmark und Blut wurden mittels FACS auf die
Expression von Fc.RI und CD49b untersucht und als prozentualer Anteil doppelt positiver
Zellen dargestellt. n=5-13 Tiere pro Gruppe.

Wie in der Abb. 8 zu erkennen ist, bleibt der Anteil basophiler Granulozyten im
Knochenmark von der Kit"-*'-Mutation unbeeinflusst. Im Blut hingegen fiihrt die
Kit"-*h_Mutation in BALB/c zu einer moderaten VergroBerung und in C57BL/6 zu einer
leichten Verminderung der Population basophiler Granulozyten. Auffallig ist weiterhin
die stammspezifische relative Expansion basophiler Granulozyten im Blut von BALB/c-

Mausen, was mit den offentlich zugénglichen Daten von MPD! {ibereinstimmt.

IMPD = Mouse Phenome Database (http://phenome.jax.org), C57BL/6 vs. BALB/c.
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Abb. 9: Die Kit"-*"-Mutation verursacht eine Abnahme der B-Zellpopulation. Zellen
aus Knochenmark, Blut, Milz und Lymphknoten wurden mittels FACS auf die Expression von
CD19 untersucht und als prozentualer Anteil dargestellt. n=>5-21 Tiere pro Gruppe.

Im Hinblick auf die CD19-positiven B-Zellen kann eine moderate Reduktion in M&ausen

mit Kit"-s"-Mutation ermittelt werden.

Wie aus der Abb. 9 hervorgeht, lasst sich diese Tendenz in beiden Stammen nachweisen.

Da c-Kit eine auflerordentlich wichtige Komponente in der Hamatopoese darstellt [47],

wurden weitere Zelltypen auf Veranderungen in der prozentualen Zusammensetzung

untersucht. So wurden CD4- und CD8-positive Lymphozyten sowie CD11c-exprimierende

dendritische Zellen in Thymus, Lymphknoten, Milz und Blut analysiert. Es konnte jedoch

kein Unterschied in den jeweiligen Zellzahlen festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 10: Massive Expansion von Zellen mit dem Phainoptyp neutrophiler
Granulozyten in Milzen Mastzell-defizienter Mause. Zellen aus Knochenmark, Blut
und Milz wurden mittels FACS auf Ko-Expression von Gr-1 und CD11b untersucht und deren
prozentuale Anteile dargestellt. n=9-23 Tiere pro Gruppe.

Die Ergebnisse der Analyse doppelt positiver Gr-1/CD11b Zellen (Abb. 10) zeigen
deren generelle Expansion in den Tieren auf dem BALB/c-Hintergrund, was im Einklang
mit den Ergebnissen der MPD steht. In den Milzen der C57BL/6-Tiere verursacht die
Kit"-*h_Mutation eine markante Expansion doppelt positiver Gr-1/CD11b Zellen, nicht
aber in Blut und Knochenmark. Eine &hnliche Situation ist in den Tieren des BALB/c-
Hintergrundes zu beobachten, wobei dort der Unterschied in den Milzen noch drastischer
ausgepragt ist.

Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass die Kit"-*"-Mutation in beiden Stdmmen in die
hamatopoetische Entwicklung mancher Zelltypen eingreift. Die systemische Abwesenheit
der Mastzellen bei erwachsenen Tieren ist nicht die einzige Auswirkung der Mutation,
es sind vor allem die doppelt positiven Gr-1/CD11b Zellen, deren verstirkte Expansion
in den Milzen Kit"-*"-Tiere beider Stimme auftritt und insbesondere bei C.B6-Kit"-"-

Mausen extrem ausgepragt ist.
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3.3 Die Kit"-*""Mutation verursacht Verinderungen in der

Hamatopoese

Wie die Abb. 10 zeigt, ist eine deutliche Erhohung CD11b und Gr-1 ko-exprimierender
Splenozyten in Kit"-*"-Mausen zu beobachten.

Das Ziel weiterer Experimente war demnach zu untersuchen, was die Ursache fiir diese
mogliche Neutrophilie ist. Eine niedrigere Sterberate oder eine erhohte Proliferationsrate
der doppelt positiven Gr-1/CD11b Zellen konnten als Ursachen nach bereits wenigen
Versuchen ausgeschlossen werden. Beide Parameter unterscheiden sich kaum zwischen
Mutanten und Wildtyp-Tieren (Daten nicht gezeigt). Somit kénnen nur héhere Zahlen
von Vorlauferzellen die Erklarung des Phanomens liefern.

Von Nigrovic et al. [34] wurde erstmals beschrieben, dass C57BL/6- Kit"-*"-Mause
eine Splenomegalie ausbilden. Aufbauend auf diesem Befund wurde untersucht, ob
sich in C.B6-Kit"-*"-Mausen ebenfalls eine Splenomegalie bildet und, falls ja, dies auf
extramedullare Hamatopoese in der Milz zurtichzufiihren ist.

Hierzu wurden Milzen von BALB/c und C.B6-Kit"-*" pripariert, gewogen und
die Finzelzellsuspension in mit wachstumfordernden Zytokinen angereichertem

Methylcellulose-Medium eine Woche lang kultiviert.
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Abb. 11: Kit"-*h.Miuse weisen eine Splenomegalie und einen erhéhten Anteil
proliferierender Splenozyten auf. Milzen von 10 Wochen alten C.B6-Kit" " und von
dazugehorigen Wildtypen wurden gewogen (A), eine Einzelzellsuspension hergestellt und zu
je 10° Zellen in einem mit Wachstumsfaktoren (IL-3, IL-6, SCF und Epo) angereichertem
Methylcellulose-Medium fiir eine Woche ausplattiert. Anschlieend wurden die Zellkolonien
aus mindestens 50 Zellen ausgezihlt (B). n=4-13 Tiere pro Gruppe.

Die Abb. 11A veranschaulicht das dreifach erhohte Milzgewicht in Kit"-*"-Tieren im
Vergleich zu den jeweiligen Wildtyptieren. Auch fillt in Abb. 11B das massive
Vorkommen von Zellen mit hohem Proliferationspotenzial unter den Kit"-*"-Splenozyten

auf.
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Dieses Ergebnis deutet auf extramedullire Himatopoese in den Milzen von Kit"-sh-
Tieren hin, weshalb im néchsten Schritt die Anteile undifferenzierter hamatopoetischer
Vorlauferzellen bestimmt wurden.

Milz- und Knochenmarkzellen von BALB/c und C.B6-Kit"=*" wurden mit Antikérpern
gegen definierte Molekiile auf der Oberfliche ausdifferenzierter Zellen markiert!, um Zellen
aus der Analyse ausschlieen zu konnen, die bereits ausdifferenziert sind. Die restlichen,

unreifen Vorlauferzellen werden als “Lineage negative” Zellen bezeichnet.
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Abb. 12: In den Milzen der C.B6-Kit"-*"-Miuse akkumulieren unreife “Lineage-
negative” Zellen. Milz- und Knochenmarkzellen von BALB/c und C.B6-Kit"*" wurden
mit biotinylierten Antikérpern spezifisch gegen CD3e, CD4, CD8, CD5, CD45R (B220), Grl,
CD11b, CD127 und TER119 markiert und mit PerCP-gekoppeltem Streptavidin angeférbt.
Anschliefend wurde der Anteil der Lineage-negativen Zellen durchflusszytometrisch bestimmt.
In A sind die fiir die jeweilige Gruppe stellvertretenden Histogramme sowie die prozentualen
Anteile Lineage-negativer Zellen in der Milz dargestellt. In B die fiir Knochenmark. n=4-6 pro
Gruppe.

Aus der Abb. 12 geht hervor, dass in den Milzen der C.B6-Kit"-*"-Miuse vermehrt
Lineage-negative Zellen vorkommen, wohingegen im Knochenmark kein Unterschied zu
Wildtypen zu beobachten ist. Im Blut jedoch kann, bei ohnehin sehr geringem Anteil von

Lineage-negativen Zellen, kein Unterschied beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).

Lineage Marker Mix aus CD3e, CD4, CDS8, CD5, CD45R (B220), Grl, CDI11b, CD127 und
TER119. Ausdifferenzierte T-Zellen, B-Zellen, neutrophile Granulozyten, Monozyten, Makrophagen und
Erythrozyten werden markiert.
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Weiterhin wurde prazisiert, um welche Vorlaufer es sich unter den Lineage-negativen
Zellen in den Milzen der Kit"*"-Miuse genau handelt. Hierfir wurden die
hdmatopoetischen Vorlaufer nach den von Passegue et al.  [48] und Akashi et
al. [49] beschriebenen Methoden durchflusszytometrisch untersucht. Somit war es
moglich, die unreifen (LT-HSC') und die reiferen Stammzellen (ST-HSC?) von den
multipotenten Vorlaufern (MPP?) zu unterscheiden. Ein Teil der MPP entwickelt sich zu
gemeinsamen lymphoiden Vorldufern (CLP) und ein anderer zu gemeinsamen myeloiden
Vorlaufern (CMP?), die den Ursprung fiir granulozytar-monocytire Vorlaufer (GMP?)
und megakaryozytir-erythroide Vorlaufer (MEP®) darstellen (siche Abb. 13A).
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Abb. 13: Strategie zur durchflusszytometrischen Untersuchung der Myelopoese. A,
Elementares Schema der adulten murinen Myelopoese. Aus den unreifen Stammzellen (LT-HSC)
bilden sich die reiferen Stammzellen (ST-HSC), aus denen die multipotenten Vorldufer (MPP)
entstehen. Daraus entstehen die gemeinsamen myeloiden Vorldufer (CMP) als Ursprung von
sowohl granulozytar-monocytéiren Vorlaufern (GMP) als auch von megakaryozytér-erythroiden
Vorldufern (MEP). B, Die Lineage-negativen Zellen kénnen mittels Anfarbung von c-Kit und
Scal in die sogenannten LSK (Lin"°/Sca-1P°° /KitP°®) und myeloischen Vorldufer (Lin"°®/Sca-
178 /KitP°®) unterteilt werden. Unter den LSK konnen durch F1t3 (CD135) und SLAM (CD150)
die LT-HSC, die ST-HSC und die MPP unterschieden werden. Die myeloischen Vorlaufer im
c-Kit/Scal-Dotplot kénnen durch CD34 und CD16/32 in CMP, GMP und MEP unterschieden
werden.

Long-term hematopoietic stem cells, lebenslange Fihigkeit zur Selbsterneuerung, niedrige
Proliferationsrate.

2Short-term  hematopoietic  stem  cells, eingeschrinktes  Selbsterneuerungs-Potenzial, = hohe
Proliferationsrate.

SMultipotent progenitors, keine Selbsterneuerung und hohes Differenzierungs-Potenzial.

4Common myeloid progenitors, Vorldufer aller myeloider Zellen.

SGranulocyte-monocyte progenitors, eingeschrinktes Differenzierungs-Potenzial.
6Megakaryocyte-erythroid progenitor, eingeschriinktes Differenzierungs-Potenzial.
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In der Abb. 13B ist die Vorgehensweise zur Untersuchung von hamatopoetischen Zellen
veranschaulicht. Nach diesem Prinzip wurden die Milz- und Knochenmarkzellen von
BALB/c- und C.B6-Kit"-*"-Mausen analysiert und die daraus entstandenen Resultate in

folgenden Abbildungen dargestellt.
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Abb. 14: Die Kit"*"-Mutation bewirkt eine Zunahme von himatopoetischen
Stammzellen in der Milz. Lineage-negative (A) Milz- und (B) Knochenmarkzellen aus
BALB/c und C.B6-Kit""*" wurden mit Antikorpern gegen c-Kit, Sca-1, CD135 und CD150
gefarbt und die LT-HSC, ST-HSC und MPP durchflusszytometrisch quantifiziert. In A sind
auBerdem die filir die jeweilige Gruppe stellvertretenden Dichteverteilungsplots der Splenozyten
gezeigt.

Die in der Abb. 14 gezeigten Ergebnisse lassen eine Anhaufung von LT-HSC, ST-HSC
und von MPP in Milzen mastzellloser Mause feststellen. Im Knochenmark hingegen
kann kein signifikanter Unterschied beobachtet werden. Dieses Ergebnis bekraftigt die
Hypothese, dass in Kit"*"-Tieren bereits die frithe Himatopoese zum Teil auch in der

Milz stattfindet.
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Abb. 15: In Kit"-*'-defizienten Tieren ist die Entwicklung von MEP und GMP
dereguliert. Lineage-negative (A) Milz- und (B) Knochenmarkzellen aus BALB/c und
C.B6-Kit"*" wurden mit Antikérpern gegen c-Kit, Sca-1, CD16/32 und CD34 gefirbt
und die gemeinsamen myeloiden Vorlaufer (CMP), megakaryozytir-erythroide Vorlaufer
(MEP) und granulozytér-monocytiren Vorlaufer (GMP) durchflusszytometrisch analysiert. A
veranschaulicht zusatzlich die fiir die jeweilige Gruppe stellvertretenden Dichteverteilungsplots
der Splenozyten.

Desweiteren wurden die nachfolgenden Entwicklungsstufen, wie CMP, MEP und GMP,
naher untersucht. Abb. 15A zeigt anhand der Dichteverteilungsplots eindrucksvoll eine
Storung in der Myelopoese mastzellloser Tiere.

In der Milz von Kit"-*"-Tieren ist auffillig, dass es, verglichen mit den Wildtyptieren, zu
einer starken Expansion von CMP kommt (Abb. 15A). Deren weitere Entwicklung zu
MEP und GMP ist durch die Kit"-*"-Mutation ebenfalls in der Form beeinflusst, dass es
zu einer starken Reduktion von MEP und einer Expansion von GMP kommt (Abb. 15A).

Im Knochenmark hingegen sind die prozentualen Anteile der CMP in beiden Stdmmen
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vergleichbar (Abb. 15B), jedoch findet sich auch dort eine Verringerung der Zahl an
MEP in Tieren mit Kit"-*"-Mutation. Uberraschenderweise ist die GMP-Population im
Knochenmark mastzellloser Tiere deutlich kleiner als im Wildtyp (Abb. 15B).

Die einzige bislang bekannte Auswirkung der Kit"-*"-Mutation ist die deregulierte
Oberflachenexpression von c¢-Kit. Deshalb wurde die c-Kit-Expression wahrend der
Myelopoese auf den Vorlauferzellen untersucht.

In der Milz gibt es hinsichtlich der c-Kit-Expression (Abb. 16A) auf beiden HSC-
Populationen und MPP keine erkennbaren Unterschiede, wohingegen im Knochenmark
(Abb. 16B) der C.B6-Kit"" eine c-Kit-Deregulation erkennbar wird. Die nachfolgenden
Differenzierungsstufen zeigen deutlichere Unterschiede, nun sind von der c-Kit-Reduktion
alle Differenzierungsstufen in beiden Organen betroffen. Dabei wird die c-Kit-Expression
mit der fortschreitenden Zelldifferenzierung immer starker reduziert.

In den Kit"*"Tieren auf dem C57BL/6-Hintergrund wurde die Myelopoese ebenfalls
untersucht und ergab ein sehr dhnliches Bild (Daten nicht gezeigt). Somit ldsst sich die
Aussage treffen, dass die beobachteten Resultate ausschlieflich auf die Effekte der Kit"V-sh-
Mutation zuriickzufiihren sind und nichts mit dem genetischen Hintergrund der Tiere zu
tun haben.

Das vermehrte Aufkommen von GMP ist mit grofler Wahrscheinlichkeit die Ursache der
massiven Expansion der in der Abb. 10 dargestellten Gr-17/CD11b"-Zellen in der Milz
der C.B6-Kit"-*'-Miuse. Diese vermehrt auftretende Zellpopulation wurde im Hinblick

auf ihre Morphologie und Funktion in weiteren Experimenten naher untersucht.
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Abb. 16: Mit der fortschreitenden Zelldifferenzierung wihrend der Myelopoese
wird die c-Kit-Expression in C.B6-Kit"-*" reduziert. Die c-Kit-Zelloberflichenexpression
auf den beschriebenen Entwicklungsstufen der Myelopoese (siehe Abb. 13A) in BALB/c
und C.B6-Kit"=" wurde mittels FACS untersucht und als geometrischer Mittelwert der

Fluoreszenzintensitat dargestellt.

LT-HSC, ST-HSC und MPP in der Milz (A) und

Knochenmark (B). CMP, MEP und GMP in der Milz (C) und Knochenmark (D).
KM=Knochenmark.
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3.4 Die Kit"-*"-Mutation fiihrt durch einen intrinsischen
Effekt zur Akkumulation von CD11b*/Ly6G™ /Ly6C*- und
CD11b™ /Ly6Gh8h /Ly6C*-Zellen in der Milz

Die im vorherigen Kapitel gezeigte exzessive extramedullare Myelopoese in der Milz der
Kit"-s"-Tiere ist hochstwahrscheinlich die Ursache fiir das massive Auftreten CD11b*
und Gr-17 doppelt positiver Zellen (siche Abb. 10). Nun sollte die Gr-1T/CD11b*-
Population detailliert charakterisiert werden.

Der in unseren Vorarbeiten eingesetzte anti-Gr-1-Antikorper (Klon RB6-8C5) erkennt ein
gemeinsames Epitop fiir Ly6G und Ly6C. Deshalb wurde eine Analyse mit spezifischen
Antikérpern gegen Ly6G (Klon 1A8) und Ly6C (Klon HK1.4 oder Klon AL-21) auf
CD11b-positiven Zellen durchgefiihrt.

CD11h o B

©
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i s
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Abb. 17: Die Kit"-*"_Mutation fithrt zu einer massiven Anhiufung von CD11bt-
Zellen mit dem Phinotyp Ly6GPshLy6Ct und Ly6Gi™Ly6CTt in der Milz. A,
CD11b* Zellen aus Milz und Knochenmark von BALB/c- und C.B6-Kit"-*"-Mzusen wurden
mit Antikorpern gegen Ly6G und Ly6C spezifisch gefarbt und die Oberflichenexpression
durchflusszytometrisch analysiert. B, FEine tabellarische Aufstellung der Zellphéanotypen
ausgehend von dem jeweiligen Analysenfenster der Durchflusszytometrie.

Aus der Abb. 17 ist ersichtlich, dass die Anzahlen von Ly6G und Ly6C positiver Zellen

innerhalb der CD11b"-Splenozyten markante Unterschiede aufweisen. Besonders auffallig
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ist das Vorkommen von CD11b*/Ly6G™ /Ly6C*T-Milzzellen (P6-Analysenfenster) in
den C.B6-Kit"-*"-Tieren, die in den Wildtyp-Tieren nur marginal sichtbar sind. Im
Knochenmark zeigen sich jedoch keine auffilligen Unterschiede zwischen Kit"-*"- und
Wildtyp-Mausen.

Im néachsten Schritt wurden die prozentualen Anteile von CDI11b*-Zellen und der

dazugehorigen Sub-Populationen in Milz und Knochenmark errechnet und in Abb. 18

dargestellt.
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Abb. 18: Die Populationen P5 und P6 sind in der Milz der C.B6-Kit"-sh-
Miiuse stark expandiert. Die prozentualen Anteile von CD11b*, CD11b* /Ly6G" /Ly6C™T
(P7), CD11b*/Ly6G™/Ly6C* (P6), CD11bT/Ly6Gheh /Ly6CT (P5) wurden ermittelt. A,

Milzzellen und B, Knochenmarkzellen sind dargestellt. n=>5 Tiere pro Gruppe.
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Im  Folgenden wird der Phinotyp CDI11b"/Ly6GMed/Ly6Ct als  P5,
CD11b* /Ly6G™ /Ly6C* als P6 und CD11b*/Ly6G'" /Ly6CT als P7 bezeichnet.

Die CD11b*-Zellen in der Milz der C.B6-Kit"-*"-Miuse zeigen eine um den Faktor vier
erhohte Haufigkeit, wahrend diese im Knochenmark nur minimal ansteigt. Die P7 und P5
sind in der Milz vergroflert, wahrend es im Knochenmark keine erkennbaren Unterschiede
gibt. Der zahlenmiflige Unterschied der P6-Population in der Milz der C.B6- Kit"-*"-Tiere
ist auflerordentlich hoch, hier ist die Population um das 35-fache vergroflert und ca. um

das Zweifache im Knochenmark im Vergleich zu den Wildtyp-Tieren.
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Abb. 19: Die c-Kit-Expression auf P6-Zellen ist deutlich reduziert in Kit"-*h-
MAusen. Die in der Abb. 17 gezeigten CD11b"-Subpopulationen wurden auf die
Oberflachenexpression von c-Kit durchflusszytometrisch analysiert. A, Milz und B,
Knochenmark. n=4 Tiere pro Gruppe.

Die Ergebnisse in der Abb. 16 zeigen eine Reduktion der Expression von c-Kit im
Zuge fortschreitender myeloider Zelldifferenzierung in C.B6- Kit"-*"-Mausen. Daher wurde
auch die Expression von ¢-Kit auf CD11b*-Subpopulationen in Milz und Knochenmark
untersucht und die Resultate in der Abb. 19 dargestellt.

Die deutlichste Abweichung kann auf P6-Zellen beobachtet werden, dabei zeigen jeweils
die Milz- und Knochenmarkzellen aus C.B6-Kit"-*"-Mausen eine reduzierte Expression.
In P7-Zellen gibt es nur einen geringen Expressionsunterschied im Knochenmark, in der

Milz gibt es keinen.
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Desweiteren war es essentiell festzustellen, um welchen Zelltyp es sich in der P6-Population
in der Milz Kit"-*"-Tiere handelt. Fiir eine phinotypisch-zytologische Untersuchung
wurden Milzzellen durchflusszytometrisch aufgetrennt, auf Objekttrager zentrifugiert
und mit Fosin und Thiazin gefarbt (Pappenheim-Farbung). Die drei CDI11b*-
Subpopulationen P7, P6, und P5 zeigen jeweils ein charakteristisches Erscheinungsbild,

wodurch sie leicht voneinander unterschieden werden kénnen (Abb. 20).
CD11b*/Ly6G'°¥/Ly6C* CD11b*/Ly6G™"t/Ly6C* CD11 beLyGGh‘ILy6C+

20.0um
—_—

02

LyoC ——>
ot

!

|_F|T|T|'I'F|'|T|T! T IIIIIIII T IIIIIIII T IIIIIIII T

.o 17 1w 18

Ly6G >

241
= ]

Abb. 20: Die P6-Population unterscheidet sich morphologisch von ihren
Nachbarpopulationen. Milzzellen aus C.B6-Kit"V** wurden mit Antikorpern gegen CD11b,
Ly6G und Ly6C gefirbt und durchflusszytometrisch nach P5, P6 und P7 aufgetrennt.
Von jeder einzelnen Population wurden 10°-Zellen auf einen Objekttriger zentrifugiert, eine
Differentialfarbung mit Eosin und Thiazin durchgefithrt und lichtmikroskopisch untersucht.

Die P7-Zellen zeigen einen monozytaren Phéanotyp, der Zellkern ist aufgrund der
Chromatinauflockerung im Vergeich zum zytoplasmatichen Raum grof§ und es liegt eine
feine azurophile Granulierung des Zytoplasma vor. Die Zellen in P5 dagegen besitzen
den mehrfach segmentierten Zellkern, sind demnach polymorphnuklear, zeigen keine
angefarbten Granula und sind deshalb den neutrophilen Granulozyten zuzuordnen. Die
Besonderheit der P6-Zellen ist ihr auflergewohnliches Zellkernprofil, eine ringformige
Struktur, ansonsten zeigen diese, wie P5, auch keine Granulierung.

Die gleiche Morphologie der entsprechenden Populationen kann in Knochenmark und Milz

beider Stamme beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).
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Um zu untersuchen, ob die Zellen der Population P6 in Knochenmark und Milz der
Kit"-sh_Tiere identisch sind, wurden massenspektrometrische Analysen durchgefiihrt. Als
Referenz diente die P6-Population aus dem Knochenmark von BALB/c-Mausen. Die
P6-Population aus BALB/c-Milzen wurde aufgrund sehr geringer Zellzahlen nicht in die

Untersuchungen einbezogen.
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Abb. 21: Die Proteinexpression in P6-Zellen aus Milz der C.B6-Kit"*" und
Knochenmark der C.B6-Kit"*" und BALB/c weist starke Unterschiede auf.
Milzzellen aus C.B6-Kit"*" und Knochenmarkzellen aus C.B6-Kit"-*" und BALB/c wurden
durchflusszytometrisch nach P5, P6 und P7 aufgetrennt. Die in der Massenspektrometrie
identifizierten Proteine wurden nach ihrer relativen Expression miteinander verglichen und in
drei Gruppen unterteilt: verstarkte Expression, unverdnderte und reduzierte Expression. In
die vergleichende Untersuchung sind 1185 identifizierte Proteine eingegangen. Als signifikanter
Regulationsunterschied wurde eine Signifikanz von p<0,05 im t-Test betrachtet. KM =
Knochenmark.

Der Vergleich von Zellen der Population P6 in Knochenmark und Milz von Kit"-*"-Mausen
zeigt, dass lediglich 62% der identifizierten Proteine eine vergleichbare Expressionsstarke
aufweisen, die restlichen Proteine sind in ihrer Expression entweder reduziert oder
verstarkt (Abb. 21). Dies lésst auf deutliche Unterschiede der P6-Population in
Knochenmark und Milz schlieflen, keinesfalls sollte es sich hierbei um identische Zellen
handeln.

Die massenspektrometrische Analyse erlaubte auch eine Abschétzung, wie tiefgreifend die
Kit"-sh_Mutation die Proteinexpression in P6-Zellen aus Knochenmark beeinflusst. Als
Referenz diente die P6-Popualtion aus dem Wildtyp-Knochenmark. Hier zeigt sich, dass
nur etwa 70% aller identifizierten Proteine eine vergleichbare Expressionsrate aufweisen,

die Kit"-s"-Mutation also einen starken Einfluss auf diese Zellen hat (Abb. 21).
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Interessant war es herauszufinden, was die Expansion der CD11b*-Subpopulationen
in der Milz verursacht. Ist es die Milz der Kit"*"Tiere, die eine Nische fiir die
P5- und P6-Zellen darstellt, oder ist es ein intrinsischer Effekt dieser Zellen? Dies
konnte iiberpriift werden, indem BALB/c-Tiere letal bestrahlt und mit C.B6-Kit"--
Knochenmarkzellen rekonstituiert wurden. Als Vergleichskontrolle diente eine Gruppe,
die BALB/c-Knochenmark bekam sowie eine unbehandelte Gruppe.

Wie man der Abb. 22A entnehmen kann, steigen die Zahlen von P5 und P6 in den
Milzen der mit C.B6-Kit"-*"-Knochenmark rekonstituierten Wildtyptiere. Auch fillt auf,
dass die Bestrahlung und Rekonstitution mit dem BALB/c-Knochenmark ebenfalls eine
leichte Expansion dieser Zellen auslost, was hochstwahrscheinlich auf eine systemische
Entziindungsreaktion als Folge der Bestrahlung zuriickzufiihren ist. Eine Genotypisierung
dieser Zellen (Abb. 22B) zeigt eine eindeutige Donorabstammung der Milzzellen.

Somit konnte gezeigt werden, dass es ein intrinsischer Defekt der P5- und P6-Zellen selbst
ist, welcher zu deren Akkumulation in der Milz fithrt. Im Knochenmark der Chiméren
kann hingegen kein Unterschied beziiglich der P5- und P6-Zahlen festgestellt werden
(Daten nicht gezeigt).
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A BALB/c BALB/c>BALB/c C.B6-Kit"-sh->BALB/c

|l ||||||||| L ||||||||| T 1- T || | ||||||||| L ||||||||| T
oo 10 1t 10° oo 10® 1n° n* 10°

B T.HT ||J||||||::| T II”““'SI § . !

I
1070 10 10 10* 10 a0

Ly6G >
B P7 PG o5
S 3 ns. ns. @ g.p=00337 POOOT o po000g3 P<0.0001
E\ E (<] ;g 4 o (%) %6 9 @
[y Ea J | .
€521 3 A oo ooe 0C e
<70 % Y e = ® °5 6 4 :
2 o S 282 o % o5o
== 1 2N i T3
3 = E = 1 - —% = E 3 1 ..’
Oc O _Q?._ O¢ 8 -l:.m-
0 = 0 . — 2 0 . : .
er\G ep\\%\o P\ye\ 6»3\6 3P~&\G P\&‘G o P&%\G 3P‘\'6\G P\&\G
\C \N‘S“ \C \N_s\’\ - \c \N'sh
R it P Kit PV Kit
° 36' %) 66. ® 66'
W-sh  200bp
PCR

100bp

WT '
PCR  500bp .

et e et o, c:\‘\ &
5“7:%;;;7:%;%?\ z{‘;’;@:
o

\N
\ .
S \(\(‘ \(\\QN

Abb. 22: Ein intrinsischer Defekt der C.B6-Kit" *"-Knochenmarkzellen verursacht
die Expansion von P5- und P6-Zellen in der BALB /c-Milz. An Tag 0 wurden BALB/c-
Maéause mit 8,5Gy myeloablativ bestrahlt. An Tag 1 wurde eine Knochenmarktransplantation
mit entweder 5x10% BALB/c- oder 5x10% C.B6-Kit"-*"-Knochenmarkzellen durchgefiihrt. Eine
Gruppe wurde unbehandelt belassen. Acht Wochen spéter wurden Einzelzellsuspensionen
aus Milzen hergestellt, mit Antikérpern gegen CDI11b, Ly6G und Ly6C gefarbt und
durchflusszytometrisch untersucht. A, Je ein repréasentativer Dotplot von jeder Gruppe und B,
die dazugehorigen Zahlen fiir die P5-, P6- und P7-Population. C, Die einzelnen Populationen
wurden durhflusszytometrisch aufgetrennt und nach Nigrovic et al. [34] genotypisiert. n=3-7
Tiere pro Gruppe.
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Die Anwesenheit der Mastzellen in den bestrahlten Tieren konnte anhand histologischer

Gewebsschnitte untersucht werden, wie in der Abb. 23 verdeutlicht.
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Abb. 23: Die Expansion von P5- und P6-Zellen aus Kit"-*"-Knochenmark ist
unabhingig von Mastzellen. Die Ohren von bestrahlten und rekonstituierten BALB/c-
Méausen (Abb. 22) wurden in Formaldehyd fixiert, in Paraffin eingebettet und davon
Gewebsschnitte angefertigt. A, Mit fluoreszenzgekoppeltem Avidin konnten die Mastzellen
angefiarbt und fotografiert werden. Die Mastzellen sind als griin fluoreszierenden Zellen zu
erkennen, wurden entlang des Knorpels ausgezahlt und in B dargestellt. n=5-6 Tiere pro
Gruppe.

Durch die Bestrahlung werden bekanntlich alle Vorlaufer von Mastzellen im Knochenmark
eliminiert, sodass nur die reifen Gewebsmastzellen erhalten bleiben, die strahlenresistent
sind [50]. Nach acht Wochen konnten in bestrahlten Tieren Mastzellen gefunden werden,
deren Zahlen gegeniiber unbehandelten Tieren erhoht waren. Da auch die Ohrdicke
erhoht war, spricht dies fiir eine allgemeine systemische Entziindung, ausgelost durch die
Bestrahlung vor der Knochenmarktransplantation. Hiermit konnte jedoch deutlich gezeigt
werden, dass die Expansion von P5- und P6-Zellen unabhéngig von der Anwesenheit der

Mastzellen ist.
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3.5 Suppressive Eigenschaften von CD11b*/Ly6G™™/Ly6C™-
und CD11b" /Ly6Ghsh /Ly6C*-Zellen

Die morphologisch-zytologische Untersuchung der P6-Zellen (Abb. 20) veranschaulicht
deren individuelle ringformige Zellkernform. Solche Zellen kommen unter den sogenannten
Myeloiden Suppressorzellen (MDSC) vor, was bereits 2009 von Greifenberg et al. [51]
berichtet wurde. Allerdings ist diese Morphologie kein zwingendes Definitionskriterium
fir die MDSC [51,52].

Per Definition steht der Begrifft MDSC fiir keinen bestimmten Zelltyp, vielmehr ist es
eine Bezeichnung fiir eine heterogene myeloide Zellpopulation, welche Vorlaufer von
Makrophagen, dendritische Zellen und Granulozyten umfasst. Diese treten vor allem
bei Tumorerkrankungen und Entziindungen gehauft auf und haben eine suppressive
Wirkung auf das Immunsystem, insbesondere auf T-Zellen [53,54]. Der Begriff MDSC ist
also keine phanotypisch exakte, sondern eine operative Definition.

Murine MDSC konnen anhand ihrer CD11b-, Ly6G- und Ly6C-Expression in zwei
Subpopulationen mit monozytérer (M-MDSC) und granulozytidrer Morphologie (G-
MDSC) unterteilt werden [55]. Die M-MDSC sind als CD11b*/Ly6G" /Ly6Chish
(entspricht nach Abb. 17B den P7-Zellen) und die G-MDSC sind als
CD11b* /Ly6Ghel /Ly6C*+  (entspricht nach Abb. 17B den P5-Zellen) definiert.
Die M-MDSC konnen durch Freisetzung von NO! und Arginase die T-Zellantwort
unterdriicken und die G-MDSC grofitenteils durch ROS? [56,57].

Somit lag die Vermutung nahe, dass es sich in der P5- und P6-Population naiver
mastzellloser Tiere um Myeloide Suppressorzellen bzw. deren Vorlaufer handeln kénnte.
Die P7-Population wurde in folgenden Versuchen nicht weiter untersucht, da diese
Population keine verstirkte Expansion in den Milzen von Kit"*"-Tieren erkennen
lasst (Faktor 2 in Abb. 18A) und nach einer Knochenmarktransplantation aus C.B6-
Kit"-*"-Donoren in Wildtypempfingern sich zahlenméiBig ebenfalls unauffillig entwickelt
(Abb. 22B).

Die suppressive Aktivitdat der P5- und P6-Zellen auf die Proliferation von T-Zellen konnte
in einer allogenen gemischten Lymphozytenreaktion (AMLR) iiberpriift werden. Hierzu

wurden Lymphknotenzellen zusammen mit allogenen dendritischen Zellen inkubiert, die

INO = Stickstoffmonoxid.
2ROS = Reaktive Sauerstoffspezies, Sammelbegriff fiir chemisch hochreaktive Molekiile, die Sauerstoff
enthalten.
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zuvor iiber 6 Tage aus dem Knochenmark von C57BL/6-Méusen generiert wurden.
Das Verhéltnis von 30:1 zwischen Lymphknotenzellen (5x10*) und dendritischen Zellen
(1,67x10%) wurde in allen Reaktionsansétzen konstant gehalten. Die Proliferation der in
der Lymphknotenzellsuspension enthaltenen T-Zellen konnte 5 Tage spéater anhand des
in die DNA eingebauten 3H-Thymidins ermittelt werden.

Die durchflusszytometrisch isolierten Populationen P5 und P6 wurden zunachst in
unterschiedlichen Verhaltnissen in die AMLR gegeben, um deren suppressives Potential

zu quantifizieren.

A B c.8qC
';9—“- n.s.
S 60+
=
&
g 40
5 @ P5
5x104 1.67x10° (30:1) g 209 &6
BALB/c C57BL/6 -
Lymphknotenzellen BMDCs 0 T T T
1:1 1:3 1:9
Abb.  24: CD11b*/Ly6G™t/Ly6C*t- und CD11bt/Ly6Ghish /Ly6C+-

Splenozyten inhibieren die T-Zell-Proliferation. A, Simples Schema der allogenen
gemischten Lymphozytenreaktion (AMLR). Die AMLR bestand grundsitzlich aus 5x10*
Lymphknotenzellen aus BALB/c und 1,67x10% allogenen dendritischen Zellen aus C57BL/6,
also in einem Verhéltnis von 30:1. B, P5- und P6-Milzzellen aus C.B6-Kit"*" wurden wie
in der Abb. 20 beschrieben isoliert. Davon wurden 5x10% Zellen (1:1), 1,67x10* Zellen (1:3)
und 0,55x10% Zellen (1:9) gleich zu Beginn in die AMLR hinzugegeben. Am 4. Tag wurde
3H-Thymidin fiir mindestens 20 Stunden hinzugefiigt und am 5. Tag dessen Einbau in die DNA
als radioaktive Strahlung gemessen. Gezeigt ist die prozentuale Inhibition der Proliferation im
Vergleich zu den Ansétzen ohne P5 oder P6. Das Experiment wurde zwei mal mit je 5 Tieren
wiederholt und jeweils in Triplikaten gemessen.

Das in der Abb. 24 dargestellte Ergebnis zeigt, dass die beiden Populationen eine gleich
starke suppressive Wirkung auf die Proliferation von T-Zellen ausiiben. Diese Wirkung
lasst jedoch stetig nach, wenn die Anzahl der P5- oder P6-Zellen in der Ko-Kultur
abnimmt. So wird in den Anséitzen mit dem 1:1 Verhaltnis zwischen T-Zelle und P5-
bzw. P6-Zelle die Proliferation zu ca. 80% unterdriickt, wahrend die Suppression in den
1:9 Anséatzen noch 30% betrigt.

In einem Kontrollexperiment wurde auch iiberpriift, ob die durchflusszytometrisch
isolierten P5- und P6-Zellen aktiv die Proliferation hemmen. Es war denkbar, dass die
absterbenden P5- und P6-Zellen keine aktive suppressive Wirkung ausiiben, sondern die

T-Zellen wahrend der Ko-Kultur durch Freisetzung von apoptotischen Signalmolekiilen
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in die Apoptose treiben. Deshalb wurde die Viabilitdt der T-Zellen in den Ko-Kulturen

an Tag 4 ermittelt.
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Abb. 25: Die T-Zell-Viabilitidt wird durch P5- und P6-Zellen nicht beeinflusst. Die T-
Zellen aus den 1:1 Ansétzen (wie in Abb. 24) oder mit und ohne dendritischen Zellen wurden an
Tag 4 mit Antikérpern gegen CD4, CD8 und Propidiumiodid geférbt und durchflusszytometrisch
untersucht.

Als Negativkontrolle diente der Ansatz aus Lymphknotenzellen alleine und als
Positivkontrolle die Ko-Kultur von Lymphknotenzellen mit allogenen DC. Wie der
Abb. 25 unten zu entnehmen ist, stirbt ein Grofiteil der T-Zellen in Abwesenheit
allogener Antigenprasentierender Zellen ab, lediglich 32% der T-Zellen sind negativ fiir
den Farbstoff Propidiumiodid. Der Anteil lebender Zellen verandert sich drastisch infolge
von Aktivierung und Proliferation durch allogene DC.

Die Zugabe von P5- und P6-Splenozyten verandert offensichtlich nicht die Viabilitat der
T-Zellen nach 4 Tagen Ko-Kultur, wie der Abb. 25 zu entnehmen ist. Hiermit wurde
gezeigt, dass die T-Zell-Proliferation tatsachlich supprimiert wird, die Zellen aber vital

bleiben.
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Weiterhin wurde untersucht, iiber welchen Mechanismus die Proliferation der T-Zellen
gehemmt wird. Fiir diesen Zweck wurde Katalase als ROS-Inhibitor, L-NMMA! als
iNOS2-Inhibitor und nor-NOHA? als Arginase-Inhibitor in die AMLR eingesetzt.

p=0,0002 p=0,0182

[N |
| p=0,0355 n.s.

% Inhibition der Proliferation

Katalase L-NMMA nor-NOHA

Abb. 26: Die P6-Zellen hemmen die Proliferation der T-Zellen iiber die Produktion
von ROS. 5x10* durchflusszytometrisch aufgetrennte P5- und P6-Zellen wurden in die AMLR
bestehend aus 5x10* Lymphknotenzellen und 1,67x10% DC gegeben und 4 Tage lang inkubiert.
An Tag 4 wurden die Katalase (1000 U/ml), L-NMMA (0,5 mM) oder nor-NOHA (0,5 mM)
dazugegeben und 8h spiter 3H-Thymidin hinzugefiigt. An Tag 5 wurde dessen Inkorporation
gemessen. Dargestellt ist die prozentuale Inhibition der Proliferation im Vergleich zu den mit
Inhibitoren behandelten Positivkontrollen ohne P5- bzw. P6-Zellen. Das Experiment wurde
zwei mal mit je 5 Tieren wiederholt und jeweils in Triplikaten gemessen.

Das in der Abb. 26 dargestellte Ergebnis gibt einen Hinweis auf den Mechanismus,
mit dem die P5- und P6-Zellen die Proliferation von T-Zellen supprimieren konnen.
Die Neutralisation von ROS durch Katalase kann die Inhibition der T-Zell-Proliferation
deutlich herabsetzen. L-NMMA und nor-NOHA erzielen nur marginale Wirkungen,
vermutlich weil iNOS und nor-NOHA von P5- bzw. P6-Zellen kaum gebildet werden.
Somit wird die Hypothese, dass es sich um Zellen mit G-MDSC-Eigenschaften in den
Milzen von C.B6-Kit"*" handelt, bekriftigt.

Aktuell gibt es keinen Oberflichenmarker, mit dem die G-MDSC eindeutig identifiziert
werden konnten, auch weil diese Zellen in der Lage sind, sich weiter zu differenzieren.

Auflerdem sind die Verwandschaftsverhéaltnisse zwischen G-MDSC und neutrophilen

'L-NMMA = NS-methyl-L-arginine citrate.
2INOS = induzierbare NO-Synthase.
3Nor-NOHA = N“-hydroxy-nor-arginine.
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Granulozyten nicht gekldrt und werden deshalb kontrovers diskutiert [57].

Die Moglichkeiten der in witro Differenzierung der P6-Population wurden untersucht,
indem P6-Zellen eine Woche lang in einem halbfliissigen Methylcellulose-Medium mit
den wichtigsten Wachstumsfaktoren wie IL-3, IL-6, SCF! und Epo? inkubiert wurden.
AuBlerdem konnte somit festgestellt werden, ob diese Zellen in der Lage sind, Kolonien zu

bilden bzw. weiter zu proliferieren.
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Abb. 27: Die phanotypische Verschiebung der P6-Population nach P5 lasst sich
auch durch M-CSF nicht beeinflussen. A, 10° P6-Splenozyten wurden in einem mit IL-3,
1L-6, SCF und Epo oder nur M-CSF angereicherten Methylcellulose-Medium fiir eine Woche
inkubiert. An Tag 7 wurden die Zellen mit PBS gewaschen, mit Antikorpern gegen CD11b,
Ly6G und Ly6C gefarbt und durchflusszytometrisch untersucht. B, Die Viabilitdat wurde durch
Einsatz von Propidiumiodid untersucht. Zwei unabhingige Versuche wurden in Duplikaten
durchgefiihrt und ein reprasentatives Ergebnis gezeigt.

Wie man in der Abb. 27A oben erkennen kann, entwickeln sich die P6-Zellen in
Gegenwart 1L-3, IL-6, SCF und Epo zum P5-Phéanotyp.

Ob die Differenzierung der P6-Zellen in Richtung P5, also in Richtung eines G-MDSC-
Phanotyps, irreversibel vorprogrammiert ist oder ob diese Zellen doch noch Potenzial
haben sich in Richtung M-MDSC zu entwickeln, konnte gepriift werden, indem die
Wachstumsfaktoren IL-3, IL-6, SCF und Epo durch M-CSF? ersetzt wurden.

ISCF = Stammzellfaktor, auch Kit-Ligand.
2Epo = Erythropoetin.
3M-CSF = Monozytenkolonien-stimulierender Faktor.
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Das mit M-CSF erzielte Ergebnis (Abb. 27A unten) verdeutlicht den klaren Trend
der Differenzierung in Richtung Ly6Gheh. Interessant ist, dass in beiden Ansitzen keine
Kolonienbildung und auch keine Proliferation zu beobachten war (Daten nicht gezeigt).
Da die Zellviabilitdt (Abb. 27B) in allen Ansétzen mit tiber 85% vergleichbar hoch ist,
handelt es sich demnach hochstwahrscheinlich um postmitotische Zellen.

Im néchsten Schritt wurden auch die Differenzierung und die Viabilitat der P6-Population

in der 1:1 Ko-Kultur mit Lymphknotenzellen (siche Abb. 24) untersucht.
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Abb. 28: Die P6-Zellen durchlaufen die Differenzierung zu P5-Zellen in Gegenwart
aktivierter T-Zellen. A, Die P5- und P6-Zellen aus den 1:1 Ansétzen (Abb. 24) wurden
an Tag 4 mit Antikérpern gegen CD11b, Ly6G und Ly6C geférbt und durchflusszytometrisch
untersucht. B, Die Viabilitdt wurde rechnerisch ermittelt.

Die P5-Population zeigt nach 4 Tagen Ko-Kultur mit aktivierten T-Zellen einen
unveranderten Phanotyp, wie die Resultate der duchflusszytometrischen Messung in der
Abb. 28A veranschaulichen. Dagegen entwickeln die P6-Zellen den gleichen Phanotyp
wie die P5-Zellen. Auch die Viabilitdt der Zellen ist unterschiedlich, wahrend die P5-
Zellen vermutlich das Ende ihrer Zelldifferenzierung erlangt haben und allméahlich sterben,
konnen die P6-Zellen vermutlich aufgrund des andauernden Differenzierungsprozesses eine
verlédngerte Lebensdauer aufweisen (Abb. 28B).

Die in diesem Kapitel vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass die P6-Zellen sowie die
P5-Zellen jeweils suppressive Wirkung auf die Proliferation von T-Zellen ausiiben.
Desweiteren konnte gezeigt werden, dass die P6-Zellen mogliche Vorlaufer der P5-
Population darstellen. Die stark erhohten P5- und vor allem P6-Zahlen in der Milz
der Kit"W-*'-Tiere resultieren aus einer iiberwiegenden Entwicklung in Richtung Ly6Ghseh,
welche durch die Deregulation der c-Kit-Expression im Laufe der Zelldifferenzierung

verursacht wird.
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3.6 Kit"-*""Maiuse zeigen ein starkes Wachstum

transplantierter L1C2-Tumorzellen

Die suppressive Eigenschaft der P5- und P6-Zellen aus der Milz naiver C.B6-Kit"-"-
Tiere sollte nun auch in einem in vivo-Tumormodell verifizert werden. Hierfir wurde die
BALB/c-syngene Lungenkarzinom-Zelllinie L1C2' [58] verwendet, die nach subkutaner

Tumorimplantation innerhalb weniger Wochen zur Bildung grofier Hauttumore fithrt [59].

do:
1x105 L1C2 1
subkutan

| > d18:
Ausmessen der Tumore
> Tumorentwicklung > FACS

Abb. 29: Schema des murinen Adenokarzinom-Modells. An Tag 0 wurden 5-6 Wochen
alten MAuse rasiert und je 1x10° L1C2-Zellen an insgesamt vier Stellen in die Flanken der Tiere
subkutan injiziert. 18 Tage spater wurden die Tumore vermessen. Desweiteren wurden Milz,
Knochenmark und Tumorgewebe durchflusszytometrisch analysiert.

In der Abb. 29 ist die Vorgehensweise zur Induktion subkutaner Adenokarzinome
skizziert. Hierzu wurden 1x10° L1C2-Zellen subkutan verabreicht und zweieinhalb
Wochen spater das Tumorwachstum sowie die Immunzellen in der Milz, Knochenmark

und Tumorgewebe analysiert.
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Abb. 30: Das Tumorwachstum in Kit"-*"-M#usen ist beschleunigt. A, Gezeigt ist
jeweils eine repriisentative Maus der BALB/c- und der C.B6-Kit"-*"-Gruppe mit Tumoren an
den Flanken. Die Pfeile zeigen exemplarisch Tumore auf der rechten Seite. B, Die Tumorflache
wurde ermittelt, indem die Tumore kreuzweise ausgemessen, die beiden Werte miteinander
multipliziert und ein Mittelwert aus vier Tumoren pro Maus errechnet wurde. n=>5 Tiere pro
Gruppe.

IL1C2 = line 1 alveolar carcinoma, H24.
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Die ersten Tumore sind bereits eine Woche nach der Inokulation mit LL1C2-Zellen sichtbar.
Wie in der Abb. 30 gezeigt, entwickeln die C.B6-Kit"*"-Tiere rasch Hauttumore mit
doppelter Flache verglichen mit den Wildtyp-Tieren. Metastasenentwicklung ist nicht zu
beobachten.

Ob die Tumorentwicklung mit einer Expansion der P5- und P6-Populationen einhergeht,
wurde mittels FACS iiberpriift. Aulerdem wurde das Milzgewicht tumortragender Mause

beider Stamme miteinander verglichen.
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Abb. 31: Die Milzen von C.B6-Kit"*"-M#usen verindern sich nicht durch L1C2-
induziertes Tumorwachstum. Milzen von den in Abb. 30 gezeigten Tieren wurden gewogen
(A), gegen CD11b, Ly6G und Ly6C gefarbt und durchflusszytometrisch untersucht (B).

Die Tumorentwicklung wird in BALB/c-Méausen von einer leichten Milzvergrofierung
verglichen mit unbehandelten Mé&usen begleitet (Abb. 31A). Die ohnehin extreme
MilzgréBe der C.B6-Kit"-*"-Tiere bleibt jedoch unveriandert. Auch wenn die P5- und P6-
Populationen in BALB/c-Méausen unter Tumoreinwirkung expandieren, erreichen diese

nicht das in den C.B6-Kit"-*"-Mausen zu beobachtende Niveau.
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Im nachsten Experiment wurde untersucht, ob das verstarkte Tumorwachstum durch die
Abwesenheit von Mastzellen bedingt ist.

Hierzu wurde eine Knochenmarktransplantation, wie in der Abb. 22 gezeigt,
durchgefithrt und die Tiere acht Wochen spater mit L1C2 inokuliert. In den mit
C.B6-Kit"-*"-Knochenmark rekonstituierten Tieren sind Mastzellen anwesend, weil diese
strahlenresistent sind (siehe Abb. 23). Dabei sind aber auch die P5- und P6-Populationen
in den Milzen erhoht (siche Abb. 22).
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Abb. 32: L1C2-induziertes Tumorwachstum ist unabhingig von der Anwesenheit
von Mastzellen. 6 Wochen alte BALB/c-Méause wurden mit 8,5Gy myeloablativ bestrahlt
und am niichten Tag mit Knochenmark von C.B6-Kit"-*" oder BALB/c rekonstituiert. Acht
Wochen spiter wurden je 1x10° L1C2-Zellen an insgesamt vier Stellen subkutan injiziert und
vier Wochen spéter die Tumorgréfle bestimmt.

Durch Transplantation des C.B6- Kit"-**-Knochenmarks in die myeloablativ bestrahlten
Wildtyptiere kann die Eigenschaft schneller groflere Tumore zu entwickeln auf
die BALB/c-Tiere tibertragen werden (Abb. 32). Bei diesem Versuch hat sich
auch herausgestellt, dass eine Bestrahlung vor der Transplantation eine generelle
Verlangsamung des Tumorwachstums bewirkt. Aus diesem Grund wurde die Bestimmung
der Tumorgrofe erst nach vier Wochen vorgenommen. Eine mogliche Ursache fiir das
verlangsamte Tumorwachstum in bestrahlten Mausen konnte eine durch die Bestrahlung
hervorgerufene systemische Entziindungsreaktion sein, die zu einer verstarkten anti-

Tumor-Antwort fithrt [60].
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Durch ein Kontrollexperiment (Abb. 33) mit Cpa3“™/*-Tieren' wurde die Beteiligung
der Mastzelle am schnelleren L1C2-Tumorwachstum endgiiltig ausgeschlossen. Diese
Tiere weisen aufgrund des genotoxischen Effekts von Cre, welches unter der Kontrolle
des Carboxypepidase A3-Promoters exprimiert wird, einen Mastzelldefekt auf [61]. Dabei
entsprechen P5- bzw. P6-Zellzahlen den Wildtyptieren (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 33: Die Abwesenheit der Mastzelle in Cpa3°™/*-Miusen hat keine
Auswirkung auf das L1C2-Tumorwachstum. 10 Wochen alte Cpa3°®/* und dazugehorige
Wildtyptiere wurden mit 1x10° L1C2-Zellen an insgesamt vier Stellen inokuliert und zwei
Wochen spiter die Tumore ausgemessen.

Wie erwartet, zeigen die Cpa3°™/* und die dazugehorigen Wildtyp-Wurfgeschwister keine
signifikanten Unterschiede im Tumorwachstum (Abb. 33). Das Tumorwachstum ist im
Vergleich zu den in Abb. 30 gezeigten Tieren stark beschleunigt, was an dem insgesamt
héheren Alter der Tiere liegen konnte.

Somit konnte die Beteiligung der Mastzelle im L1C2-Tumormodell eindeutig
ausgeschlossen werden. Es war nun zu vermuten, dass das beschleunigte Tumorwachstum
in Kit"-*"-Mausen auf die Anwesenheit der P5- und P6-Populationen zuriickzufiihren ist.
Die immunsuppressive Eigenschaft dieser Zellen in vitro konnte bereits im Kapitel 3.5

gezeigt werden.

L Cpa3©re/+ = gezielte Insertion der Cre-Rekombinase in den Lokus des Carboxypeptidase A3-Promoters.
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3.7 G-MDSC-ahnliche Zellen fordern L1C2-induziertes

Tumorwachstum

Ein unausweichliches Problem in den Versuchen mit MDSC ist, dass es aktuell nicht
moglich ist, diese Zellen selektiv zu depletieren, ohne dabei andere Zellpopulationen zu
beeintréachtigen [62,63]. Auflerdem ist es unmdoglich vorherzusagen, ob die P5- bzw. P6-
Zellen aus den Kit"-*"-Mausen und ihr Pendant aus den Wildtypen sich gleich verhalten.
Die c-Kit-Deregulation (gezeigt in Abb. 19) koénnte die Signalkaskade wéahrend der
MDSC-Differenzierung beeinflussen, was durch die Ergebnisse massenspektrometrischer
Untersuchungen (Abb. 21) bekréaftigt wird.

Eine aquivalente Losung dieses Problems sollte jedoch ein adoptiver Transfer der P5-
und P6-Zellen anstelle der Depletion sein. Hierfiir wurden BALB/c-Tiere mit L1C2
inokuliert und erhielten im Abstand von wenigen Tagen mehrmalige Injektionen von
P5- und P6-Splenozyten aus C.B6-Kit"-*"-Mausen. Dazu wurde zunichst ein Protokoll
zur Anreicherung von Ly6GP*-Zellen (P5 und P6 zusammen) etabliert (Abb. 34A).
Mehrmalige Injektionen dieser Zellen erschienen bei der Versuchsplanung sinnvoll, da mit

einer Lebensdauer von wenigen Tagen in vivo gerechnet wurde.
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Abb. 34: G-MDSC-ihnliche Zellen aus C.B6-Kit"*"-Miusen beschleunigen das
Tumorwachstum in Wildtyptieren. An Tag 0 wurden BALB/c-Méuse mit L1C2 inokuliert
und an den Tagen 1, 4, 7, und 10 Ly6GP%-Splenozyten aus C.B6-Kit"W-s" injiziert. Bei
der intravendsen Injektion wurden 5x10% Ly6GP-Zellen verabreicht und bei der subkutanen
2,5x106-Zellen. Milzzellsuspensionen von C.B6-Kit"-*"-Mzusen wurden zunichst durch
Dynalbead-Behandlung von T-Zellen (CD4 und CD8) und B-Zellen (B220) befreit, bevor
die Ly6GP?-Zellen durch MACS angereichert werden konnten. Die Reinheit von Ly6GPs-
angereicherten Zellen wurde stets durchflusszytometrisch kontrolliert. A, Gezeigt sind die
Anteile der Ly6GP-Zellen in der Milzsuspension vor und nach der Anreicherung. B, An Tag
14 wurde die Tumorgrole bestimmt. n=>5 Tiere pro Gruppe.

Das Ergebnis in der Abb. 34B veranschaulicht das tumorfordernde Potential der
Ly6GP*-Splenozyten aus naiven C.B6-Kit" *"-Tieren. Sowohl die intravendse als auch
subkutane Injektion bewirkt gleichermaflen ein schnelleres Tumorwachstum in BALB/c-
Tieren. Somit erscheint es gerechtfertigt, die Ly6GP*-Splenozyten aus naiven C.B6-
Kit"-sh_Mausen als G-MDSC-ahnliche Zellen zu bezeichnen.

Insgesamt veranschaulichen die Ergebnisse dieser Arbeit eindeutig eine anormale
Myelopoese in den Kit"*"-Tieren, die zu einer Entwicklung von Splenozyten mit

immunsuppressiven Eigenschaften fiihrt.
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4 DISKUSSION

4.1 Auswirkungen der Kit"-*""Mutation auf die Himatopoese

Die Rolle der Mastzelle als die zentrale Komponente bei der Entstehung von Igk-
abhangigen allergischen Reaktionen des Soforttyps ist nun seit mehreren Jahren
unumstritten. Die Erforschung der Beteiligung von Mastzellen an protektiven
angeborenen und adaptiven Immunantworten ist jedoch seit vielen Jahrzehnten die grofie
Herausforderung fiir Mastzellforscher. Der eleganteste Losungsansatz des Nachweises aller
potentieller Mastzellfunktionen in vivo ware eine selektive Depletion von Mastzellen.
Einen solchen Ansatz glaubte man in Mausen mit Kit-Mutationen gefunden zu
haben, gleichwohl die Mastzelldefizienz nicht die einzige bekannte Auswirkung der Kit-
Mutationen ist.

Die C57BL/6- Kit"-*"-Maus stellt ein sehr niitzliches Instrument fiir die Mastzellforschung
dar, die Grenzen der Anwendbarkeit sind jedoch dann erreicht, wenn es um
Untersuchungen von Th2-polarisierten Immunantworten geht. Deshalb wurde von unserer
Arbeitsgruppe die Kit"-s"-Mutation vom C57BL/6-Hintergrund mit typisch ausgepragter
Thl-Immunantwort auf den BALB/c-Hintergrund mit ausgepragter Th2-Immunantwort
iibertragen.

Wie erwartet, zeigen die neu generierten C.B6-Kit"-*"-Mause eine Mastzelldefizienz
(Abb. 6). Entgegen unseren Erwartungen jedoch zeigen die C.B6-Kit"-*"-Tiere keine
Beeintrachtigungen bei der Entwicklung einer experimentellen Atemwegserkrankung [43].
Dies bedeutet, dass Mastzellen fiir die Auspragung Asthma-aquivalenter Symptome! in
BALB/c-Miusen entbehrlich sind. Dies trifft fiir Kit"-*"-Miuse auf dem genetischen
C57BL/6-Hintergrund nicht zu, es handelt sich also um ein stammspezifisches Phdnomen
[64-66].

Abgesehen von ihrer Mastzelllosigkeit ist die Frequenz der basophilen Granulozyten
im Blut von C.B6- Kit"-*"-Tieren erhoht, wihrend in den Kit"-*"-Miusen auf C57BL/6-
Hintergund diese Tendenz nicht zu beobachten ist. Auch andere Arbeiten bestétigen, dass
in C57BL/6-Kit"-*"-Mausen [67] und in Kit"/"-"-Mzusen [68] unverinderte Zahlen von
basophilen Granulozyten vorliegen. Unsere Daten deuten also auf ein stammspezifisches
Phinomen hin, welches durch die Kit"-*"-Mutation in BALB /c ausgelost wird. Basophile

Granulozyten exprimieren ebenfalls den Fc.RI, jedoch unterscheiden sie sich deutlich von

! Atemwegsempfindlichkeit, Verschleimung der Atemwege, zellulire Infiltration der Lunge.
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der Mastzelle in der c-Kit-Expression, da reife Basophile kein c-Kit mehr aufweisen.
Ob die erhchten Zahlen basophiler Granulozyten die Abwesenheit von Mastzellen
kompensieren konnen, z. B. bei der Entwicklung einer Atemwegsiiberempfindlichkeit, ist
derzeit noch eine Spekulation.

Desweiteren lisst sich in nicht-immunisierten Kit"-*»-Mausen sowohl auf dem BALB/c-
als auch auf dem C57BL/6-Hintergrund eine reduzierte B-Zellfrequenz beobachten.
Jedoch hat dieses Phédnomen keine Auswirkung auf die Funktionalitat der B-Zellen
hinsichtlich ihrer Antikérperproduktion in wvivo. Dass die Kit"-*-Mutation keine
Auswirkung auf Konzentrationen von IgE, IgGl und IgG2b im Serum immunisierter
Tiere hat, wurde bereits in M&dusen mit C57BL/6-Hintergrund wahrend allergischer
Atemwegserkrankungen untersucht und gezeigt [65,66]. Diese Ergebnisse konnten auch
fiir die neu generierten C.B6-Kit"-*"-Miuse in unserer Arbeitsgruppe bestitigt werden.
Vermutlich sind die B-Zellen in immunisierten Kit"-*"-Tieren zu einer frither einsetzenden
bzw. einer intensiveren Antikorperproduktion oder erhohter Proliferation fahig.

Der Tyrosinkinase-Rezeptor c-Kit stellt eine zentrale und lebensnotwendige Komponente
dar, welche viele Prozesse in der Zellentwicklung und Differenzierung erst moglich
macht. Mause mit einer zur Funktionslosigkeit fithrenden Mutation des W-Lokus
(Kit"/W) sterben kurz nach der Geburt infolge von Knochenmark-Hypoplasie und
schwerer makrozytarer Andmie [67,69]. Wenn diese Mause jedoch mit Stammzellen aus
Wildtyptieren rekonstituiert werden, kénnen diese iiberleben. Das Uberleben der Kit"/W-
Miuse kann aber auch durch 800-fache Uberexpression von Erythropoetin ermdglicht
werden [9], was auf die Wichtigkeit von c¢-Kit in der Myelopoese, und speziell der
Erythropoese, hindeutet. Obwohl B-lymphoide Vorlauferzellen auf der Zelloberflache c-
Kit tragen und in vitro auf SCF reagieren, scheint diese Interaktion in der Lymphopoese
weniger kritisch zu sein als in der Myelopoese. So zeigen beispielsweise Knochenmarkzellen
einen Verlust von myeloiden Zellen und dafiir ein iibermafliges Wachstum von B-
Lymphozyten, wenn sie mit einem blockierenden monoklonalen Antikorper gegen c-Kit
behandelt werden [70]. Auf unreifen T-Zellen im Thymus ist c¢-Kit &hnlich hoch wie auf
B-lymphoiden Vorlauferzellen exprimiert [71] und durch Zugabe von SCF kann sogar die
Proliferation der T-Zellen in vivo erhoht werden [72]. Jedoch ist fiir die Differenzierung

der T-Zellen die SCF /c-Kit-Interaktion nicht zwingend erforderlich [73].
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Die Kit"W-*"-Mutation betrifft nicht das Kit-Gen selbst, sondern dessen regulatorische
Elemente. Unsere Ergebnisse zeigen, dass die c-Kit-Expression auf den hamatopoetischen
Stammzellen der Kit"-*"-Miuse nicht beeintrichtigt ist (siehe Abb. 16), jedoch
lassen sich vermehrt hdmatopoetische Stammzellen in der Milz nachweisen (Abb. 14).
Die Frequenzen der danach folgenden Entwicklungsstufen MPP!, CMP? und GMP?3
sind ebenfalls in den Kit"*"-Milzen erhoht, was letztendlich als extramedullire
Myelopoese bezeichnet werden kann. Einige Publikationen berichten von
extramedullarer Hamatopoese in der Milz tumortragender Méause [53], was mit dem
Phénomen in Kit"~*"-Miusen iibereinstimmt (Abb. 11 und Abb. 12), mit dem
Unterschied, dass die letztgenannten Mause gesund sind.

Interessanterweise finden sich im Knochenmark der Kit"-*'-Tiere weniger GMP, was
auf eine Migration dieser Zellen aus dem Knochenmark in die Milz hindeuten konnte.
Desweiteren verursacht die Kit"-*"-Mutation eine reduzierte MEP*-Frequenz in der
Milz und auch im Knochenmark (Abb. 15), was eine drastisch verdnderte Myelopoese
impliziert. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass die MEP und GMP das Knochenmark
verlassen, um in der Peripherie die endgiiltige Differenzierung durchlaufen zu kénnen.
Die GMP scheinen diese Entwicklung in der Milz zu vollziehen, wahrend die MEP
die Differenzierung in einem anderen Organ beenden, da die C.B6-Kit"V-*"-Tiere keine
andmische Symptomatik zeigen [74]. Vermutlich wird dies durch verstirkte Proliferation
der Erythrozyten-Vorlaufer, Erythroblasten oder Retikulozyten, kompensiert.

Die Kit"-*h-Mutation betrifft regulatorische DNA-Elemnte, die fiir die Expression von c-
Kit auf Mastzellen notwendig sind, daher sterben Mastzellen in Kit"-*-Mausen ab. In der
vorliegenden Arbeit wird gezeigt, dass durch die Kit"-*"-Mutation auch die Expression
von c-Kit auf anderen myeloiden Zellen reguliert wird (Abb. 19), jedoch mit anderen
Konsequenzen. Weiterhin zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit eine grundséatzliche c-Kit-
Reduktion wihrend der Myelopoese in Kit"-*"-Miusen (Abb. 16). Im Knochenmark
setzt die c-Kit-Reduktion bereits ab dem Stadium ST-HSC ein, wahrend in der Milz die
ersten c-Kit-Unterschiede erst ab dem CMP-Stadium beobachtet werden. Die Arbeit von
Ding et al. [23] belegt, dass der SCF auf Endothelzellen und perivaskuldren Zellen eine

zentrale Rolle fur die Retention von Stamzellen im Knochenmark hat. Demnach sollten

'MPP = Multipotente Vorliufer.

2CMP = Gemeinsame myeloide Vorliufer.
3GMP = Granulozytéir-monocytire Vorliufer.
AMEP = Megakaryozytir-erythroide Vorldufer.
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die Stammzellen aus dem Knochenmark auswandern, wenn die Interaktion zwischen c-Kit
und seinem Liganden SCF unzureichend ist. Dies konnte eine mogliche Erklarung fiir das

Auftreten der extramedulliren Myelopoese in den Kit"-*"-Milzen sein.

4.2 G-MDSC-ihnliche Zellen in Milzen naiver Kit"W-s"-Mause

Vor einigen Jahren wurde von der Arbeitsgruppe Nigrovic et al.  [34] iiber eine
Neutrophilie in C57BL/6-Kit"*"-Mausen berichtet, was sich jedoch mit unseren
Ergebnissen nicht in Einklang bringen lasst. FEine Neutrophilie ist per Definition eine
iiberméaflige Expansion neutrophiler Granulozyten im Blut. Dabei liegen die neutrophilen
Granulozyten phanotypisch als polymorphnukleare Zellen mit einer Ko-Expression von
Gr-1 und CD11b auf der Zelloberfliche vor. Im Blut der Kit"-s"-Miuse lisst sich keine
Expansion dieser Zellen feststellen (Abb. 10). Auch im Knochenmark, dem Bildungsort
neutrophiler Granulozyten, ist keine Zellzahlveranderung zu beobachten. Sehr auffallig
ist nur das vielfach starker ausgepragte Vorkommen der Gr1t/CD11b*-Population in den
Milzen der Kit"-*"-Miuse verglichen mit Wildtyp-Mausen. Schlussendlich spricht unser
Befund gegen eine Neutrophilie in Kit"-*"-Mausen.

Die genauere Analyse dieser Splenozyten in den Kit"-*"-Miusen ergab, dass
es sich hierbei um zwei unterschiedliche Populationen handelt. Eine davon
CD11b* /Ly6Ghel /Ly6C+ (P5) zeigt den Phinotyp neutrophiler Granulozyten, wihrend
die andere CD11b"/Ly6G™ /Ly6C™ (P6) eine morphologische Besonderheit, némlich
einen ringférmigen Zellkern, aufweist (Abb. 20). Normalerweise werden diese myeloiden
Zellen mit ringformigem Zellkern im Blut von Patienten mit myeloproliferativen
Erkrankungen und nur sehr selten in gesunden Individuen beobachtet [75,76]. Die
Publikation von Biermann et al. aus dem Jahre 1999 [52] fithrt ebenfalls Zellen mit
einem ringférmigen Kern auf, in Knochenmark und Blut naiver BALB/c-Méuse und
vermehrt in Infiltraten tumortragender Méuse. In dieser Arbeit werden die ringférmigen
Zellen einzelnen Stadien der myeloiden Differenzierung zugeordnet, wie z. B. den
Myelozyten, Promyelozyten oder den stabkernigen neutrophilen Granulozyten. Weiterhin
wird beschrieben, dass solche Zellen unter den myeloiden Suppressorzellen (MDSC)
vorkommen.

Der Begrift MDSC steht fiir eine heterogene Zellpopulation mit immunsuppressiven
Eigenschaften, die bei Tumorerkrankungen oder Entziindungen auftritt. Darunter konnen

sich Vorlaufer polymorphnuklearer neutrophiler Granulozyten, Monozyten, Makrophagen
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und dendritischer Zellen, aber auch bereits ausdifferenzierte Zellen befinden. Gewohnlich
akkumulieren diese im Tumorgewebe und in sekundaren lymphatischen Organen, wo sie
direkt eine suppressive Wirkung auf die inflammatorische Immunantwort austiben kénnen
[53,77,78]. Auflergewohnlich ist jedoch unser Befund, dass diese Zellen in naiven Kit"-s"-
Mausen vorkommen. Ob andere sekundare lymphatischen Organe, z. B. Lymphknoten,
Peyer-Plaques, Blinddarm und Mandeln, von der massiven Expansion der P6-Zellen
betroffen sind, wurde noch nicht untersucht.

Die CD11b*-Knochenmarkzellen aus Wildtyp- und Kit"-*'-Miausen zeigen einen
einheitlichen Phinotyp, jedoch ist die P6-Population in Kit"-*"-Miusen vergrofert
(Abb. 18) und wird deshalb moglicherweise z. T. aus dem Knochenmark ausgeschwemmt.
Die vermutliche Ursache dafiir findet man wiederum in der reduzierten c-Kit-
Expression auf diesen Zellen (Abb. 16), die zu einer Migration dieser Zellen bzw.
ihrer Vorldufer in die Milz fiihren konnte. So kommt es zu einer Akkumulation
von fast allen Vorlauferzellen in der Milz (Abb. 14A und Abb. 15A) und
zu einer bevorzugten Entwicklung in Richtung der GMP auf Kosten der MEP
(Abb. 15A). Durch Knochenmarktransplantation konnte nachgewiesen werden, dass es
ein intrinsischer Effekt in den Kit"-*-Knochenmarkzellen ist, welcher zur Expansion von
CD11b*/Ly6G™ /Ly6C* (P6) und CD11b*/Ly6GYsh /Ly6C* (P5) Zellen in der Milz
fithrt (Abb. 22), unabhéngig von ihrer Wildtyp-Umgebung.

Durch Funktionsanalysen konnte die suppressive Wirkung sowohl auf die T-
Zellproliferation in vitro (Abb. 24) als auch durch adoptiven Transfer in tumortragende
Méuse in vivo (Abb. 34) nachgewiesen werden. Anhand dieser Ergebnisse trifft das
Definitionskonzept MDSC auf die P6- und auch P5-Zellen zu.

In der Literatur werden die Subpopulationen M-MDSC (monozytir) und G-
MDSC (granulozytér) beschrieben, die jeweils {iber ihre Wirkungsweise und ihren
Phanotyp definiert sind.  Wenn diese M-MDSC und G-MDSC anhand gleicher
durchflusszytometrischer Strategie mit CD11b, Ly6C und Ly6G untersucht werden, dann
entsprechen die M-MDSC den P7-Zellen und die G-MDSC den P5-Zellen. Die P6-Zellen
kommen in Milzen von Wildtyptieren kaum vor und sollten demnach im Rahmen dieser
Arbeit naher charakterisiert werden.

Die M-MDSC sind in der Lage, die Proliferation antigenspezifischer CD8" T-Zellen
tiber die Produktion von iNOS und Arginase zu unterbinden. Die G-MDSC hingegen

bewerkstelligen dies durch Freisetzung von ROS. Durch Einsatz spezifischer Inhibitoren
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gegen iINOS, Arginase und ROS war es moglich, die funktionelle Identitat der P6-Zellen
zu bestimmen. Die Ergebnisse zeigen, dass P6-Zellen aus naiven Kit"-*"-Maiusen die
T-Zellproliferation, zumindest teilweise, iiber ROS-Produktion supprimieren (Abb. 26)
und somit eher den G-MDSC &ahneln. Die expandierte P5-Population nutzt den selben
Mechanismus zur Inhibition der T-Zellproliferation, was bereits in einigen Publikationen
fiir die phénotypisch vergleichbare Population im Wildtyp berichtet wurde [57,79)].
Lange Zeit wurde der Unterschied zwischen G-MDSC und neutrophilen
Granulozyten kontrovers diskutiert, weil diese Zelltypen jeweils die gleiche
polymorphkernige Morphologie und den CD11b*Ly6CTLy6G* Phéinotyp zeigen. Zur
Klarung dieses Sachverhaltes hat die Arbeit von Youn et al. [57] beigetragen, in welcher
Neutrophile aus naiven Mausen und die G-MDSC aus tumortragenden Mausen untersucht
und verglichen wurden. Dabei stellte sich heraus, dass die Neutrophilen erhchte
Phagozytoseaktivitat, lysosomale Proteinexpression und TNF-a-Produktion verglichen
mit G-MDSC aufweisen. Dagegen ist die Expression von CD244, CD115, CD124 und
die Aktivitat der Myeloperoxidase, Arginase sowie die Produktion von ROS in G-MDSC
verstarkt. Welche dieser Eigenschaften auf die in der vorliegenden Arbeit beschriebene
P6-Zellpopulation zutreffen, wird sicherlich in zukiinftigen Arbeiten néher untersucht.
Vor allem sollten eventuelle Unterschiede zwischen der P6-Population in Milz, Tumor
und Knochenmark aus Kit"-*"-Miusen und Wildtyptieren ausgearbeitet werden.

Der endgiiltige Beweis, dass es sich tatsachlich um MDSC handelt, konnte anhand eines
Tumormodells erbracht werden. In Vorversuchen wurde gezeigt, dass L1C2-Zellen in
C.B6-Kit"-sh-Mausen grofere Tumore bilden als in Wildtyptieren, was definitiv nicht
auf die Abwesenheit von Mastzellen zuriickgefiihrt werden kann. Der adoptive Transfer
von P5- und P6-Zellen aus naiven C.B6-Kit"-*"-Mzusen in tumortragende Wildtypméuse
fiihrt ebenfalls zu einem schnelleren Tumorwachstum (Abb. 34B). Sowohl die intravendse
als auch die subkutane Verabreichung dieser Zellen bewirkt ein vergleichbares Ergebnis.
Allerdings war es nicht moglich, das Schicksal der injizierten Ly6GT-Splenozyten zu
verfolgen, da es zur Zeit keinen universellen Marker fiir diese Zellen gibt. Diese
Fragestellung wird sicherlich noch in weiterfithrenden Arbeiten intensiver verfolgt. So
konnte man die Kit"-*"-Mause mit M#usen verpaaren, die ubiquitir GFP oder Luziferase
exprimieren. Nach Isolierung und adoptivem Transfer liele sich das Schicksal der P6-
Zellen aus Kit"-*"-Miusen in Wildtypen in vivo verfolgen.

Desweiteren konnte im Rahmen dieser Arbeit eine drastische Verzogerung des
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Tumorwachstums in Mausen beobachtet werden, welche zuvor lethal bestrahlt wurden
und eine Knochenmarktransplantation erhielten (Abb. 32). Der Grund dafir ist
vermutlich eine systemische Entziindung durch den massiven Anteil nekrotischer Zellen
nach Bestrahlung, die vom Immunsystem zunachst beseitigt werden miissen. In dieser
Zeit laufen pro-inflammatorische Prozesse ab, die zu einer schnelleren und effektiveren
Immunantwort gegen Tumorzellen beitragen [60].

Dass Kit"-*"-Mzuse aufgrund massiver Expansion der G-MDSC-&hnlichen Zellen spontan
Tumore entwickeln, wurde in unserer Arbeitsgruppe nicht beobachtet. In der Literatur
gibt es hierzu ebenfalls keine Hinweise, was dafiir spricht, dass diese Splenozyten
moglicherweise zunachst nur akkumulieren, ohne funktionell zu sein. Prinzipiell ist
es allerdings moglich, dass éltere Tiere mit der Kit"-*"-Mutation zur spontanen
Tumorentwicklung neigen konnten. Denkbar ist es, dass erst ein geeignetes “aktivierendes
Mikromilieu” benétigt wird, um eine Aktivierung der MDSC auszulGsen.

Tumorzellen sind in der Lage Chemokine freizusetzen, welche Neutrophile und auch ihre
Vorlaufer anlocken. Dazu gehéren GM-CSF, G-CSF, M-CSF, TGF-3, SCF, VEGF, IL-
3, IL-6, alles die Myelopoese fordernde und z. T. Zellreifung verhindernde Mediatoren
[53,80]. Dies bewirkt, dass die Neutrophilen bzw. deren Vorlaufer zu G-MDSC polarisiert
werden und somit immunsuppressiv und pro-tumoral agieren [81]. In in vitro-Arbeiten
wurde bisher belegt, dass GM-CSF, G-CSF, IL-6 und IL-13 in humanen und murinen
unreifen myeloiden Knochenmarkzellen eine Transition zu MDSC induzieren [82-85]. Zu
den wichtigsten bisher bekannten MDSC-Aktivatoren in vivo gehéren PGE-2, LPS, Hsp72,
S100A8/A9, IL-13, IFN-y, IL-4 und IL-13 [86]. Am héufigsten werden dann die MDSC
im Tumorgewebe, in der Milz und im Blut detektiert [87].

Die Arbeit von Youn et al. [56] zeigt jedoch, dass in M&usen nicht jede von zehn
untersuchten Tumorarten in der Lage ist, eine vergleichbar starke Expansion und
Aktivierung von MDSC zu bewirken. Vielleicht kommt die Funktion der MDSC erst
zum Tragen, wenn die Entstehung von Tumoren zusatzlich begiinstigt wird. So wurden
von Sinnamon et al. [88] C57BL/6-Kit"-*"-Miuse mit APCM"/* Miusen gekreuzt,
welche zu einer spontanen Entstehung von Darm-Adenomen neigen. Im Vergleich zu
den Kontrolltieren entwickelten die APCM™/#; KitW-sh_Mzuse zahlreichere und groBere
Tumore. Dieses Resultat lieff die Autoren darauf schliefen, dass in diesem Modell die
Tumor-protektive Wirkung der Mastzellen zum Ausdruck kommt, wobei Kontrollversuche

mit Mastzell-Rekonstitutionen versaumt wurden. Daher ist es moglich, dass in diesem
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Modell die c-Kit-Mutation und die G-MDSC-&hnlichen Zellen fiir die Tumorprogression
verantwortlich sind, und nicht die Mastzellen. Die Beteiligung der Mastzelle im L1C2-
Tumormodell konnte von uns ausgeschlossen werden. Anhand der Kontrollversuche mit
Kit"-*"-Knochenmarkchiméren (siche Abb. 32) und Cpa3°™/*-Miusen (siche Abb. 33)
konnte deutlich gezeigt werden, dass die Mastzelle keinen Einfluss auf die L1C2-
Tumorentwicklung ausiibt, sondern vielmehr die G-MDSC-ahnlichen Zellen.

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse veranschaulichen die aberrante Myelopoese
in den C.B6-Kit"*"-Miusen, die schlieSlich zu einer massiven Akkumulation von
CD11*"Ly6C*-Zellen mit hoher und intermediarer Ly6G-Expression fithrt. Alle fiir C.B6-
Kit"-*h-Mause erhaltenen Ergebnisse treffen auch auf den Stamm C57BL/6-Kit"*" zu.
Fiir die Tumorexperimente auf dem Hintergrund der C57BL/6-Maus muss jedoch noch

ein entsprechendes Modell in unserer Arbeitsgruppe etabliert werden.

4.3 Aktuelle Kit-unabhangige Modelle mastzellloser Mause

Durch in wvivo-Versuche an mastzelllosen Mausen hat die Mastzelle den Status einer
“Multi-Effektor”-Zelle mit den meisten pleiotropen Funktionen erreicht. So wird
beschrieben, dass die Mastzelle eine pathophysiologiche Rolle in Arteriosklerose,
pulmonaler Hypertonie, Ischamie-Reperfusionsschaden, mannlicher Unfruchtbarkeit,
rheumatoider Arthritis, Multipler Sklerose, interstitieller Zystitis, Auslosung von
Angstzustanden, Alzheimer-Krankheit, Nozizeption, Adipositas und Diabetes Mellitus
und vieles mehr hat [89].
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Protektiv Angeborene Immunitat Abbau von Peptiden und Toxinen
Schutz vor Bakterien
Schutz vor Parasiten

Schédlich Allergie Anaphylaxis
Asthma

GefaRerkrankungen und
Gewebeveranderungen

Kontaktallergie

Aneurysma
Verbrennungen

Ungenau definiert

Angeborene Immunitat

Adaptive Immunitat

Enteromikrobielle Sepsis (CLP)

Interaktionen mit T-Zellen, TransplantatabstoRung

Autoimmunitat Typ-1-Diabetes

Neurologische Stérungen (EAE)

Arthritis
GefaBerkrankungen, Arteriosklerose
Gewebeveranderungen Adipositas

und Metabolismus Angiogenese

Geweberegeneration und Gewebeverdnderungen (Fibrose)

Tumorwachstum und Vaskularisation

Tumorerkrankungen

Tab. 2: Diversitdt und experimentelle Basis fiir angenommene Funktionen der
Mastzelle. (Verandert nach: Rodewald et al., Immunity, 2012)

In der Tab. 2 sind nachgewiesene protektive bzw. schadliche Funktionen der Mastzelle
und bisher nur ungenau bestimmte Funktionen aufgezeigt. Ein betrachtlicher Teil
der Ergebnisse wurde an Mastzell-defizienten Mausen mit Kit-Mutationen generiert,
die bekanntlich noch weitere Anomalien aufweisen.  Die Unterteilung “ungenau
definiert” umfasst die Studien, in denen die Ergebnisse Diskrepanzen ergaben, sobald
unterschiedliche Kit-defiziente oder Kit-unabhangige Modelle verwendet wurden. So ist
es moglich, dass einige der bisher der Mastzelle zugesprochenen Funktionen auf die in
dieser Arbeit identifizierten immunsuppressiven G-MDSC-ahnlichen Zellen oder andere
Anomalien in Kit-defizienten Mausen zuritickzufiithren sind.

Deshalb ist der aktuelle Trend der Mastzellforschung, die Kit-abhéngigen Modelle durch
Kit-unabhéngige Modelle mit einer mastzellspezifischen Mutation abzulésen. Diese Kit-

unabhangigen Modelle sind in der Tab. 3 aufgezeigt.
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Defizienz Mausbezeichnung | Konstrukt Mastzellzahlen Basophilenzahlen
konstitutiv Mcpt5-Cre; R-DTA Kreuzung R-DTA gefloxter Maus mit | Peritoneale Mastzellen unverandert
transgener Maus, die Cre unter der | (98%) und Hautmastzellen
Kontrolle des Mcpt5-Promoters (89-96,5%) drastisch
exprimiert reduziert, mukosale
Mastzellen nicht betroffen
,Cre-Master" Genveranderung: Alle Typen von Mastzellen 60% Reduktion in
Cpa3Cre/+ Cre Expression unter der Kontrolle abwesend der Milz
des Cpa3-Promoters
,Hello Kitty* Kreuzung zwischen Mcl-1 gefloxter Reduktion aller Mastzellen Reduktion in der
Cpa3-Cre; Mcl-17% | Maus mit transgener Maus, die Cre | (92-100%), Mastzellen in Milz (58%), Blut
unter der Kontrolle des Cpa3- der Milz unverandert (74%) und
Promoterfragments exprimiert Knochenmark
(75%)
induzierbar Mcpt5-Cre; iDTR Kreuzung zwischen induzierbar- Mastzellen des unverandert

DTR gefloxter Maus mit transgener
Maus, die Cre unter der Kontrolle
des Mcpt5-Promoters exprimiert

Peritoneums und Haut zu
97,5% 1 Woche nach DT-
Behandlung depletiert,
Mastzellen des Magen-
Darm-Traktes unverandert

Mas-TRECK

Humanes DTR exprimierende
transgene Maus, DTR unter der
Kontrolle des Intronenhancer vom
114-Gen

Mastzellen im Peritoneum,
Haut, Magen und

Mesenterium 3 Tage nach
DT-Behandlung depletiert

>95% Reduktion im
Blut

Tab. 3: Charakteristiken Kit-unabhingiger konstitutiver und induzierbarer Modelle
mit einer Mastzelldefizienz. (Verdndert nach: Reber et al., Trends in Immunology, 2012)

Die Mepts-Cre; R-DTA-Maus' ist durch die Abwesenheit von Mastzellen im Peritoneum
und in der Haut gekennzeichnet, wahrend die mukosalen Mastzellen unverandert bleiben
[90]. Mit diesem Modell kommen die Forscher schnell an ihre Grenzen, sobald nicht nur
die Bindegewebsmastzellen, sondern auch mukosale Mastzellen experimentell untersucht
werden sollen.
Dagegen sind in der “Cre-Master”-Maus? alle Mastzelltypen eliminiert. Die
Mastzelldefizienz resultiert aus der Genotoxizitat von Cre, wobei nur die Zellen betroffen
sind, die hohe Mengen an Carboxypeptidase 3 exprimieren [61]. So sind in dieser
Cpa3°™/*-Maus zusitzlich 60% der basophilen Granulozyten in der Milz betroffen.
Ansonsten wurden keine weiteren Defekte beobachtet, obwohl Carboxypeptidase 3 noch
von einigen T-Zellvorlaufern, T-Zellen im Thymus und manchen hamatopoetischen
Vorlauferzellen exprimiert wird. Dieses Kit-unabhangige Mausmodell wurde in einem
Kontrollexperiment dieser Arbeit eingesetzt, um die Beteiligung der Mastzelle im L1C2-
Tumormodell auszuschlieBen (Abb. 33).

Nach einem #hnlichem Prinzip wurde die Cpa3°™/*; Mcl-1"/f-Maus generiert [91]. Hier

'Mecpth = Mastzellprotease 5, R-DTA - Diphtherietoxin a-Kette, wird unter der Kontrolle des Rhodopsin-
Promoters exprimiert.
2Cre-Master = Cre-mediated mast cell eradication.
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ist die Genotoxizitit von Cre nur in den Zellen hoch, die Mcl-1! exprimieren. Und auch
bei diesem mastzelllosen Mausmodell sind die Basophilen zu einem betrachtlichen Anteil
eliminiert bzw. ist ihre Funktion beeintrachtigt.

Die drei oben aufgefiihrten Modelle sind durch eine konstitutive Mastzelldefizienz
gekennzeichnet. Es gibt allerdings auch Modelle, in denen die Mastzellen erst durch
eine Diphtherietoxin-Behandlung eliminiert werden. So sind in den Mepts-Cre; iDTR-
Mausen die selben Mastzelltypen betroffen, wie in der Mcpt5-Cre; R-DTA-Maus, mit
dem Unterschied, dass die Mastzellen nur fiir einige Wochen abwesend sind [90]. Die
Basis dieses Modells ist die Interaktion des Diphtherietoxins mit dem induzierbaren
Diphtherietoxin-Rezeptor, wodurch nur in betroffenen Mastzellen die Apoptose auslost
wird.  Unklar ist jedoch, ob im Laufe der Behandlung mit Diphtherietoxin eine
Wechselwirkung mit anderen Zellen eingegangen wird und somit der Ausgang eines
Experimentes direkt beeinflusst.

Die Mas-TRECK-Maus? ist ebenfalls ein durch Diphtherietoxin induzierbares
mastzellloses Modell [92,93]. Alle Mastzelltypen sind betroffen, wobei auch fast alle
Basophilen entfernt werden. Dieser Mangel macht die Mas-TRECK-Maus vermutlich
zu keinem optimalen Modell.

Ublich war es bisher die generierten Ergebnisse an mastzelllosen Mausen durch Mastzell-
Rekonstitutionen zu verifizieren. Ob bisher solch ein adoptiver Mastzelltransfer in den
oben beschriebenen Modellen durchgefiithrt wurde, ist nicht berichtet worden. Auch wenn
diese in Kultur generierten Mastzellen (BMMC) nicht alle Organe besiedeln, in denen
Mastzellen vorkommen, und auch oft unphysiologische Frequenzen und Lokalisation in
besiedelten Organen zeigen [67,94], wére es dennoch ein wertvolles Kontrollexperiment um
die moglichen genetischen Veranderungen in Kit-unabhangigen Modellen aufzudecken.
Diese Alternativen zu Kit-abhangigen Mastzell-defizienten Modellen stellen insgesamt,
vor allem durch ihre Optionen konstitutiver und induzierbarer Defizienz, einen immensen
Fortschritt fiir die Mastzellforschung dar.  Allerdings ist keines dieser Modelle
uneingeschrankt fiir in vivo-Experimente geeignet, weil entweder nicht alle Mastzelltypen

eliminiert werden oder zusatzlich Basophile betroffen sind.

'Mecl-1 = myeloid leukemia cell differentiation protein 1.
2Mas-TRECK = mast cell-specific enhancer-mediated toxin receptor-mediated conditional cell knock
out.
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6 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ACK Ammoniumchlorid-Kaliumhydrogencarbonat
AMLR allogene gemischte Lymphozytenreaktion
APC Allophycocyanin

ATP Adenosintriphosphat

BMDC bone marrow-derived dendritic cell
BMMC bone marrow-derived mast cell

bio biotinyliert

BSA bovines Serumalbumin

bzw. beziehungsweise

ca. circa

CD cluster of differentiation

cDNA complenetary DNA

CLP common lymphoid progenitor

CMP common myeloid progenitor

COq Kohlenstoffdioxid

Cre cyclization recombination

DC dendritic cell

DEPC Diethylpyrocarbonat

DNA Desoxyribonucleic acid

DNase Desoxyribonuklease

DNP 2,4-Dinitrophenol

dNTP 2’-Desoxynukleosid-5’-Triphosphat

EAE experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis
EDTA disodium ethylenediamine traacetic acid
et al. et alia (und andere)

EtOH FEthanol

eV Elektronenvolt

F1 1. Filialgeneration

FACS fluorescence-activated cell sorting

FCS fotales Kéalberserum

FceRI hochaffiner Rezeptor fiir IgE- Antikorper
FITC Fluorescein-5-isothiocyanat

FSC Forward scatter
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GM-CSF granulocyte-monocyte colony-stimulating factor
GMP granulocyte-monocyte progenitor
Gy Gray

h Stunde

Ig Immunglobulin

1L Interleukin

IFN Interferon

iNOS induzierbare Stichstoffmonoxid-Synthase
1 Liter

i.p. intraperitoneal

iv. intravenos

kb Kilobasen

kDa Kilodalton

L1C2 lung carcinoma cell line

Lin lineage

LPS Lipopolysaccharid

LT-HSC langlebige Stammzellen

I Mikro

m murin

M Molar

MACS magnetic-activated cell sorter

Mb Megabasen

MEM Minimal essential medium

MEP megacaryocyte-erythrocyte progenitor
M-CSF monocyte colony-stimulating factor
MDSC Myeloide Suppressorzellen

MFI mittlere Fluoreszenzintensitat

mg Milligramm

ml Milliliter

mm Millimeter

MPP multipotente Vorlauferzellen

mr murin rekombinant

mRNA messenger RNA

n Nano

n.s. nicht signifikant

87



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

OD

PBS
PCA
PCR
PE
PerCP
PI
PLL

RNA
ROS
rpm
RT
s.c.
SCF
SSC
ST-HSC
TE
TK
TNF

i.N.

VE

xg
ZVTE

optische Dichte
Signifikanzwert

phosphate buffered saline
passive cutaneous anaphylaxis
Polymerase-Kettenreaktion
Phycoerythrin
Peridinin-chlorophyll protein
Propidiumiodid
Poly-L-Lysin

Rezeptor

Ribonukleinsaure

reactive oxygen species
rounds per minute
Rauttemperatur

subkutan

stem cell factor

Side scatter

kurzlebige Stammzellen
Tris-EDTA
Tyrosinkinase-Doméane
Tumornekrosefaktor

Unit

iiber Nacht

Volt

voll entsalzt

Vielfaches der Fallbeschleunigung

zentrale Versuchstiereinrichtung
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