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1. Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

1.1 Deutsche Zusammenfassung

Die Maus nimmt eine Schlisselrolle bei der Erforschung des Asthma bronchiale ein. Dies
liegt unter anderem an den breiten genetischen Verdnderungsmoglichkeiten des murinen
Genoms im Sinne der Erzeugung von knock-out und transgenen M&usen. Ferner ist das
Immunsystem der Maus gut charakterisiert und es bietet sich damit die Option, durch
Allergenbehandlungen  nach  einem  etablierten  Protokoll  eine  allergische
Atemwegsentziindung zu erzeugen. Die gegenwartige Charakterisierung verschiedener
Asthma-Phénotypen macht die Untersuchung von Entziindungszellen wie Mastzellen
notwendig, um weitere spezifische Therapien zu etablieren. Gerade im haufig genutzten
HDM-Mausmodell blieb eine prézise morphologische Betrachtung von Mastzellpopulationen
auch unter dem Gesichtspunkt immunmodulatorischer Einflisse (TLR2- und TLR3-
Agonisten) weitestgehend aus.

Die vorliegende Arbeit nutzt neben der Analyse der Bronchoalveoldren Lavage (BAL)
hauptséchlich immunhistochemische Farbungen gegen Tryptase und mMCP-4, um zwei
Mastzellpopulationen (MCt und MC+c) in den verschiedenen Lungenkompartimenten
(Bronchien, Alveolen, GefaRe und Nervenfasern) zu quantifizieren. Die Farbung gegen
PGP9.5 stellt das neuronale Kompartiment im Bronchialsystem dar. Eine starke allergische
Atemwegentzindung wird durch Exposition mit Hausstaubmilben (HDM) Extrakt und einer
Behandlung mit Pam3CSK4 (TLR2-Agonist) oder Poly(l:C) (TLR3-Agonist) erreicht.

Die Analyse der BAL zeigt eine Zunahme inflammatorischer Zellen wie eosinophiler
Granulozyten, neutrophiler Granulozyten, Lymphozyten und Makrophagen nach HDM- bzw.
HDM + Poly(l:C)-Behandlung im Vergleich zur Kontrollgruppe. Interessanterweise kommt
es unter HDM + Pam3CSK4-Exposition zwar zu einer Zunahme der Makrophagen, jedoch
zeigt sich eine Verminderung der Lymphozyten und eosinophilen Granulozyten verglichen
mit der HDM-Gruppe bzw. weniger neutrophile Granulozyten im Vergleich zur HDM +
Poly(1:C)-Gruppe.

Nach HDM-Behandlung kommt es zu einer signifikanten Zunahme Tryptase positiver,
mMCP-4 negativer Mastzellen (MCt/mm?2) in den Bronchien, Alveolen und Gefdlen auch
unter dem Einfluss spezifischer TLR2- (Pam3CSK4) und TLR3- (Poly(l:C)) Agonisten im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Dichte Tryptase und mMCP-4 positiver Mastzellen
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(MCrc/mm?) steigt ebenfalls nach HDM- bzw. erganzender Pam3CSK4- oder Poly(l:C)-
Behandlung in den Bronchien und Alveolen an. Zu einer phanotypischen Veranderung im
Sinne einer Verschiebung des prozentualen Anteils der MCt und MCrc an der
Gesamtmastzellpopulation (MCy + MCyc) kommt es in keinem der untersuchten
Lungenkompartimente. Bezuglich des Anteils der MCt und MC+c mit Nervenfaserkontakt in
den Bronchien konnen ebenfalls keine signifikanten Verdnderungen in den vier Gruppen
(Saline, HDM, HDM + Pam3CSK4, HDM + Poly(1:C)) festgestellt werden.

Diese Arbeit erweitert das Verstandnis Uber die Beteiligung zweier Mastzellpopulationen an
inflammatorischen Atemwegsentzindungen im HDM-Mausmodell und unterstiitzt die
Hinweise auf antiinflammatorische Effekte des TLR2-Agonisten Pam3CSK4. Somit wird
zugleich die Grundlage fir weitere Untersuchungen gelegt, die sich auf funktionelle Aspekte
konzentrieren oder gar Vergleiche zwischen humaner und muriner Pathophysiologie

anstreben.

1.2 Summary

Mice hold a pivotal role in asthma research. This is partly due to the wide possibility of
genetic alterations in terms of the generation of knock-out and transgenic mice. Furthermore,
the immune system of the mouse is well characterized and thus there is the potential to
generate a broad spectrum of allergic inflammatory processes in murine lungs provoked by
specific allergen treatments. The present characterization of different asthma phenotypes
causes the necessity to investigate inflammatory cells such as mast cells aiming the
development of more effective therapies.

Especially in the HDM mouse model which is frequently used precise morphological analysis
of mast cell populations remained rare also under immunomodulatory conditions (TLR
agonists).

This work utilizes bronchoalveolar lavage to detect allergic airway inflammation and
immunohistochemical staining against tryptase and mMCP-4 to quantify two mast cell
populations (MC+ and MC+c¢) in different lung compartments (bronchi, alveolar parenchyma,
vessels and airway nerves). Staining against PGP9.5 illustrates neuronal compartment.

BAL analysis elicits significant increase of eosinophils, neutrophils, lymphocytes and
macrophages following HDM and HDM + Poly(l:C) treatment compared to control group.
Intriguingly, there is also an increase in macrophages following HDM + Pam3CSK4 exposure
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but there is a reduction of lymphocytes and eosinophils following HDM + Pam3CSK4
treatment compared to HDM group as well as less neutrophils compared to HDM + Poly(l:C)
group.

HDM treatment elicits a significant increase of tryptase positive, mMMCP-4 negative mast cells
(MC+/mm?2) in bronchi, alveolar parenchyma and vessels compared to control group which is
also present under additional TLR2- (Pam3CSK4) and TLR3- (Poly(l:C)) agonist supplement.
An increase of tryptase and mMCP-4 positive mast cells (MCrc/mm?) is detectable in bronchi
and the alveolar parenchyma following the same protocols. Phenotypical shift defined by
changes in proportion of MC+c(%) and MC+(%) with respect to total mast cell population
(MCt + MCrc) is not observed in any compartment. There are no significant changes
regarding proportions of MCt and MC+¢ with contact to bronchial nerve fibers in the four
groups (Saline, HDM, HDM + Pam3CSK4, HDM + Poly(l:C)).

This study provides better understanding concerning the involvement of two mast cell
populations (MC+ and MCr+¢) in allergic airway inflammation referring to this crucial asthma
model. Furthermore, it supports the assumption that Pam3CSK4 might have anti-
inflammatory effects under some conditions. This provides the basis for further investigations
which focus on functional aspects or even seek comparison between human and murine

pathophysiology.
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2. Einleitung

In den letzten Jahrzehnten ist die Prdvalenz des Asthma bronchiale in den Industrienationen
stetig angestiegen. Rund 300 Millionen Menschen weltweit leiden an dieser chronischen
Atemwegserkrankung, die jedes Jahr circa 180000 Todesopfer fordert (Braman, 2006; Masoli
et al., 2004). Es wird hierbei immer deutlicher, dass Asthma bronchiale eine heterogene
Erkrankung darstellt und aus einem Komplex verschiedener Syndrome besteht. Diese
uberschneiden sich sowohl klinisch als auch pathophysiologisch (Wenzel, 2006).
Charakteristisch ist unter diesem Gesichtspunkt eine reversible Bronchialobstruktion, eine
erhdhte Atemwegshyperreagibilitdit und bei den meisten Patienten eine von eosinophilen
Granulozyten geprégten pulmonalen Inflammation (Busse & Lemanske, Jr., 2001a). Die
Aktivierung von Mastzellen und anderen Entzindungszellen setzt eine Inflammationskaskade
in Gang, die Uber die Rekrutierung und Aktivierung von TH2-Lymphozyten zu einer
Infiltration mit eosinophilen Granulozyten, neutrophilen Granulozyten, Lymphozyten und
Makrophagen fihrt (Kay, 1991; Bochner et al., 1994). Unter anderem anhand dieses
zytologischen Verteilungsmusters koénnen verschiedene Asthmaphénotypen unterschieden
werden, die sich neben der Dominanz von Eosinophilen, Neutrophilen oder gewebsstandigen
Zellen, wie Mastzellen, auch in ihrem Therapieansprechen grundlegend unterscheiden
(Gibson et al., 2003).

Zukinftig wird die Herausforderung deshalb darin liegen, diese Phénotypen weiter zu
spezifizieren, Biomarker zu entwickeln und letztendlich wirksamere Therapieformen zu
etablieren. Aus diesem Anspruch leitet sich die Notwendigkeit ab, an murinen
Asthma-Modellen zu arbeiten, die in der Lage sind, eben jene Heterogenitat in Bezug zur
humanen Pathologie mdglichst differenziert abzubilden. Dazu muss aber bekannt sein, in
welchem Ausmal} es in diesen Modellen zur Migration verschiedener Entziindungszellen
unter Einwirkung inflammatorischer Stimuli kommt.

Gerade im haufig genutzten HDM-Mausmodell fiir allergische Atemwegsentziindungen ist
dies im Hinblick auf die verschiedenen Mastzellpopulationen und deren Verteilung in den
Lungenkompartimenten (Bronchien, Alveolen, Gefdlle und Nervenfasern) nur unzureichend
bekannt. Das Wissen dariiber bildet aber die Grundlage fir funktionelle oder vergleichende

Untersuchungen an diesem h&ufig genutzten Asthma-Modell.



2. Einleitung

2.1 Mastzell-Mediatoren

Mastzellen befinden sich in vielen Geweben des Korpers. Sie sind aber besonders zahlreich in
denjenigen, die mit der &ulReren Umwelt in direkter Verbindung stehen. Dazu gehoren unter
anderem die Epithelien der Atemwege, des Gastrointestinaltraktes und der Haut aber auch
BlutgefaRe und Nerven (Galli et al., 2005; Irani et al., 1986). Dies ist einer der Griinde,
weshalb sie neben dendritischen Zellen als einer der ersten mit Allergenen, Pathogenen und
proinflammatorischen Substraten in Beriihrung kommen (Galli et al., 2005).
Mastzell-Vorlauferzellen gelangen uber die Zirkulation zu ihren Zielgeweben, wo die
letztendliche Ausreifung unter Einwirkung lokaler Faktoren stattfindet (Kitamura, 1989; Galli
et al., 2005). Zu diesen lokalen Faktoren gehéren unter anderem der Stem cell factor (SCF)
(Reber et al., 2006), zahlreiche Interleukine wie I1L-3 (Razin et al., 1984), IL-4 (Sillaber et al.,
1991), IL-9 (Mwamtemi et al., 2001) und der NGF (Matsuda et al., 1991). Diese Botenstoffe
haben sich in experimentellen Untersuchungen uber das Asthma bronchiale als bedeutsam
erwiesen.

In den intrazelluldren Vesikeln der Mastzelle befinden sich eine Vielzahl verschiedener
praformierter Substrate, de novo synthetisierter Lipidmediatoren, Zytokine und
Wachstumsfaktoren. Mastzellen sind die Hauptquelle fur Histamin, das zu
Bronchokonstriktion und Vasodilatation fiihrt. Daneben finden sich auch Heparin und bei
Méusen auch Serotonin (Razin et al., 1983). Diese Mediatoren fiihren innerhalb von
Sekunden zu einer massiven Extravasation von Plasma und Plasmaproteinen in die
Bronchialwand und die Extrazellularmatrix. Daraus resultieren eine luminale Obstruktion und
die Rekrutierung von Leukozyten mit nachfolgender zellularer Inflammation (Persson et al.,
1998). Mastzellen stellen somit, neben anderen Zellen, die Initiatoren der asthmatischen
Entzlindungsreaktion dar.

Tryptase, Chymase und CPA bilden den grofiten Anteil der in Mastzellen enthaltenen
Proteasen (Irani et al., 1986; Caughey, 2011). Beim Menschen bilden B1-, 2-, B3- und y-
Tryptasen die aktiven Formen und nur ein Phanotyp der Chymase wird exprimiert. Bei der
Maus sind MCPT-6, MCPT-7, MCPT-11 und mTMT die vier bisher bekannten Tryptasen und
sechs verschiedene Chymasen werden gebildet (Gallwitz et al., 2006; Miller & Pemberton,
2002). Hierbei ist die murine Mastzell-Chymase mMCPT-4 der menschlichen Chymase am
ahnlichsten (Tchougounova et al., 2003; Andersson et al., 2008).

Die de novo Synthese der zahlreichen Lipidmediatoren erfolgt aus der Arachidonséure, die in

der Kernmembran und dem endoplasmatischen Retikulum enthalten ist. Zu deren
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Abkdémmlingen gehéren PGD,, PGE2 sowie LTC, und LTB,4 (Schmauder-Chock & Chock,
1989; Razin et al., 1982). Diese Mediatoren spielen eine entscheidende Rolle bei allergischen
Entzundungsreaktionen der Mastzellproliferation und der Anaphylaxie (Kanaoka et al.,
2001). Die Induktion einer TH2 gestiitzten Chemotaxis neutrophiler Granulozyten ist dabei
ebenso bedeutsam (Xue et al., 2014).

Gordon und Galli zeigten, dass Mastzellen TNF-a nach Stimulation durch IgE bilden (Gordon
& Galli, 1994). Dieser wichtige Entziindungsmediator wird dabei sowohl beim Menschen
(Walsh et al., 1991) als auch bei der Maus (Gordon & Galli, 1990) freigesetzt. Er fiihrt zur
Migration dendritischer Zellen (Suto et al., 2006) und neutrophiler Granulozyten (Nakae et
al., 2007b) hin zum Ort der Entzindungsreaktion. TNF-o kommen dabei physiologische als
auch pathophysiologische Funktionen zu. So verdeutlichten Nakae et al. in einem OVA-
Mausmodell, dass TNF-a durch eine TH2-getriggerte Zytokinausschittung zu allergischer
Hyperreagibilitat und Inflammation der Atemwege fuhrt (Nakae et al., 2007a). Eine wichtige
physiologische Rolle spielt dieses Zytokin jedoch auch in der Bekdmpfung bakterieller
Infektionen (Malaviya et al., 1996).

Zu den zahlreichen sezernierten Interleukinen gehdren IL-4, IL-6, IL-13 und IL-17 (Galli &
Tsai, 2012). Diese Mediatoren tragen mafl3geblich zur Spatphase-Reaktion bei und unterhalten
eine chronische Entzlindungsreaktion (Lundequist & Pejler, 2011).

Daneben sind Mastzellen auch eine wichtige Quelle fiir Wachstumsfaktoren. So fuhrt der
sezernierte NGF zu einer TH2-getriggerten Eosinophilie, Atemwegshyperreagibilitat und zu
einem Umbau der Bronchien (Yang et al., 2013). Auch wird die Ausreifung von dendritischen
Zellen induziert, die eine wichtige Funktion in der Antigenprasentation innehaben (Qin et al.,
2014).

Zu der typischen Morphologie des strukturellen Umbaus der Atemwege (airway remodelling),
der im Zuge allergischer Atemwegsentziindungen eintritt, gehéren neben einer Hypertrophie
der glatten Muskulatur, einer Hyperplasie der Becherzellen und einer subepthelialen Fibrose
(Paik et al., 2014) auch eine gesteigerte Angiogenese (Harkness et al., 2014). Der von
Mastzellen sezernierte VEGF nimmt dabei einer Schlisselrolle ein (Boesiger et al., 1998;
Meyer & Akdis, 2013; Zanini et al., 2007). Er flhrt zu einer erhéhten Anzahl und GréRe als
auch einer gesteigerten Permeabilitat der intrapulmonalen GefaRstrukturen (Alagappan et al.,
2013).

Sun et al. konnten zeigen, dass das inhalative Steroid Budenosid zu einer Inhibition der
Neoangiogenese fuhrt und damit dem airway remodelling entgegenwirkt (Sun et al., 2013).

Prognostische Bedeutung kann VEGF in Zukunft zukommen, da eine erhohte Konzentration
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in nasaler Spulflissigkeit wéhrend einer viralen Infektion mit einem gesteigerten
Exazerbationsrisiko einhergeht (Manthei et al., 2014).

Zhou et al. legten dar, dass der ebenfalls von Mastzellen synthetisierten GM-CSF zu einer
von dendritischen Zellen getriggerten, TH2 dominierten Inflammation in den Atemwegen
fihrt (Zhou et al., 2014b).

Durch die Vielzahl dieser Mediatoren tragen Mastzellen sowohl zur akuten als auch zur
chronischen Atemwegsinflammation bei (Busse & Lemanske, Jr., 2001b).

Daneben scheinen diesen Zellen aber auch immunmodulatorische Funktionen im Sinne einer
Inhibition entzindlicher Prozesse zuzukommen (Metz et al., 2007). So sezernieren sie das
anti-inflammatorische Zytokin 1L-10 (Ishizuka et al., 1999). Auch neutralisieren die in den
Granula enthaltenen Proteasen wichtige Entzindungsmediatoren wie TNF-a, IL-4, IL-13 und
IL-33 (Piliponsky et al., 2012). Anhand der TH2-Regulation zeigt sich die ambivalente Rolle
der Mastzelle im Entziindungsgeschehen. Es werden TH2-Zytokine und -stimulierende
Faktoren freigesetzt, gleichzeitig konnen diese aber auch neutralisiert werden.

Die Herausforderung besteht daher darin, die protektiven und die pathologischen
Mastzellfunktionen voneinander zu trennen und in Zukunft den verschiedenen
Mastzellpopulationen zuzuordnen.

Waern et al. wiesen in diesem Zusammenhang anhand eines OVA-Mausmodells darauf hin,
dass der mMCP-4 eine protektive Rolle im entziindlichen Geschehen bei Asthma bronchiale
zukommt, da die Atemwegshyperreagibilitat reduziert wird. Bei Patienten mit schwerem
Asthma bronchiale hat sich des Weiteren gezeigt, dass eine héhere Anzahl Chymase positiver
Mastzellen in den kleinen Bronchiolen und dem angrenzenden Alveolargewebe mit einer
besseren Lungenfunktion korreliert. Diese Korrelation besteht jedoch nicht in den groRRen
Atemwegen (Waern et al., 2009).

Diese Befunde unterstreichen die immense Bedeutung, Mastzellen nicht als homogene
Population zu beschreiben, sondern sie anhand ihres Proteaseninhaltes zu unterscheiden und
im Kontext ihrer Umgebungsfaktoren bzw. ihres Kompartiments (Bronchus, Alveolargewebe,

Gefal, Nervenfaser) zu verstehen.

2.2 Mastzell-Aktivierung

Mastzellen kénnen (ber viele verschiedene Wege aktiviert werden. Am besten bekannt ist
dabei die Quervernetzung der auf der Mastzelloberfliche vorhandenen FceRI Rezeptoren
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durch Antigen-beladene IgE-Antikorper. Dies fuhrt letztendlich zur Degranulation und
Produktion proinflammatorischer Zytokine. Sowohl beim Menschen als auch bei der Maus
wird der FceRI in Form eines afy2-Tetramers exprimiert. Dabei ist die a-Untereinheit an der
Bindung von IgE involviert, wihrend die B- und y-Einheiten der Signaltransduktion dienen
(Garman et al., 1998). Die Anlagerung eines monomeren IgE-Antikorpers an seinen Rezeptor
induziert auch in Abwesenheit eines Antigens das Uberleben und die Zytokinproduktion der
Mastzelle (Asai et al., 2001; Cruse et al., 2005). Dies erklart teilweise, weshalb das Meiden
von Allergenen bei lange bestehendem Asthma bronchiale einen eher geringen Effekt hat.
Durch die dauerhaft erhohten IgE-Spiegel bei Asthmatikern exprimieren die Mastzellen
vermehrt FceRIs und aktivieren durch ihre gesteigerte Mediatorenausschiittung wiederum
eine groRere Anzahl von T- und B-Lymphozyten (Galli & Tsai, 2012). Zudem konnte gezeigt
werden, dass die HOhe des IgE-Serumspiegels beim Menschen mit der
Atemwegshyperreagibilitat korreliert (Sunyer et al., 1995).

Supajatura et al. bewiesen, dass die stimulierten TLR2 und TLR4 zu einer Ausschiittung von
TNF-a, IL-6 und IL-13 aus den Mastzellgranula fiihren (Supajatura et al., 2002). Die toll-like
Rezeptoren gehoren zur Familie von zellgebundenen Oberfliachenrezeptoren, die die
Transkription proinflammatorischer Zytokine initiieren und damit einen wichtigen Teil der
angeborenen Immunabwehr ausmachen (Kopp & Medzhitov, 1999). So fuhren die LPS
gramnegativer Bakterien u. a. zu einer Stimulation des TLR4 (Hoshino et al., 1999; Lien et
al., 1999), wahrend die Lipoteichonsaure und Peptidoglykane grampositiver Bakterien die
Aktivierung des TLR2 initiieren (Schwandner et al., 1999). Vor diesem Hintergrund ist
bedeutsam, dass Infektionen eine Hauptursache fur Exazerbationen sowohl des Asthma
bronchiale als auch der COPD darstellen.

Neben dem FceRIs und TLRs befinden sich auch G-Protein gekoppelte C3a- und Cba-
Rezeptoren auf Mastzellen (Woolhiser et al., 2004; Venkatesha et al., 2005). Nakano et al.
wiesen darauf hin, dass die Konzentration des C3a-Komplements im Serum bei
Asthmapatienten erhoht ist (Nakano et al., 2003). In einem OVA-Mausmodell zeigten C3-
defiziente Méuse sowohl eine geringere Eosinophilie und Atemwegshyperreagibilitat als die
Kontrollgruppe als auch eine abgeschwachte I1L-4- und IgE-Produktion (Drouin et al., 2001).
C3a und Cbha stellen starke Chemokine fiir Mastzellen dar (Nilsson et al., 1996) und flhrt
beim Menschen zu Degranulation und Chemokinproduktion (Venkatesha et al., 2005). Dabei
fihrt die aus Mastzellen freigesetzte B-Tryptase in vitro wiederum zur Bildung von C3a und

C5a im Sinne einer Autostimulation (Fukuoka et al., 2008).
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2.3 Mastzellen als Ziel der Pharmakotherapie

Mastzellen und Mastzell-spezifische Mediatoren sind das Ziel zahlreicher pharmakologischer
Interventionen.

Hierbei werden Mastzellstabilisatoren schon seit Jahrzehnten in der Therapie des Asthma
bronchiale eingesetzt (Howell & Altounyan, 1967). Cromoglicinsaure und Nedocromil
gehdren zu den gebrduchlichsten Wirkstoffen. Diese werden allerdings nicht nur in der
Asthmatherapie eingesetzt, sondern finden auch Anwendung in der Behandlung anderer
Erkrankungen des atopischen Formenkreises wie der Neurodermitis (Vieira Dos et al., 2010)
oder der allergischen Rhinitis (Greiner & Meltzer, 2006). Leung et al. zeigten anhand von in
vitro Experimenten, dass Mastzellstabilisatoren die Ausschuttung von Histamin in der
menschlichen Lunge inhibieren und damit einen Schlusselmediator der Asthmasymptomatik
ausschalten (Leung et al., 1988).

Einen weiteren Angriffspunkt stellen die Histamin-Rezeptoren dar. H;-Rezeptor Antagonisten
sind gegenwartig keine first-line Therapie des Asthma bronchiale. Dennoch zeigen die
Antihistaminika der 1. Generation eine bronchodilatatorische Wirkung, die unabhangig von
der anticholinergen Komponente ist (Popa, 1980). Dosen, die jedoch keine sedierenden
Eigenschaften mehr haben, sind unwirksam (Leopold et al., 1979). Obwohl sich
Antihistaminika der 2. Generation als wirkungslos erwiesen haben, scheinen hoher
Dosierungen als die bei allergischer Rhinitis verwendeten zumindest eine geringe
Wirksamkeit zu haben (Van et al., 1997). Obwohl die Aktivierung des H,-Rezeptors typische
pathophysiologische Aspekte des Asthma bronchiale wie Mukussekretion oder Vasodilatation
wiederspiegelt, haben sich H,-Rezeptor Antihistaminika als nicht effizient erwiesen (Leopold
et al., 1979). Antagonisten am Hy-Rezeptor stellen gegenwaértig ein interessantes Ziel der
Pharmakotherapie dar (Thurmond et al., 2014).

Die Anti-IgE Therapie mit dem Antikdrper Omalizumab wird erfolgreich eingesetzt. Er ist
dabei in der Lage, den Serumspiegel an IgE zu senken und fuhrt zu einer Herunterregulierung
des auf Mastzellen exprimierten IgE-Rezeptors. Daher wird er auch bei anderen Mastzell-
vermittelten Erkrankungen wie der saisonalen allergischen Rhinitis oder der chronischen
Urtikaria verordnet (Casale et al., 2001). Bei all den Erfolgen ist noch immer nicht vollstandig
geklart, ob die Wirksamkeit allein aus einer Inhibition der Mastzelle herrihrt. So sind auch
Basophile, dendritische Zellen, Monozyten, Eosinophile und Neutrophile in der Lage, den
FceRI in unterschiedlichem Ausmalf} zu exprimieren (Kraft & Kinet, 2007). Sie stellen damit
direkt oder indirekt auch ein mogliches Ziel dieses Antikdrpers da. Des Weiteren ist unklar,
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warum manche Patienten sehr von einer Therapie mit diesem Antikorper profitieren und
andere wiederum kaum. Eine mogliche Erklarung ware der unterschiedliche Stellenwert, den

Mastzellen in den verschiedenen Asthma-Phénotypen einnehmen.

2.4  Mastzellpopulationen

Mastzellen stellen keineswegs eine homogene Population dar. Sie unterscheiden sich
grundlegend sowohl in ihrer Morphologie und dem Inhalt ihrer Granula als auch in ihren
physiologischen und pathophysiologischen Funktionen (Bienenstock et al., 1982; Andersson
et al., 2009a; Oskeritzian et al., 2005).

Die Klassifikation der verschiedenen Mastzell-Phénotypen erfolgt dabei anhand ihrer
Lokalisation oder durch die Proteasen in den Speichervesikeln. Beim Menschen unterscheidet
man zwischen MC+ (Tryptase positiv und Chymase negativ) und MC+c (Tryptase positiv und
Chymase positiv) (lrani et al., 1989). Die Differenzierung in Mukosa-assoziierte bzw.
Bindegewebe-assoziierte Mastzellen wird ebenfalls angewendet. Dabei sind die Mukosa-
assoziierten Mastzellen weitgehend homolog den MC+ beim Menschen und die Bindegewebe-
assoziierten Zellen entsprechend den MCrec.

Dennoch geht die reine Unterscheidung in MCt und MC+c an der Komplexitat der
Mastzellphysiologie vorbei. Die verschiedenen Lungenkompartimente und ihre lokalen
Umgebungsfaktoren kreieren wiederum verschiedene Mastzellpopulationen. So untersuchten
Andersson et al. an Lungen gesunder Nichtraucher die Verteilung der MC+ und MC+c in den
Bronchien, Bronchiolen und dem Alveolarparenchym. Sie zeigten, dass alle
Mastzellsubtypen, wenn auch in verschiedenen Verhaltnissen und Funktionen, in allen
Kompartimenten vorkommen (Andersson et al., 2009a). Des Weiteren lasst sich daraus
schlussfolgern, dass es nicht ausreichend ist, Mastzellen ohne Angabe ihrer anatomischen
Lokalisation oder Subpopulation zu quantifizieren, geschweige denn ihre Funktion zu
analysieren. Gerade im HDM-Mausmodell, an dem zahlreiche, vor allem funktionelle
Untersuchungen durchgefiihrt werden, fehlt es an zuverldssigen Daten Uber die
morphologische Mastzellverteilung.

Auch Untersuchungen an den Lungen von Patienten mit unkontrolliertem Asthma bronchiale
lieferten interessante Erkenntnisse. Bei diesen kommt es zu einem signifikanten Anstieg der
MC+ und MC+c im Alveolarparenchym, wohingegen die Gesamtanzahl der Mastzellen in den
Bronchien unveréndert bleibt. Hier zeigt sich ein Abfall der MC+ und ein anteilsmaRiger
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Anstieg der MCrc (Andersson et al., 2011a). Daneben ergaben sich auch entscheidende
funktionelle Unterschiede. Wahrend Alveolarmastzellen beim Gesunden den FceRI nur auf
sehr niedrigem Niveau exprimieren, kommt es beim Asthmatiker zu einer Hochregulierung
dieses Rezeptors (Andersson et al., 2009b; Andersson et al., 2011a).

Hier zeigt sich abermals, dass funktionelle Untersuchungen und deren sinnvolle kontextuelle
Einordnung die genaue Kenntnis ber die Mastzelllokalisation und Phéanotypisierung
voraussetzt. Dennoch bilden die Alveolarmastzellen auch weiterhin einen grof3en, bisher
wenig beachteten Anteil an der Gesamtmastzellpopulation der Lunge. So fehlt es auch im
HDM-Modell an zuverlassigen Daten Uber die Mastzellpopulationen in den Alveolen der
Maus, obwohl es klare Hinweise gibt, dass die Entziindungsreaktion des Asthma bronchiale
auch die distalen Lungenregionen betrifft (small airway disease) (Sutherland et al., 2004).
Dieser Sachverhalt gewinnt zunehmend an Bedeutung, da nachgewiesen wurde, dass
Medikamente, die auch in den weiter distalen Atemwegen wirken, mit einer besseren
Asthmakontrolle einhergehen (Kiyokawa et al., 2011; Hauber et al., 2003).

Ein weiteres, bisher wenig untersuchtes Feld betrifft die Lungengefdlie und die vaskuldren
Umbauprozesse beim Asthma bronchiale. Dass der unter anderem von MCyc sezernierte
Wachstumsfaktor VEGF dabei eine Schlusselrolle einnimmt, fand bereits Erwéhnung.
Kolokalisationsstudien zwischen Mastzellen und VEGF-positiven Zellen stiitzen diese These.
So korreliert die VEGF-Expression mit der Anzahl der Geféal3e in der Lunge (Chetta et al.,
2005), dem Schweregrad der Erkrankung und einer schlechteren Lungenfunktion (Abdel-
Rahman et al., 2006).

Salvato konnte aufzeigen, dass Asthmatiker mit hoher Krankheitsaktivitat eine hdohere
absolute Anzahl an GefaRen und eine hohere GefaRdichte in den Lungen aufweisen, als dies
bei Asthmatikern mit milder Krankheitsaktivitit der Fall ist (Salvato, 2001).
Interessanterweise besteht eine direkte Korrelation zwischen Anzahl der pulmonalen GefaRe
beim Asthmatiker und Anzahl der Mastzellen (Chetta et al., 2003). Dabei kommt dem
erhohten Blutfluss entscheidende Bedeutung an der Pathophysiologie zu. Es erreichen
vermehrt Entziindungsmediatoren die Lunge, es kommt zu einer erhohten Zellproliferation
und einer Verdickung der Bronchialwand (Ribatti et al., 2009). Sowohl HDM-Modelle der
Maus als auch der Ratte konnten darlegen, dass es zu einer Zunahme der GeféRanzahl und -
dichte auch in diesen Tieren kommt (Rydell-Tormanen et al., 2008; Wagner et al., 2014).
Dabei zeigt das GefaBR-Remodelling bei der Maus zahlreiche Muster, die dem

Atemwegsremodelling ahnlich sind. Es kommt zu einer gesteigerten Proliferation der

-13 -



2. Einleitung

Endothelzellen und glatten Muskelzellen sowie zu einer vermehrten Kollagen-Synthese und -
ablagerung (Rydell-Tormanen et al., 2008).

Die Erkenntnis, dass auch Umbauprozesse im pulmonalen Gefa3bett einen groRen Anteil an
der Pathophysiologie des Asthma bronchiale ausmachen, hat diese zu einem wichtigen Ziel
der Pharmakotherapie werden lassen. Zur Medikamentengruppe der Glukokortikoide liegen
dazu allerdings widerspriichliche Daten vor. Chetta et al. wiesen diesbezlglich darauf hin,
dass durch hohe Fluticasondosen sowohl die Anzahl der Gefalie als auch die Geféal3bettflache
beim Asthmatiker verringert werden (Chetta et al., 2003). Tanaka et al. zeigten zwar auch
eine erhdhte Anzahl an Lungengeféden beim Asthmatiker, aber keine Abnahme unter
Steroidbehandlung (Tanaka et al., 2003).

Welche Rolle Mastzellen genau beim Gefal-Remodelling zukommt, ist jedoch nur wenig
verstanden. Insbesondere ist unbekannt, wie viele Mastzellen und welche Subpopulationen in
der Umgebung von Gefdlen anzutreffen sind. Dies ware durchaus auch von
pharmakokinetischem Interesse, da dadurch Unterschiede einer systemischen und einer
inhalativen Medikamentenapplikation im Hinblick auf die Therapie des GefaR-Remodellings

verdeutlicht werden kdnnen.

2.5 Mastzell-Nerv Interaktion

Die Atemwege des Menschen werden von zahlreichen sensiblen, sympathischen und
parasympathischen Nerven mit cholinergen, adrenergen und non-adrenergen non-cholinergen
(NANC) Neurotransmittersystemen innerviert (Barnes, 1992). Die Atemwegsinnervation
reguliert ~ zahlreiche = Aspekte  der  Atemwegsfunktionen,  beispielsweise  den
Atemwegswiderstand, den Blutfluss und die Schleimsekretion (Barnes, 1986). Hierbei ergibt
sich ein weiteres therapeutisches Ziel. Anticholinergika wie Ipratropiumbromid blockieren
insbesondere  muskarinerge  Acetylcholinrezeptoren  (M3)  auf  der  glatten
Bronchialmuskulatur. Somit wird der konstriktiv wirkende Einfluss des Parasympathikus auf
die Atemwegsmuskulatur gehemmt und ein Hauptsymptom des Asthma bronchiale therapiert.
Auch B-Agonisten wie Salbutamol senken den Tonus der glatten Bronchialmuskulatur und
werden bereits friihzeitig in der Stufentherapie eingesetzt.

Immunsystem und Atemwegsinnervation sind anatomisch und funktionell keine getrennten
Systeme. Zwischen beiden besteht nicht nur in der Lunge eine enge Verbindung. So

modulieren inflammatorische Mediatoren die Aktivitat der Nervenfasern, welche wiederum
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Uber Neurotransmitter eine Ruckkopplung auf Entzindungszellen ausuben. Peter J. Barnes
hypothetisierte daher: ,,Asthma sei ein Axonreflex” (Barnes, 1986). Im Rahmen dieser
Reflexantwort kommt es zu einer gesteigerten GefaBpermeabilitat, Plasmaextravasation,
Schleimsekretion, Einwanderung von Entziindungszellen und einem GefaR-Remodelling.
Diese vor allem von Neuropeptiden wie Neurokinin A und B, Substanz P und CGRP
getragene Entzlindungsreaktion wurde von Jancso et al. als ,,neurogene Entziindung*
bezeichnet (Jancso et al., 1967).

Bienenstock et al. fihrten in vitro Kulturen mit Mastzellanalogen der Ratte und Nervenfasern
durch. Hier zeigte sich, dass ein Axonwachstum hin zu den Mastzellanalogen erfolgt und
diese starke Verbindung zu einer erhohten Leitfahigkeit der Mastzellmembran fiihrt. Dabei
waren die Mastzellanalogen mit direktem Nervenkontakt stdrker granuliert und wiesen
Ausschleusungsprodukte an der Membranseite des Kontakts auf. Auch in vivo
Untersuchungen an der Ratte konnten beweisen, dass Mastzellkontakte mit Substanz P-
haltigen Nervenfasern zumindest im Intestinaltrakt und den Atemwegen der Ratte von
funktioneller Relevanz sind (Bienenstock et al., 1988). Es stellte sich heraus, dass es sich bei
dieser Mastzell-Nerv Interaktion um eine bidirektionale Interaktion handelt (Bienenstock et
al., 1991a). Hierbei werden Mastzellen Uber eine Reihe von Neuropeptiden aktiviert und sie
modulieren anschlieBend unter anderem (ber Histamin, Serotonin und Proteasen die
neuronale Aktivitdt. Dies geschieht im Fall der Tryptase Uber eine Aktivierung des auf
Neuronen exprimierten PAR2 (Amadesi et al., 2004). Von Mastzellen sezernierte Zytokine
wie TNF-o erhéhen die Empfindlichkeit gegenuiber exzitatorischen Reizen und induzieren ein
Axonwachstum (Kakurai et al., 2006; van Houwelingen et al., 2002).

Weigand et al. fuhrten Untersuchungen an der Trachea von mit OVA behandelten Mdusen
durch. Sie legten dar, dass Mastzellmediatoren eine Schlisselrolle in der Aktivierung von
parasympathischen Neuronen spielen. Diese Aktivierung fuhrt letztendlich zur Kontraktion
der glatten Muskulatur in der Trachea (Weigand et al., 2009).

Da sich gezeigt hat, dass die Tachykinine Substanz P, Neurokinin A und Neurokinin B zur
Pathophysiologie des Asthma bronchiale beitragen, wurden sie zum Ziel pharmakologischer
Studien. Ramalho et al. fassten verschiedene Untersuchungen zusammen, die eine Therapie
mit Antagonisten gegen Neurokinin 1 (NK1), NK2 und NK 3, den Kklassischen
Tachykininrezeptoren, untersuchten. Dabei kamen sie zu der Schlussfolgerung, dass NK-
Rezeptor Antagonisten zwar die Atemwegshyperreagibilitadt senken und die Lungenfunktion
verbessern, die Effekte auf die Asthmasymptome und die Inflammation der Atemwege aber

weiter untersucht werden miussen (Ramalho et al., 2011).
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Es liegen wenige Daten tber die Rolle der Mastzell-Nerv Interaktion im Atemwegssystem der
Maus vor, obwohl bekannt ist, dass sie beim Menschen von groRer Bedeutung ist. Weitere
Untersuchungen sind erforderlich, um zu klaren, welche Bedeutung diesem Prototyp der
neurogenen Inflammation auch bei diesem Tier, das immerhin als Modell fur entzlindliche
Atemwegserkrankungen dient, zukommt. Des Weiteren muss untersucht werden, ob und wie
sich diese Interaktion im Zuge von Entziindungsreaktionen im Hinblick auf Kolokalisationen
zwischen Mastzellen und Neuronen dndert. Damit konnen sich Hinweise auf VVeranderungen
der Mastzell-Nerv Interaktion ergeben. Dies dient letztendlich dazu, die Pharmakotherapie

mit spezifischen Neurokinin- und Neurotrophin-Antagonisten weiter auszubauen.

Abbildung 1:

@ Eosinophils

Neuropeptide release
SP, NKA, CGRP, ....

Bronchoconstriction

O. < Cholinergic
Cholinergic facilitation TN activation

Neurogenic inflammation in asthmatic airways via retrograde release of peptides from sensory nerves
via an axon reflex. SP causes vasodilatation, plasma exudation and mucus secretion, whereas NKA
causes bronchoconstriction and enhanced cholinergic reflexes and CGRP vasodilatation.

(Barnes, 2001) modifiziert
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Abbildung 2:
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Allergen challenge overtly activates afferent C-fibers. Top, Hypothetical effect of allergenic activation
of mast cells on afferent nerve terminal action potential discharge. Bottom, Examples of allergen-
induced activation of afferent nociceptors: left, allergen (ovalbumin) evokes strong activation of vagal
jugular C-fiber innervating the lung (action potentials recorded in vagal sensory ganglion); right,
allergen (mosquito extract) induces the activation of a somatosensory itch fiber in the skin (action
potentials recorded in the dorsal horn).

(Undem & Taylor-Clark, 2014) modifiziert
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2.6 Interaktion zwischen TLR-Agonisten und Mastzellen

2.6.1 Viral/Poly(l:C) getriggerte TLR3 Aktivierung

Infektionen mit RNA-Viren wie Rhinoviren, Parainfluenzaviren und dem Respiratory
Syncytial Virus sind die Erreger herkémmlicher Erkéltungskrankheiten aber auch
Hauptursachen fur Exazerbationen des Asthma bronchiale (Johnston et al., 1995). Zahlreiche
pathophysiologische Merkmale der viral getriggerten Exazerbation wie eine aggravierte
Atemwegsinflammation, Mukushypersekretion und bronchiale Hyperresponsibilitat wurden
bereits untersucht. Hierbei fuhrt die Infektion von Atemwegsepithelzellen zu einer vermehrten
Produktion proinflammatorischer Zytokine (Subauste et al., 1995).

Infektionen der oberen Atemwege mit Rhinoviren bewirken bei gleichzeitiger
Allergenbehandlung eine vermehrte Eosinophilie in den unteren Atemwegen von Patienten
mit allergischer Rhinitis (Calhoun et al., 1994) und verstarkte Histaminproduktion in
Mastzellkulturen (Hosoda et al., 2002).

Im Zusammenhang mit einer atopischen Veranlagung konnten Kusel et al. zeigen, dass virale
Infektionen der unteren Atemwege und Allergien keine unabhéngigen Risikofaktoren fir die
spatere Entwicklung des Asthma bronchiale sind, sondern sich gegenseitig potenzieren.
Treffen Virusinfektion und Atopie im frihen Kindesalter aufeinander, wird das Risiko fir ein
spateres Asthma bronchiale erhoht. So schlussfolgerten Kusel et al., dass allergische aber
auch viral-infektiose Inflammationsformen entscheidend zur Pathogenese dieser chronischen
Atemwegserkrankung beitragen und Virusinfektionen einen wichtigen atiologischen Faktor
darstellen (Kusel et al., 2007).

Kulka et al. fihrten Untersuchungen mit Poly(l:C) und Mastzellen durch. Bei Poly(l:C)
handelt es sich um Polymere bestehend aus Inosin und Cytidin, die strukturell dSRNA &hneln
und in immunologischen Untersuchungen virale Infektionen simulieren. Die Autoren konnten
darlegen, dass humane und murine Mastzellen (iber die Stimulation des TLR3 zu Bekdmpfung
viraler Infektion beitragen. Dies geschieht insbesondere (iber die Produktion von Interferonen
(Kulka et al., 2004).

Uber die eigentliche Rolle der Mastzelle in der Virus-assoziierten Pathogenese des Asthma
bronchiale ist weiterhin wenig bekannt. Es konnte an einem OVA-Mausmodell
veranschaulicht werden, dass eine intraperitoneale Behandlung mit Poly(l:C) zu einer
Mastzell-getriggerten Eosinophilie und einer Erhéhung von IL-13 produzierenden CD4+ und
CD8+ Lymphozyten in Mduselungen fihrt (Kan-o K et al., 2013).
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In einem HDM-Modell fiihrte eine Infektion mit humanen Rhinoviren nicht zu einer akuten
Exazerbation. Es zeigte sich aber, dass dieses Modell entscheidende Aspekte der Exazerbation
beim Menschen widerspiegelt. So geht eine virale Infektion mit einem teilweise verminderten
Ansprechen auf Steroide und einer verminderten Immunantwort einher (Rochlitzer et al.,
2014). Dies kann einer der Griinde sein, weshalb akute Exazerbationen nur unzureichend
behandelt werden kdnnen.

Da Mastzellen an diesem Geschehen beteiligt sind, ist es angezeigt, ihre genaue Funktion
weiter zu klaren. Augenmerk muss dabei besonders auf Veranderungen ihrer Anzahl und auf
ihre Verteilung in den verschiedenen Lungenkompartimenten gelegt werden. Dies kann
letztendlich Hinweise darlber geben, ob es im Zuge viraler Infektionen zu Veranderungen des
Asthma-Phanotyps im HDM-Modell kommt.

2.6.2 Pam3CSK4 getriggerte TLR2 Aktivierung

In den letzten Jahren wuchs das Wissen tber die Rolle der Mastzelle als Teil des angeborenen
Immunsystems und damit die Interaktion zwischen FceRI und den TLRs (Kasakura et al.,
2009). Umfangreiche Untersuchungen konnten darlegen, dass bakterielle Pathogene oder
deren Bestandteile wie LPs oder LPS Uber eine Aktivierung verschiedener TLRs auf
Mastzellen zu  einer  gesteigerten  Degranulation und  Sekretion  wichtiger
Entzindungsmediatoren fuhrt (Supajatura et al., 2002). Dies kann den Zusammenhang
zwischen Infektion und Exazerbation des Asthma bronchiale verdeutlichen.

Mastzellen sind bekannt fir ihre Schllsselrolle bei der Initiierung allergischer Reaktionen. In
dieser Hinsicht liegt es nahe, dass sich bakterielle Bestandteile und Allergenprasentation
gegenseitig verstdarken. Zahlreiche Untersuchungen belegen den Einfluss bakterieller
Infektionen auf die Entwicklung allergischer Erkrankungen, darunter auch dem Asthma
bronchiale (Kraft et al., 1998). Demgegeniiber weisen aber epidemiologische Studien auch
darauf hin, dass eine erhdhte Exposition gegenliber mikrobiellen Bestandteilen das Risiko fir
allergische Erkrankungen bei Kindern eben nicht erhoht, sondern reduziert. Lauener et al.
zeigten, dass Kinder von Farmern, die allgemein ein geringeres Risiko fur allergische
Erkrankungen aufweisen, eine erhohte Dichte des TLR2 auf verschiedenen Zellen im Blut
exprimieren, als dies bei anderen Kindern der Fall ist (Lauener et al., 2002). In diesem
Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass das Lipopeptid Pam3zCSK, uber einen TLR2
abhéngigen Mechanismus eine Zunahme der Gefdipermeabilitat inhibiert und (ber eine
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Unterbrechung der  FceRlI-initiierten  Signalkaskade zu einer  Abnahme  der
Mastzelldegranulation, IL-13- und Leukotrien C,-Synthese fihrt (Kasakura et al., 2009).
Damit besteht ein direkter anti-allergischer Effekt dieses Substrats lber eine Beeinflussung
der Mastzellfunktion. Aber auch auf das neuroimmune Entzlindungsgeschehen wird Einfluss
genommen. Die durch das Neuropeptid Substanz P vermittelte Mastzelldegranulation wird
durch Pam3CSK, inhibiert (Yu et al., 2014).

Die meisten Untersuchungen in diesem Zusammenhang wurden anhand von aus
Knochenmark isolierten murinen und humanen Mastzellkulturen in vitro durchgefiihrt. Dies
ist keinesfalls ausreichend, fehlen hierbei doch die fir die Mastzellreifung wichtigen
organspezifischen Umgebungsfaktoren. Um diese neuen Erkenntnisse auch in Zukunft
pharmakotherapeutisch nutzen zu kénnen, sind in vivo Untersuchungen unerlésslich. Hier
stellt sich insbesondere die Frage, ob es durch eine Pam3CSK4-Behandlung zu
Verdnderungen der Mastzellpopulationen in den verschiedenen Lungenkompartimenten
kommt. Letztendlich kdnnen Analysen der BAL auch Erkenntnisse Uber eine mogliche

Beeinflussung anderer Entziindungszellen liefern.

2.7 Hausstaubmilben-Mausmodell

Das HDM-Modell bedient sich dem Extrakt der Milbe Dermatophagoides pteronyssinus. Die
darin enthaltenen Allergene werden in 19 Gruppen (Der P 1-Der P 19) unterteilt und sind
reich an Proteasen. Diese fuhren unter anderem uber eine Aktivierung des PAR2 auf den
Atemwegsepithelien zu einer Stérung der epithelialen Schutzfunktion und erméglichen somit
die Interaktion zwischen Allergen und Antigen-prasentierenden submukésen Immunzellen
(Winter et al.,, 2006). Dartber hinaus fiihrt die Stimulierung dieses Rezeptors zur
Ausschuttung  inflammatorischer  Zytokine und trdgt malgeblich zur allergischen
Sensibilisierung Uber den TNF-Signalweg bei (Asokananthan et al., 2002; Ebeling et al.,
2007). Bei HDM handelt es sich um ein Allergen, auf das die Mehrheit der Asthmatiker mit
Symptomen reagieren und das damit einen deutlich héheren Stellenwert hat als beispielsweise
Ovalbumin (OVA), das ebenfalls in Asthma-Modellen verwendet wird (Gregory & Lloyd,
2011; Lodge et al., 2011). Zudem erfolgt die HDM-Exposition intranasal-kontinuierlich und
simuliert damit den Expositionsmodus eines perennialen Allergens beim Asthmatiker. Des
Weiteren scheint HDM direkt die Mastzellaktivitédt zu beeinflussen (Herrerias et al., 2009).
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Um das genaue Entziindungsgeschehen weiter zu untersuchen, behandelten Johnson et al.
BALB\c Mé&use an finf Tagen in der Woche Uber einen Zeitraum von sieben Wochen mit
HDM. Mit ihren Untersuchungen konnten sie zeigen, dass sich zahlreiche
pathophysiologische Aspekte des Asthma bronchiale auch in diesem Modell wiederfinden.
Die kontinuierliche Exposition mit diesem Allergen fuhrt zu einer TH2-getriggerten
eosinophilen Entziindungsreaktion. IL-4, IL-5, IL-13, Gesamt-IgE und HDM-spezifisches
IgG1 sind erhoht und weisen auf die systemische Immunstimulation der Behandlung hin. Die
Atemwege der Mause sind auch nach Ende der Behandlung weiterhin hyperreaktiv und
zeigen zahlreiche Aspekte eines Atemwegsremodellings wie Becherzellhyperplasie,
subepitheliale Kollagenablagerungen und einer Ansammlung kontraktiler Filamente (Johnson
et al., 2004). Studien konnten zeigen, dass HDM nicht nur das erworbene Immunsystem tber
den TH2 Signalweg aktiviert, sondern auch das angeborene Immunsystem (ber TLRs
stimuliert, in dem neutrophile Granulozyten eine weitaus bedeutendere Rolle spielen als im
OVA-Modell (Jacquet, 2011). Zusammenfassend betrachtet bildet das HDM-Modell die
entzlindlichen Vorgénge in humanen Lungen praziser ab als Tiermodelle, die OVA nutzen.
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2.8  Ziele und Fragestellungen

Untersuchungen Uber die Pathophysiologie allergischer Atemwegserkrankungen werden seit
Jahren an Mausmodellen wie dem hier untersuchten Hausstaubmilben-Mausmodell
durchgefiihrt. Diese Arbeiten haben unser Verstandnis tiber die komplexen inflammatorischen
Prozesse stark bereichert und machen sich einige Vorteile dieses Tieres zu Nutze. Neben dem
Vorhandensein breiter genetischer Kartierungen und Verdnderungsmoglichkeiten des
Mausgenoms spielen die verschiedenen Entziindungszellen wie Eosinophile, Neutrophile,
Lymphozyten oder Mastzellen auch im murinen Organismus unbestreitbar eine zentrale Rolle
bei allergischen Atemwegsentziindungen.

Dennoch ist nur wenig bekannt, in welcher Anzahl Mastzellen und deren zwei
Hauptpopulationen (MC+t und MC+c) in den murinen Lungenkompartimenten (Bronchien,
Alveolen, GefaRe und Nervenfasern) sowohl im physiologischen Zustand als auch unter
Zustanden einer allergischer Atemwegsentziindung vorkommen. Das Ziel dieser Arbeit ist,
die Verteilung zweier Mastzellpopulationen (MCt und MCyc) in den einzelnen
Lungenkompartimenten ~ (Bronchien,  Alveolen, Gefdle und Nervenfasern) im

Hausstaubmilben-Mausmodell quantitativ zu analysieren. Diese Arbeit untersucht daher:

Analyse der Bronchoalveoldren Lavage unter Quantifizierung der eosinophilen
Granulozyten, neutrophilen Granulozyten, Lymphozyten und Makrophagen nach HDM
bzw. HDM + Pam3CSK4 oder HDM + Poly(l:C) Behandlung.

2 Dichte (Zellen'mm?) und Anteil (%) der MCy und MCyc an der
Gesamtmastzellpopulation (MC+ + MC+¢) in den Bronchien nach HDM bzw. HDM +
Pam3CSk4 oder HDM + Poly(1:C) Behandlung.

3. Dichte (Zellen'mm?) und Anteil (%) der MCy und MCyc an der
Gesamtmastzellpopulation (MC+ + MC+c) im Alveolarparenchym nach HDM bzw. HDM
+ Pam3CSK4 oder HDM + Poly(l:C) Behandlung.

4 Dichte (zellenf'nmm?) und Anteil (%) der MCy und MCyc an der
Gesamtmastzellpopulation (MCt + MC+¢) im GefdRgewebe nach HDM bzw. HDM +
Pam3CSK4 oder HDM + Poly(I:C) Behandlung.

5. Anteil (%) der MCt bzw. MC+c an der Gesamtmastzellpopulation (MC+ + MCrc¢) im

Bronchialgewebe mit Kontakt zu PGP9.5 positiven Nervenfasern nach HDM bzw. HDM
+ Pam3CSK4 oder HDM + Poly(l:C) Behandlung.
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3. Material und Methoden

3.1 Versuchstiere

Fur die Untersuchungen wurden insgesamt 32 (4 Gruppen, n=8) weibliche BALB/c-Wildtyp-
Méuse (Janvier Labs) verwendet. Diese waren zwischen sechs und acht Wochen alt und
wurden im 12 Stunden hell/dunkel-Rhythmus bei 22°C gehalten. Futter und Wasser wurden
ad libitum zur Verfligung gestellt. Die Tiere gewdhnten sich vor den Behandlungen zwei
Wochen lang an die neue Umgebung. Keines der Tiere wies klinisch
Krankheitserscheinungen auf. Alle Tierversuche sind in strenger Ubereinstimmung mit dem
deutschen Tierschutzgesetz in Zusammenarbeit mit der Tierschutzbeauftragten der Universitat
des Saarlandes durchgefiihrt und vom saarlandischen Landesamt fir Verbraucherschutz
genehmigt worden (Nr. 14/2013).

3.2 HDM-Mausmodell

BALB/c-Mause (n=8 Tiere, 4 Gruppen) wurden mit intranasaler Applikation von HDM-
Extrakt (25 pg in 50 pl NaCl, Greer Inc.) an finf Tagen in der Woche (ber einen Zeitraum
von sieben Wochen behandelt. Die Behandlung der acht Kontrolltiere erfolgte analog mit
NaCl. Einer weiteren Gruppe, bestehend aus acht Tieren, wurde zusatzlich zu HDM mit
Pam3CSK4 (6 pg/g KG, Sigma-Aldrich) acht Tage bzw. einen Tag vor der finalen Analyse
intraperitoneal appliziert. Die restlichen acht Méause wurden zu denselben Zeitpunkten analog
mit Poly(l:C) intranasal (2,5 pg in 25 pl NaCl, Sigma- Aldrich) behandelt. Zur Durchfiihrung
der intranasalen Applikation wurden die Tiere fir wenige Minuten mit Isofluran (Baxter,
Deutschland) betaubt. Damit ist bei den obligaten Nasenatmern eine gleichmaRige Verteilung
in den Atemwegen zu erreichen. Vor Eréffnung des Thorax zur Entnahme der Lungen wurden
die Tiere mit Ketamin/Xylanzin i.p. (Ketanest, Park-Devies, Freiburg, 10 mg/kg KG;
Rompun, Bayer, Leverkusen, Germany) anasthesiert und anschliefend durch Hamorrhagie

getotet.
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Abbildung 3:

Analyse

HDM HDM HDM HDM HDM HDM
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Pam3CSK4 Pam3CSK4
Poly(I:C) Poly(I.C)

Abbildung 3 verdeutlicht das Behandlungsschema mit Hausstaubmilbenextrakt tber einen Zeitraum
von 7 Wochen an 5 Tagen in der Woche und der ergdnzenden Exposition mit Pam3CSK4 oder
Poly(I:C) 8 Tage und 1 Tag vor der finalen Analyse.

3.3 BAL

Fur die BAL-Analyse wurde eine diinne Kanule in die Trachea eingefuhrt und mit 1 ml PBS
durchgespult. Die dadurch gewonnene Flissigkeit wurde in einem Mikroreaktionsgefal? auf
Eis konserviert und gelagert. Zundchst erfolgte die Zellzahlbestimmung in einer Neubauer-
Zéhlkammer. Zur weiteren Verarbeitung wurde die BAL bei 4°C und 1200 rpm Ulber 10
Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert und bei -80°C eingefroren. Die
Zellen, die sich unten in den MikroreaktionsgefaRen abgesetzt hatten, wurden mit 1 mL PBS
vermischt und in den Zytospin gegeben. Bei Raumtemperatur wurden die Zellen anschlieRend
bei 1300 rpm Gber funf Minuten auf die Objekttrager aufgetragen. Nach einer Trocknungszeit
von 20 Minuten wurden die Zellen durch ein zehnmindtiges Bad in kaltem Aceton auf den
Objekttragern fixiert und bei -20°C eingefroren. Fir die Auswertung wurden die Zellen mit
der DiffQuick Farbung prépariert und unter dem Mikroskop ausgezahlt (je 200 Stiick pro
Objekttrager).
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3.4 Praparation und Konservierung der Lungen

Bei der Praparation der M&use wurde der Lungenfliigel, aus dem die BALF gewonnen wurde,
zur Konservierung mit Zamboni-Losung (2%iges Paraformaldehyd/Formaldehyd (Roth)) in
0,1M Phosphatpuffer pH 7,4 + 15% Pikrinsdure (Sigma-Aldrich) durchgespilt, am
Hauptbronchus abgebunden und abgetrennt. Daran anschlieBend wurde das Gewebe fiir 24
Stunden in Zamboni-Ldsung gegeben. Am zweiten Tag des Konservierungsprozesses wurde
die Zamboni-Ldsung mittels PBS ausgewaschen und 24 Stunden spater die PBS-Ldsung
durch 30%ige Sucrose (Saccharose, Roth) zur Kryoprotektion ersetzt. Am letzten Tag der
Konservierung wurden die Organe auf einem Filterpapier in Tissue-Tek O.C.T Compound

(Sakura) eingebettet, in fllissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

3.5 Bearbeitung der Lungen

Die Lungen wurden mittels Kryostat (Leica CM 1950) bei Temperaturen von -25°C auf dem
Objektkopf und -20°C in der Schneidkammer in 10um dicke serielle Scheiben geschnitten
und anschlieBend auf Objekttrager (Thermo Scientific, Menzel Gléser, SuperFrost)
aufgebracht. Diese wurden vorher jeweils finf Minuten in Aceton (97% pract., Zentrales
Chemikalienlager ~ der  Universitit  des  Saarlandes), in  2%igem  APES
(3-Aminopropyltriethoxysilan, Roth) geldst in Aceton, wieder in Aceton und zum Schluss in
bidestilliertem Wasser behandelt. Getrocknet wurden sie Uber Nacht bei 37°C im
Warmeschrank. Damit sollte die Gewebehaftung auf den Objekttragern sichergestellt werden.
AnschlieBend wurden die Lungenschnitte eine Stunde luftgetrocknet und bei —80°C zur

weiteren Verarbeitung aufbewahrt.
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3.6  Histologische Féarbungen

3.6.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Als Ubersichtsfarbung wurde von einzelnen Lungenschnitten aller Gruppen eine HE-Farbung
durchgefuhrt. Dazu wurden die Objekttrager bei 22°C getrocknet (10 Minuten). Daran
anschlielend erfolgte eine Fixierung in -20°C Aceton (10 Minuten; Zentrales Chemielager
der Universitat des Saarlandes) und eine Lufttrocknung (10 Minuten). Nach einer
Rehydrierung in Leitungswasser (5 Minuten) wurden die Schnitte in Mayer’s Hiamatoxylin
gefarbt (5 Minuten; Sigma-Aldrich) und daran anschliefend in warmem Leitungswasser
geblaut. Nach einer Behandlung in bidestilliertem Wasser (30 Sekunden) folgte die Farbung
in Eosin Y (30 Sekunden; Sigma-Aldrich). In einer aufsteigenden Alkoholreihe (96% Ethanol,
99% Ethanol, Xylol; Zentrales Chemielager der Universitat des Saarlandes) wurden die
Schnitte dehydriert und anschlieBend mit Entellan (Merck) eingedeckt.

Die Auswertung erfolgte unter 10-, 20- und 40-facher VergroRerung unter dem
Lichtmikroskop (Zeiss).

3.6.2 Periodic-Acid-Schiff-Reaktion (PAS-Reaktion)

Zur Darstellung Glykogen-reicher Muzinablagerungen in den Bronchien wurde eine PAS-
Reaktion einzelner Lungenschnitte aller Gruppen durchgefihrt. Dazu wurden die Objekttrager
eine Stunde lang bei 22°C getrocknet und anschlieBend mit PBS (10 Minuten) gespult. Dann
erfolgte die Behandlung mit Perjodsédure 0,1% (5 Minuten; Merck), das Spilen mit
Leitungswasser (1 Minute) bzw. bidestilliertem Wasser (2 mal 2 Minuten). Danach wurden
die Schnitte mit Schiff-Reagenz behandelt (20 Minuten, 4°C; Merck) und mit Sulfitwasser
(3-mal je 2 Minuten) gespuilt. AnschlieBend erfolgte die Farbung mit Hamatoxylin (5
Minuten; Merck) und das Blauen in Ammoniakwasser (circa 5 Minuten). In einer
aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 85%, 99% Ethanol, Xylol; je 1 Minute; Zentrales
Chemielager der Universitat des Saarlandes) wurden die Schnitte dehydriert und anschlieRend
mit Entellan (Merck) eingedeckt.

Die Auswertung erfolgte unter 20- und 40-facher VergroRerung unter dem Lichtmikroskop
(Zeiss).
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3.7 Immunhistochemie

Die Lungenschnitte wurden zur Farbung aufgetaut und eine Stunde bei Raumtemperatur
getrocknet. Daran anschlieBend wurden sie in PBS (5 Minuten) rehydriert und mit Hilfe von
je 500uL PBS in ein Shandon Coverplate System (Thermo Scientific) eingespannt. Nach
zweimaligem Spulen mit je 2ml PBS pro Objekttrager wurden 100uL einer Blocklésung aus
5%igem Eselserum geldst in PBS hinzugegeben. Dieses Serum entstammt dem Tier, aus dem
der Sekundarantikérper gewonnen wurde und dient der Blockierung unspezifischer
Bindungsstellen. Die Primarantikorper (PAKSs) wurden entsprechend ihrer Konzentration
(siehe Tabelle 1) mit 5%igen Eselserum verdiinnt und nach 30 Minuten je 100uL auf jeden
Objekttréager gegeben. Kombiniert wurden dabei PAKs gegen Tryptase, PGP9.5 und mMCP-
4. Des Weiteren wurde eine Isotypkontrolle mit IgGs der jeweiligen Spendertiere der PAKs
durchgefuhrt. Diese diente als Negativkontrolle und wurde statt dem PAK auf einen der
Objekttréager pipettiert. Nach Inkubation (60 Minuten) wurde das Shandon-System bis zum
Folgetag bei 4°C aufbewahrt. Es folgten zwei Waschschritte mit je 2mL PBS pro Objekttrager
und die Applikation des Sekundarantikorpers (SAKS), ebenso verdiinnt mit 5%igen Eselserum
und jeweils 100uL pro Objekttrager. Die Inkubationszeit betrug 90 Minuten und wurde von
drei Waschschritten (s.0.) mit PBS abgeschlossen. Zum Schluss wurden die Objekttrager mit
2ml bidestilliertem Wasser gespult und mittels Deckglasern (Thermo Scientific) und dem
Eindeckmedium Fluoroshield (Sigma-Aldrich) eingedeckt.
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Tabelle 1:

unkonj., Dianova,

Primérer Antikdrper Verdinnung Sekundarer Antikérper | Verdlinnung
Polyklonaler Anti-Maus | 1:600 Cy ™3 gekoppeltes Anti- | 1:600
Tryptase Antikorper, Kaninchen IgG, Esel,
Kaninchen, Abcam Jacksonlmmunoresearch
Polyklonaler Anti-Maus | 1:350 AlexaFluor® 647 1:600
mMCP4 Antikorper, gekoppeltes Anti-
Ziege, Acris Antibodies Kaninchen IgG, Esel,
Jacksonlmmunoresearch,
Polyklonaler Anti-Maus | 1:200 AlexaFluor® 488 1:400
PGP 9.5 Antikorper, gekoppeltes Anti-
Huhn, Acris Antibodies Kaninchen IgG, Esel,
Genscript Jacksonlmmunoresearch
Isotyp Kontrolle, IgG, 1:00 Cy ™3 gekoppeltes Anti- | 1:600
) ) Kaninchen IgG, Esel,
Kaninchen, Dianova Jacksonlmmunoresearch
Isotyp Kontrolle, 1:00 AlexaFluor® 647 1:600
lgG, Ziege, Dianova gekoppeltes Anti-
Kaninchen 1gG, Esel,
Jacksonlmmunoresearch,
Isotyp Kontrolle, 1gG, 1:00 AlexaFluor® 488 1:400
Huhn, Genscript gekoppeltes Anti-
Kaninchen 1gG, Esel,
Jacksonlmmunoresearch
Normalserum, Esel, 5:100

Tab. 1: Primér-, Sekundar- und Isotyp-Antikorper sowie die Seren mit Verdinnung.
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3.8  Auswertung

Die Auswertung erfolgte mittels Olympus BX51 Fluoreszenzmikroskop mit Olympus DP72-
Kamera und der X-Cite Series 120Q-Fluoreszenzlampe (EXFO). Verwendet wurde die

20-fache Vergrofierung und folgende Filter:

Tabelle 2:
CY 3 Tryptase
CY5 mMCP-4
GFP PGP9.5

Tab. 2: Filter fur die Auflichtfluoreszenz

Es wurden 20 Lungenschnitte je Maus ausgewertet. Diese Schnitte waren seriell von kranial
nach kaudal durch die gesamte Lunge durchgeordnet. So gingen alle Anteile dieses Organs in
die Auswertung ein. Die Analyse erfolgte manuell mittels Verblindung, d.h., es war dem
Auswerter nicht bekannt, zu welcher Gruppe der Schnitt gehorte. Es wurden pro
Lungenschnitt 7 Gesichtsfelder Bronchien, 5 Gesichtsfelder Alveolargewebe und 3
Gesichtsfelder Gefalle betrachtet. Es wurde darauf geachtet, dass Bronchien und GefaRe
samtlicher Grole in die Analyse eingingen. Die Bronchien konnten durch die Anwesenheit
von Flimmerepithel, glatter Muskulatur oder Schleimzellen gut identifiziert werden. Zum
Alveolarkompartiment gehorten die Alveolarsepten und die in die Alveolen (ibergehenden
Bronchioli terminales mit flachem Epithel. Die Gefalle mit flachem Endothel und glatter
Muskulatur verlaufen meist in Begleitung gréRerer Bronchien. Die Gesamtanzahl der
positiven Zellen wurde erfasst und auf die Flache in mmz2 aufgetragen, die im jeweiligen
Lungenkompartiment analysiert wurde. Daraus konnte sowohl die Dichte (Zellen/mm?) als
auchder Anteil (%) Tryptase und mMCP-4 positiver Zellen bzw. der Anteil der Mastzell-Nerv
Kontakte an der jeweiligen Population bestimmt werden. Eine Zellstruktur war fur ihren
Marker positiv, wenn eine starke Anfarbbarkeit im Vergleich zur Negativkontrolle vorlag. Ein
Mastzell-Nerv Kontakt lag vor, wenn eine direkte Verbindung oder ein Abstand kleiner 3um
zwischen Tryptase bzw. mMCP-4 und PGP9.5 positiven Zellstrukturen vorlag.

-29 -



3. Material und Methoden

3.9  Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der gewonnen Daten erfolgte mit dem Programm Graph Pad
Prism. Dabei wurde mittels Kolmogorov-Sminorv-Test auf Vorliegen einer Normalverteilung
(P<0,05) hin untersucht. Lag diese vor, wurde mittels ANOVA Analyse und Bonferroni’s
Post-Test auf statistische Signifikanz hin untersucht. Lag keine Normalverteilung vor, wurde
der nicht-parametrische Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s Test verwendet. Das statistische
Signifikanzniveau lag bei P<0,05.

Die Darstellung der kontinuierlichen Variablen erfolgte als Mittelwert, wahrend als

Streumal3e die Standardabweichungen gewahlt wurden.
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4 Ergebnisse

4.1 Bronchoalveoldre Lavage (BAL)

Die gewonnene Lavage-Flussigkeit wurde unter dem Lichtmikroskop nach entsprechender
Féarbung getrennt nach eosinophilen Granulozyten, neutrophilen Granulozyten, Lymphozyten
und Makrophagen hin quantitativ ausgewertet. Abbildung 2 zeigt einen exemplarischen

Ausschnitt mit darin markierten Entziindungszellen.

Diagramm 1:
T 1.5%10°-
E 1 Macrophages
(]
L E Lymphocytes
§ 1.0%106 E Eosinophils
o &= Neutrophils
B
s
£  5.0x10°-
o
2
=
N il EEEsT s EED
11} T T T
Wd S {-" 9\
‘b%\'\ QS) ,50% \"F
& R°
N 3
') A

Diagramm 1 zeigt die verschiedenen Entziindungszellen (Makrophagen, Lymphozyten, eosinophile
Granulozyten, neutrophile Granulozyten) aufgetragen in Zellen/ml der Kontrollgruppe, HDM, HDM +
Pam3CSK4 und HDM + Poly(l:C).

Zur besseren Differenzierung werden die einzelnen Entziindungszellpopulationen im

Folgenden getrennt dargestellt.
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Abbildung 4:
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Die Abbildungen A (Saline), B (HDM), C (HDM + Pam3CSK4) und D (HDM + Poly(l:C)) zeigen
Ausschnitte der BAL bei 200-facher VergroRerung unter dem Lichtmikroskop. Markiert sind mit
Pfeilen: schwarz-Makrophagen, rot-eosinophile Granulozyten, blau-neutrophile Granulozyten, grin-

Lymphozyten.
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Diagramm 2: Diagramm 3:
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Diagramm 2 zeigt die Anzahl der Makrophagen (Zellen/ml) in der Kontrollgruppe (Saline), HDM,
HDM + Pam3CSK4 und HDM + Poly(l:C).

Diagramm 3 zeigt die Anzahl der Lymphozyten (Zellen/ml) in der Kontrollgruppe (Saline), HDM,
HDM + Pam3CSK4 und HDM + Poly(l:C).

In den mit HDM, HDM + Pam3CSK4 und HDM + Poly(l:C) behandelten Gruppen zeigt sich
ein signifikanter Anstieg der Makrophagen im Vergleich zur Kontrollgruppe (Saline) (Saline
38129 + 18543 vs. HDM + 217823 + 102454 P<0,001; Saline vs. HDM + Pam3CSK4 155171
+ 27194, P<0.01; Saline vs. HDM + Poly(I:C) 119590 + 36159, P<0.05). Die Tiere, die
zusétzlich mit Poly(1:C) behandelt wurden, weisen eine signifikant verminderte Anzahl der
Makrophagen im Vergleich zur reinen HDM Gruppe auf (HDM vs. HDM + Poly(I:C),
P<0.01).

In den mit HDM und HDM + Poly(l:C) behandelten Gruppen zeigt sich ein signifikanter
Anstieg der Lymphozyten im Vergleich zur Kontrollgruppe (Saline) (Saline 1617 + 846,1 vs.
HDM 427058 + 203456, P<0.001; Saline vs. HDM + Poly (I:C) 345134 + 174193, P<0.001).
Die Tiere, die zusétzlich mit Pam3CSK4 behandelt wurden, weisen eine signifikant
verminderte Anzahl der Lymphozyten im Vergleich zur reinen HDM Gruppe auf (HDM vs.
HDM + Pam3CSK4, P<0,01).
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Diagramm 4: Diagramm 5:
eosinophile Granulozyten neutrophile Granulozyten
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Diagramm 4 zeigt die Anzahl der eosinophilen Granulozyten (Zellen/ml) in der Kontrollgruppe
(Saline), HDM, HDM + Pam3CSK4 und HDM + Poly(l:C).

Diagramm 5 zeigt die Anzahl der neutrophilen Granulozyten (Zellen/ml) in der Kontrollgruppe
(Saline), HDM, HDM + Pam3CSK4 und HDM + Poly(l:C).

In den mit HDM und HDM + Poly(l:C) behandelten Gruppen kommt es zu einem
signifikanten Anstieg der eosinophilen Granulozyten im Vergleich zur Kontrollgruppe
(Saline) (Saline 176.5 + 403,7 vs. HDM 1177000 + 241937, P<0.001; Saline vs. HDM +
Poly(l:C) 1142000 + 198617, P<0.001). Die zusétzlich mit Pam3CSK4 behandelten Tiere
weisen im Vergleich zur HDM-Gruppe eine signifikant verringerte Anzahl an eosinophilen
Granulozyten auf (HDM + Pam3CSK4 vs. HDM, P<0.05).

In den mit HDM und HDM + Poly(l:C) behandelten Gruppen kommt es zu einem
signifikanten Anstieg der neutrophilen Granulozyten im Vergleich zur Kontrollgruppe
(Saline) (Saline 702.6 + 940,2 vs. HDM 134034 + 36540, P<0.001; Saline vs. HDM +
Poly(I:C) 179586 + 67954, P<0.001). Die zusatzlich mit Pam3CSK4 behandelten Tiere
weisen im Vergleich zur HDM + Poly(l:C) Gruppe eine signifikant verringerte Anzahl an
neutrophilen Granulozyten auf (HDM + Pam3CSK4 vs. HDM + Poly(l:C), P<0.05).
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Abbildung 5:
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Die Abbildungen A bis D zeigen lichtmikroskopische Ausschnitte aus dem Bronchialgewebe der
Kontrollgruppe (Abb. A), HDM (Abb. B), HDM + Pam3CSK4 (Abb. C) und HDM + Poly(I:C) (Abb.
D) nach HE-Farbung unter 10-facher VergroRerung.

Die Abbildungen E bis H zeigen lichtmikroskopische Ausschnitte aus dem vaskuldren Gewebe der
Kontrollgruppe (Abb. E), HDM (Abb. F), HDM + Pam3CSK4 (Abb. G) und HDM + Poly(l:C) (Abb.
H) nach HE-Farbung und 10-facher VergroRerung.

Die HE-Farbungen zeigen sowohl im Bronchialgewebe als auch im vaskularen Gewebe eine
starke Akkumulation inflammatorischer Zellen in den mit HDM, HDM + Pam3CSK4 und
HDM + Poly(l:C) behandelten Tieren. Diese ist erkennbar an der Présenz basophiler

Zellkernstrukturen um die Bronchien und Geféalie.
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-Reaktion

4.3 PAS

Abbildung 6:

-37 -



4 Ergebnisse

Die Abbildungen A bis H zeigen lichtmikroskopische Ausschnitte aus dem Bronchialgewebe der
Kontrollgruppe (Abb. A und E), HDM (Abb. B und F), HDM + Pam3CSK4 (Abb. C und G) und
HDM + (Abb. D und H) nach PAS Farbung und 20-facher (Abb. A-D) bzw. 40-facher (Abb. E-H)
VergroRerung. Mit schwarzen Pfeilen sind auf den Abbildungen (40-fache VergrélRerungen)
intraluminale Muzinansammlungen markiert.

Die PAS Reaktion zeigt eine deutliche Mukusansammlung im Bronchiallumen in den mit
HDM, HDM + Pam3CSK4 und HDM + Poly(l:C) behandelten Tieren im Vergleich zur
Kontrollgruppe (Saline).
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4.4 Immunhistochemie

4.4.1 Gesamtmastzellanzahl im Bronchialgewebe
Diagramm 6
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Diagramm 6 zeigt die Gesamtmastzellanzahl (MC; + MCyc) im Bronchialgewebe (mm2) in der
Kontrollgruppe (Saline), HDM, HDM + Pam3CSK4 und HDM + Poly(l:C).

In den mit HDM, HDM + Pam3CSK4 und HDM + Poly(l:C) behandelten Gruppen kommt es
zu einem signifikanten Anstieg der Gesamtmastzellanzahl (MCt + MCtc) pro mm?2 im
Vergleich zur Kontrollgruppe (Saline) (Saline 4,78 + 2,8 N=8 vs. HDM 24,48 + 7,1 N=8§,
P<0.001; Saline vs. HDM + Pam3CSK4 24,76 + 6,3 N=8, P<0.001; Saline vs. HDM +
Poly(I:C) 30,06 + 6,6 N=8, P<0.001).
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4.4.2 Gesamtmastzellanzahl im Alveolarparenchym

Diagramm 7
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Diagramm 7 zeigt die Gesamtmastzellanzahl (MC; + MCyc) im Alveolarparenchym (mm?) in der
Kontrollgruppe (Saline), HDM, HDM + Pam3CSK4 und HDM + Poly(l:C).

In den mit HDM, HDM + Pam3CSK4 und HDM + Poly(l:C) behandelten Gruppen kommt es
zu einem signifikanten Anstieg der Gesamtmastzellanzahl (MCy + MCyc) pro mm? im
Vergleich zur Kontrollgruppe (Saline) (Saline 0,41 + 0,3 N=8 vs. HDM 5,21 + 2,0 N=8§,
P<0.001; Saline vs. HDM + Pam3CSK4 5,13 + 1,1 N=8, P<0.001; Saline vs. HDM +
Poly(l:C) 5,24 + 1,6 N=8, P<0.001).
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4.4.3 Gesamtmastzellanzahl im vaskularen Gewebe

Diagramm 8
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Diagramm 8 zeigt die Gesamtmastzellanzahl (MCt + MC+c) im vaskuldren Gewebe (mm?) in der
Kontrollgruppe (Saline), HDM, HDM + Pam3CSK4 und HDM + Poly(l:C).

In den mit HDM, HDM + Pam3CSK4 und HDM + Poly(l:C) behandelten Gruppen kommt es
zu einem signifikanten Anstieg der Gesamtmastzellanzahl (MCy + MCyc) pro mm? im
Vergleich zu Kontrollgruppe (Saline) (Saline 1,47 + 1,2 N=8 vs. HDM 18,98 + 8,4 N=8,
P<0.001; Saline vs. HDM + Pam3CSK4 18,18 + 5,2 N=8, P<0.001; Saline vs. HDM +

Poly(I:C) 21,15 + 10,1 N=8, P<0.001).
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4.4.4 Tryptase positive, mMMCP-4 negative Zellen (MCy) im Bronchialgewebe

Diagramm 9 Diagramm 10
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Diagramm 9 zeigt die Anzahl Tryptase positiver, mMCP-4 negativer Zellen (MC) im

Bronchialgewebe (mm?) in der Kontrollgruppe (Saline), HDM, HDM + Pam3CSK4 und HDM +
Poly(l:C).

Diagramm 10 zeigt den prozentualen Anteil Tryptase positiver, mMCP-4 negativer Zellen (MCy) an
der Gesamtmastzellpopulation (MCt + MC+c) im Bronchialgewebe in der Kontrollgruppe (Saline),
HDM, HDM + Pam3CSK4 und HDM + Poly(I:C).

In den mit HDM, HDM + Pam3CSK4 und HDM + Poly(l:C) behandelten Gruppen kommt es
zu einem signifikanten Anstieg der Anzahl Tryptase positiver, mMMCP-4 negativer Mastzellen
(MC+) pro mmz2 im Bronchialgewebe im Vergleich zur Kontrollgruppe (Saline) (Saline 4.71 £+
2,8 N=8 vs. HDM 22.75 + 6,8 N=8, P<0.001; Saline vs. HDM + Pam3CSK4 23.02 + 6,0
N=8, P<0.001; Saline vs. HDM + Poly(l:C) 27.94 + 6,3 N=8, P<0.001).

Der prozentuale Anteil der MCt an der Gesamtmastzellpopulation (MCy + MC+c) des
Bronchialkompartiments verandert sich in den mit HDM, HDM + Pam3CSK4 und HDM +
Poly(l:C) behandelten Gruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe (Saline) nicht signifikant
(Saline 98.00 + 3,7 N=8 vs. HDM 92.63 + 2,1 N=8; Saline vs. HDM + Pam3CSK4 92.88 +
1,8 N=8; Saline vs. HDM + Poly(l:C) 92.88 + 1,7 N=8).
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4.4.5 Tryptase positive, mMMCP-4 negative Zellen (MCy) im Alveolargewebe

Diagramm 11 Diagramm 12
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Diagramm 11 zeigt die Anzahl Tryptase positiver, mMCP-4 negativer Zellen (MC;) im
Alveolargewebe (mm?2) in der Kontrollgruppe (Saline), HDM, HDM + Pam3CSK4 und HDM +
Poly(l:C).

Diagramm 12 zeigt den prozentualen Anteil Tryptase positiver, mMCP-4 negativer Zellen (MCy) an
der Gesamtmastzellpopulation (MCy + MC+c) im Alveolargewebe in der Kontrollgruppe (Saline),
HDM, HDM + Pam3CSK4 und HDM + Poly(l:C).

In den mit HDM, HDM + Pam3CSK4 und HDM + Poly(l:C) behandelten Gruppen kommt es
zu einem signifikanten Anstieg der Anzahl Tryptase positiver, MMCP-4 negativer Mastzellen
(MC+) pro mm2 im Alveolargewebe im Vergleich zur Kontrollgruppe (Saline) (Saline 0,38 +
0,2 N=8 vs. HDM 5,02 + 2,0 N=8, P<0.001; Saline vs. HDM + Pam3CSK4 4,92 + 1,1 N=8,
P<0.001; Saline vs. HDM + Poly(I:C) 5,04 + 1,6 N=8, P<0.001).

Der prozentuale Anteil der MCr an der Gesamtmastzellpopulation (MCt+MC+c) des
Alveolarkompartiments verandert sich in den mit HDM, HDM + Pam3CSK4 und HDM +
Poly(l:C) behandelten Gruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe (Saline) nicht auf statistisch
signifikantem Niveau (Saline 99,00 + 2,8 N=8 vs. HDM 96,00 * 2,7 N=8; Saline vs. HDM +
Pam3CSK4 95,75 £ 2,7 N=8; Saline vs. HDM + Poly(l:C) 95,88 £ 3,2 N=8).
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4.4.6 Tryptase positive, MMCP-4 negative Zellen (MCy) im vaskularen Gewebe

Diagramm 13 Diagramm 14
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Diagramm 13 zeigt die Anzahl Tryptase positiver, mMCP-4 negativer Zellen (MC;) um
GefaBstrukturen (mm2) in der Kontrollgruppe (Saline), HDM, HDM + Pam3CSK4 und HDM +
Poly(l:C).

Diagramm 14 zeigt den prozentualen Anteil Tryptase positiver, mMCP-4 negativer Zellen (MC+) an
der Gesamtmastzellpopulation (MC+ + MC+c) im vaskuldren Gewebe in der Kontrollgruppe (Saline),
HDM, HDM + Pam3CSK4 und HDM + Poly(l:C).

In den mit HDM, HDM + Pam3CSK4 und HDM + Poly(I:C) behandelten Gruppen kommt es
zu einem signifikanten Anstieg der Anzahl Tryptase positiver, mMMCP-4 negativer Mastzellen
(MC+) pro mm2 im vaskuldaren Gewebe im Vergleich zur Kontrollgruppe (Saline) (Saline 1,47
+ 1,2 N=8 vs. HDM 18,72 + 8,5 N=8, P<0.001; Saline vs. HDM + Pam3CSK4 17,69 + 4,5
N=8, P<0.001; Saline vs. HDM + Poly(l:C) 20,68 + 9,7 N=8, P<0.001).

Der prozentuale Anteil der MCt an der Gesamtmastzellpopulation (MCt+MC+c) des
GefélRkompartiments veréndert sich in den mit HDM, HDM + Pam3CSK4 und HDM +
Poly(l:C) behandelten Gruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe (Saline) nicht auf statistisch
signifikantem Niveau (Saline 100,0 £ 0.0 N=8 vs. HDM 98,38 * 3,0 N=8; Saline vs. HDM +
Pam3CSK4 98,38 + 3,1 N=8; Saline vs. HDM + Poly(l:C) 98,38 + 2,3 N=8).
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Abbildung 7:

Die Abbildungen A (Saline) und D (HDM) zeigen Ausschnitte aus dem Bronchialgewebe.
Die Abbildungen B (Saline) und E (HDM) zeigen Ausschnitte aus dem Alveolargewebe.
Die Abbildungen C (Saline) und F (HDM) zeigen Ausschnitte aus dem vaskul&ren Gewebe.

Mit weilien Pfeilen sind Tryptase positive Mastzellen unter 20 facher VergroRerung markiert.
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4.4.7 Tryptase und mMCP-4 positive Zellen im Bronchialgewebe

Diagramm 15 Diagramm 16
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Diagramm 15 zeigt die Anzahl Tryptase und mMCP-4 positiver Zellen im Bronchialgewebe (mm?) in
der Kontrollgruppe (Saline), HDM, HDM + Pam3CSK4 und HDM + Poly(I:C).

Diagramm 16 zeigt den prozentualen Anteil Tryptase und mMCP-4 positiver Zellen an der
Gesamtmastzellpopulation im Bronchialgewebe in der Kontrollgruppe (Saline), HDM, HDM +
Pam3CSK4 und HDM + Poly(l:C).

In den mit HDM, HDM + Pam3CSK4 und HDM + Poly(l:C) behandelten Gruppen kommt es
zu einem signifikanten Anstieg der Anzahl Tryptase und mMCP-4 positiver Mastzellen
(MC+c) pro mm2 im Bronchialgewebe im Vergleich zur Kontrollgruppe (Saline) (Saline 0,08
+ 0,1 N=8 vs. HDM 1,72 + 0,4 N=8, P<0.01; Saline vs. HDM + Pam3CSK4 1,73 + 0,4 N=8,
P<0.05; Saline vs. HDM + Poly(l:C) 2,12 + 0,7 N=8, P<0.001).

Der prozentuale Anteil der MC+c an der Gesamtmastzellpopulation (MCt + MCrc) des
Bronchialkompartiments veréndert sich in den mit HDM, HDM + Pam3CSK4 und HDM +
Poly(l:C) behandelten Gruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe (Saline) nicht statistisch
signifikant (Saline 2,00 = 3,7 N=8 vs. HDM 7,37 + 2,1 N=8; Saline vs. HDM + Pam3CSK4
7,12 + 1,8 N=8; Saline vs. HDM + Poly(l:C) 7,12 + 1,7 N=8).
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Abbildung 8:

A

Die Abbildungen A, B und C zeigen Ausschnitte aus dem Bronchialgewebe der Kontrollgruppe
(Saline) bei 20-facher VergrdRerung nach immunhistochemischer Farbung gegen Tryptase (Abb. A),
mMCP-4 (Abb. B) und nach Uberlagerung (Abb. C). Mit einem weiRen Pfeil ist hier eine Mastzelle
markiert, die lediglich fur Tryptase (rot) positiv ist.

Die Abbildungen D, C und E zeigen exemplarisch einen Auschnitt aus dem Bronchialgewebe der
HDM Gruppe nach immunhistochemischer Farbung gegen Tryptase (Abb. D), mMCP-4 (Abb. E) und
nach Uberlagerung (Abb. F). Mit weiRen Pfeilen sind hier Mastzellen markiert, die fiir Tryptase (rot)
und mMCP (blau) positiv sind.
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4.4.8 Tryptase und mMCP-4 positive Zellen im Alveolargewebe

Diagramm 17 Diagramm 18
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Diagramm 17 zeigt die Anzahl Tryptase und mMCP-4 positiver Zellen im Alveolargewebe (mm?) in
der Kontrollgruppe (Saline), HDM, HDM + Pam3CSK4 und HDM + Poly(l:C).

Diagramm 18 zeigt den prozentualen Anteil Tryptase und mMCP-4 positiver Zellen an der
Gesamtmastzellpopulation (MC++MC+c) im Alveolargewebe in der Kontrollgruppe (Saline), HDM,
HDM + Pam3CSK4 und HDM + Poly(l:C).

In den mit HDM, HDM + Pam3CSK4 und HDM + Poly(l:C) behandelten Gruppen kommt es
zu einem signifikanten Anstieg der Anzahl Tryptase und mMCP-4 positiver Mastzellen
(MC+c) pro mmz2 im Alveolargewebe im Vergleich zur Kontrollgruppe (Saline) (Saline 0,02 +
0,03 N=8 vs. HDM 0,19 + 0,10 N=8, P<0,05; Saline vs. HDM + Pam3CSK4 0,21 + 0,13
N=8, P<0,05; Saline vs. HDM + Poly(I:C) 0,21 + 0,14 N=8, P<0,05).

Der prozentuale Anteil der MCrc an der Gesamtmastzellpopulation (MCt + MCtc) des
Alveolarkompartiments verandert sich in den mit HDM, HDM + Pam3CSK4 und HDM +
Poly(l:C) behandelten Gruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe (Saline) nicht auf statistisch
signifikantem Niveau (Saline 1,00 £ 2,8 N=8 vs. HDM 4,00 = 2,7 N=8; Saline vs. HDM +
Pam3CSK4 4,25 + 2,7 N=8; Saline vs. HDM + Poly(I:C) 4.12 £ 3,2 N=8).
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4.4.9 Tryptase und mMCP-4 positive Zellen im vaskuléren Gewebe

Diagramm 19 Diagramm 20
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Diagramm 19 zeigt die Anzahl Tryptase und mMCP-4 positiver Zellen im vaskularen Gewebe (mmg?)
in der Kontrollgruppe (Saline), HDM, HDM + Pam3CSK4 und HDM + Poly(l:C).

Diagramm 20 zeigt den prozentualen Anteil Tryptase und mMCP-4 positiver Zellen an der
Gesamtmastzellpopulation (MCr + MCyc) im vaskulédren Gewebe in der Kontrollgruppe (Saline),
HDM, HDM+Pam3CSK4 und HDM+Poly(l:C).

In den mit HDM, HDM + Pam3CSK4 und HDM + Poly(l:C) behandelten Gruppen kommt es
zu keiner statistisch signifikanten Veranderung der Anzahl Tryptase und mMCP-4 positiver
Mastzellen (MCrc) pro mm? im GefaBkompartiment im Vergleich zur Kontrollgruppe
(Saline) (Saline 0,00 + 0,0 N=8 vs. HDM 0,25 + 0,5 N=8; Saline vs. HDM + Pam3CSK4 0,42
+ 0,8 N=8; Saline vs. HDM + Poly(l:C) 0,47 £ 0,7 N=8).

Der prozentuale Anteil der MCrc an der Gesamtmastzellpopulation (MCt + MC+¢) des
GefalRkompartiments veréndert sich in den mit HDM, HDM + Pam3CSK4 und HDM +
Poly(1:C) behandelten Gruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe (Saline) nicht auf statistisch
signifikantem Niveau (Saline 0,00 £ 0,0 N=8 vs. HDM 1,62 + 3,0 N=8; Saline vs. HDM +
Pam3CSK4 1,62 + 3,1 N=8; Saline vs. HDM + Poly(I:C) 1,62 £+ 2,3 N=8).
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Abbildung 9:

Die Abbildungen A (Tryptase), B (mMCP-4) und C (Uberlagerung) zeigen exemplarisch einen
Ausschnitt aus dem vaskuldren Gewebe bei 20-facher VergroRerung nach immunhistochemischer
Farbung gegen Tryptase, mMMCP-4 und anschlieBender Uberlagerung. Mit weiRen Pfeilen sind
Mastzellen markiert, die flr Tryptase (rot) und mMCP-4 (blau) positiv sind. Der Stern (*) zeigt das

pulmonale GefaR.
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4.2.10 Kontakte zwischen Tryptase positiven, mMCP-4 negativen Mastzellen

und PGP9.5 positiven Neuronen

Diagramm 21

Bronchien

@
g

n
<

-
(=]
1

Anteil MC t-Nerv %

Diagramm 21 zeigt den prozentualen Anteil Tryptase positiver, mMMCP-4 negativen Zellen MC+ mit
Kontakt zu PGP9.5 positiven Nervenstrukturen in der Kontrollgruppe (Saline), HDM, HDM +
Pam3CSK4 und HDM + Poly(l:C) im Bronchialgewebe.

Es zeigen sich keine statistisch signifikanten Verénderungen bezlglich des prozentualen
Anteils Tryptase positiver, mMCP-4 negativer Mastzellen MC+ Kontakt zu PGP9.5 positiven
bronchialen Nervenstrukturen beim Vergleich der verschiedenen Gruppen (Saline 23,13 +
14,4 N=8 vs. HDM 13,75 £ 3,8 N=8; Saline vs. HDM + Pam3CSK4 13,63 * 3,6 N=8; Saline
vs. HDM + Poly(I:C) 14,25 + 3,0 N=8).
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Abbildung 10:

A

Die Abbildungen A, B und C zeigen eine Ausschnitt aus dem Bronchialgewebe der Kontrollgruppe
(Saline) bei 20 facher VergréRerung nach immunhistochemischer Farbung gegen Tryptase (Abb. A),
PGP9.5 (Abb. B) und nach Uberlagerung (Abb. C). Mit einem weiRen Pfeil ist hier eine Mastzelle
markiert, die Kontakt zu einem PGP9.5 positiven Neuron (griin) aufweist.

Die Abbildungen D, C und E zeigen exemplarisch einen Ausschnitt aus dem Bronchialgewebe der
HDM Gruppe nach immunhistochemischer Farbung gegen Tryptase (Abb. D), PGP9.5 (Abb. E) und
nach Uberlagerung (Abb. F). Auf diesen Abbildungen liegen keine Tryptase positive Mastzellen vor,

die einen direkten Kontakt zu Neuronen aufweisen.
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4.4.11 Kontakte zwischen Tryptase und mMCP-4 positiven Mastzellen und

PGP9.5 positiven Neuronen

Diagramm 22
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Diagramm 22 zeigt den prozentualen Anteil Tryptase und mMCP-4 positiver Zellen MCtc mit
Kontakt zu PGP9.5 positiven Nervenstrukturen in der Kontrollgruppe (Saline), HDM, HDM +
Pam3CSK4 und HDM + Poly(l:C) im Bronchialgewebe.

Es zeigen sich keine signifikanten Veranderungen bezilglich des prozentualen Anteils
Tryptase und mMCP-4 positiver Zellen (MCrc) mit Kontakt zu PGP9.5 positiven bronchialen
Nervenstrukturen in den verschiedenen Gruppen (Saline 0,0 £ 0,0 N=8 vs. HDM 5,87 + 12,0
N=8; Saline vs. HDM + Pam3CSK4 6,12 + 10,3 N=8; Saline vs. HDM + Poly(I:C) 4,75 + 8,8
N=8).
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Abbildung 11:




4 Ergebnisse

Die Abbildungen A, B, C, D, E, F und G zeigen Ausschnitte aus dem Bronchialgewebe der HDM
Gruppe unter 20-facher VergroRerung nach immunhistochemischer Férbung gegen Tryptase (Abb. A
und E), mMCP-4 (Abb. B und F), PGP9.5 (Abb. C und G) und die Uberlagerungen (Abb. D und H).
Mit weillen Pfeilen sind Mastzellen markiert, die fur Tryptase (rot) und mMCP-4 (blau) positiv sind
und Kontakt zu PGP9.5 (griin) positiven Nervenfasern aufweisen.
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5. Diskussion

5. Diskussion

5.1 Kritische Betrachtung der durchgefiihrten Untersuchungen

5.1.1 HDM-Mausmodell fur allergische Atemwegsentziindungen

Das Ziel dieser Arbeit ist, die Verteilung zweier Mastzellpopulationen (MC+t und MCr+¢) in
den einzelnen Lungenkompartimenten (Bronchien, Alveolen, GefaRe und Nervenfasern) im
Hausstaubmilben-Mausmodell quantitativ zu analysieren.

Das Interesse an der Maus als Tier-Modell zur Erforschung allergischer
Atemwegsentziindungen ist in den letzten Jahrzehnten stetig gestiegen. Dies liegt unter
anderem daran, dass das Immunsystem der Maus gut charakterisiert ist und eine Ubertragung
einzelner Erkenntnisse in Grundziigen auf die humane Pathophysiologie méglich ist. Daneben
besteht die Madglichkeit, mit Hilfe genetisch veranderter M&use die Ergebnisse weiter zu
spezifizieren bzw. in Asthma-Modellen, wie dem hier genutzten HDM-Modell,
wirtschaftliche, aber klar strukturierte in vivo Versuchsbedingungen zu schaffen. AuBerdem
ist es auch aus ethischen Grunden leichter, an diesen Sdaugetieren kontrollierte
Allergenbehandlungen vorzunehmen, die in der Lage sind, die verschiedenen Aspekte der
Asthma-Phénotypen in Teilen abzubilden. Es stellt sich beim Asthmatiker, im Gegensatz zum
Setting des Tierversuchs, auch nur selten die medizinische Indikation, eine BAL
durchzufthren, obwohl sich daraus wichtige Erkenntnisse (iber das Entziindungsgeschehen in
der Lunge herleiten lassen. Strenge Regulierungen machen es zudem notwendig, neue
Therapieverfahren oft zuerst an Mausen zu testen, bevor diese im Rahmen klinischer Studien
erstmals an freiwilligen Probanden eingesetzt werden dirfen. Dazu muss aber klar sein, worin
Gemeinsamkeiten aber auch Unterschiede zwischen Mausmodell und humanem Organismus

liegen.

Neben dem hier untersuchten Modell, das HDM als i.n. applizierte Substanz nutzt, existieren
auch Protokolle mit anderen Allergenen wie etwa Ovalbumin. Haufig muss diese aus
Hiihnereiern gewonnene Substanz mit dem Adjuvant Aluminium Hydroxid appliziert werden,
um die Immunogenitat zu steigern (Kool et al., 2008). Die Behandlung fuhrt u. a. tber eine

NF-xkB-Aktivierung zu einer akuten allergischen Atemwegsentziindung, die von einem
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Einstrom  eosinophiler  Granulozyten gepragt ist und eine vorlbergehende
Atemwegshyperreagibilitat nach sich zieht (Zhou et al., 2014a; Haczku et al., 1994).

Das genannte Behandlungsschema weist im Vergleich zum HDM-Modell jedoch einige
Schwachstellen auf. Wéhrend Asthmatiker bei hdufiger Allergenexposition bzw. auch im
freien Intervall an einem hyperreagiblen Atemwegssystem leiden, zeigen Ratten, die Uber
einen Zeitraum von acht Wochen mit OVA behandelt werden, eine abnehmende
Atemwegshyperreagibilitdt (Haczku et al., 1994). Eine lang andauernde Behandlung mit
dieser Substanz fuhrt auch nicht etwa zu einer aggravierten Inflammation, sondern sogar zu
einer Abnahme der Anzahl eosinophiler Granulozyten in der BAL (Swirski et al., 2002).
Zwar spielen Mastzellen und deren Mediatoren sowie IgE-Antikorper eine Rolle in der OVA-
induzierten Atemwegshyperreagibilitdt (Kobayashi et al., 2000), dennoch muss ihre Rolle
beziglich der Induktion einer zytologisch fassbaren Inflammation hier kritisch hinterfragt
werden. So zeigen Mastzell-, B-Zell- und IgE-defiziente Tiere keinen Unterschied
hinsichtlich der Induktion und der Schwere der allergischen Entziindung im Vergleich zu
Wildtyp-Mé&usen (Takeda et al., 1997; MacLean et al., 1999). Zwar weisen Mastzell-
defiziente  Tiere nach HDM-Behandlung auch  Aspekte einer allergischen
Atemwegsentziindung auf, dennoch kommt es, im Gegensatz zum OVA-Modell, zu einer
deutlich verringerten Eosinophilie in den Lungen (de Boer et al., 2014). Dies hebt die Rolle
der Mastzelle als Schlisselzelle der allergischen Inflammation im HDM-Modell deutlich
hervor (Yu & Chen, 2003).

Bedenkt man, dass zahlreiche Untersuchungen zur Mastzellphysiologie in der Lunge anhand
von OVA-Protokollen durchgefiihrt wurden, stellt sich die Frage der ZweckméRigkeit. Gerade
vor dem Hintergrund, dass es verschiedene Asthma-Phanotypen gibt, die im OVA-Modell nur
unzureichend abgebildet werden und Mastzellen in diesem Behandlungsschema in Bezug auf
inflammatorische Prozesse besonders in den distalen Atemwegen eine eher untergeordnete
Rolle spielen, erscheint die Verwendung eines anderen Allergens sinnvoller. Vor diesem
Hintergrund konnten Green et al. zeigen, dass ein Teil der Patienten mit schwerem Asthma
bronchiale ein Zellprofil in ihrem Sputum aufweisen, das vor allem von neutrophilen und
kaum von eosinophilen Granulozyten gepragt ist und die deutlich schlechter auf
Glukokortikoide ansprechen (Green et al., 2002). Neben ihrer Klinik unterscheiden sie sich
auch in den pulmonalen Entziindungs- und Umbauprozessen (Wenzel et al., 1999; Simpson et
al., 2005). Unter diesem Gesichtspunkt ist die paucigranulocytdre Form, in der besonders
gewebsstandige Zellen, wie Mastzellen, eine Schlisselrolle einnehmen, interessant, da diese

Patienten unter einer therapierefraktaren Form des Asthma bronchiale leiden und damit hohe
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Kosten im Gesundheitssystem verursachen. Ein genaueres Verstandnis der verschiedenen
Asthmaphénotypen und der zugrunde liegenden Pathophysiologie kann helfen, bisher
therapieresistente Patientengruppen besser zu behandeln. Da das HDM-Modell die
inflammatorischen Prozesse mit Hinblick auf die beteiligten Entziindungszellen und die
pathophysiologischen Vorgange des schweren Asthma bronchiale praziser darstellt als das
OVA-Modell, wurde die vorliegende Untersuchung anhand dieses Behandlungsschemas
durchgefihrt.

Sowohl die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten HE- und PAS-Farbungen als auch die
BAL weisen auf die starke allergische Atemwegsentziindung in den mit HDM behandelten
Lungen und die Beteiligung verschiedener Entziindungszellen wie Eosinophiler, Neutrophiler,
Makrophagen und Lymphozyten hin.

Unter diesem Gesichtspunkt muss angemerkt werden, dass die Wirkung der HDM-Substrate
sehr stark vom Herstellungsprozess, der Konzentration und der Applikationsdauer abhangig
ist. So haben die Substanzen u. a. durch einen unterschiedlichen Proteasengehalt eine
divergierende allergene Potenz und konnen sogar verschiedene Entzlindungsschweregrade
und unterschiedliche Zytokinkonzentrationen in der BAL hervorrufen (Post et al., 2012). Dies
muss beim Vergleich verschiedener Daten beriicksichtigt werden, da dadurch unterschiedliche
Ergebnisse bei genauer Betrachtung dennoch plausibel erscheinen konnen. Das auch hier
verwendete HDM-Extrakt der Firma Greer induziert u. a. Uber eine Interaktion mit dem
Bronchialepithel ~ eine  starke  allergische  Atemwegsinflammation und  eine
Atemwegshyperreagibilitat (Post et al., 2012). Bei der Behandlung mit diesem Substrat wird
ein Lysepréaparat der gesamten Milbe und nicht nur des Kots - auf das Allergiker in der Regel
mit Symptomen reagieren - verwendet. Somit handelt es sich um ein Gemisch unzahliger
potentieller Antigene (Post et al., 2012). Dazu kommt, dass in diesen Extrakten haufig auch
naturliche TLR-Agonisten enthalten sind. Zusétzliche Behandlungen mit synthetischen TLR-
Agonisten, wie sie auch in dieser Arbeit durchgefiihrt wurden, bergen das Risiko nicht zu
durchschauender Interaktionen zwischen den verschiedenen Reagenzien. Vor diesem
Hintergrund ist interessant, dass einzelne Autoren im HDM-Modell zwar deutliche
immunologische Reaktionen auf Infektionen mit Rhinoviren nachweisen konnten, dennoch
akute Exazerbationen, wie sie typischerweise beim Menschen regelhaft auftreten, bisher
ausblieben (Rochlitzer et al., 2014). Auch die durchgefiihrte BAL gibt keine sicheren
Hinweise auf eine Exazerbation bei mit Poly(l:C)-behandelten M&usen. Hier muss an einem

Behandlungsschema gearbeitet werden, das diese Reaktion widerspiegeln kann.
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Ein groRer Vorteil dieser Untersuchung im Vergleich zu anderen Versuchen, die etwa aus
Knochenmark isolierte Mastzellkulturen nutzen, liegt in der in vivo Betrachtung der reifen
Zelle im Kontext ihrer Umgebungsfaktoren. Wie bereits dargelegt wurde, reifen Mastzellen
erst an ihrer spezifischen Ziellokalisation aus, unterliegen aber auch dort noch zahlreichen
plastischen Veranderungen, die im Zuge von Entzindungsreaktionen stattfinden konnen
(Rennick et al.,, 1995; Thienemann et al.,, 2004; Galli et al., 2005). Durch diese
aullergewohnliche Heterogenitdt der Mastzelle ist es nicht moglich, Ergebnisse aus der
vorliegenden Untersuchung in Bezug auf andere Organismen wie den Menschen oder andere

Organsysteme zu verallgemeinern.

5.1.2 Immunhistochemie

Die vorliegende Arbeit nutzt immunhistochemische Verfahren zur Lokalisation und
Quantifizierung zweier Mastzellpopulationen (MCt und MC+c) in den Bronchien, Alveolen,
Gefallen und Nervenstrukturen im HDM-Mausmodell. Dieses Verfahren ist deutlich
sensitiver und spezifischer als klassische histologische Farbemethoden und damit zur
Bearbeitung der Fragestellung gut geeignet.

Vor diesem Hintergrund muss jedoch beachtet werden, dass eine Abhéngigkeit zwischen der
Art des Antikdrpers, d. h. monoklonal oder polyklonal, und wichtigen Testkriterien wie der
Spezifitdt und der Sensitivitat besteht. Monoklonale Antikorper, die nur ein Epitop des
gesuchten Antigens erkennen konnen, besitzen eine hohere Spezifitdt als polyklonale
Antikdrper, die an mehrere Epitope des Zielproteins binden. Demgegeniber zeichnen sich
polyklonale Antikoérper durch eine hdhere Sensitivitidt aus, da hier das Blockieren eines
Epitopes noch eine Reaktion mit einem anderen Epitop zul&sst. Jedoch finden hier auch
Kreuzreaktionen mit identischen Epitopen anderer Proteine hdufiger statt als bei
monoklonalen Antikdrpern. Dies geht damit zu Lasten der Spezifitat.

Da Kreuzreaktionen mit unbekannten Peptiden trotz guter Charakterisierung der Zielantigene
und Antikdrper nicht ganz auszuschlieRen sind, bedeutet die Bezeichnung immunreaktiv oder
—positiv daher nicht automatisch, dass es sich nur um das Vorhandensein des gesuchten
Antigens handeln muss. Vielmehr kann auch eine Substanz, die dem Antigen &hnelt, die
entsprechende Reaktion bedingen.

Zur Lokalisation der Mastzellen wurde ein monoklonaler Antikdrper gegen das
mastzellspezifische Enzym Tryptase verwendet. Diese Methode ist deutlich spezifischer und
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sensitiver als die Farbung mit basischen Farbstoffen wie Toluidinblau oder Alzianblau, die
Mastzellproteoglykane metachromatisch anfarben. Auch die Chlorazetat-Esterase-Reaktion
weist nur Mastzellen nach, die chymotryptische Proteasen (z.B. Chymase, Kathepsin G)
enthalten. Bisher ist nur bekannt, dass basophile Granulozyten eine Unterform der Tryptase
(mMCP-11) bilden kénnen. Diese wird von unreifen Mastzellen in einer deutlich geringeren
Konzentration gebildet (Ugajin et al., 2009). Da basophile Granulozyten unter 1% der
Leukozyten im peripheren Blut ausmachen und im Gegensatz zu Mastzellen kaum im
peripheren Gewebe anzutreffen sind, wird dieser Umstand als vernachléssigbar angesehen.
Zur weiteren Spezifizierung der Mastzellpopulationen wurde ein polyklonaler Antikdrper
gegen mMCP-4 verwendet. Obwohl murine Mastzellen vermutlich vier verschiedene
Chymaseformen (mMMCP-1, -2, -4, -5) bilden, ist mMMCP-4 sowohl in funktioneller als auch
gewebsmorphologischer Hinsicht der humanen Chymase am ahnlichsten und damit fur die
weitere Differenzierung der Mastzellpopulationen zweckmalig (Tchougounova et al., 2003;
Andersson et al., 2008; Waern et al., 2009).

Bei PGP9.5 handelt es sich um einen polyklonalen Marker, der alle Nervenfasern bzw. alle
neuronalen Strukturen anfarbt. Er ist damit gut geeignet, allgemeine Informationen Uber die
Verteilung von Neuronen und Nervenfasern zu erhalten. Um die Neuronensubpopulationen
jedoch noch spezifischer darzustellen, mussen Farbungen gegen Substance P (sensible
Nerven), gegen Neuropeptid Y und Tyrosin Hydroxylase (sympathische Nerven) oder gegen

Acetylcholintransferase (parasympathische Nerven) durchgefiihrt werden.

5.2  Literaturvergleich

5.2.1 Bronchoalveolére Lavage (BAL)

Die BAL zeigt eine signifikante Ansammlung von Eosinophilen, Neutrophilen, Lymphozyten
und Makrophagen in den mit HDM und HDM + Poly(l:C) behandelten Lungen im Vergleich
zur Kontrollgruppe (Saline).

Diese Beobachtungen decken sich mit den Ergebnissen anderer Studien, die bereits gezeigt
haben, dass HDM eine starke leukozytdre Ansammlung insbesondere von eosinophilen aber
auch von neutrophilen Granulozyten in der BAL hervorruft. Dies geht mit einer anhaltenden
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Atemwegshyperreagibilitdt und einem Remodelling einher (Johnson et al., 2004; Rydell-
Tormanen et al., 2008).

Die Behandlung mit HDM + Pam3CSK4 fihrt zwar ebenfalls zu einem Anstieg der
Makrophagen verglichen zur Kontrollgruppe. Dennoch zeigt sich eine signifikante Reduktion
der Lymphozyten und eosinophilen Granulozyten in der BAL beim Vergleich mit der HDM-
Gruppe und weiniger neutrophile Granulozyten verglichen mit den HDM + Poly(l:C) Tieren.
Zhou et al. zeigten bei ihren Untersuchungen ebenfalls eine starke Verminderung der
Gesamtzellzahl und der Anzahl eosinophiler Granulozyten in der BAL von mit HDM +
Pam3CSK4 behandelten Mausen im Vergleich zu Tieren, bei denen eine zusatzliche
Pam3CSK4 Behandlung ausblieb (Zhou et al., 2008). Allerdings nutzten sie ein anderes
Behandlungsschema und das Antigen der Milbe Dermatophagoides farinae (Der f). Flr diese
Untersuchungen wurde Dermatophagoides pteronyssinus (Der pl1-19) lediglich als i.n.
Applikation verwendet und die Exposition mit Pam3CSK4 erfolgte im Gegensatz zu Zhou et
al. friher und ofter. Es ist bekannt, dass verschiedene Antigene (Der f vs. Der p) durchaus
unterschiedliche  Entziundungsreaktionen  hervorrufen ~ kénnen und  dass  der
Behandlungszeitpunkt mit TLR-Agonisten zum Teil unterschiedliche Effekte auslost (Duechs
etal., 2011).

Allerdings zeigt die BAL neben einem fehlenden Anstieg eosinophiler Granulozyten in der
HDM + Pam3CSK4 Gruppe auch erstmals eine Reduktion der Lymphozyten bzw.
Neutrophilen, denen zweifelsohne verschiedene Funktionen in der Pathogenese des Asthma
bronchiale zukommen und die daher auch separat betrachtet werden mussen.

In einem OVA-Modell wurden &hnliche Resultate beobachtet. Auch hier kam es zu einer
Reduktion der Gesamtzellzahl und der Anzahl eosinophiler Granulozyten in der BAL und zu
einer verringerten bronchialen Hyperreagibilitat, kombiniert mit einem reduzierten Plasma-
IgE-Spiegel (Patel et al., 2005). Jedoch wurde auch dabei das Augenmerk nur auf die
eosinophilen Granulozyten gerichtet. Eine Beschrankung lediglich auf diesen Zelltyp wird der
Komplexitat der verschieden Asthma-Phanotypen nicht gerecht. Damit wird dieser
Gesichtspunkt in der vorliegenden Arbeit praziser betrachtet als in vorherigen
Untersuchungen.

Inwiefern Pam3CSK4 in die postulierte Dysbalance zwischen TH2- und TH1-Antwort
eingreift und diese in die TH1-Richtung verschiebt, ist bisher noch Gegenstand zahlreicher
Untersuchungen (Patel et al., 2005; Zhou et al., 2008). Eine mdgliche therapeutische
Anwendbarkeit von Pam3CSK4 bei Asthma bronchiale muss demzufolge noch weiter

untersucht werden.
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Die Ergebnisse dieser Arbeit stiitzen die bisherigen Beobachtungen, dass dieser TLR2-
Agonist unter bestimmten Umsténden antiallergische Wirkungen besitzt. Im HDM-Modell
bewirkt er einen Abfall der Lymphozyten und eosinophilen bzw. neutrophilen Granulozyten
in der BAL.

Die zusatzliche Poly(l:C)-Behandlung fuhrt zu einem signifikanten Anstieg aller gemessenen
Entzundungszellen in der BAL im Vergleich zur Kontrollgruppe. Beim Vergleich mit der
HDM-Gruppe zeigen sich ein Abfall der Makrophagen und ein ansteigender Trend der
neutrophilen Granulozyten. Ein &hnliches Ergebnis lieferten bereits Clarke et al., die jedoch
im Gegensatz zu den Ergebnissen dieser Untersuchung einen signifikanten Anstieg der
Neutrophilen nachweisen konnten, einen Abfall der Makrophagen jedoch nicht beobachteten.
Genauso wie bei den hier durchgefiihrten Analysen zeigt sich keine Veranderung der
eosinophilen Granulozyten (Clarke et al., 2014).

Diese Unterschiede lassen sich teilweise dadurch erkldren, dass bei dem Behandlungsschema
dieser Arbeit eine langere und h&ufigere HDM-Gabe erfolgt als bei Clarke et al.. Dies fiihrt
vermutlich zu einer starkeren Entziindungsreaktion, die durch die Poly(l:C)-Behandlung nicht
mehr in signifikantem Ausmal verstarkt werden kann.

Auf der anderen Seite zeigen Rochlitzer et al. sogar eine Abnahme der Anzahl eosinophiler
Granulozyten in der BAL bei mit HDM und HRV1b behandelten Mdusen. Sie weisen im
Zusammenhang mit Erkenntnissen von Contoli et al. auf den zeitlichen Aspekt zwischen
Infektion und Exazerbation hin (Rochlitzer et al., 2014). Demnach folgt einer Infektion mit
Rhinoviren eine verminderte Induktion der IFN-a Produktion der Atemwegsepithelien und
folglich kommt es zu einer erhdhten Viruslast und einer Aggravation der Symptome (Contoli
et al., 2006). Dieser Aspekt kann auch bei den Untersuchungen dieser Arbeit von Bedeutung
sein. Er verdeutlicht ndmlich, dass nach einer Phase der Aktivierung des angeborenen und
erworbenen Immunsystems noch eine Phase der Erkrankung folgt, die erst 3 Wochen nach der
Infektion auftritt und die mit einer erhdhten Atemwegshyperreagibilitat einhergeht (Holtzman
etal., 2011).

Zusammenfassend gibt die BAL keine eindeutigen Hinweise auf ein Exazerbationsgeschehen
im hier genutzten HDM-Modell. Es fehlt sowohl an genauen Untersuchungen uber das
Exazerbationsgeschehen beim Asthmatiker, als auch an HDM-Modellen, die in der Lage sind,
diesen Prozess zytologisch (BAL) und funktionell (Lungenfunktion) klar abzubilden.
Vielmehr scheinen die Ergebnisse dieser Arbeit die Erkenntnis zu bestdrken, dass dem
zeitlichen Geschehen im Zusammenhang mit der Etablierung einer chronisch allergischen

Inflammation, nachfolgender akuter Infektion und letztendlicher Analyse eine entscheidende
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Rolle zukommt. Mit diesem Wissen kann an weiteren Exazerbationsmodellen gearbeitet
werden, die nun langere Analysezeitraume und verschiedene HDM-Dosierungen nutzen. Dies

soll dazu dienen das Exazerbationsgeschehen préziser abzubilden.

5.2.2 Veranderungen der Mastzellpopulationen nach HDM Sensibilisierung

A) Bronchien und Alveolen

Andersson et al. untersuchten Lungenresektate von Nichtrauchern ohne Asthma-Anamnese,
die aus sonstiger chirurgischer Indikation behandelt wurden und transbronchiale Biopsien
gesunder Nichtraucher ohne Atopie. Immunhistochemisch wurde hierbei die Verteilung
Tryptase und Chymase positiver Mastzellen in den zentralen Atemwegen, den kleinen
Atemwegen, dem Alveolarparenchym und den LungengefaRen, auf die im Abschnitt
,GefdBe* eingegangen wird, analysiert.

Ein direkter Vergleich mit der Maus-Kontrollgruppe zeigt einen relativ groflen Unterschied
zwischen beiden Organismen hinsichtlich der Anzahl beider Mastzellpopulationen (MC+ und
MC+c) in den nicht entziindeten Lungen. Wahrend beim Menschen in den kleinen
Atemwegen circa 250 MCt/mm?2 vorliegen, sind es bei der Maus 4,7 MCt/mm?. In den
anderen Kompartimenten sind die Unterschiede auch zu erkennen. So sind beim Menschen in
den Alveolen 800-mal mehr MCy; (350-400 MC+y/mm?2) anzutreffen als bei der nicht
allergisierten Maus aus der vorliegenden Arbeit (0,4 MCy/mm?). Weniger deutlich erscheint
diese Diskrepanz jedoch, wenn man bericksichtigt, dass Andersson et al. computergestitzt
die luminale Alveolarflache aus ihren Analysen herausrechneten und so nur die Septumfléche
erfasst wurde. Die vorliegende Arbeit hingegen berechnet die gesamte Alveolarflache und
legt damit der Ermittlung der Mastzelldichte ein deutlich groReres Areal zugrunde. Auch im
Hinblick auf die Subpopulationen ergeben sich Abweichungen. Wéhrend in den kleinen
Atemwegen des Menschen circa 10% (50 MCtc/mm?2) und in den Alveolen 20% (50
MC+c/mm2) der Mastzellen Tryptase und Chymase positiv sind (Andersson et al., 2009a), gilt
dies gemal’ den Daten der vorliegenden Arbeit nur fir 2% (0,1 MCyc/mm?) in den Bronchien
und fiir 1% (0,02 MC+rc/mm?) der Mastzellen im Alveolarparenchym der Maus.
Zusammenfassend sind beim Menschen als auch bei der Maus die MC+ die vorherrschende

Subpopulation in den Bronchien und in den Alveolen. Generell ist jedoch die eher geringe
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Dichte beider Mastzellpopulationen im Vergleich zu den von Andersson et al. untersuchten
Lungenkompartimenten auffallig.

Es muss bei diesem direkten Vergleich allerdings beachtet werden, dass auch Patienten mit
nicht néher bezeichnetem Lungenkarzinom untersucht wurden. Dies kann die Mastzellanzahl
falsch zu hoch erscheinen lassen, da bei Patienten mit kleinzelligem als auch mit
nichtkleinzelligem Adenokarzinom die Anzahl der MCy und MCyc in Teilen der Lunge
erhoht sein kdnnen (Carlini et al., 2010; Nagata et al., 2003).

Dennoch deutet dieser Unterschied hinsichtlich der Anzahl und phanotypischen Erscheinung
der Mastzellen in beiden nicht allergischen Organismen auf einen unterschiedlichen
Stellenwert in der Initiierung allergischer Entzundungsreaktionen hin, den es weiter zu

untersuchen gilt.

Neben Proben von Patienten ohne allergische Atemwegserkrankung untersuchten Andersson
et al. ebenso Biopsien von Patienten mit unkontrolliertem Asthma bronchiale, die unter hoher
inhalativer Glukokortikoidtherapie standen. Als Kontrollgruppe dienten Personen ohne
atopische Anamnese. Vergleicht man auch hier die Kontrollgruppe mit den Kontrolltieren
dieser Arbeit, fallen Differenzen bezlglich der Mastzelldichte auf. Besonders ausgepragt ist
dieser Unterschied wieder im Alveolarparenchym und betrifft hier insbesondere die MCrc,
die bei der Maus in einer deutlich geringeren Anzahl anzutreffen sind als beim Menschen (12
MCrc/mmz2 vs. 0,2 MCrc/mm2),

Beim Asthmatiker bleibt die Dichte der Gesamtmastzellpopulation (MCt+MC+c) in den
zentralen Atemwegen mit 40/mm? im Vergleich zur Kontrollgruppe in etwa konstant. Die
MCrc steigen in diesem Kompartiment jedoch an, sogar auf ein deutlich hoheres Niveau als
im HDM-Modell (24 MCtc/mm?2 vs. 1,7 MCrc/mm?2) (Andersson et al., 2011b). Diese
phanotypische Veranderung in Bezug auf einen anteilsmaRigen Anstieg der bronchialen
MC+c(%) beim Asthmatiker kann im hier untersuchten Tier-Modell nicht wiedergespiegelt
werden. Dieser Umstand ist durch die inhalative Steroidbehandlung der Patientengruppe in
der Untersuchung von Andersson et al. erklarbar. Die Therapie hat die starkste
pharmakologische Wirkung in den zentralen Lungenabschnitten und hier insbesondere auf die
MC+, wodurch es zu Verschiebungen im MCt-MCrc-Verhéltnis kommen kann (Bentley et
al., 1996). Im Alveolarparenchym kommt es des Weiteren beim Asthmatiker zu einer
Zunahme sowohl der MCy als auch der MC+c (Andersson et al., 2011b). Dieses Ergebnis
zeigt sich auch in mit HDM behandelten M&usen und ist von auerordentlicher Bedeutung, da

sich das Entziindungsgeschehen bei unkontrolliertem Asthma bronchiale zu einem grof3en
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Teil in den weiter distalen Atemwegen abspielt. Diese sind durch eine inhalative
Steroidtherapie zudem schlecht zu erreichen. Dennoch ergibt der direkte Vergleich zwischen
Mastzelldichte im Alveolarparenchym bei Mensch und Maus auch im Entziindungszustand
deutliche Unterschiede. Wéhrend die Anzahl der Gesamtmastzellen und der MCt beim
Asthmatiker circa um den Faktor 40 hoher sind, finden sich - verglichen mit dem HDM-
Modell - sogar 200-mal mehr alveolédre MCrc.

Dennoch spiegelt dieses Asthma-Modell die distale Entziindungsreaktion im Hinblick auf die
dynamischen Veranderungen der Mastzellpopulationen durchaus wieder. Lei et al.
beschreiben in einem Review, dass es ein bedeutendes Problem ist, in OVA-Modellen eine
alveoldre Mastzellakkumulation zu induzieren. Dies fihrt letztendlich dazu, dass zahlreiche
Befunde aus OVA-Mausmodellen nicht auf das humane Asthma bronchiale bertragen
werden konnen (Lei et al.,, 2013). Unter diesem Gesichtspunkt ist das HDM-Modell
anscheinend deutlich besser geeignet, da es hier immerhin zu einer signifikanten

Ansammlung beider Mastzellpopulationen im Alveolarparenchym kommt.

Li et al. gaben Hinweise, dass es auch im HDM-Mausmodell zu einer zunehmenden
Mastozytose kommt. lhre Untersuchungen wurden jedoch mit Toluidinblau und einer
semiquantitativen Auswertung der Mastzellanzahl durchgefiihrt. Dies ist jedoch nicht
ausreichend, eine genau numerische und phanotypische Analyse der Mastzellpopulationen
vorzunehmen. Dennoch konnten sie zeigen, dass die Mastzelldichte in der Mauslunge nach
HDM-Behandlung zunimmt und dies entscheidend zur Bronchokonstriktion beitragt (Li et al.,
2014).

Im Hinblick auf die numerischen Anderungen sind sie groRtenteils konform mit den
Beobachtungen dieser Arbeit, wobei ein direkter Vergleich durch die unterschiedliche
Methodik und Auswertung wenig sinnvoll ist.

Eine weitere Studie nutzte ebenfalls die Toluidinblau-Farbung zur Quantifizierung der
Gesamtmastzellanzahl in der Mauslunge ohne Unterscheidung der verschiedenen
Kompartimente und ohne phénotypische Untersuchung. Nach einer 24-stiindigen HDM-
Behandlung lag die Anzahl der Gesamt-MCs bei circa 2,5/mm?2 und nach einer vierwdchigen
Behandlung bei 1,5/mm? (DiGiovanni et al., 2009). Zwar erfolgte die Analyse auch hier ohne
Kompartimentangabe, jedoch zeigen die hiesigen Ergebnisse tendenziell hohere
Mastzellanzahlen in der Lunge, was mit der spezifischeren Untersuchungsmethode der
Immunfluoreszenz erklart werden kann. Interessant ist jedoch, dass die Anzahl der Mastzellen

im Behandlungsverlauf mit HDM in der Untersuchung von DiGiovanni et al. eher abnehmen.
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Ob dieser Verlauf auch mit funktionellen und phéanotypischen Verénderungen der
Mastzellpopulationen einhergeht, muss noch untersucht werden. Er kann jedoch auf die
Schlusselrolle der Mastzelle gerade in der Frithphase der Entzlindungsreaktion hinweisen.
Demgegenuber steht jedoch eine Untersuchung von van der Velden et al., die bei mit HDM
behandelten Schafen eine Zunahme der Anzahl von bronchialen MCy, MCyc und des
MC+c/MC+ Verhaltnisses mit der Behandlungsdauer belegen. Diese MC+rc Zunahme geht
sogar mit einer besseren Atemwegsfunktion einher (Van, V et al., 2012).

Balzar et al. kamen bei Studien an Lungenbiopsien von Asthmatikern zu &hnlichen
Ergebnissen. Sie konnten aufzeigen, dass es zu einer Steigerung der absoluten Mastzellanzahl
in den distalen Atemwegen bzw. dem Alveolarparenchym und zu einem anteilsmaRigen
Anstieg der MCyc an der Gesamtmastzellpopulation kommt. Dabei besteht ebenfalls eine
positive Korrelation zwischen Anzahl der MCtc und der Lungenfunktion (Balzar et al.,
2005).

Ein direkter Vergleich der Mastzellanzahl ist, im Gegensatz zu den Arbeiten von Andersson
et al., aufgrund verschiedener Analysekriterien schwierig. Die Ergebnisse dieser Arbeit
zeigen jedoch, dass das HDM-Mausmodell zumindest die dynamischen Verénderungen
wéhrend allergisch-entziindlicher Prozesse in  humanen Lungen hinsichtlich der
Mastzellpopulationen zum Teil wiederspiegelt. Wie in den Arbeiten von van der Velden et al.
und Balzar et al. kommt es zu einer Zunahme beider Mastzellpopulationen in den Bronchien
und Alveolen, wobei phanotypische Veranderungen im Sinne eines anteilméligen Anstiegs
der MC+c ausbleiben. Dennoch ist ein ansteigender Trend erkennbar.

Damit unterscheiden sich teilweise die Ergebnisse bei Asthmatikern und bei mit HDM
sensibilisierten Mausen. Obwohl die HDM-Behandlung eine starke allergische
Entzindungsreaktion in den Atemwegen der Maus hervorruft und Veranderungen der
Mastzellpopulationen in einigen Lungenkompartimenten induziert, deuten die Befunde auf
einen unterschiedlichen Stellenwert im allergischen Inflammationsgeschehen hin. Inwiefern
diese numerischen und phénotypischen Verénderungen der Mastzellpopulationen vom
jeweiligen Organismus, dem Allergen, der Expositionsdauer bzw. dem Expositionsweg oder
dem Analysezeitpunkt abhdngt, ist noch wenig erforscht. Auch muss nach neuen
Sensibilisierungsregimen gesucht werden, die eine starkere Mastzellakkumulation besonders
in den distalen Atemwegen induzieren und die damit die humane Pathophysiologie genauer

wiederspiegeln.
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B) GefaRe

Verschiedene Untersuchungen kamen zu dem Ergebnis, dass vaskuldre Umbauprozesse beim
Asthma bronchiale ein bedeutsames pathophysiologisches Merkmal darstellen.

Ein erhohter Blutfluss in den AtemwegsgefaRen induziert den Einstrom inflammatorischer
Mediatoren, ein abnormales Zellwachstum und eine Verdickung der Bronchialwand (Ribatti
et al., 2009). Zudem weisen Patienten mit schwerem Asthma bronchiale einen héheren
Vaskularisationsgrad in der Lunge auf als Patienten mit nur leichten Symptomen bzw. ohne
Asthma bronchiale (Salvato, 2001).

Die genauen zelluldaren Mechanismen, die fir diese vaskuldren Veréanderungen verantwortlich
sind, wurden bisher wenig untersucht. Dennoch scheinen Mastzellen Uber die Sekretion
pro-angiogenetischer Faktoren eine Schllsselposition in diesem Prozess einzunehmen.
Untersuchungen anhand von Mastzellkulturen und in vivo Untersuchungen an
Lungenbiopsien von Asthmatikern identifizieren die von MC+ und MCrc sezernierte Tryptase
und VEGF als wichtige Mediatoren in diesem Geschehen (Blair et al., 1997; Zanini et al.,
2007). Rydell-Tormanen et al. konnten charakteristische Merkmale des vaskuléren
Umbauprozesses im HDM-Mausmodell aufzeigen. So kommt es zu vermehrten Ablagerungen
von Prokollagen und einer Proliferation von Endothelzellen und glatten Muskelzellen in
Lungengefalien verschiedener GroRe und Lokalisation (Rydell-Tormanen et al., 2008).
Zusammen mit den Ergebnissen dieser Arbeit, die eine deutliche Zunahme der MC+-Dichte
um GefaBstrukturen mit HDM behandelter Mause zeigt, verstarken sich die Hinweise, dass
Mastzellen einen entscheidenden Beitrag zu diesem Umbauprozess leisten. Weiter zu
hinterfragen ist jedoch die Rolle der MCyc, die durch die HDM-Behandlung im
GefalBkompartiment nicht signifikant anstiegen. Die Relevanz der Befunde wird auch dadurch
eingeschrankt, dass bei der Maus ein submukdses GefaRgeflecht in weitaus geringerem Malle
vorliegt als beim Menschen. Daher wurden bei dieser Arbeit und anderen Untersuchungen an
der Maus vor allem Arterien betrachtet, die neben Bronchien verlaufen. Zwar steuern diese
einen Grofteil des pulmonalen Blutflusses, dennoch sind beim Menschen eben auch diese
submukosen Bronchialgefalie von vaskuldren Veranderungen betroffen (Li & Wilson, 1997).
Ein geeigneteres Modell zur Untersuchung der angiogenetischen Veranderungen stellen
Ratten dar, deren Anatomie der pulmonalen GefaRstrukturen der humanen &hnlich ist
(Wagner et al., 2014).

Bei der Betrachtung der Untersuchungen von Andersson et al. fallen auch in diesem

Kompartiment Unterschiede bezlglich der Mastzelldichte auf. So ist beim Menschen ohne
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Asthma bronchiale die Anzahl der MC+/mm? circa 60-mal hoher als bei der Maus. Auch sind
beim Menschen 50% der Mastzellen um vaskulére Strukturen Tryptase und Chymase positiv
(Andersson et al., 2009a). In dieser Untersuchung konnte bei den Kontrolltieren keine
MMCP-4 positive Mastzelle, dem murinen Analogon der humanen Chymase positiven
Mastzelle, nachgewiesen werden. Beim Menschen fehlt es bisher an differenzierten
Untersuchungen  (Uber die  Mastzellpopulationen im  GefaRkompartiment  unter
inflammatorischen Bedingungen, weshalb ein direkter Vergleich, wie er oben fir die
Bronchien und das Alveolarparenchym vorgenommen wurde, nicht méglich ist.

Dennoch zeigen die Ergebnisse, dass es im HDM-Mausmodell zu einer signifikanten
Akkumulation von MC+y um Geféalle kommt. Damit werden die Beobachtungen bekréftigt, die
Mastzellen eine wichtige Rolle im GefalR-Remodelling zusprechen. Die Bedeutung der MCr+c

bleibt weiterhin zu untersuchen.

C) Nerven

Histologische Untersuchungen zeigen, dass Mastzellen eng mit dem zentralen und peripheren
Nervensystem verbunden sind (Bienenstock et al., 1988). Diese Verbindung beschrénkt sich
nicht nur auf eine rein anatomische, sondern weist auch zahlreiche funktionelle Aspekte auf
(Bienenstock et al., 1991b). Im Sinne eines ,,Axon-Reflexes“ aktivieren Mastzellen unter
anderem sensorische C-Nervenfasern, welche wiederum tber Tachykinine und Neuropeptide
(z.B. SP, NKA, CGRP) die Entzundungsreaktion modulieren und Nervenfasern anderer
Qualitaten aktivieren (Barnes, 1986; Jancso et al., 1967).

In verschiedenen Untersuchungen zeigten Mastzellen Hinweise, dass sie auch unter
physiologischen Bedingungen einen gewissen Aktivitatsgrad besitzen und damit konstant mit
dem Nervensystem interagieren konnen (Dimitriadou et al., 1997). Hierbei fihren
Verdnderungen der neuronalen Aktivitat zu direkten Anderungen der Mastzelldichte (Ganguly
et al., 1978). Enge anatomische Verbindungen zwischen Mastzellen und Nerven wurden
bisher in der Trachea und Lunge der Ratte, dem Gastrointestinaltrakt, der Haut, dem Gehirn
und anderen Geweben nachgewiesen (Kleij & Bienenstock, 2005).

Es ist allgemein akzeptiert, dass es unter pathophysiologischen Bedingungen auch zu
funktionellen Veranderungen dieser Interaktion kommt. Wie sich diese numerisch bzw.
phanotypisch anhand der Mastzellpopulationen insbesondere in der Lunge ausdruckt, ist

wenig bekannt.
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Die Ergebnisse zeigen, dass auch im HDM-Mausmodell eine anatomische Verbindung
zwischen Mastzellen und Nerven vorliegt. Dennoch unterscheidet sich diese Interaktion unter
rein morphologischen Aspekten nicht signifikant zwischen den verschiedenen Gruppen. Ob
diese Kolokalisation daher rein zufallig zustande kommt, ist in Anbetracht der bisherigen
Untersuchungen sehr unwahrscheinlich (Barnes, 2001; Ganguly et al., 1978; McKay &
Bienenstock, 1994). Dennoch sind hier weitere Analysen (ber die Expression von
spezifischen Tachykinin- und Neuropeptidrezeptoren wie SP, NKA oder CGRP auf
Mastzellen bzw. elektrophysiologische Untersuchungen notwendig. Veranderungen im
Expressionsmuster dieser Rezeptoren, die das Kernstliick der neuroimmunen Interaktion
ausmachen, konnen ggf. die funktionelle Relevanz dieser anatomischen Verbindung auch im
HDM-Modell belegen. Ferner muss geklart werden, ob die Aktivierung der Mastzelle und
eine damit einhergehende Degranulation zu einer verminderten Anféarbbarkeit fiihrt oder ob
sich die anatomische Verbindung zum Teil nach Aktivierung l6st.

Auch wurde in dieser Untersuchung der panneuronale Marker PGP9.5 verwendet. Dieser
eignet sich zwar gut, einen allgemeinen Uberblick Gber die Innervation der Atemwege zu

erhalten.

D) Pam3CSK4 (TLR2-Agonist) Behandlung

Seit Jahrzehnten steigt die Pravalenz des Asthma bronchiale in den Industrienationen an.
Inwiefern friihkindliche Infektionen und hoher Antibiotikaeinsatz im Sinne der
Hygienehypothese dabei eine tragende Rolle spielen, wird immer noch kontrovers diskutiert
(McKeever et al., 2002). Bekannt ist jedoch, dass Atemwegsinfektionen sowohl zur akuten
Exazerbation flihren kdnnen als auch unter bestimmten Umstanden eine praventive Funktion
innehaben (Lauener et al., 2002).

Der TLR2, der zur Familie der PRRs gehdrt und mit infektidsen Substraten interagiert, weist
einen genetischen Polymorphismus auf, der eine Anfalligkeitsdeterminante fir Asthma
bronchiale bei Kindern von Landwirten darstellt (Eder et al., 2004). Interessanterweise zeigen
Behandlungen mit TLR2-Agonisten unterschiedliche Wirkungen auf, die besonders von der
Dosis, dem Zeitpunkt der Behandlung, der Zusammensetzung des Substrates oder dem
Behandlungsweg (i.n. oder i.p.) abhangig sind (Duechs et al., 2011).

Untersuchungen an Mausmodellen, die den spezifischen TLR2-Agonisten Pam3CSK4 in der

Provokationsphase nutzten, deuten auf eine verminderte TH2-Aktivitat, eine geringere
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Eosinophilie und einen niedrigeren IgE-Serumspiegel hin. Eine Verschiebung des seit langem
propagierten TH1-TH2 Ungleichgewichts in der Pathogenese des Asthma bronchiale hin zu
einer verstarkten TH1-Antwort scheint fur diese positiven Effekte zum Teil verantwortlich zu
sein (Patel et al., 2005). Pam3CSK4 verhindert ber eine direkte Interaktion mit dem TLR2
auf der Zellmembran von Mastzellen die Degranulation und trdgt so entscheidend zur
verminderten Atemwegsinflammation bei (Yu et al., 2014; Kasakura et al., 2009). Der genaue
Mechanismus ist hierbei jedoch noch wenig bekannt, obwohl sich daraus neue
Therapieansétze ergeben konnten.

Wahrend viele Untersuchungen groRtenteils an Mastzellkulturen durchgefiihrt wurden, nutzt
diese Arbeit die in vivo Bedingungen der Maus. Dies hat den Vorteil, dass die Mastzellen
bereits ausgereift sind und direkt in den Kontextfaktoren ihres Kompartiments betrachtet
werden koénnen, was bei in vitro Experimenten nicht mdglich ist. Zudem erfolgt hier die i.p.
Applikation als systemische Behandlung und nicht etwa einen i.n. Behandlung, um einen
potentiellen proinflammatorischen Effekt auf andere Zelltypen in der Lunge zu verhindern.
Die Ergebnisse zeigen keinen numerischen oder phénotypischen Unterschied zwischen den
Mastzellpopulationen der HDM-Gruppe und der Gruppe, die zusétzlich mit Pam3CSK4
behandelt wurde. Somit entfaltet dieser TLR2-Agonist seine potentiell protektive Wirkung im
HDM-Modell nicht Gber morphologisch fassbare Veranderungen der Mastzellpopulationen.
Dennoch ist dieses Ergebnis nicht tberraschend, angesichts der Tatsache, dass Pam3CSK4
beispielsweise  die  T-Lymphozytenproliferation nicht verandert, sondern deren
Zytokinsekretionsmuster (Patel et al., 2005). Damit scheinen sich entscheidende
Veréanderungen auf funktioneller Ebene abzuspielen.

Unter diesem Gesichtspunkt wére es interessant, die Eotaxin-Konzentration in der BAL zu
bestimmen. Dabei handelt es sich um ein von Mastzellen sezerniertes Chemokin, dass eine
Schlusselrolle in der Rekrutierung eosinophiler Granulozyten einnimmt (de Boer et al., 2014).
Die Anzahl der eosinophilen Granulozyten in der Lunge ist nach Pam3CSK4-Behandlung
stark vermindert, ohne dass die genauen Ursachen dafiir bekannt sind. Des Weiteren wére es
sinnvoll, Tryptase oder [B-Hexosaminidase quantitativ als Marker der sekretorischen
Mastzellaktivitdt zu messen. Dadurch konnen Aussagen Uber deren Funktionszustand
getroffen werden.

Es muss jedoch auch bedacht werden, dass der Pam3CSK4-Behandlung eine Phase der
alleinigen HDM Sensibilisierung vorrausging, die bereits fiir sich genommen zu einem
starken Anstieg der Mastzellpopulationen fihrt. Bisher war es unbekannt, ob sich

morphologische Veranderungen der Mastzellpopulationen in einem recht kurzen Zeitraum
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zwischen Pam3CSK4-Exposition und finaler Analyse Uberhaupt in einem signifikanten

Ausmal} wiederspiegeln.

E) Poly(l:C) (TLR3-Agonist) Behandlung

Virale Infektionen sind eine Hauptursache fur Exazerbationen des Asthma
bronchiale(Johnston et al., 1995). Sie sind flr den Patienten nicht nur sehr belastend, sondern
konnen auch eine vitale Gefahrdung darstellen. Uber die genauen pathophysiologischen
Vorgéange in diesem Exazerbationsgeschehen ist noch recht wenig bekannt. Eine mdgliche
Ursache liegt in der Schwierigkeit, alle Aspekte der immunologischen VVorgénge des humanen
Organismus sinnvoll in Mausmodellen abzubilden und damit zu erforschen. So sind die
Versuche, Exazerbationen in Mausmodellen auszulésen, funktionell (LUFU) und/oder
zytologisch (BAL) héufig nicht erfassbar und damit nicht sicher nachweisbar (Clarke et al.,
2014; Rochlitzer et al., 2014).

Dennoch konnten einige Autoren zeigen, dass Mastzellen eine wichtige Rolle bei
Exazerbations-ahnlichen Vorgdngen spielen. So tragen diese Zellen in einem OVA-
Mausmodell mit Poly(l:C)-Behandlung entscheidend zu eosinophilen Entziindungsreaktion
bei (Kan-o K et al., 2013). Dies geschieht wohl iberwiegend (ber eine Stimulation des TLR3,
dessen Aktivierung zu einer Ausschittung von IFNs aus humanen Mastzellen flihrt (Kulka et
al., 2004).

Zwar legen einige Autoren nahe, dass eine Mastzelldegranulation nicht stattfindet
(Lappalainen et al., 2013), es ist jedoch auch bekannt, dass Mastzellen zu einer sehr
selektiven Sekretion einzelner Mediatoren in der Lage sind, ohne eine vollstandige
Degranulation zu vollziehen (King et al., 2002).

Einen weiteren kritisch zu betrachtenden Aspekt stellen unterschiedliche Expressionsmuster
des TLR3 bei humanen und murinen Mastzellen dar. Der TLR3 scheint nur unter gewissen
Umstédnden von humanen Mastzellen exprimiert zu werden, wohingegen er bei der Maus
kontinuierlich anzutreffen ist. Auch weisen die humanen Mastzellen im Gegensatz zu
Monozyten oder neutrophilen Granulozyten generell ein eher schwaches Expressionsmuster
der TLRs auf (Bischoff, 2007; Kulka et al., 2004). Somit konnen die hier getroffenen
Beobachtungen auch nur unter VVorbehalten auf den humanen Organismus ubertragen werden.
Inwiefern sich die TLR3-Stimulation auch in morphologischen Veranderungen der

Mastzellpopulationen bei Mensch und Maus ausdriicken, ist bisher unbekannt. Diese Arbeit
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zeigt, dass es durch eine zusétzliche Poly(l:C)-Behandlung zu keinen statistisch signifikanten
Veranderungen der Mastzellpopulationen in den einzelnen Lungenkompartimenten im
Vergleich zur HDM Gruppe kommt. Wie bereits oben beschrieben, kénnte eine langere
Zeitspanne zwischen Poly(l:C)-Behandlung und finaler Analyse hier weitere Hinweise auf
morphologisch fassbare Veranderungen ergeben. Zu bedenken ist auch, dass die BAL keine
Hinweise auf ein Exazerbationsgeschehen liefert. Inwiefern Veranderungen der
Mastzellpopulationen losgeldst von zytologischen Exazerbationsmerkmalen (BAL)
stattfinden, ist bisher unbekannt. Damit gilt auch hier, dass morphologische Untersuchungen
nur einen Kkleinen Teil der sehr komplexen Mastzellphysiologie abbilden kénnen. Sie miissen
Hand in Hand mit funktionellen Untersuchungen durchgefihrt werden.

Zahlreiche Analysen in diesem Kontext wurden beim Menschen an Mastzellkulturen und
nicht an Lungenbiopsien durchgefiihrt. Dementsprechend ist ein direkter Vergleich zwischen
Daten dieser Untersuchung und Befunden beim Asthmatiker wahrend der Exazerbation nicht
moglich. Oft ist auch nicht bekannt, welche Faktoren unabhéngig von Infektionen beim
Menschen letztendlich zur Verschlechterung der Symptomatik gefiihrt haben. Dies
verdeutlicht die zugrunde liegende Komplexitét, die Exazerbationen sowohl beim Menschen

als auch bei der Maus kennzeichnen.
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5.3  Schlussfolgerungen

Die vorliegende Arbeit nutzt die in vivo Untersuchungsbedingungen in einem HDM-Maus-
Modell fur allergische Atemwegsentziindungen, um mittels bronchoalveolarer Lavage und
immunhistochemischer Farbung den Einfluss einer Hausstaubmilben-Exposition bzw.
erganzender Behandlung mit den TLR-Agonisten Pam3CSK4 oder Poly(l:C) auf zweli
Mastzellpopulationen (MCt und MCr¢) in den Lungenkompartimenten zu untersuchen.
Generell bestétigt diese Arbeit die Ergebnisse vorheriger Untersuchungen, die bereits eine
starke und zytologisch breit angelegte allergische Entziindungsreaktion in den murinen
Atemwegen nach HDM-Exposition beschrieben.

Im Einzelnen wird mittels BAL neben einer bereits bekannten Reduktion der eosinophilen
Granulozyten auch erstmals eine Reduktion der neutrophilen Granulozyten und der
Lymphozyten durch eine erganzende Pam3CSK4-Exposition nachgewiesen. Damit verstarken
sich die Hinweise auf antiinflammatorische Effekte dieses TLR2 Agonisten. Ein mdgliches
Exazerbationsgeschehen durch die HDM + Poly(l:C) Behandlung muss weiter untersucht
werden.

Die immunhistochemische Analyse zeigt einige Gemeinsamkeiten aber auch Unterschiede
beziiglich der numerischen und phanotypischen Erscheinung der Mastzellpopulationen in den
Lungenkompartimenten zwischen HDM-Mausmodell und humanem Organismus. Neben der
generell geringeren Mastzelldichte in der murinen Lunge sind insbesondere die geringere
Présenz der MCt und MC+c im Alveolarparenchym unter inflammatorischen Bedingungen
augenfallig. Dennoch scheint eine HDM-Behandlung eine deutlich starkere Akkumulation
beider Mastzellpopulationen in den distalen Lungenregionen zu induzieren als das OVA-
Modell. Ein langerer Analysezeitraum zwischen Pam3CSK4- und Poly(l:C)-Exposition kann
eventuelle Veranderungen der Mastzellpopulationen nachweisen. Die morphologisch-
anatomische Analyse der Mastzell-Nerv-Interaktion im HDM-Mausmodell liefert keine
richtungsweisenden Befunde. Dennoch bleibt diese neuro-immune Verbindung unter
funktionellen Gesichtspunkten (Rezeptorstatus, Neurotransmitterexpression) weiterhin zu

untersuchen.
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