Fl-Praktikum Teil Stassen, 26.02.- 01.03.2018

Montag, 26.02.: Vorbesprechung (9:00 — 11:00)

Pause
Dienstag PCR ansetzen (Genotypisierung) PCR: DNA-Elektrophorese
IL-9 ELISA
27.02. Mastzell-Stimulation Platten mit Erst-
Zellen zahlen und akt|V|e|:en: Antikérper beschichten
@, LPS, lono, lono+LPS fir ELISA + Western Blot
@, LPS, lono, lono+LPS fiir gqRT-PCR RNA-Isolierung, cDNA-Synthese (fir gRT-PCR)
Beladung von Mastzellen mit IgE
Mastzelltransfektion (Elektroporation) Transfizierte Mastzellen aktivieren (g, LPS, lono, lono+LPS)
Mittwoch Uberstande » Zweitantikdrper —»  Strept-HPO —>  Substrat —» Messung
ELISA: Pause
Proteinextrakte
Western: und —» Berechnungen —» Elektrophorese —> Blot —>» Blockieren —» Anti-p38
Proteinbestimmung
gRT-PCR: —» PCR
Reportergenassay} Zellextrakte machen und einfrieren
Donnerstag Pause
01.03.

9:00 Uhr: Degranulationstest (IgE Kreuzvernetzung)
—» gRT-PCR: Auswertung
—» Western: Sekundarantikérper / Substrat
—» ELISA: Auswertung

—» Reportergenassay: Luciferasemessung

Vorlesung: Allergien




Vorbesprechung des praktischen Teils
> Entwicklung von Mastzellen, Mastzellsubtypen und Mastzellaktivierung

> Degranulationstest und Nachweis der B-Hexosaminidase

> Prinzip des Sandwich — ELISA zum Nachweis von IL-9

> Prinzip des Western — Blots zum Nachweis der MAP-Kinase p38
> Rekombinationen in B- u. T-Zellen, Rekombinase und ,, recombination activating gene*“

>PCR zum Nachweis eines ,,RAG-2 knock out”

>gRT-PCR zur relativen Quantifizierung der IL-6 mRNA Expression in aktivierten Mastzellen

>Reportergenassay zur Messung der NF-kB Aktivitat



Mast cells are derived from mast cell-committed progenitors
in the marrow and mature in the tissues

Mast cell-committed progenitor (MCP) in the marrow:
Lyn~ c-Kit" Sca-1"Ly6c” FceRla” CD27" B7* T1/ST2*

pro-mastocyte:

FETAL BLOOD o
Thy-1'ow, c-kit"i9h, FceRI-

MPP = Multipotential progenitor
HOMING ﬂ; CMP = Common myeloid progenitor
MCP = Mast cell-committed progenitor

Maturation:

TISSUE CTMC, MMC IYI
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Characteristics of predominant murine and human mast cell subsets

Biogenic amine Protease Proteoglycan Location

mouse

Mucosal Histamine MMCP-1,-2 Chondroitin sulfate intestinal lamina propria,
(MMC) Serotonin lung

Connective tissue Histamine MMCP-3,-4,-5,-6 Heparin (a) peritoneal cavity,

(CTMC) Serotonin Carboxypeptidase skin

human(b)

MCy Histamine Tryptase Chondroitin sulfate lung, intestinal mucosa,

Heparin nasal mucosa

Histamine Tryptase chondroitin sulfate intestinal submucosa
Chymase Heparin skin
Carboxypeptidase
Cathepsin G

(a) Staining with safranin reflects the presence of heparin in secretory granules. IYI

(b) MCTcorresponds most closely to murine mucosal mast cells (MMC), MCT to connective tissue mast cells (CTMC). INSTITUTE FOR
C IMMUNOLOGY

Stassen et al., Crit. Rev. Immunol. (2002) 22(2):115 MAl NZ




The tools to study mast cells:

Murine bone marrow-derived mast cells (BMMC) as
model in vitro

IL-3

IL-4, stem cell factor, IL-10

Bone marrow progenitor ,mucosal“ mast cell
Fc,RI*, c-kit*, CD13*
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Peritoneal CTMC (Safranin) CTMC (May-Giemsa-Griinwald)

Dermal
CTMC

BMMC (May-Giemsa-Griinwald) IYI
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Avidin-Alexa-488 Farbung eines Ohrschnittes
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Mastzell-Degranulation

IgE-coated resting Antigen-activated
mast cell mast cell

Antigen—
cross-linked
IgE/FceRlI

Histamine/lipid| |Cytokines| Beta-Hexosaminidase

mediators ‘

Vascular/ || Inflammation:
smooth late phase
muscle reaction

response:

immediate
reaction

&t o

© Elsevier. Abbas et al: Cellular and Molecular Immunology 6e - www.studentconsult.com



Anaphylaktische Degranulation: Durch Fusion von Granula bilden sich Kanale
Membranfreie Granulamatrix wird exocytiert

Resting Degranulated

#
« @
.

Wernersson & Pejler, Nat Rev Immunol (2014)



lonomycin (aus Streptomyces conglobatus) ist ein mobiler Trager (,lonophor®)
zum Transport von Ca?* und anderer bivalenter lonen Uber biologische Membranen







Aktivierte Mastzellen sezernieren heparinhaltige, membranlose und unldésliche Partikel
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Kunder et al. J Exp Med 2009;206:2455



Von Mastzellen sezernierte Partikel enthalten TNF
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Kunder C A et al. J Exp Med 2009;206:2455-2467



Eigenschaften der beta-Hexosaminidase

FIGURE 7. Proposed scheme of the cleavage of
PGN by lysozyme and 3-hexosaminidase. Lysozyme
first nicks the endogenous (3-1,4 bond between N-ace-
tylglucosamine and N-acetylmuramic acid. At this
stage, 3-hexosaminidase cannot attack the 3-1,4 bond
because it is an exo-type enzyme. Next, the generated
disaccharide consisting of N-acetylmuramic acid and
N-acetylglucosamine is digested by -hexosaminidase.
As a consequence, these monomeric sugars are gener-
ated and PGN is completely digested.

Farbreaktion in vitro:

p-Nitrophenyl-Acetyl-D-Glucosamin

ROO
HOI @)
(o}

lysozyme lysozyme

peptidoglycan OH

HOIO o=<NH O=<NHH01 . =<N O=<NH
=<

N-acetyl-B-hexosaminidase
E N- acetyl- -hexosamlnldase yl-B )é)H ini
R LL
”‘%&J o +Hq&

< Hoi <

N-Acetyl-D-Glucosamin +

Fukuishi et al. J Immunol 2014



Mastzell-spezifische Regulation der Produktion von Th2-Cytokinen: LPS als Ko-Stimulus }

Unstimuliert

LPS

lonomycin
+ 1 ng/ml LPS
+ 10 ng/ml LPS §i
+ 100 ng/ml LPS
+ 1000 ng/ml LPS

IL-9 IL-13 IL-4
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Sandwich-ELISA
(.Enzyme-linked immunosorbend assay*)
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Western Blot: Ubersichtsschema
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Figure 4-2 Immunobiology, 6/e. (© Garland Science 2005)
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Figure 4-12 Immunobiology, 6/e. (© Garland Science 2005)



,recombination-activating gene“ 1 and 2 (Rag-1, Rag-2) bilden die V(D)J Rekombinase

Unrearranged locus

(1) Synapsis

Rag-1/
Rag-2

Rag-1/
Rag-2

(2)Cleavage

-
e &

(3) Hairpin opening
and end-
processing

DNA-PK: DNA-abhangige Proteinkinase
2;1,‘1:33';5,23;f’fd1 Beteiligt an Reparatur des Doppelstrangbruches
DNA-PK Defekt fuhrt zu einer Form von SCID

(4) Repair/fligation

. 4

Ku70/KuBO/DNA-PK

XRCC4/DNA LigaselV Nand P
5 3 nucleotides

© Elsevier. Abbas et al: Cellular and Molecular Immunology 6e - www.studentconsult.com



PCR-Nachweis der RAG-2 Defizienz (knock out)
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Expect ed sizes probeB probeA

probe A probe B I
probeC
EcoRl/Xbal Kpnl/Xbal EcoRl/Xbal Kpnl/Xbal

[
endogenous allele 6.0kb  3.25kb 6.0kb 1.6kb probeD(Neo)
mutated allele  3.5kb  5.15kb 3.0kb 5.15kb

Figure 1. The Endogenous RAG Locus and the Targeting Construct for Homologous Recombination

(A) Partial restriction endonuclease map of the RAG-2 locus. Bold lines represent introns, open boxes show exons of RAG genes, and hatched
boxes indicate coding regions of these genes. Arrows represent transcriptional orientation of the RAG genes.

(B) Design of the RAG-2 targeting construct, G3E2-12. This vector was constructed as described in the Experimental Procedures. The Pstl-Pstl
portion of the RAG-2 coding region was replaced with a 1.1 kb PMC1neo/poly(A)" fragment (PMC1NeopA*). Thin lines represent plasmid sequences
of KS pBluescript. Arrows indicate the transcriptional orientation of the HSV-tk and neo genes. Probes used in this study are shown under the
targeting construct: probe A, Sall-Xbal 5 RAG-2 fragment; probe B, EcoRV-Pstl RAG-2 fragment; probe C, Pstl-Pstl RAG-2 fragment; probe D,
Pstl-BamH! neo gene fragment from PMClIneo/poly(A)'. The expected sizes of restriction fragments detected by probes A and B are shown.

PGK-TKpA+ : Phosphoglyceratkinase-Promoter steuert Expression der Herpes Simplex Virus Thymidinkinase



Cycle 1

Cycle 2

Region to be amplified

5!
3!

Prinzip der Polymerase Kettenreaktion

—> Primer 1
3!
5'
Primer 2 ¢—
Add excess primers 1 and 2
Heat to 95° to melt strands
Cool to 60° to anneal primers
Add dNTPs and | :
3 Taq polymerase | 1
+3’(—|-|-’ 5¢ to extend primers RRNARRNARRARRRARARAAAAE
5! 31 4
T 5! A
Heat to 95° to melt strands )
ﬁool to 60° to anneal primers | I
| 1
4 JLLLLLLELL L
Add dNTPs and
T Taq polymerase TN
to extend primers_
U JANNRRRNARNRARNNARNI]
T A

Repeat annealing and
extension steps )

v | I

After multiple cycles, desired region is amplified: LTI




RT-PCR: Nachweis von mRNA nach Umschrift in cDNA (,,copy®)
Traditional cDONA synthesis

5" cap
struclure AAA(A), '
mARNA 3" poly(A) tail
l 3'0OH 5
=AW oligo(dT), 5.4 primer
s\ ARAA),
dATP
dTTP reverse Avian Myeloblastosis Virus (AMV)
daGTP transcriptase Moloney Murine Leukemia Virus (MMLV)
dcTtpP
Mg++
3 5°
5 \ AAA(A), N
3 5
\ Ti2-10
5 AAA(A),
3¢

cONA:mRNA hybrid

Synthesis of the first strand of ¢cDNA using an oligo(dT) primer and reverse transcrip-
tase.

http://dwb4.unl.edu/Chem/CHEM869N/CHEM869NLinks/
www.dur.ac.uk/~dblOwww/Staff/Croy/cDNAfigs.htm



DNA-Menge = Ausgangsmenge X (Effizienz + 1)%ykluszahl

1600000000 1
1400000000 -
CYCLE NUMBER = AMOUNT OF DNA <
0 1 Z 1200000000
1 2 o B
5 + 1y 1000000000
3 8
r T E 800000000
5 32 =)
: 2 3 B0O0000000 5
7 128 = 400000000
8 256 < 200000000 =
9 512 .
10 1,024 0 - - :
1 2,048
o T 0 g 10 15 20 25 30 35
L 8,192 PCR CYCLE NUMBER
14 16,384
15 32,768
16 65,536 10000000000 *
17 131,072 T
B 262144 1000000000 -
19 524,288 § 100000000 ..J
20 1048576 @ 10000000 _
21 2,097,152 "
2 4104304 O 1000000 S
23 8,388,608 - 100000 e L
24 16,777,216 = 10000 g
25 33,554,432 o ™
2% 67,108,864 s 1000 -
27 134,217,728 < 100 ..‘
28 268,435,456 10 -
29 536,870,912 "L
30 1,073,741824 1 += T T T T T :
3N 1,400,000,000 0 5 10 15 20 25 30 35
2 1,500,000,000
33 1,550,000,000 PCR CYCLE NUMBER
4

1.580,000,000 http://pathmicro.med.sc.edu/pcr/realtime-home.htm



relative Absorption / Emission [%]
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SYBR Green bildet dsDNA-Fluoreszenzfarbstoff-Komplexe

SYBR Green
(Cyanin-Farbstoff)
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http://de.wikipedia.org/wiki/SYBR_Green_|
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PCR Base Line Subtracted RFU
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PCR Base Line Subtracted RFU
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PCR Base Line Subtracted RFU
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PCR Base Line SLbtracted RFU
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Die Ermittelung der ,Schmelzkurve® des gebildeten PCR-Produktes
ist ein wichtiges Qualitatsmerkmal !
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Die AACt-Methode

IL1-b vit

- RPLPO co

RPLPO vit

_ IL1-b con

16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 4

Bildung der ACt = target — reference fur beide Ansatze (vit und con)



PCR Base Line Subtracted RFU

PCR Base Line Subtracted RFU
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LPS coactivates an NF-KB-dependent reporter gene in mast cells

—>

mimmm NF-KB NF-KB NF-KB NF-KB|--- -| TATA-Box Luciferase
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Prinzip des dualen Reportergenassays

—>
S NF-KB NF-KB NF-KB NF-KB|--- -| TATA-Box Luciferase
coOoH Recolt-nhii;lam Firefly o—
HO uciferase O~
\©:§/>_</gj/ +ATP+0, - > S | EH/';T +AMP+PP+CO,,+Light

MgZ+
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%‘!é Figure 1. Bioluminescent reactions catalyzed by firefly and Renilla luciferases.

Thymidinkinase Promoter aus HSV i




Elektroporation

The phenomenon of electroporation

Voltage Stimul ated

%Q
Recontruct ion Process 5

Cet mermbrane Cell membrase Celt memdcane
baforo pulping during pusd after pulsng
PP fenll retuma o

o Controvled, millisacond efect rical pelses duce tompovary pores
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¢ Cell membrane reseals and is left wnharmed







Sicherheitswerkbank Klasse Il (2-Filter-System): Liiftungsfiihrung

[[] Ambient air

[l Potentially contaminated ai
[l Contaminated air

Jj Hepa filtered air

e

HEPA filter H 14




Laminar

Luftstromung

Kleine Partikel, insbesondere Schwebstoffe,
folgen den Stromungslinien, werden von ihnen
geleitet.

Die sicherheitstechnische Qualitat von
Reinstluftgeraten wird in den weitesten
Grenzen von der Qualitat der “laminaren
Luftstromungparameter” bestimmt.

Ein besonderes Augenmerk ist deshalb auf die
Aufrechterhaltung dieser konzipierten
Stromungsparameter zu richten, die unter
Umstanden nur sehr empfindlich einzuhalten
sind !

Turbulent




Arbeiten an mikrobiologischen Sicherheitswerkbanken (MSW)

GEFAHREN FUR MENSCH UND UMWELT

Kontamination von Personen, Probengut und Umwelt durch biologische Arbeitsstoffe und Bioaerosole

Verschleppung biologischer Arbeitsstoffe
Infektionen durch direkten Kontakt mit biologischen Arbeitsstoffen
Gefahrdung durch Kontamination mit Radionukliden, sofern damit in einer MSW gearbeitet wird
Die MSW bietet keinen Schutz vor gesundheitsschadlichen Gasen!
VERHALTENSREGELN UND SCHUTZMASSNAHMEN

- Die Kurzbedienungsanleitung muss bekannt und gut sichtbar an der MSW angebracht sein

- Den Arbeitsablauf genau planen

- Personliche Schutzausrustung (mindestens Laborkittel, Einmalhandschuhe, ggf. Schutzbrille) benutzen

- Die MSW einige Minuten vor Arbeitsbeginn einschalten, um stabile Stromungsbedingungen zu erhal-
ten; Durchzug im Arbeitsbereich vermeiden, d.h. Turen und Fenster schlieBen

- Frontscheibe in Arbeitsposition bringen

- Arbeiten nur auf der ausgewiesenen Arbeitsflache ausfuhren und diese nicht Uberfullen. Die Luft-
ansaugoffnungen mussen frei bleiben. Unnétige Gegenstdnde aus dem Innenraum entfernen

- Stérungen der Luftstrdomung vermeiden
B Keine schnellen oder hektischen Armbewegungen
B Einbringung sperriger Gerate moglichst vermeiden
B Bunsenbrenner nur mit Tippschalter bzw. N&herungssensor verwenden
- Alle Geréte, die in den Innenraum eingebracht werden sollen, vorher reinigen und desinfizieren,
nach Gebrauch wiederum desinfizieren und ggf. reinigen

- RegelméBige Kontrolle der aseptischen Bedingungen innerhalb der MSW (z.B. durch Aufstellen von
offenen Petrischalen mit Nahrboden)

- Nach Beendigung aller Arbeiten und vor dem Abschalten der MSW alle offenen GefaBe schlieBen,
infektiose Gegensténde und Materialien in geeigneten geschlossenen Behéltnissen unterbringen. Ar-
beitsflachen desinfizieren und sdubern. Auswahl des richtigen Desinfektionsmittels geman Hygiene-
plan beachten. Bildung einer explosionsféahigen Atmosphéare durch alkoholhaltige bzw. brennbare
Desinfektionsmittel vermeiden. MSW nach Abschluss der Desinfektion noch einige Minuten einge-
schaltet lassen

- nach Arbeitsende Hande desinfizieren, waschen, Hautpflegecreme auftragen




