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Dienstag 
27.02.  

Mastzell-Stimulation 
Zellen zählen und aktivieren: 
ø, LPS, Iono, Iono+LPS für ELISA + Western Blot 
ø, LPS, Iono, Iono+LPS für qRT-PCR 
Beladung von Mastzellen mit IgE 
Mastzelltransfektion (Elektroporation) 
 
 
 

PCR ansetzen (Genotypisierung) 
 
 

IL-9 ELISA 
Platten mit Erst- 
Antikörper beschichten 

Mittwoch 
ELISA: 

Zweitantikörper Strept.-HPO Substrat Messung 
 
 

Western: 
Proteinextrakte 
        und 

Proteinbestimmung 
 

Berechnungen Elektrophorese Blot Blockieren Anti-p38 

Überstände 

Donnerstag 
01.03. 

Pause 

Western: Sekundärantikörper / Substrat 

PCR: DNA-Elektrophorese 

ELISA: Auswertung 

9:00 Uhr: Degranulationstest (IgE Kreuzvernetzung) 

RNA-Isolierung, cDNA-Synthese (für qRT-PCR) 
 
Transfizierte Mastzellen aktivieren (ø, LPS, Iono, Iono+LPS) 
 
 

 PCR 

Pause 

qRT-PCR: Auswertung 

qRT-PCR: 

Reportergenassay: Zellextrakte machen und einfrieren 

Reportergenassay: Luciferasemessung 

Pause 

Vorlesung: Allergien 

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



Vorbesprechung des praktischen Teils 

Entwicklung von Mastzellen, Mastzellsubtypen und Mastzellaktivierung 

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“ 

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

Reportergenassay zur Messung der NF-κB Aktivität 

Degranulationstest und Nachweis der β-Hexosaminidase 



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

Maturation: 
 
CTMC, MMC 

HOMING 

pro-mastocyte: 
 
Thy-1low, c-kithigh, FcεRI- 

FETAL BLOOD 

TISSUE 

Mast cell-committed progenitor (MCP) in the marrow: 
Lyn- c-Kit+ Sca-1- Ly6c- FcεRIα- CD27- β7+ T1/ST2+ 

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



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) Ser  otonin Carboxypeptidase skin 

human (b) 

MC T Histamine Tryptase Chondroitin sulfate lung, intestinal mucosa, 

Heparin nasal mucosa 

MC TC Histamine Tryptase chondroitin sulfate intestinal submucosa 

Chymase Heparin skin 

Carboxypeptidase 

Cathepsin G 

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

(b)   MC T  corresponds most closely to murine mucosal mast cells (MMC), MC TC  to connective tissue mast cells (CTMC). 

 Characteristics of predominant murine and human mast cell subsets 

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



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 
FcεRI+, c-kit+, CD13+ 

The tools to study mast cells: 



CTMC (May-Giemsa-Grünwald) Peritoneal CTMC (Safranin) 

BMMC (May-Giemsa-Grünwald) 

Dermal 
CTMC 



Avidin-Alexa-488 Färbung eines Ohrschnittes 



Mastzell-Degranulation 

Beta-Hexosaminidase 



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

 

Wernersson & Pejler, Nat Rev Immunol (2014) 



Ionomycin (aus Streptomyces conglobatus) ist ein mobiler Träger („Ionophor“) 
zum Transport von Ca2+ und anderer bivalenter Ionen über biologische Membranen 





Aktivierte Mastzellen sezernieren heparinhaltige, membranlose und unlösliche Partikel  

Kunder et al. J Exp Med 2009;206:2455 

2 µm 2 µm 

0.5 µm 



Von Mastzellen sezernierte Partikel enthalten TNF  

Kunder C A et al. J Exp Med 2009;206:2455-2467 

Gereinigte Partikel 

TNF Nachweis im Western Blot 

Expression eines TNF-GFP  
Fusionsproteins 



Fukuishi et al. J Immunol 2014 

Farbreaktion in vitro: 
 
p-Nitrophenyl-Acetyl-D-Glucosamin                             N-Acetyl-D-Glucosamin + p-Nitrophenol  

Eigenschaften der beta-Hexosaminidase 
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Mastzell-spezifische Regulation der Produktion von Th2-Cytokinen: LPS als Ko-Stimulus 



-HPO 
-HPO 

-HPO 

primärer Antikörper  
hier: 229,4 

sekundärer Antikörper 
hier:C12-bio 

-HPO -HPO 

HPO- 

IL-9 

Streptavidin- 
horse-raddish -peroxidase 

Biotin 

Sandwich-ELISA 
(„Enzyme-linked immunosorbend assay“) 

Substratumsetzung zu 
farbigem Produkt 



Gel 

Filterpapiere 

Filterpapiere 

Nitrocellulosemembran 

- HPO - HPO - HPO 

Nitrocellulosemembran 
Prim. Antikörper: hier anti-p38 

sek. Antikörper: hier anti-rabbit- HPO 

p38 

Western Blot: Übersichtsschema 



Figure 4-2 



Figure 4-12 



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

DNA-PK: DNA-abhängige Proteinkinase 
Beteiligt an Reparatur des Doppelstrangbruches 
DNA-PK Defekt führt zu einer Form von SCID 



RAG-B 

NEO-A 

RAG-A 

PCR-Nachweis der RAG-2 Defizienz (knock out) 

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



Prinzip der Polymerase Kettenreaktion 



http://dwb4.unl.edu/Chem/CHEM869N/CHEM869NLinks/
www.dur.ac.uk/~dbl0www/Staff/Croy/cDNAfigs.htm 

RT-PCR: Nachweis von mRNA nach Umschrift in cDNA („copy“) 



DNA-Menge = Ausgangsmenge X (Effizienz + 1)Zykluszahl 

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



SYBR Green 
(Cyanin-Farbstoff) 

SYBR Green bildet dsDNA-Fluoreszenzfarbstoff-Komplexe 

http://de.wikipedia.org/wiki/SYBR_Green_I 



http://fr.wikipedia.org/wiki/Fichier:PCR_with_SYBR_green.jpg 



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



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



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



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



Die Ermittelung der „Schmelzkurve“ des gebildeten PCR-Produktes  
ist ein wichtiges Qualitätsmerkmal !  



Bildung der ΔCt = target – reference für beide Ansätze (vit und con) 

Die ΔΔCt-Methode 



Unterschied in der Expression = 211.4 = 2702 



LPS coactivates an NF-ΚB-dependent reporter gene in mast cells 

TATA-Box Luciferase NF-ΚB NF-ΚB NF-ΚB NF-ΚB 

0% 20% 40% 60% 80% 100% 

Unstimulated 
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IgE 

IgE+Antigen 

IgE+Antigen 
+LPS 

Relative Reporter Gene Activity 

Ionomycin+LPS 

0% 20% 40% 60% 80% 100% 
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LPS 
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Relative Reporter Gene Activity 



TATA-Box Luciferase NF-ΚB NF-ΚB NF-ΚB NF-ΚB 

Thymidinkinase Promoter aus HSV Luciferase 

Prinzip des dualen Reportergenassays 



Elektroporation 










