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Zusammenfassung

1a. Zusammenfassung

Die Anaphylatoxine sind biologisch aktive Spaltprodukte der Komplementkaskade,
die in Mechanismen der Wirtsabwehr und Immunmodulation eine wichtige Rolle
spielen. Die Anaphylatoxine vermitteln ihre Wirkungen Uber spezifische Rezeptoren,
die von myeloiden und einer Vielzahl nicht-myeloider Zellen wie Endothel-,
Epithelzellen sowie glatten Muskelzellen und auch Neuronen exprimiert werden. Sie
vermitteln Wirkungen wie Zellaktivierung, Chemotaxis und die Kontraktion der glatten
Muskulatur. Anaphylatoxine besitzen vor allem entzindungsfordernde Wirkungen
und sind an der Pathogenese von Erkrankungen wie Sepsis und Immunkomplex-
Erkrankungen beteiligt.

Jungste Untersuchungen deuten daruber hinaus auf eine Bedeutung der
Anaphylatoxine in der Pathogenese des Asthma bronchiale. Die Konzentrationen von
C3a- und Cbha-Spaltprodukten sind in der BAL von Asthmatikern nach segmentaler
Allergenprovokation erhoht. Versuche an C3 sowie C3a Rezeptor defizienten
Mausen in Asthma-Modellen zeigen einen Einfluss auf die Ausbildung der
Atemwegsreagibilitat und der Atemwegseosinophilie.

Um die Bedeutung von C3a und Cb5a als pharmakologische Zielstrukturen fur das
allergische Asthma naher zu untersuchen, wurde die Funktion der
Anaphylatoxinrezeptoren im murinen Asthmamodell blockiert und die Auswirkung auf
die Auspragung des asthmatischen Phanotyps analysiert. In der vorliegenden Arbeit
konnte gezeigt werden, dass der Einstrom eosinophiler und neutrophiler
Granulozyten in die Lunge durch Blockade des C3a oder des Cba Rezeptors
gehemmt werden kann. Die Einwanderung von Lymphozyten war unabhangig von
einer C3a Rezeptor-Hemmung, wurde aber durch die Blockade des C5a Rezeptors
signifikant vermindert. Die Reduktion der Lymphozyten Uber den C5aR war assoziiert
mit einer Verringerung der Atemwegshyperreagibilitat (AHR).

Diese Ergebnisse demonstrieren, dass die Anaphylatoxine in unterschiedlicher
Weise an der Auspragung des Asthma bronchiale beteiligt sind, und dass die
pharmakologische Unterbrechung der Signaltransduktion ihrer Rezeptoren der
Pathogensee entgegenwirken kann.

Schlagworter: Anaphylatoxine, Asthma, Maus




Abstract

1b. Abstract

The anaphylatoxins C3a and Cb5a are important mediators of host defence and
immune regulation. They act via specific receptors, expressed e.g. on leukocytes,
epithelial and smooth muscle cells, and mediate functions as chemotaxis, cell
activation and smooth muscle contraction. These features are thought to be crucial
sequences in the pathophysiology of allergic asthma.

Anaphylatoxins have shown to be elevated in asthmatic patients after segmental
allergen provocation. In Animal models of experimental asthma mice deficient for the
C3a receptor gene exhibit diminished airway hyperresponsiveness, lung eosinophilia
and Th2 effector functions after allergen challenge.

To investigate whether the actions of anaphylatoxins are critical for the development
of allergic airway inflammation and airway hyperresponsiveness, the response of
C3a- and Cba-receptors in BALB/c mice sensitized with aspergillus fumigatus extract
was blocked by the administration of a non-peptide C3aR-inhibitor and a blocking
CbaR-antibody. Mice treated with the C3aR-inhibitor and the Cb5aR-antibody in
combination or alone showed a significant decrease in the number of BAL
eosinophils and neutrophils. Airway hyperresponsiveness (AHR) was significantly
improved for mice treated with the C5a receptor antibody. The decreased airway
hyperresponsiveness was associated with a significant reduction in the number of
BAL lymphocytes.

These results demonstrate, that pharmacological targeting of anaphylatoxins is
effective in suppressing asthma typical symptoms like allergic inflammation and AHR

in a murine model of allergic lung disease.
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Vorwort

2. Vorwort

Allergien haben sich in den letzten Dekaden zu einem zunehmenden medizinischen
und wirtschaftlichen Problem entwickelt. Symptome der immunologischen Intoleranz
gegenuber bestimmten Nahrungsmitteln, insbesondere Kase, wurden bereits von
Hippokrates (460 — 375 v. Chr.) beschrieben. Seit Anbeginn der Neuzeit wurde eine
Vielzahl von medizinischen Reporten respiratorischen Versagens gesammelt, die aus
heutiger Sicht, retrospektiv, als Erkrankungen von asthmatischem Phanotyp
angesehen werden konnen. In den frUhen Zwanzigern des zwanzigsten Jahrhunderts
wurde die Existenz von ,Reaginen® postuliert, die wenig immunologischen Schutz
aber Gewebsschadigungen vermitteln konnen. Erst 1968 wurden diese von Ishizakas
als IgE Molekule identifiziert und werden heute als die zentralen Effektormolekule
allergischer Reaktionen betrachtet. [Burgio GR 2003]

Trotz des immensen Wissenszuwachses, vor allem auf den Gebieten der
Immunologie und Genetik, die unser Verstandnis der pathophysiologischen
Zusammenhange enorm erweitert haben, zeigen allergische Erkrankungen einen
steten Anstieg in ihrer Inzidenz und Pravalenz. Vor allem schwere allergische
Erkrankungen des Respirationstraktes in der Form des Asthma bronchiale, mit z.T.
todlichem Verlauf, sind Gegenstand intensiver Forschung und
Pharmazeutikaentwicklung geworden. Innovative Therapieansatze, die sich gegen
das IgE oder andere zentrale Mediatoren der allergischen Entzindung wie IL-5
richten, zeigten bisher allerdings nicht die erhofften Heilungserfolge. Aus der
Komplexitat des Erkrankungsgeschehens rucken zunehmend auch Faktoren des
naturlichen Immunsystems wie das Komplementsystem in den Vordergrund. Im
Besonderen die Anaphylatoxine, biologisch aktive Spaltprodukte aus der
Komplementkaskade, zeigen eine Reihe asthmafordernde Effekte auf die am
Asthma bronchiale beteiligten Kompartimente wie Leukozyten, glatte Muskulatur,
Endo- und Epithelien.

Die Bedeutung der Anaphylatoxine C3a und Cba in der Pathogenese des
allergischen Asthma bronchiale ist Gegenstand dieser Doktorarbeit, und wurde am
murinen Modell der allergischen Atemwegsentzindung und Atemwegshyper-
reagibilitat bearbeitet.



Einleitung

3. Einleitung
3.1 Asthma bronchiale

Erkrankungen der Atemwege wie das Asthma bronchiale zeigen nach den Daten der
nationalen und internationalen Gesundheitswesen einen kontinuierlichen Zuwachs der
Erkrankungs- und Sterbefalle. Durch obstruktive Erkrankungen des Respirationstraktes
verursachte Sterbefalle rangierten in Deutschland 2001 an achter Stelle [StbA 2001]. 10%
der Kinder und 5% der Erwachsenen leiden in Deutschland an Asthma . Der geschatzte
wirtschaftliche Schaden, verursacht durch direkte und indirekte Kosten des Asthma
bronchiale betrug in Deutschland fur das Kalenderjahr 1996 5,81 Milliarden DM [Weissflog D
2001].

Das Asthma bronchiale wird heute definiert als chronische entziindliche Erkrankung der
Atemwege an der komplexe zellulare sowie humorale Mechanismen beteiligt sind. Die
chronische Entziindung ist assoziiert mit erhdhter Atemwegsreagibilitit und fuhrt zu
wiederkehrenden Episoden von Atemnot und Husten, besonders in der Nacht und am frihen
Morgen. Diese Episoden sind gemeinhin assoziiert mit einer ausgedehnten
Atemwegsobstruktion die oftmals reversibel ist, sowohl spontan als auch medikamentés.
[Global Initiative for Asthma Global Strategy for Asthma Management and Prevention
(updated 2002 ) [Ennis M 2003]

Kennzeichnend sind weiterhin eine erhéhte Mukusproduktion, Eosinophilie und erhdhte
Serum-Immunglobulin E (IgE) Spiegel [Hamelmann E and Gelfand EW 2001]. Nach
Allergenkontakt Iasst sich beim allergischen Asthma eine zweiphasige Atemwegsobstruktion
nachweisen, die in der Lungenfunktion als Abnahme des Tiffeneau-Indexes, dem Quotienten
aus FEV1 (forced expiratory Volume, forciertes Expirationsvolumen nach 1 sec.) und FVC
(fored vital capacity, forcierte Vitalkapazitat) zu erkennen ist. Die erste Phase wird als EAR
(early airway response) und die zweite Phase als LAR (late airway response) bezeichnet.
Diesen spezifischen Symptomen liegen unterschiedliche immunologische Prozesse zu
Grunde. Die EAR setzt unmittelbar nach Allergenkontakt ein und wird durch Mastzellen
initiiert, die Uber die Stimulierung hochaffiner IgE Rezeptoren durch das Antigen, unter

anderem Autokoide (Histamin, PDGo und LTCy) freisetzen, die zu einer Kontraktion der

glatten Atemwegsmuskulatur fiihren. Die LAR beginnt nach 6 bis 12 Stunden. Sie wird Uber
die Aktivierung des Atemwegsendothels vermittelt, die zur Rekrutierung von eosinophilen
Granulozyten in das Lungengewebe fihrt. Die eosinophilen Granulozyten sezernieren
ihrerseits eine Reihe von Mediatoren wie die eosinophilen-spezifischen Proteine (ECP, MBP,
END), verschiedene Zytokine und setzen Lipidmediatoren frei. Diese Entziindungsprozesse
bewirken eine Reihe physiologischer Veranderungen der Lunge und kénnen die Ausbildung

von Odemen der Atemwegsmukosa einleiten [Wills-Karp M 1999].



Einleitung

Die Chronifizierung der inflammatorischen Prozesse als Ursache und Manifestation der
pathologischen Veranderung beim Asthma, wird allgemein anerkannt.
Die Heterogenitat des Krankheitsbildes spiegelt sich in der Vielzahl an Faktoren wider, die in
unterschiedlicher Auspragung an der Pathogenese beteiligt sind und sich gegenseitig
beeinflussen. Diese Faktoren lassen sich grob in 4 funktionale Kompartimente einteilen:

1. Genetische Pradisposition und Umweltfaktoren

2. eine Th-2 dominierte Entzindungsreaktion.
3. veranderte Funktionen der Atemmuskulatur
4.

Neuronale Interaktionen
3.1.1. Genetik

Die Ausbildung des Asthma bronchiale und ihr Schweregrad werden in Zusammenhang mit
einer genetischen Pradisposition gesehen. Ein genetischer Polymorphismus fir den IL-4-,
IL-10 und den IL-13 Rezeptor sowie fir den B-2-Adenorezeptor und der Myosinlightchain-
Kinase wurden beschrieben und mit einer Pradisposition fir die Ausbildung des Asthma
bronchiale in Verbindung gebracht [Hakonarson H and Wjst M 2001, Hang LW 2003,
Howard T D 2002, Wjst M and Dold S 1999, Wjst M 2002].

3.1.2. Th-1/Th-2 Gleichgewicht

Das Asthma bronchiale ist in 70% aller Erkrankungsfalle mit einer Allergie assoziiert.
Allergien zeigen v.a. in den westlichen Industrielandern eine steigende Inzidenz und
Pravalenz. Eine Erklarung fir diese Beobachtung bietet die so genannte ,Hygiene
Hypothese®. Diese stiitzt sich auf die Erkenntnis, dass Th1-vermittelte Immunantworten wie
Infektionen die Ausbildung von Th2-vermittelten Immunantworten wie Allergien unterdriicken
[Mattes J and Karmaus W 1999].

B- und T-Lymphozyten sind antigenspezifische Zellen des Immunsystems mit variablen
Effektorfunktionen, die auf die Natur des Antigens abgestimmt sind. Die Identifizierung eines
Antigens durch antigenprasentierende Zellen (APZ) erfolgt Gber so genannte ,Pathogen
associated pattern“ also bestimmte spezifische Strukturen des Pathogens wie sie unter
anderem von Toll-like Rezeptoren (TLR) erkannt werden. Antigenkontakt und

-verarbeitung aktivieren Makrophagen und Dendritische Zellen in einem bestimmten Muster,
dass letztendlich Lymphozyten instruiert, welche Zytokine zu sezernieren sind und welcher
Immuglobulin-Isotyp zu produzieren ist. Im Wesentlichen lassen sich hierbei eine Th1-
Immunreaktion, die gegen extra- wie intrazellulare Mikroorganismen gerichtet ist und eine
Th-2 Immunreaktion, die effektiv in der Bekdmpfung von Heminthen und Arthropden ist,
unterscheiden [Abbas A K 1996, Locksley RM 1994, Yamashita N 1997].
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Einleitung

Die T-Zell Population neugeborener Kinder besteht zunachst fast ausschliellich aus Th2-
Zellen [Holt PG 1998]. Aus diesem einseitigen T-Zell Spektrum entwickelt sich wahrend der
ersten Lebensjahre u.a. durch die Auseinandersetzung mit Pathogenen wie M. tuberculosis,
Masern- oder Hepatitis-A Viren, die eine Th1 Antwort induzieren, ein ausgeglichenes
Verhaltnis zwischen Th1- und Th2-Zellen [Hopkin JM 1997, Matricardi P 1997, Shaheen SO
1996]. Die Hygienehypothese besagt, dass Kinder in Landern mit hohem hygienischem
Standard einem geringeren Infektionsrisiko ausgesetzt sind und sich infolgedessen ihr ,Th2-
lastiges“ T-Zell Repertoire nicht in Richtung der Th1-Zellen verschiebt. Auf der anderen Seite
weill man, dass bestimmte Antigene praferentiell eine Th2-Antwort induzieren und somit als
Allergen wirken. Die meisten charakterisierten Saugetierallergene sind ligandbindende
Proteine (Lipokaline oder Calycine) Diese Proteine weisen eine charakteristische
Lipokalinfaltung auf, die kleine hydrophobe Molekile wie Pheromone, Steroide und
Retenoide binden kénnen [Aalberse RC 2000, Pomes A 2002]. Einige andere bedeutende
Allergene besitzen enzymatische Aktivitat, wie das Hauptallergen der Hausstaubmilbe Der
P1. Diese Allergene kdnnen bestimmte Rezeptoren wieCD25, die 55kDa Untereinheit des IL-
2 Rezeptors, spalten und die Zytokinregulation von T-Lymphozyten beeinflussen [Schulz O
1998, Wierenga EA 1991]. Im normal gesunden Individuum l6sen Der P1 und andere
enzymatisch aktive Allergene jedoch keine Th2 Immunreaktion hervor, sodass neben der
Natur der Allergene noch andere Faktoren eine Atopie beeinflussen missen.

Entscheidend flr die Ausbildung einer allergischen Entziindungsreaktion ist die Entwicklung
von Th2-Lymphozyten. Die Entwicklung eines antigenspezifischen Th2-Lymphozyten aus
einem naiven ThO-Lymphozyten hangt sowohl vom lokalen Zytokinmilieu, als von einer
Vorpragung ,Priming“ des Lymphozyten und der akzessorischen, antigenprasentierenden
Zelle ab. Ein aktivierter Th2-Lymphozyt produziert groRe Mengen an IL-4, das seinerseits die
Entwicklung naiver T-Lymphozyten in Richtung Th2 fordert (Amplifikationsmechanismus) und
gleichzeitig die Entwicklung in Th1-Lymphozyten unterdrickt. Bisher nicht eindeutig geklart
ist das Initiierungssignal, dass diese Polarisierung in Gang setzt.

Dendritische Zellen sind die effektiven antigenprasentierenden Zellen der Lunge. Sie
nehmen inhalierte Antigene auf, prozessieren sie und prasentieren die Proteinfragmente
uber MHC II Molekile naiven T- Lymphozyten [Lambrecht BN 1998]. Untersuchungen an
Mausen deuten darauf hin, dass bereits wahrend der Reifung der Dendritischen Zelle eine
Pragung in Richtung ihrer Fahigkeit, eine Th1 oder Th2 Immunantwort zu induzieren,
stattfindet, die unanhangig von einem Th1- oder Th2 favorisierendem Zytokinmilieu ist
[Masten BJ 200, Cunningham AF 2002]. Ein weiterer kritischer Faktor bei der Reifung der
Dendritischen Zelle konnte das IL-12 darstellen. Bei Asthmatikern konnte eine verringerte IL-
12 Produktion sowohl in der Lunge als auch systemisch nachgewiesen werden [Naseer T
1997, van der Pouw Kraan TC 1997]. IL-12 wird von Makrophagen, Dendritischen Zellen und
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auch von Neutrophilen und Keratinozyten produziert und wurde als mafRgeblicher Mediator
einer Th1-Polarisation und somit der Th2-Hemmung identifiziert [Wills-Karp M 2001].

Fir die Aktivierung eines T-Lymphoyzten durch die Dendritische Zelle sind neben der TCR-
MHCII-Bindung Ko-Stimulatorische Signale von Bedeutung. Vermittelt werden sie Uber
Korezeptor-Interaktionen zwischen B7-CD28 und CD40-CD40L. Diese Korezeptoren
wurden hinsichtlich ihrer Effekte auf die Differenzierung von T-Lymphozyten untersucht.
Innerhalb des B7-CD28 Systems wurde der CD86/B7-2 —Komplex mit einer Th2-Entwicklung
assoziiert [Rulifson IC 1997, Freeman GJ 1995], wahrend CD80/B7-1 —Komplexe ein
neutrales Differenzierungssignal vermitteln [Xu H 1997, De Smedt T 1997]. Andere
kostimulatorische Molekile, die auf T-Lymphozyten gefunden wurden sind das ICOS, eine
CD28 —verwandtes Molekdl, das mdglicherweise zu einer Th2-Entwicklung beitragen kann
[Hutloff A 199, Watts TH 1999]; und 2 Vertreter aus der TNF-Superfamilie, OX40 und 4-1BB,
die in der Th1/Th2-Entwicklung involviert zu sein scheinen [Ohshima Y 1998, Lane PJ 1999].

Th1 und Th2 Phanotypen

Th1 Phanotyp Th2 Phanotyp
Zytokine IFNy, TNFB, IL-2 IL-4, IL-5, IL-6, IL-10%, IL-13
Rezeptoren IL-12R 31 und B2 IL-12R B1

IFNy o IFNYR oo und B

- IL-1R

- ST2L/T1

CXCR3, CCR5 CXCR4, CCR3, CCR4, CCR7, CCR8

Tabelle 1: Ubersicht der Zytokine und Rezeptoren von Th1- und Th2 —Zellen. (*: IL-10 wird
oft als Th-2 Zytokin bei der Maus klassifiziert. Humane Th1 und Th2 Subtypen kénnen beide

IL-10 produzieren.)

3.1.3. Th2-Lymphozyten im Asthma bronchiale

Th2-Lymphozyten sind entscheidend an der Ausbildung einer IgE-dominierten
Sekundarantwort und der Entwicklung einer Atemwegseosinophilie beteiligt. Eine Expansion
von CD4+ und z.T. auch von CD8+ T-Lymphozyten vom Th2-Typ ist bei Asthmatikern mit
der Erkrankung Kkorreliert [Pala P 2002]. Kennzeichnend fir die immunregulatorische
Funktion der Th2-Zellen ist die Sezernierung von Zytokinen wie IL-3, IL-4, IL-5, IL-13 und
GM-CSF. Dieses Zytokinprofil induziert eine IgE dominierte Immunreaktion und férdert die

Entwicklung von eosinophilen Granulozyten die als die maRgeblichen Effektorzellen in der
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Pathogenese des Asthma bronchiale angesehen werden. Dariber hinaus kommt den Th2-
Lymphozyten eine besondere Stellung in der Pathophysiologie des Asthma bronchiale im
Hinblick auf die AHR zu. Konkrete Hinweise hierzu wurden in Mausmodellen erarbeitet, in
denen die Ausbildung einer AHR durch Depletion von CD4+ T-Lymphozyten vor der
Allergenprovokation verhindert wurde [Gavett SH 1994]. Daruber hinaus induziert allein der
adoptive Transfer von ex-vivo stimulierten T-Lymphozyten eine Atemwegshyperreagibilitat in
T-Lymphozyt-defizienten Mausen [Wise JT 1999, Corry DB 1998].

3.1.4. Inmunglobulin E (IgE)

Die primare Immunreaktion gegen Antigene mindet in der Produktion von Immunglobulinen,
uberwiegend vom Typ IgM und teilweise vom Typ IgG. AuRerdem werden Gedachnis-B-
Lymphozyten generiert. Der erneute Kontakt mit dem Antigen induziert die sekundare
Immunantwort, gekennzeichnet durch eine Affinitatsreifung und einem Isotypenwechsel der
schweren Immunglobulinekette zu IgA, IgE oder IgG (mit entsprechenden Subtypen). Der
Isotypenwechsel in dem konstanten Bereich der schweren Immunglobulinkette ist abhangig
vom direkten T-Zellkontakt Gber B7-1(CD80)-CD28 und CD40-CD40L (STAT-6, NF-xB, und
B-Lymphozyten-spezifisches Aktivator Protein (BSAP) neben anderen) und wird vom
Zytokinmuster der T-Lymphozyten bestimmt. IFNy induziert die Synthese von IgG1 und IgG3
(Maus: IlgG2a) wahrend das Vorhandensein von IL-4 zur Expression und Sezernierung von
IgE und IgG4 (Maus 1gG1) fuhrt. IgG4 Antikdrper kénnen kein Komplement binden, sind
funktionell monovalent und binden schwach an Fc Rezeptoren. Eine Antigenbindung durch
IgG4 hat im Gegensatz zu IgE daher kaum schadliche Konsequenzen [Aalberse RC 1983,
van der Zee JS 1986].
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Regulation des Isotypenwechsel der schweren

Immunglobulinkette in B-Lymphozyten.
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Die 1gG1 und IgG3 vermittelten Effektorfunktionen beinhalten Obsonierung, Neutralisierung,
Komplementaktivierung und Antikdrper-abhangige zellvermittelte Zelltoxizitat (ADCC). Die
Wirkung von IgE ist beschrankt auf seine Uber Fce Rezeptoren vermittelten Funktionen.
Fce Rezeptoren existieren in 2 primaren Typen, einem hochaffinen FceRI, der vornehmlich
von Mastzellen und Basophilen exprimiert wird und einem niedrigaffinen FceRIl, der in 2
Subtypen FceRlla und FceRIIb (CD23) vorkommt und auf APZ, Eosinophilen und
Lymphozyten exprimiert wird. Die Bindung von CD23 auf B-Lymphozyten ist ein negativer
Feedback-Mechanismus der IgE-Synthese. Uber die Funktionen des FceRIl in anderen
Zelltypen ist wenig bekannt. Fiir Eosinophile ist eine Steigerung der Migrationsfahigkeit Gber
die verstarkte Expression von LFA-1 (late function antigen-1) und Mac-1 (CD18/CD11B)
beschrieben [Lantero S 2000].

Die IgE vermittelte Mastzellfunktion Uber FceRI ist die allergische Sofortreaktion. Beim
Menschen ist die allergische Frihphase-Reaktion der Lunge von IgE und Mastzellen
abhangig. In der Maus ist die IgE-abhangige Mastzellfunktion fir die Ausbildung einer EAR
allerdings in Frage gestellt [Crosby JR 2002]. In beiden Spezies ist unklar welche Rolle das
IgE bei der Ausbildung und Chronifizierung der allergischen Entziindung und der AHR
einnimmt. Anti-IgE Therapien zeigen in klinischen Studien kaum Einfluss auf die Entziindung
und AHR. IgE- sowie Mastzell-defiziente Mause koénnen eine Atemwegseosinophilie und
AHR entwickeln [Fahy JV 1997, Takeda K 1997, Mayr S| 2002]. Serum IgE Spiegel sind bei
Asthmatikern jedoch mit dem Schweregrad der Erkrankung assoziiert und Tierexperimente
zeigen deutlich, das IgE-abhangige Prozesse die allergische Entzindung triggern und die
AHR verstarken [Siroux V 2003, Lantero S 2000, Mayr SI 2002, Maezawa Y 2004].

3.1.5. Interleukin-4

Interleukin-4 ist ein variabel glykolisiertes 15 kDa Protein mit mehreren Disulfidbriicken, die
fur seine biologische Aktivitat entscheidend sind. Insgesamt ist seine molekulare Struktur
ahnlich der von Wachstumsfaktoren wie z.B. GM-CSF. Erstmals beschrieben wurde IL-4
1982 als ein Kofaktor fiir die Proliferation von ruhenden B-Lymphozyten [Maizel A 1982].
Sein Wirkungsspektrum ist jedoch sehr viel grofder. IL-4 wirkt auch als Wachstumsfaktor fiir

T-Lymphozyten und Mastzellen. Es induziert und verstarkt die Expression von MHCII und
CD23 auf B-Lymphozyten, seines eigenen Rezeptors auf T-Lymphozyten und von VCAM-1
auf Endothelzellen. IL-4 wird von CD4+ Th2 Lymphozyten und einigen T-Zell-Subtypen wie
CD8+, NK1+ und v5-T-Lymphozyten nach Antigenaktivierung produziert [Le Gros G 1990,
Chen H 1997, Uzonna JE 1998]. Daneben sind Mastzellen, basophile und eosinophile
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Granulozyten sowie Makrophagen in der Lage IL-4 zu produzieren [Okayama Y 1995,
Schroeder JT 2001, Mogbel R 1995, Buttner C 1997].

Der IL-4 Rezeptor wird von einer Vielzahl myeloider und nicht-myeloider Zellen exprimiert.
Der IL-4 Rezeptor ist ein Heterodimer, bestehend aus einer IL-4Ro. —Kette und einer zweiten
Untereinheit, die entweder die yc Untereinheit (ebenso Teil des IL-2, -7, -9, und-15
Rezeptors) oder die IL-13Ra Kette darsellt [Nelms K 1999].

Die Bedeutung von IL-4 in der Pathogenese des Asthma bronchiale liegt in der Entwicklung
und Expansion von Th2-Lymphozyten und der Férderung der eosinophilen Entziindung Gber
die verstarkte Expression von Adhasionsmolekilen. Dartber hinaus ist IL-4 Uber die
Stimulation von muskusproduzierenden Zellen und Fibroblasten an der Ausbildung
lungenphysiologischer Veranderungen direkt beteiligt [Dabbagh K 1999, Doucet C 1998]. Fir
die Ausbildung einer IgE dominierten B-Zell-Antwort im Tiermodell scheint IL-4 nicht
essentiell zu sein [Emson CL 1998, Morawetz RA 1996].

Moglicherweise werden diese durch IL-13 komplementiert. Beim Asthmatiker sind erhdhte
Serum IgE Konzentration jedoch mit IL-4 korreliert [Kimura M 2000]. Eine Redundanz fiur die
Funktion zum IgE-Isotypenwechsel durch Interleukin-13 ist bekannt, aber ihre Bedeutung
beim Asthma unklar.

Sowohl fir IL-4 als auch IL-4Ra sind Polymorphismen beschrieben und stehen im

Zusammenhang mit dem Schweregrad des Asthma bronchiale [Sandford AJ 2000].

3.1.6. Interleukin-13

IL-13 ist eng verwandt mit IL-4. Es zeigt Uberlappende biologische Funktionen mit IL-4 und
beide Gene sind beim Menschen auf dem Chromosom 5q lokalisiert. IL-13 wird von ThO,
Th1, Th2 sowie CD8-positiven Lymphozyten produziert. Das entsprechende Maus-Homolog
ist beschrieben als P600. IL-13 hat multiple Effekte auf die Differenzierung und Funktion von
Monozyten/Makrophagen. Es hemmt z.B. die zytotoxischen Funktionen von
Monozyten/Makrophagen sowie die Produktion von Proinflammatorischen Zytokinen und
erhoht die Expression von IL-1Ra [Grunig G 1998, Wills-Karp M 1998].

Die teilweise identischen Funktionen von IL-13 und IL-4 basieren auf der Verwendung
gemeinsamer intrazellularer Signalketten. Sowohl der IL-13 als der IL-4 Rezeptor verwenden
die o-Kette des IL-4 Rezeptors fur die Signaltransduktion, was zur Aktivierung des
Transkriptionsfaktors STAT-6 fuhrt. Der IL-13 Rezeptorkomplex ist komplex. Die IL-4Ra
Domane spielt eine wichtige Rolle in der Signaltransduktion, obwohl sie eine geringe Affinitat
zu IL-13 aufweist. Die gemeinsame y-Kette spielt ebenfalls eine Rolle im IL-13R Komplex.

Sie hat keine Affinitdt zu IL-13, ist aber wahrscheinlich an der Signaltransduktion beteiligt.
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Darlber hinaus existieren zwei Rezeptorproteine IL-13Ra1 und IL-13Ro2, die mit der y- und
der IL-4Ra Untereinheit im Wesentlichen vier verschieden Komplexe formen kénnen (siehe
Tabelle 2).

IL-13 Rezeptor Komplex

Ligandbindungseigenschaften

IL-13R Komplex Beispiel IL-4 IL-13
IL-13Ra1, IL-13Ro2 RCC und U251 keine Konkurrenz Konkurrenz mit IL-4
mit IL-13

IL-13Ra1, IL-4Ra Cos-7, A431 Konkurrenz hochaffin:

und Colo201 mit IL-13 Konkurrenz mit IL-4
IL-13Ra1, IL-4Ra, TF-1 Konkurrenz Konkurrenz mit IL-4
v-Kette mit IL-13
IL-13Ro1 (niedrig), Raji, MLA-144 bindet an alle limitierte Bindung:
IL-4Ra, y-Kette Ketten Konkurrenz mit IL-4

Tabelle 2: Assoziationen der verschiedenen Untereinheiten des IL-13 Rezeptorkomplexes
mit ihren unterschiedlichen Ligandbindungseigenschaften in den jeweiligen untersuchten
Zelltypen. [Obiri NI 1997, Obiri NI 1995, Zurawski SM 1993 Zurawski SM 1995]

Wie IL-4 induziert IL-13 die CD23 Expression in B-Lymphozyten und Isotypenwechsel zu
IgE. Die Funktionen von IL-13 und IL-4 im allergischen Asthma sind allerdings nicht
redundant. Wahrend die IL-4 Blockade in der Sensibilierungsphase im Tiermodell die
Ausbildung eines asthmatischen Phanotyps verhindert, zeigt sie keinen Einfluss auf die AHR
und Eosinophilie wahrend der Effektorphase [Kurup VP 2001]. Im Gegensatz dazu verhindert
die Blockade von IL-13 wahrend der Effektorphase die Ausbildung einer AHR, zeigt aber
kaum Einfluss auf die Eosinophilie der Lunge. Dartiber hinaus kann allein die Applikation von
IL-13 in die Lunge eine AHR ausldsen [Wills-Karp M 2003, Wills-Karp M 1998]. Dabei kommt
es auch zu einer geringen und zeitlich begrenzten Einwanderung von Eosinophilen in die
Lunge, die vermutlich Gber die Induktion der Chemokinsynthese in Endothelzellen ausgeldst
wird [Goebeler M 1997, Moore PE 2002].

3.1.7. Interleukin-5

Wahrend die Rolle der Eosinophilen in Entziindungsprozessen schon seit langerem bekannt
ist, wurden die I6slichen Mediatoren, die die Verfligbarkeit und die Funktion der eosinophilen
Granulozyten steuern, erst in neuerer Zeit identifiziert. IL-5 zusammen mit Eotaxin sind die

zentralen Mediatoren fir die Koordination der eosinophilen Entziindung [Mattes J 2003].
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IL-5 wird als 115 Aminosaure-langes Protein synthetisiert, das als hochglykolisiertes 22 kDa
Monomer ein Uber Disulfidbricken verbundenes 40 — 50 kDa Homodimer formt. Der hohe
Grad der Glykolisierung ist fur die biologische Aktivitdt unerheblich. Die Bildung eines
Homodimers aber fiir seine Funktionalitéat entscheidend.

IL-5 wird primar von T-Lymphozyten sezerniert, aber auch von Eosinophilen, Mastzellen und
IL-1pB aktivierten Endothelzellen produziert.

Der IL-5 Rezeptor besteht aus einer lingandspezifischen o-Untereinheit und einer
signaltransduzierenden B-Kette, die es mit den Rezeptoren fiir IL-3 und GM-CSF gemein hat.
Die humane IL-5Ra (CD125) Untereinheit ist ein 60 kDa grof3es Transmembrangykoprotein,
das IL-5 mit relativ geringer Affinitat bindet. Die IL-5 Bindung an den murinen IL-5Ra ist sehr
viel starker. (Kd hum 600-200 pM vs. Kd mm 2-10 nM) [Takaki S 1994],

IL-5 ist ein selektiver Wachstums- und Differenzierungsfaktor fir eosinophile Granulozyten.
IL-5 Blockade oder Gendefizienz verhindern im Tiermodell eine Eosinophilie [039]. In
klinischen Studien mit monoklonalen Antikérpern gegen IL-5 konnten Eosinophile in Blut und
Sputum nach Allergenprovokation in Asthmatikern reduziert werden. Die Behandlung zeigte
jedoch keinen oder nur moderaten Effekt auf die Atemwegsreaktivitat, je nach Schweregrad
des Asthma [Leckie MJ 2000, Flood-Page PT 2003].

3.1.8. Interleukin-6

IL-6 ist ein 26 kDa groRes Zytokin, das von mononukledren Phagozyten,
Gefallendothelzellen, Fibroblasten und verschiedenen anderen Zelltypen hauptsachlich als
Antwort auf IL-1p oder TNF-a synthetisiert wird. Darlber hinaus wird es auch von aktivierten
Th2-Lymphozyten und Mastzellen sezerniert. Die funktionelle Form von IL-6 st
wahrscheinlich ein Homodimer. IL-6 wirkt auf Hepatozyten und induziert unter Beteiligung
von IL-1 die Produktion von Akut-Phasen-Proteinen, wie das Fibrinogen, das C-reaktive
Protein und das mannosebindende Protein.

IL-6 wirkt als Differenzierungs- und Wachstumsfaktor fir hamatopoetische Vorlauferzellen,
B-Lymphozyten, T-Lymphozyten, Keratinozyten, Fibroblasten, Neurone, Osteoklasten und
Endothelzellen [Peters M 1996].

Der IL-6 Rezeptor besteht aus einem 60 kDa-Bindungsprotein und einer 130 kDa-
Untereinheit (gp130), die das Signal weiterleitet. Beide Untereinheiten kommen als I8sliche
Formen vor und die Eigenschaft des gp130 sich in die Plasmamembran funktionell einlagern
zu kénnen, bedingt, dass weitaus mehr Zellentypen auf IL-6 reagieren als eine Expression
seines Rezeptor aufweisen.

Die Bedeutung von IL-6 im Asthma bronchiale ist wenig untersucht, obwohl es in vielerlei

Hinsicht an den pathologischen Prozessen beteiligt ist. Es wirkt proinflammatorisch, ist
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Wachstumsfaktor fur T- und B-Lymphozyten und unterstitzt die Antikdrpersekretion.
Besondere Bedeutung als Mediator von Reparaturprozessen und als Wachstumsfaktor fur
Fibroblasten kommt IL-6 in der Ausbildung des Airwayremodeling zu [Knight D 2001].
Beschrieben ist auch eine durch IL-6 von APZ induzierte Stimulation der IL-4- und IL-4R-
Expression in naiven T-Lymphozyten, die somit Einfluss auf die TH1/Th2-Polarisation der

Immunantwort nehmen kann [Heijink ICH 2002].

3.1.9. Eotaxin

Das humane Eotaxin ist ein 8,4 kDa grofles Protein, das von einer Reihe von Zellen
sezerniert wird. Hierzu zahlen Epithelzellen, Endothelzellen, Makrophagen, Fibroblasten und
glatte Muskelzellen [Cuvelier SL 2001, Jose PJ 1994]. Es wird angenommen, dass Eotaxin
als Monomer aktiv ist, aber Dimere und Trimere wurden ebenfalls identifiziert [Garcia-
Zepeda EA 1996]. Das Molekul besitzt keine N-Glykolisierungen, aber eine O-Glykolisierung
wird angenommen [Jose PJ 1994]. Basierend auf der Homologie zu den Monozyten
chemotaktischen Proteinen (MCPs) wird Eotaxin in die stetig expandiere - oder C-C-
Chemokin-Unterfamilie eingeordnet. Weitere Vertreter dieser Gruppe sind MIP-1o
(macrophage inflammatory protein 1ca), MIP-13, MIP-1y, MIP-3a, MIP-33, MIP-4, MIP-5,
LD78pB (CCL3L1), SISe (p500), TARC (thymus and activation-regulated chemokine),
RANTES (regulated on activation normally T-cell expressed and secreted (CCL5)), Eotaxin
(CCL11), 1-309 (CCL1), die humanen Proteine HCC-1 (NCC-2, CCL14) sowie das
Mausprotein C10.

Eotaxin zeigt zu seinen verwandten Chemokinen eine relativ geringe Aminosaureseequenz-
Homologie, 60 bis 64% zu den MCPs und nur 33 bis 37% zu RANTES. Auch im Vergleich zu
anderen Spezies ist die Aminosauresequenz des humanen Eotaxins nur zu 60% mit denen
von Maus und Meerschweinchen identisch. Von Eotaxin sind 3 verschiedene Formen
bekannt: Eotaxin-1 (CCL11), Eotaxin-2 (CCL24) und Eotaxin-3 (CCL26); fur letzteres wurde
bisher kein murines Homolog gefunden. Sie unterscheiden sich in ihrem Expressionsprofil,
ihrer Zellspezifitat und Effektorkinetik, was verschiedene biologische Funktionen vermuten
l&sst [Dulkys Y 2001].

Den Eotaxinen kommt in Bezug auf ihre Rezeptorspezifitdt eine besondere Stellung zu, so
wurde ihnen urspringlich eine exklusive Affinitat fur den des CCR3 zugesprochen [Wells TN
1999]. Neueste Untersuchungen ergaben auch eine Affinitdt von Eotaxin zum CCR5 und
zum CCR2 [Murphy PM 2002, Ogilvie P 2001]. Auch die Expression des CCR3 wurde
urspringlich fir eosinophilen-spezifisch gehalten. Kuirzlich konnte er aber auch auf
basophilen Granulozyten, Epithelzellen, Untergruppen von Th2-Lymphozyten und neuralen
Geweben nachgewiesen werden [Humbles AA 2002]. Der CCR3 ist der einzige
Chemokinrezeptor, den gereifte Mastzellen beibehalten [Kaplan AP 2001]. Zwar bindet
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Eotaxin an den CCR3, der Rezeptor selbst hingegen zeigt Spezifititen flr eine Reihe
anderer CC-Chemokine wie vor allem RANTES , MCP-3 und MCP-4 [Uguccioni M 1996]. Die
Transkription der Eotaxingene wird durch TNF-a und IL-4 angeregt und wird Gber STAT6
vermittelt [Tomkinson A 2001].

Die biologische Funktion von Eotaxin ist die Steuerung der Aktivierung und Migration der
eosinophilen Granulozyten. Der Eotaxinlevel ist bei Asthmatikern nachweislich erh6éht und
wird mit der Beeintrachtigung der Lungenfunktionen in Zusammenhang gebracht [Pease JE
2001]. Eotaxin induziert die intrazelludre Aktinpolimerisation und die Produktion von
Sauerstoffradikalen in eosinophilen Granulozyten und stimuliert die IL-4 —Sekretion
[Bandeira-Melo C 2001]. Versuche an CCR3-deficienten Mausen zeigen, dass im OVA-
Modell eine Bluteosinophilie ausgepragt bleibt, die Eosinophilen aber im subendothelialen
Raum der LungengefalRe akkumulieren und die Einwanderung ins Lungengewebe
unterdrickt ist [Humbles AA 2002].

3.1.10. Eosinophile Granulozyten und ihre Mediatoren

Paul Ehrlich pragte 1879 erstmals den Begriff des eosinophilen Granulozyten, als er
erkannte, dass sich die Granula bestimmter weil’er Blutkdérperchen durch eine besonders
hohe Affinitdt zu dem sauren Farbstoff Eosin auszeichnen und sich die Zellen auf diese
Weise charakteristisch anfarben lassen [Ehrlich P 1879]. Die endglltige Ausreifung der
eosinophilen Vorlauferzelle zum nicht mehr teilungsfahigen eosinophilen Granulozyten sowie
seine Freisetzung in den Blutstrom findet unter dem mafgeblichen Einfluss von IL-5 statt
[Clutterbuck EJ 1989].

Die spezifischen oder auch sekundaren Granula der eosinophilen Granulozyten werden
wahrend des Reifungsprozesses der Zellen zuerst im Stadium des Myelozyten sichtbar und
zeichnen sich durch einen kristalloiden Kern, umgeben von einer weniger elektronendichten
Matrix, aus [Hardin JH 1970]. Der Kern setzt sich aus Major Basic Protein (MBP) zusammen,
wahrend in der Matrix die drei anderen basischen Granulaproteine, Eosinophiles
Kationisches Protein (ECP), Eosinophile Peroxidase (EPO) und Eosinophil-Derived
Neurotoxin (EDN oder EPX), enthalten sind [Egesten A 1986]. Kleine Granula wurden
ausschlieBlich in humanen Gewebe-Eosinophilen identifiziert und enthalten Enzyme wie
Arylsulfatase B, saure Phosphatase [Parmley RT 1974] und Katalase [lozzo RV 1982]. Eine
dritte Gruppe der Granula-Population sind die Lipidkérperchen. Sie dienen als
Hauptspeicher fur Arachidonsaure in Form von Glycerophospholipid-Estern, und enthalten
auflerdem die Enzyme Cyclooxygenase und 5- Lipoxygenase [Dvorak AM 1994, Weller PF
1985, Weller PF 1991, Weller PF 1994].
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Fir die Aktivierung und Degranulation eosinophiler Granulozyten sind die Zytokine IL-3, IL-5
und GM-CSF von Bedeutung [307]. Des weiteren zahlen zu den Stimuli eosinophiler
Granulozyten die Komplement-Faktoren C5a und C3a sowie die Chemokine PAF und
Eotaxin [Elsner J 1994, Zeck-Kapp G 1995].

Die physiologische Funktion der eosinophilen Granulozyten besteht primar in der
Wirtsabwehr von Heminthen. Diese sind gegen eine Lyse durch Neutrophile u.
Monozyten/Makrophagen relativ resistent, wohingegen v.a. das basische Hauptprotein MBP
der eosinophilen Granulozyten sehr wirksam ist. Die Mediatoren der sekundaren Granula
MBP, ECP und EPX wirken nicht nur speziell toxisch auf Parasiten, sondern schadigen auch
das Wirtsgewebe. Aulerdem wirken sie als Neurotoxine und koénnen die
Histaminausschittung aus Mastzellen stimulieren. Die sekundaren Lipidmetabolite wie
Leukotriene und Prostaglandine sowie die von aktivierten Eosinophilen sezernierten Zytokine
IL-1a, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-12, IL-16, TGF-a, TGF-B, GM-CSF und TNF-a wirken v.a.
proinflammatorisch [Mogbel R 1994].

Die Freisetzung von Mediatoren erfolgt erst nach vorangegangener Aktivierung des
eosinophilen Granulozyten an seinen membranstandigen Rezeptoren. Eosinophile
exprimieren  Oberflachenrezeptoren fir Immunglobuline (FceR, FcaR, FcgR),
Komplementfaktoren (C1q, C3a/C3b, C5a), Lipidmediatoren (PAF, LTB4) Adharenzfaktoren
(Mac-1, LFA-1, VLA-4) sowie zahlreiche Rezeptoren fiir Zytokine und Chemokine (IL-2, IL-3,
IL-5, GM-CSF, IFNg, TNF, RANTES) [Nagase H 2001, Liu LY 2003]. Somit besitzen
eosinophile Granulozyten eine Vielzahl von Madglichkeiten der Interaktion und spielen im
Sinne einer proinflammatorischen und immunregulatorischen Effektorzelle eine bedeutende
Rolle bei allergischen Reaktionen und chronisch entziindlichen Erkrankungen [Martin LB
1996, Elsner J 2001].

Die eosinophile Entzindung ist kennzeichnend sowohl fir das atopische als auch das
intrinsische Asthma bronchiale [Wardlaw AJ 1888]. Eine ausgepragte Bluteosinophilie und
die verstarkte Migration von eosinophilen Granulozyten in die Lunge ist kennzeichnend fir
die spate Phase der allergischen Antwort. Die Chronifizierung dieser Entzindung ist
mafgeblich fir die Umbauprozesse in der Lunge und die Beeintrachtigung der
Lungenphysiologie verantwortlich.

Die Eosinophilen werden fur die akute (reversible) Ausbildung der AHR verantwortlich
gemacht. lhre Granulaproteine wirken toxisch auf das Lungenepithel und kdnnen
Neuropeptide inaktivieren und die Produktion von epithelialen Relaxationsfaktoren storen,
die an der Regulation der Atmungsphysiologie beteiligt sind. Andere Mediatoren wie das
MBP kénnen auch direkt eine AHR induzieren [Broide DH 2001].

MBP bindet an den inhibitorischen M2-Autorezeptor der parasympathischen Nervenendigung

und nimmt so Einfluss auf die Freisetzung des Neurotransmitters Acetylcholin.
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Die Steigerung der Acetylcholinausschittung fiihrt zu einer verstarkten Reaktion auf einen
nachfolgenden Reiz, also zu einer verstarkten Kontraktion der Atemmuskulatur.

Das Potential der Eosinophilen Mediatoren legt die Bedeutung der Eosinophilen in der
Ausbildung einer AHR und Atemwegsobstruktion nahe. Nichts desto trotz sind im Tiermodell
Eosinophilie und AHR nicht unbedingt gekoppelt [Corry DB 1998]. Die AHR ist ein Symptom
von sehr heterogener Pathophysiologie (3.2.). Im definierten Tiermodell sind die zugrunde
liegenden Mechanismen je nach Protokoll unterschiedlich gewichtet und daher nicht
unbedingt vergleichbar zu beeinflussen [Whitehead GS 2003]. Beim atopischen Asthmatiker

sind eosionphile Entziindung und AHR i.d.R. nicht voneinander zu trennen [Obase Y 2001].

3.1.11. Allergische Friih- und Spatreaktion der Lunge (EAR, LAR)

Die asthmatische Frihreaktion entwickelt sich innerhalb weniger Minuten nach
Allergenexposition und ist klinisch durch eine ausgepragte Verengung der Bronchien, die
sich im Verlauf von 1 bis 2 Stunden wieder zurlickbildet. Pathogenetisch liegt ihr v.a. die
Aktivierung von Mastzellen Uber die klassische, FceRI-IgE-vermittelte Immunreaktion vom
Soforttyp zugrunde. Auf humoraler Ebene dominieren in den ersten Minuten nach
Allergenexposition die Bildung und lokale Freisetzung von Mediatoren, zu denen v.a.
Histamin, PGD2, Leutotriene und PAF gehdren. Diese Mediatoren erhdhen die vaskulare
Permeabilitat, stimulieren die Mukusproduktion und Bronchokonstriktion, was insgesamt zur
Beeintrachtigung der Lungenfunktion fuhrt [Befus D 1987].

Neben Leukotrienen und Prostaglandinen produzieren aktivierte Mastzellen eine Reihe von
Zytokinen wie IL-3, IL-4, IL-5, TNFa und GM-CSF, die Entzlindungsprozesse ankurbeln und
somit die Spatphasenreaktion einleiten [Pradalier A 1993].

IL-3, IL-5, GM-CSF wirken auf die Bildung und Differenzierung von eosinophilen
Granulozyten im Knochenmark und ihrer Auswanderung ins Blut [Mould AW 2000]. IL-4 und
TNFa aktivieren Endothelzellen und induzieren die Expression von Adhasionsmolekilen
[316]. Aktivierte Mastzellen produzieren ebenfalls Chemokine wie MIP-1a und MCP-1, die
chemotaktisch auf Makrophagen, Monozyten und neutrophile Granulozyten wirken. Als
Resultat der proinflammatorischen Mastzellaktivitdt wandern 1 bis 2 Stunden nach
Allergenkontakt die ersten Granulozyten ins Lungengewebe. Nach 8 bis 12 Stunden ist diese
eosinophile Entziindungsreaktion bei einigen Asthmatikern mit einem erneuten Abfall der
Lungefunktion assoziiert. Eosinophile  Granulozyten setzten eine Reihe von
Entzindungsmediatoren frei, die toxisch auf das Atemwegsepithel wirken, die
Mukusproduktion — stimulieren und zur Odembildung fiihren. Eine begleitende

Bronchokonstriktion wird vornehmlich Uber die Freisetzung von Cysteinyl-Leukotrienen
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(LTC4, LTD4, and LTE4) und ihre Bindung an ihre Rezeptoren CysLT1 und CysLT2 auf

glatten Muskelzellen hervorgerufen.
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Abb. 2: Zeitlicher Verlauf der asthmatischen Friih- und Spatreaktion, dargestellt als
Anderungen in der Lungenfunktion tiber die FEV1 [Georg Thieme Verlag]

3.2. Atemwegshyperreagibilitat

Die Atemwegs-Reaktivitdt oder -Reagibilitdt (AR) ist definiert als der Grad, indem die
Atemwege auf unspezifische Stimuli mit Konstriktion reagieren [Cockcroft DW 1990]. Eine
normal ausgepragte AR ist ein physiologischer Schutzmechanismus, der einerseits die
Ventilation den derzeitigen Perfusionsverhaltnissen anpasst und andererseits das
Lungengewebe vor dem Eindringen toxischer Substanzen weitestgehend abschirmen soll
[Blyth DI 2001]. Zur Bestimmung der AR bedient man sich der Messung der Lungenfunktion
nach Provokation der Atemwege mit unspezifischen Stimuli [Cockcroft DW 1985, Cockcroft
DW 2001]. Diese Stimulation kann vermittelt werden durch pharmakologische Irritantien wie
Metacholin (MCh), Histamin, Serotonin, Bradykinin oder durch physikalische Reizung wie
Anstrengung, Hyperventilation oder kalter Luft. Bei asthmatischen Patienten mit AHR
ergeben sich hieraus steile Dosis-Wirkungs-Kurven im niedrigen Dosisbereich ohne
Plateau-(Sattigungs-)Phase. Fir die Vergleichbarkeit der Ergebnisse der Lungen-
funktionsmessung wird zumeist die effektive Dosis angegeben, die einen 20%-igen Abfall der

FEV1 relativ zum Basalwert provoziert.
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Abbildung 1.1.1: Dosis-Wirkungs-Furve ber Vorliegen von ATE

Abb. 3: bei

Asthmatikern. Eine AHR zeichnet sich durch eine Reaktion bereits bei sehr niedrigen

Dosis-Wirkungs-Kurven der Methacholinprovokation Gesunden und

Methacholindosen und das Fehlen der Ausbildung einer Sattigung aus.

3.2.1. Mechanismus der Atemwegshyperreaktivitat

Der genaue Pathomechanismus der Entwicklung einer AHR ist unbekannt [Boulet LP 2003,
Wills-Karp M 1999]. Mehrere mdgliche Ursachen kénnen jedoch in der Ausbildung einer

AHR eine Rolle spielen und mdéglicherweise additiv wirken (Tabelle 3).

Ursache
1. Muskulare Abnormalitat

2. Strukturelle Abnormalitat

3. Neurologische Abnormalitat

4. Atemwegs-Entzindung

Mechanismus

Hypertrophie, Hyperplasie
Atemwegs-Durchmesser
Atemwegs-Wandstarke
Atemwegs-Permeabilitat
B-adrenerge Blockade
a-adrenerge Ubererregbarkeit
Cholinerge Ubererregbarkeit
iINANC/ eNANC Ungleichgewicht

Inflammation, Gewebsschadigung

Tabelle 3: Mechanismen der Atemwegshyperreagibilitat
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3.2.2.. Abnormalitat der Atemwegs-Muskulatur

In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass die isolierte Atemwegsmuskulatur von
Patienten mit Asthma bronchiale in vitro eine gesteigerte AR aufwies [de Jongste JC 1991].
Direkte Veranderungen des 2-Adrenorezeptors, der Myosin-light-chain-Kinase sowie des
M2-Rezeptors durch MBP sind im Zusammenhang mit Asthma beschrieben [Song P 1997,
Bai TR 1990, ten Berge RE 1995, Coulson FR 2003]. Hypertrophie und Hyperplasie der
Atemmuskulatur kénnen ebenfalls die normale Kontraktilitdt der Bronchien stark beeinflussen
[Glassberg MK 1994]. Daruber hinaus werden die kontraktilen Eigenschaften der glatten
Muskelzellen von einer Vielzahl von Mediatoren reguliert, die in der asthmatischen Lunge in
einem gestorten physiologischen Gleichgewicht stehen koénnen Glatte Muskelzellen
produzieren ebenfalls eine Vielzahl von Mediatoren und nehmen somit aktiv am
Entziindungsgeschehen teil [Hakonarson H 2003, Schmidt D 2000]

3.2.3. Strukturelle Abnormitaten

Die AHR zeichnet sich durch einen erhdhten Atemwegswiderstand aus. Es ware mdoglich,
dass die AHR auf einem verminderten Ausgangs-Durchmesser der (kleinen) Atemwege
basiert [Benson MK 1975]. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass beim Asthma bronchiale
die Ausgangswerte fur FEV4 (proportional zum Widerstand) und Werte fur PCy
(Provokationskonzentration, die einen 20% Abfall der FEV1 bewirkt) nach Histamin- oder
MCh-Stimulation (proportional zur AR) nicht gut korrelierten, und dass bei asthmatischen
Patienten mit milder oder moderater AHR die Atemwege keinen verkleinerten Durchmesser
aufwiesen [Cockcroft DW 1990].

In morphometrischen Analysen der Atemwege von asthmatischen Patienten wurde eine
erhohte Zellularitdt und vermehrter Flussigkeitsgehalt in den Wanden der Atemwege
nachgewiesen. Diese erhdhte Dicke der Atemwegswand kénnte als eigenstandiger Faktor
zur Erhéhung der AR beitragen [James AL 1989]. Ultrastrukturelle Analysen von Atemwegen
asthmatischer Patienten ergaben, dass sog. “tight junctions”, Zellverbindungen in
endothelialen und epithelialen Barrieren, verlorengegangen waren. Dies koénnte eine erhdhte
Permeabilitdt der Atemwege und damit eine gesteigerte Bioverfugbarkeit der inhalierten
Stimuli zur Folge haben [Hogg JC 1981]. Im Vergleich mit den Atemwegen von Rauchern
wurde jedoch gefunden, dass letztere zwar deutlich erhéhte Permeabilitat aber keine AHR
aufweisen, wahrend Asthmatiker AHR ohne Zeichen von Permeabilitatserhéhung (gemessen
durch radioaktiv markierte Tracer) erkennen lieBen. Das bedeutet, dass

Permeabilitatserndhungen der Atemwege bei Asthma bronchiale nicht die grundlegende
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Ursache von AHR darstellen kénnen, wohl aber eine Begleiterscheinung bei Atemwegs-

Entzindung darstellen [Hargreave FE 1986].

3.2.4. Neurologische Abnormitaten

Die Kontraktion der glatten Muskulatur der Atemwege steht unter komplexer neuronaler
Kontrolle. Viele der Stimuli, die zur Bestimmung der AR verwandt werden, setzen an den
entsprechenden Nervenrezeptoren an. Das autonome Nervensystem kontrolliert durch
B-adrenerge  (sympathische) @ Hemmung und o-adrenerge  sowie  cholinerge
(parasympathische) Exzitation den Kontraktionszustand der glatten Muskulatur. Ein
Ungleichgewicht dieser autonomen Innervation mit vorherrschendem parasympathischem
Tonus wurde fir das Auftreten einer AHR verantwortlich gemacht.

Im Vergleich dazu ist die Bedeutung der a-adrenergen Exzitation der Atemwegs-Muskulatur
als gering zu werten, wenn auch eine erhohte Reaktivitat auf a-adrenerge Stimulation bei
Asthmatikern zu beobachten ist [Barnes PJ 1987]. Wesentlich wichtiger erscheint die
cholinerge Kontrolle von Muskeltonus und Sekretion in den Atemwegen. Viele Stimuli der
Bronchokonstriktion greifen direkt an der parasympathischen Innervation an, und
Parasympatolytika wie Atropin blockieren zumindest teilweise die Bronchokonstriktion.

Es wurde vermutet, dass die erleichterte Erregbarkeit des afferenten Vagusnervs die
Ursache der cholinergen Uberreaktivitat bei Asthmatikern darstellt, méglicherweise aufgrund
inflammatorischer Irritation oder Schadigung. Da die Atemwege von Asthmatikern auch nach
Stimulation mit nicht-cholinergen Substanzen wie Histamin Gberempfindlich reagieren, kann
die cholinerge Uberreaktivitat das Auftreten von AHR jedoch nicht vollstandig erklaren
[Barnes PJ 1992, Barnes PJ 1997). In jungerer Zeit ist ein noch nicht vollstandig
verstandener, zusatzlicher Teil des autonomen Nervensystems beschrieben worden, der
nicht-adrenerge-nicht-cholinerge inhibitorische (NANCi) und exzitatorische (NANCe) Fasern
beinhaltet. Ein mdglicherweise durch Entzindung hervorgerufener Defekt in diesem
Abschnitt der neuronalen Kontrolle der Atemwegs-Muskulatur kdnnte Ursache einer
gesteigerten cholinergen Innervation und eines erhohten Muskeltonus sein [Barnes PJ 1997,
Barnes PJ 1986, Braun A 2002].

3.2.5. Atemwegsentziindung und Atemwegshyperreaktivitat

Einer der kardinalen Faktoren in der Pathogenese von Asthma bronchiale stellt die
Inflammation der Atemwege dar. Erst im letzten Jahrzehnt hat sich das Verstandnis der
pathophysiologischen Befunde von Asthma Patienten dahingehend verandert, dass die

Erkrankung als chronische Entziindung der Atemwege aufgefasst wurde.
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Die allergische Atemwegsentzindung steht in Verbindung mit einer Reihe von
pathophysiologischen Vorgangen, die funktionelle (AHR, Obstruktion) und spater auch
strukturelle Veranderungen nach sich ziehen [Hogg JC 1991].

Die Atemwegsentziindung spielt daher die wohl mafRgebliche Rolle bei der Ausbildung von
AHR durch Induktion von strukturellen, neurologischen und anderen funktionellen
Veranderungen [Boulet LP 2003 Wills-Karp M 1999, Wardlaw AJ 2002]. Eine

Zusammenfassung zeigt Tabelle 4.

Pathophysiologischer Vorgang Strukturelle Folge

1. Freisetzung von Mediatoren

1.1 Zellwand (Arachidonsaure-Derivate) Zerstorung von Epithel und
1.2 Plasma (Komplement, Kinine, Gerinnung) subepithelialen Strukturen

1.3 Gewebe (Nervenendigungen)
2. GefaBreaktion

2.1 Zunahme des Blutstroms Hyperamie

2.2 Exsudation Odem

3. Zellulédre Antwort

3.1 Infiltration Leukozytares Infiltrat

3.2 Freisetzung inflammatorischer Mediatoren Epitheliale Zerstérung

4. Reparatur Goblet-Zell-Metaplasie

4.1 Stimulation des Epithels Basalmembran-Verdickung
4.2 Stimulation des subepithelialen Bindegewebes Muskulare Hyperplasie

Tabelle 4: Pathologie der asthmatischen Atemwegsentziindung (nach Hamelmann 2002).

3.3. Therapien des Asthma bronchiale

Far die Behandlung von asthmatischen Erkrankungen werden derzeit vor allem
Pharmazeutika verwendet, die Symptome eines asthmatischen Anfalls lindern. Hierzu zahlen
zum einen Bronchodilatoren wie Phosphodiesterasehemmer und B2-Sympathomimetika. Fur

die Therapie bei schweren Formen werden Uuberwiegend Kortikosteroide eingesetzt

Phosphodiesterasehemmer

Der Phosphodiesterasehemmer Theophyllin wurde bereits 1881 entdeckt und gehért heute
mit zu den am haufigsten angewendeten Asthmamedikamenten [Somerville LL 2001]. Die
Hemmung der Phosphodiesterase verhindert die Degradation von cAMP, das die Relaxation
der glatten Muskelzellen vermittelt. Theophillin wirkt somit Uber eine Erhdéhung des
intrazellularen cAMP-Spiegels bronchodilatatorisch [Hansen G 2000]. Ein weiterer
Wirkungsmechanismus besteht in der antagonistischen Wirkung zu dem Bronchokonstriktor
Adenosin. Theophyllin zeigt zudem auch antiinflammatorische Wirkung, v.a. in Verbindung

mit Kortikosteroiden. Der Mechanismus ist bis heute ungeklart, vermutet wird eine
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unterstitzende Funktion der Kortikosteroid-Wirkung auf die Histon Deacetylasen [lto K
2002].

B-2-Sympathomimetika

Medikamente mit primarer bronchodilatatorischer  Eigenschaft sind die (-2-
Sympathomimetika, die B-adrenerge Rezeptoren der Atemmuskulatur stimulieren und somit
deren Relaxation bewirken. Die B-adrenergen Bronchodilatoren stehen im Verdacht, die
Hyperreagibilitdt der Bronchien zu erhéhen. Dieser Effekt ist allerdings nur von geringer
klinischer Relevanz [Finotto S 2001].

Leukotrien-Rezeptorantagonisten

Effektive Inhibitoren der allergischen Frih- und Spéatreaktion stellen Leukotrien-
rezeptorantagonisten wie das Montelukast dar. Sie verdrangen die physiologischen Liganden
des Cys-Leukotrien-1 Rezeptors LTC4, LTD4 und LTE4, von denen v.a. LTD4 ein sehr
starker Bronchokonstriktor der Frih- und Spatreaktion ist. Leukotrien-Rezeptorantagonisten
wirken auch antiinflammatorisch. Dieser Effekt ist z.T. Uber die Hemmung der
chemotaktischen Eigenschaften der Leukotriene auf Granulozyten vermittelt. Ihre Bedeutung
bei der Asthmatherapie ist in dieser Hinsicht aber umstritten [Corless JA 2002, Eum SY
2003].

Kortikosteroide

Eine kausale Therapie des allergischen Asthma bronchiale existiert derzeit lediglich durch
die Gabe von Glucocorticoiden. Glucocorticoide wie z.B. Dexamethason gehdren zur
Stoffklasse der Steroide und werden allgemein zur antiinflammatorischen Therapie
eingesetzt. Dexamethason ist effizient in der kausalen Allergietherapie, indem es
vornehmlich die AP-1- und NFkb-abhangige Transkription vieler Chemokine und Zytokine
der Th2-Immunreaktionen hemmt [Kaplan AP 2001]. Der genaue Wirkmechanismus ist nicht
geklart. Das lipophile Steroid bindet im Zytoplasma an seinen Rezeptor, transloziert in den
Zellkern und kann dort mit Transkriptionsfaktoren interagieren. Vermutlich liegt die
eigentliche Wirkung aber downstream auf der Ebene der Histon-Azylierung. Die Histon-
Azylierung ist Voraussetzung fur die Transkription, sie wird Uber Histon Deazetylasen
(HDAC) reguliert deren Aktivitat durch Corticosteroidrezeptorkomplexe stimuliert wird und

somit die Azylierung der Histone verhindert [Barnes PJ 2003].
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3.4. Tiermodelle des allergischen Asthma Bronchiale

Zur Klarung der pathophysiologischen Mechanismen im bronchialen Asthma kommen neben
Ratten Uberwiegend in-vivo-Mausmodelle zum Einsatz [Braun A 1998, Neuhaus-Steinmetz U
2000, Hogaboam CM 2000], zur Entwicklung von neuen Asthmamedikamenten werden
dagegen oft Ratten verwendet [Hoymann HG 1994]. Andere Tierarten, die in der
Asthmaforschung Einsatz finden, sind das Meerschweinchen [Bautsch W 2000] - mit einer
ausgepragten bronchialen Reagibilitdt - und weitaus seltener Kaninchen, Affe und Beagle.
In-vitro-Untersuchungen kdénnen an isoliert perfundierten Lungen [Martin C 2001], an
isolierten Tracheen [Chen G 2001] und an Precision Cut Lung Slices (PCLS) [Martin C 1996,
Wohlsen A 2001] durchgefiihrt werden.

Jedes Tiermodell hat dabei Vor- und Nachteile, die bei der Bearbeitung der spezifischen
Fragestellungen abgewogen werden muissen. So bieten sich die grofleren Tierarten
besonders flr Fragen zur Atemmechanik und respiratorischen Physiologie an [Abraham WM
1997, Cockcroft DW 1998]. Fragen zur Pathophysiologie und Intervention der Atemwegs-
Entziindung koénnen aber sehr viel effektiver an kleineren Tieren wie Nagern untersucht
werden [Heusser CH 1997, van Oosterhout AJ 1995). Untersuchungen zu immunologischen
Zusammenhangen bei der Entwicklung von Sensibilisierung und AHR setzen wiederum ein
Modell voraus, in dem eine immunologisch sehr gut charakterisierte Tierart Verwendung
findet. Hieraus ist ersichtlich, dass nicht ein Tiermodell alle Fragen zu einer Erkrankung
beantworten kann, sondern dass die Wahl des geeigneten Tiermodells fiir die Bearbeitung
spezieller Aspekte der Erkrankung wesentlich den Erfolg und den Stellenwert der

Untersuchungen bestimmt.

28



Einleitung

3.5. Das Komplementsystem

“Le sérum de nombreux animaux renferme de 'alexine, c’est-a-dire une matiére mal définie,
encore inconnue dans sa constitution chimique, a la présence de laquelle on attribue cette
propriété qu’ont généralement les sérums, d’exercer une influence destructive sur diverses
cellules et sur certaines microbes. L’alexine perd son activité lorsqu’on chauffe a 55° le
sérum qui la contient.” Diese Beschreibung der antimikrobiellen Wirkung und Hitze-
Inaktivierbarkeit des Komplementsystems — hier Alexine genannt — durch Bordet und
Gengou (1901) stellt eine der ersten Verdffentlichungen tber das Komplementsystem dar
[Bordet J and Gengou O 1901].

Das Komplementsystem ist ein Komplex aus mehr als 30 verschiedenen Glykoproteinen, die
Uberwiegend im Blut lokalisiert sind und in Form von Komponenten, Faktoren und
Zellrezeptoren ein zymogenes Abwehrsystem darstellen, dass unter permanenter Kontrolle
wirtseigener Regulatoren steht. Das Komplementsystem ist flr sich autark, die
unterschiedlichen Aktivierungsmechanismen und das weite Wirkungsspektrum seiner
aktivierten Komponenten und Spaltprodukte verknipfen jedoch auf mannigfaltige Weise das
natirliche  Immunsystem mit den  spezifischen humoralen und zelluldren

Abwehrmechanismen [Perimutter DH 1997].
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3.5.1. Evolution

Das Komplementsystem taucht phylogenetisch bereits bei Echinodermaten auf und
entwickelte sich vor ca. 600 bis 700 Millionen Jahren, lange vor dem Auftauchen der
Immunglobuline. Die drei Komplementkomponenten C3, C4 und C5 sind vermutlich aus
sukzessiven Genduplikationen entstanden, dessen Ursprungsmolekil das a2-Makroglobulin
darstellte [Clemenza L 2000]. Es wird vermutet, dass das Komplementsystem urspringlich
ein breiteres Erkennungsprofil von pathogenen Strukturen aufwies. So findet man in
triploiden (Karpfen Cyprinus carpio) aber auch in diploiden Fischen wie der Goldbrasse
(Sparus aurata) und dem Medeka Fisch (Oryzias latipes) verschiedene C3-Isoformen mit
unterschiedlichen Bindungseigenschaften zu Erythrozyten und Zymosan. Dies konnte
Ausdruck der Konservierung eines multiplen C3-Systems sein, dass die bescheidenen

Immunglobulinfunktionen der Fische komplementiert [Sahu A 2001].

3.5.2. Komplementaktivierung und Funktion

Die Komplementaktivierung ist eine kaskadenartig ablaufende Reaktion proteolytischer
Spaltungen und damit verbundenen Anlagerungsreaktionen, die zur Bildung und Aktivierung
von Enzymkomplexen flhrt. Das Komplementsystem kann auf drei verschiedene Arten
aktiviert werden: durch Zuckerstrukturen auf bakteriellen Membranen (Mannose-
Bindungslektin-Weg, MBL), durch stabilisierende Oberflachen (alternativer Weg) und durch
Antigen-Antikérper-Komplexe (klassischer Weg) (siehe Abb. 5). Alle drei Aktivierungsarten
kénnen in der Bildung eines porenbildenden Komplexes, den Membran-Angriffs-Komplexes
(MAC) munden. Dartber hinaus kénnen einige Exprotreasen von Bakterien und Pilzen C3
und C5 direkt spalten, bzw. die Aktivierung tber C3b und C4b vermitteln. Auch bestimmte
Saugerenzyme, die z.T. in Entzindungsprozessen freigesetzt werden wie Mastzelltryptase
und auch Kallikrein und Plasmin besitzen ein komplementaktivierendes Potential [Schwartz
LB 1983, Kirschfink M 1988].

Die Hauptaufgaben des Komplementsystems liegen in der Lyse und Opsonierung von
Pathogenen, der Vermittlung von Entzindungsreaktionen, der Beseitigung von
Immunkomplexen und der Modulierung der Immunantwort.

Viele in den Korper eindringende Bakterien, Viren und Parasiten 16sen aufgrund wirtsfremder
Oberflachenmotive die Aktivierung des Komplementsystems aus. Daraus resultiert
letztendlich die Zerstérung der eingedrungenen Fremdorganismen, durch die terminalen
porenbildenden Proteine des Membranangriffskomplexes (MAC) oder durch die Opsonierung
mit aktivierten Komponenten des Komplementsystems wie C3b bzw. durch Abbauprodukte

desselben (iC3b). Derartig opsonisierte Strukturen werden von Makrophagen und
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Granulozyten uber die Komplementrezeptoren CR1 (CD35), CR3 (CD11b, Mac-1, aMp2-
Integrin), und CR4 (CD11c) erkannt, gebunden und phagozytiert. Ebenso geschieht dies mit
Antigen-Antikdrper- Komplexen. Die den klassischen Komplementweg aktivierenden
Immunkomplexe, werden mit C3b beladen, fir die Phagozytose markiert und I6slich
gehalten. Eine weitere wichtige Aufgabe des Komplementsystems ist die Vermittlung von
Entziindungsreaktionen. Im Zuge der Komplementaktivierung werden C3 und C5 sowie
einige andere Komplementfaktoren proteolytisch gespalten. Viele dieser Spaltprodukte
besitzen immunmodulatorische Aktivitaten. C3d, C3dg und iC3b binden an den CR2 (CD21)
auf B-Lymphozyten und stimulieren die Antikérpersynthese [Carroll MC 1998]. C3e
(Leukozyten-Mobilisierungsfaktor) fordert die Freisetzung von neutrophilen Granulozyten aus
dem Knochenmark [Ghebrehiwet B 1979]. Bb als Spaltprodukt von Faktor B unterstitzt die
Monozyten/Makrophagen Funktionen [Hirani S 1985]. Die potentesten Spaltprodukte der
Komplementaktivierung, mit einer Reihe entziindungsfordernder Wirkungen auf myeloide

und nicht-myeloide Zellen, stellen die Anaphylatoxine C3a und C5a dar.

3.5.3. Der Alternative Weg der Komplementaktivierung

Der alternative Komplementaktivierungsweg ist antikbrperunabhangig. Er besteht aus 6
Serumglykoproteinen: C3 und den Faktoren B,D,H,l und P, sowie den Rezeptoren Membran-
Kofaktor-Protein (MCP = CD46) und CR1. C3 besitzt eine reaktive Thiolesterbindung, die
durch Umlagerungen im Molekul an die Oberflache gelangen kann und mit H,O reagiert.
Dieses hydrolytisch aktivierte C3(H,O) wirkt wie C3b, kann aber nicht mehr an Membranen
binden, da seine Thiolestergruppe bereits ,verbraucht® ist. Es kann jedoch mit Faktor B (FB)
interagieren, der von Faktor D (FD) zu Bb und Ba gespalten wird. Auf diese Weise entsteht
eine Serum-C3- Konvertase C3(H,0)BbP, die C3 zu C3b umsetzen kann (vgl. Abb.5). C3b
bindet sowohl an pathogene Oberflache als auch an korpereigene Zellen. Letztere
exprimieren jedoch i.d.R. sehr groe Mengen an CR1 und MCP, die die Dissoziation und
damit die Inaktivierung von C3b durch Faktor | katalysieren. Auf bakteriellen Oberflachen und
z.T. entarteten Zellen fuhrt die fehlende Inaktivierung zur Anlagerung von Faktor B und
dessen Spaltung durch Faktor D zu Bb, das mit dem oberflachengebundenem C3b die C3
Konvertase C3bBb des alternativen Weges bildet [Meri S 1990].

3.5.4. Der MPL-Weg der Komplementaktivierung (Lektin-Weg)

Das zentrale Protein des MBL-Weges ist das Mannose-Bindungslektin (MBL), das durch die
Bindung an bakterielle Zuckerstrukturen aktiviert wird. MBL ist strukturell verwandt mit der

C1g-Komponente des klassischen Komplementaktivierungsweges und gehért zur Familie
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der Kalzium-abhangigen Lektine mit Kollagendomanen, die auch als Collectine bezeichnet
werden. Es erkennt spezifisch Mannose- und N-Acetylglucosamin-Reste auf Bakterien, Viren
und Parasiten. Die Kollagendomane im MBL-Molekil ist essentiell fir die Interaktion mit
Collectin-Rezeptoren, die sich vor allem auf Phagozyten befinden, und fir die Aktivierung
von Komplement [Sumiya M 1997]. MBL kann mit den Serinproteasen MASP-1 (MBL-
assoziierte Serinprotease), MASP-2 und MASP-3, sowie einer verkiirzten Version von
MASP-2, genannt MAp19 assoziieren, die strukturell mit den C1q Proteasen C1r und C1s
des klassischen Weges verwandt sind [Turner MW 2003]. Fir die Komplementaktivierung
scheint das MASP-2 von grofter Bedeutung zu sein. MBL- MASP-2-Komplexe werden
aktiviert, wenn sie an bestimmte Zuckerstrukturen, v.a. Mannose- und N-Acetylglykosamin-
Reste binden. Der aktivierte MLB- MASP-1/2 —Komplex hat Serinprotease-Aktivitdt und
spaltet C4 und C2 deren Spaltprodukte die C3 Konvertase des MBL und klassischen Weges
C4b2a bilden (vgl. Abb.5). Der MBL-Weg ist phylogenetisch gesehen relativ alt. Dafir
sprechen die Entdeckungen von MBL-Homologen in Invertebraten und die

antikbrperunabhangige Aktivierung [Ji X 1997]

3.5.5. Der Klassische Weg der Komplementaktivierung

Der klassische Komplementweg wird durch Antikdrperkomplexe und Aggregationen von
Antikoérpern, wie sie auf multideterminanten Antigenen (z.B. bakteriellen Oberflachen)
vorliegen, aktiviert. Dazu muss das Serumprotein C1 - ein Heterodecamer aus 6 C1qg-, 2
C1s- und 2 Cir-Untereinheiten — gleichzeitig an mehrere Fc-Teile der komplement-
aktivierenden Antikoérperklassen IgM und die IgG-Subklassen 1, 2 und 3 binden. Die
Molekule C1s und C1r sind an den kollagenahnlichen Bereich des C1g-Hexamers angelagert
und werden dort nach Kontakt mit Antigen-Antikérperkomplexen aktiviert. Wenn zwei C1qg-
Untereinheiten gleichzeitig in Kontakt mit Antigen-Antikdrperkomplexen gelangen, wird C1r
enzymatisch aktiviert, spaltet sich selbst und wirkt als Serinesterase. Diese wirkt auf C1s,
wobei zwei Spaltfragmente entstehen, von denen das kleinere ebenfalls
Serinesteraseaktivitat besitzt und auf die Serumproteine C4 und C2 wirkt. C4 wird in C4a
und C4bgespalten. Membrangebundenes C4b lagert sich mit C2 zusammen und auch
dieses wird von der C1s-Serinesterase in C2b und C2a gespalten. C2b verlasst den
Komplex, der nun aus C4b2a besteht und die C3-Konvertase des klassischen
Komplementweges darstellt. Analog zum alternativen Weg wird C3 in C3a und C3b
gespalten. Nicht hydrolytisch inaktiviertes C3b opsonisiert die umgebenden Oberflachen und
bereitet diese flr die Phagozytose durch Makrophagen und Granulozyten vor. Die weitere
Anlagerung von C3b an die C3-Konvertase zu fuhrt zur C5-Konvertase C4b2a3b, die C5
spaltet und die Bildung der terminalen MAC-Komplexe einleiten kann (vgl. Abb.5) [James K
1982].

32



Einleitung

3.5.6. Regulation der Komplementkaskade

Das Komplementsystem steht unter der Kontrolle von Serum- und Membranproteinen. An
erster Stelle der klassisches Aktivierungskaskade steht der C1 Inhibitor (C1INH). C1INH ist
in sehr hohen Konzentrationen im Blut vorhanden und C1 ist zum groRten Teil an diesen
Inhibitor gebunden. Erst die Bindung der C1g-Untereinheit an Antigen/Antikbrper-Komplexe
setzt C1INH frei und ermdglicht die Aktivierung der Serinprotease. Der Hauptregulator der
klassischen Aktivierung ist Faktor I, der C4b in C4c und C4d spaltet. Die Inaktivierung ist von
den Kofaktoren C4-bindendes Protein und den Membranproteinen CR1 und DAF (decoy
acceleration factor) abhangig, die auch als RCA Elemente (regulator of complement
activation) bezeichnet werden. Faktor | reguliert auch die Bildung der alternativen C3
Konvertase und bedient sich der zusatzlichen Kofaktoren Faktor H und MCP, wodurch C3b
in iC3b und weiter in C3c und C3dg gespalten wird. Zusatzlich wird die Bindung von Faktor H
durch einen hohen Gehalt an Neuraminsauren gefdrdert, deren Gehalt auf Sdugerzellen im
Vergleich zu Mikroorganismen sehr hoch ist.

Auch der MAC wird von einigen Faktoren reguliert. Dazu gehdéren CD 59 (Membraninhibitor
der reaktiven Lyse, MIRL), HRF (Homologer Restriktionsfaktor, C8-bindendes Protein), das
S-Protein (Vitronektin) und das Protein SP-40,40, dessen genaue Funktion ungeklart ist
[Meri S 1998].
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Abb. 5: Mechanismen der Komplementaktvierung und ihre Regulation (ndheres siehe Text).
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3.5.7. Komplement-assoziierte Erkrankungen

Die Funktionalitdt des Komplementsystems wird durch Erkrankungen, die mit Defekten in
bestimmten Komponenten des Komplementsystems assoziiert sind, dokumentiert.
Mangelerscheinungen im C1INH fihren zu hereditdren Angiodémen. Defekte in den
Strukturproteinen C1, C2 und C4 sind oft mit Immunkomplexerkrankungen assoziiert,
wahrend ein C3 Defizit von einer gesteigerten Anfalligkeit flr bakterielle Infektionen begleitet
ist. Eine Beeintrachtigung in der Fahigkeit zur Bildung des MAC ist gekennzeichnet durch
eine erhohte Empfanglichkeit gegenuber  Neisserien-Infektionen [O'Neil KM 2000,
Bartholomew WR 1990].

hereditares

Angioddemn 4 C1 Inhihitor

Immunkomplex-

Erkrankungen
rezidive o
bakterielle TE_?-I I'I-I'E_t
Infektionen Heisserien-
Infektionen

Abb. 6: Krankheitsbilder, die mit Komplementmangelerscheinungen assoziiert sind.

Neben einer Einschrankung der Funktionalitdt des Komplementsystems steht auch eine
erhohte und unkontrollierte Aktivitat mit bestimmten Erkrankungen wie dem systemischem
Lupus erythematodes (SLE), rheumatoider Arthritis (RA), Morbus Alzheimers und Multipler
Sklerose (MS) in Verbindung [Kirschfink M 2001].

Auch die Anaphylatoxine und v.a. Cb5a sind maligeblich an der Pathogenese von
Erkrankungen beteiligt, wie Sepsis, Trauma, ARDS, ischamische Herzerkrankungen, Post-
Dialyse  Syndrom, Hypersensitivitdtsreaktionen vom Typ IV und verschieden
Autoimmunerkrankungen wie rheumatoider Arthritis, Lupus Erythrematosus und akute
Glomerulonephritis. [Green RH 2003, Chakraborti T 2000, Belmont HM 1986, Welch TR
2002].
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3.6. Anaphylatoxine

1913 wurde Charles Richet fur die Entdeckung der Anaphylatoxine, die er Toxigenine
nannte, mit dem Nobelpreis ausgezeichnet. Besredka bezeichnete sie spater als
Sensibilisine und Friedberger pragte schliellich den Begriff der Anaphylatoxine.

Anaphylatoxine sind bioaktive Molekiile, die proteolytisch aus lhren Muttermolekuilen C3, C4
und C5 wahrend der Komplementaktivierung freigesetzt werden. Die Anaphylatoxine C3a,
C4a und Cba werden von auf einem einzelnen Exon innerhalb ihrer Komplementgene
kodiert, und sind im humanem Genom auf Chromosom 19, 6 bzw. 9 lokalisiert.

Strukturell handelt es sich bei den Anaphylatoxinen C3a und C5a um kurze, basische
Polypeptide von 77, 76 bzw. 74 Aminosauren Lange und hoher Sequenzhomologie (ca. 24 —
31% [Hugli TE 1975, Fernandez HN 1978]), wobei natirliches C5a an Position 64 N-
glykosyliert vorliegt. NMR- und Réntgenbeugungsstudien [Zuiderweg ER 1989] ergaben fur
C3a- und Cb5a- Molekile auch eine homologe Raumstruktur. Von einem N-terminalen,
globularen, durch drei Disulfidbriicken stabilisierten Kernbereich, der aus drei bzw. vier o-
Helices gebildet wird, stehen die C-terminalen ca. 11 Aminosaurereste als flexibler "Finger"
mit wenig geordneter Struktur hervor. Neuere NMR-Studien fir C5a zeigen allerdings, dass
der C-Terminus aufgrund einer Wechselwirkung zwischen dem terminalen Arg74 und Arg62

dazu tendiert, sich in Richtung auf den Kernbereich zuriickzufalten [Zhang X 1997].

3.7. Biologische Wirkungen der Anaphylatoxine

Die Anaphylatoxine vermitteln eine Reihe funktioneller und proinflammatorischer Wirkungen.
Die physiologische Bedeutung von C4a ist allerdings unklar. Es wird vermutet, dass C4a an
den C3a Rezeptor binden kann, und eine Hemmung der C3a-vermittelten Chemotaxis auf
Makrophagen ist beschrieben worden [Hennecke M 1998]. C4a und C4a-analoge Peptide
kénnen bei Injektion in die Haut eine dosisabhangige Schwellung und Rétung hervorrufen
[Tsuruta T 1993, Hugli TE 1983]. Der C3a-Rezeptor des Meerschweinchens exprimiert in
HEK-293 Zellen reagiert funktionell auf humanes C4a, wohingegen mit dem humanen C3a
Rezeptor transfizierte Zellen keine Resonanz zeigen [Lienenklaus S 1998]. C4 wird im
Gegensatz zu C3 und C5 nicht durch ein amplifizierendes System zu C4a gespalten. Seine
physiologische Prasenz ist daher schon alleine im Vergleich zu C3a und C5a gering zu
bewerten. Auch in anderen Spezies neben Mensch und Meerschwein sind bis jetzt keine

eindeutigen in vivo Effekte von C4a beschrieben worden.
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C3a und Cba sind potente Mediatoren und entfalten ihre Wirkungen uber ihre spezifischen
Rezeptoren auf myeloiden wie nicht-myeloiden Zellen. Sie regulieren die Vasodilatation,
erhdhen die Vasopermeabilitat kleiner BlutgefaRe und sind in der Lage die Kontraktion
glatter Muskelzellen zu induzieren [Ember, J.A 1998]. C5a ist in der Vermittlung dieser
Wirkungen prinzipiell sehr viel effektiver. Die Kontraktion der glatten Muskelzellen wird in der
Lunge primar durch die Leukotriene LTC4 und LTD4 vermittelt. Diese Aktivitat nimmt in der
Reihenfolge C5a > Histamin > Acetylcholin > C3a > C4a ab. Die schwachere Aktivitat von
C3a konnte allerdings durch die héhere maximal mdgliche Serumkonzentration des C3-
Spaltproduktes ausgeglichen werden.

C3a und Cba wirken aktivierend auf eine Reihe von Leukozyten. Sie stimulieren den
oxidativen Burst in Makrophagen und neutrophilen und eosinophilen Granulozyten
[Murakami Y 1993, Elsner J 1994, Elsner J 1]. Basophile und serosale Mastzellen setzen
nach Stimulation mit C3a und C5a Histamin frei [Gorski JP 1979, Erdei A 1999]. Darlber
hinaus regulieren C3a und C5a die Synthese von ECP in eosinophilen Granulozyten und die
Expression von Adhasionsmolekiilen in Endothelzellen [Takafuji S 1996, DiScipio RG 1999].
C3a regt die Freisetzung von Serotonin in Thrombozyten des Meerschweinchens an. In B-
Lymphozyten und Monozyten moduliert C3a die Synthese von IL-6 und TNFa [Fischer WH
1997. Fischer WH 1999]. C5a spielt eine bedeutende Rolle in der Regulation von IL-6 bei
Erkrankungen wie Sepsis, und hat modulierenden Einfluss auf die Sezernierung von IL-13
und IL-6 in Monozyten und Osteoblasten [Pobanz JM 2000, O'Barr S 2000]. C5a induziert
zudem in vitro die Genexpression von IL-8, IL-13, und RANTES in Endothelzellen und von
MCP-1 und GM-CSF in retinalen Epithelzellen [Luccioli S 2002, Fukuoka Y 2003]. Des
Weiteren induziert C5a die Freisetzung von IL-4 und IL-13 aus basophilen Granulozyten
[Eglite S 2000]. Cba ist auch ein Chemotaktikum fir Makrophagen, neutrophile
Granulozyten, aktivierte B- und T-Lymphozyten, basophile Granulozyten und Mastzellen
[Ember JA 1998, Murakami Y 1993, Kretzschmar T 1993, Nataf S 1999, Lett-Brown MA
1977, Hartmann K 1997]. Ebenfalls besitzt auch C3a chemotaktische Aktivitaten. C3a ist das
starkste bekannte Chemotaktikum fir Mastzellen [Nilsson G 1996]. Urspriinglich wurde C3a
ein chemotaktisches Potential flr neutrophile Granulozyten zugesprochen. Neuere
Untersuchungen zeigen jedoch, dass diese Beobachtungen auf Verunreinigungen durch
eosinophile Granulozyten in den Zellpraparationen zuriickzufiihren sind, die nach Aktivierung
sekundar chemotaktische Produkte fir neutrophile Granulozyten produzieren [Daffern PJ
1995]. C3a induziert zwar wie C5a die Expression von P2-Integrinen in Granulozyten, die
Oberflachenexpression von L-Selektinen wird aber nur in Eosinophilen induziert, wahrend
Cba sowohl in eosinophilen als auch in neutrophilen Granulozyten die
Oberflachenexpression von L-Selektin induziert [Jagels MA 2000, DiScipio RG 1999].
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C3a und Cb5a koénnen auflerdem den Arachidonsaure-Stoffwechsel in basophilen,
eosinophilen und neutrophilen Granulozyten stimulieren und damit die Produktion von
Eicosanoiden fordern. Eine Aktivierung der Granulozyten durch IL-3 oder IL-5 ist hierfir
Voraussetzung [Eglite S 2000, Kodani M 2000, Bischoff SC 1990, Haurand M 1989, Takafuji
S 1991].

Cba scheint auch eine wichtige Rolle in der Regulation der Fcy-vermittelten
Makrophagenfunktionen zu spielen. Die Rezeptoren flir C5a und IgG sind auf Makrophagen
koexprimiert und die Bindung von Cb5a unterstutzt die Wirkungen des aktivierenden FcyRIll,

wahrend es die des hemmenden FCyRII negativ beeinflusst [Shushakova N 2002].

3.8. Anaphylatoxin Rezeptoren

Die Anaphylatoxine binden an spezifische G-Protein gekoppelte Rezeptoren, die zur
Rhodopsin-Familie zahlen. Der C3a Rezeptor (C3aR, C3aR1) und der C5a Rezeptor (C5aR,
C5R1, CD88) sind im humanen Genom auf Chromosom 19 bzw. 12 kodiert.

Der Nachweis von Anaphylatoxinrezeptoren auf den verschiedensten Zelltypen lasst ein
breites Spektrum von physiologischen und pathophysiologischen Effekten erwarten. Nach
derzeitigem Wissenstand werden C3aR und C5aR auf Epithel- und Endothelzellen,
vaskularen wie bronchialen glatten Muskelzellen und auf Neuronen und Gliazellen exprimiert
[Riedemann NC 2002, Drouin SM 2001, Laudes IJ 2002, Haviland DL 1995, Nataf S 1999,
Lacy M 1995]. C5aR wird zudem von Hepatozyten und abgeleiteten Zellinien exprimiert
[356]. C3aR und C5aR werden von basophilen, neutrophilen und eosinophilen Granulozyten,
Mastzellen und Monozyten/Makrophagen exprimiert [Soruri A 2003, Zwirner J 1999, Jagels
MA 2000, Hartmann K 1997]. Auch die Expression und chemotaktische Funktion des C5aR
fur Dendritische Zellen ist beschrieben [Kirchhoff K 2001].

Ebenso wurde fir humane T-Lymphozyten die Expression von C3aR und Cb5aR
nachgewiesen [Nataf S 1999, Werfel T 2000]. Derzeit kontrovers diskutiert wird die
Expression von Anaphylatoxin-Rezeptoren auf B- Lymphozyten und murinen T-Lymphozyten
[Soruri A 2003, Zwirner J 1999].

Far C5a wurde kurzlich einer weiterer Rezeptor beschrieben, der den Namen C5L2 tragt und
im Gegensatz zu C5aR sowohl C5a als auch v.a. C5a desarg mit hoher Affinitat bindet.

C5L2 ist nicht mit G-Proteinen gekoppelt und zeigt keine Rezeptorinternalisierung nach
Ligandenbindung. Ungewiss ist, ob der Rezeptor liber G-Protein unabhangige Mechanismen
zu einer Signaltransduktion befahigt ist [Okinaga S 2003, Cain SA 2002, Otto M 2003]. Das
Expressionsspektrum im Menschen und der Maus ist vergleichbar mit dem von C5aR [58].

Die Beobachtung, dass der C5L2 keine typischen inflammatorischen Gene aktiviert und mit
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dem CbaR koexprimiert wird, lasst vermuten, dass er funktionell als Decoy-Rezeptor

fungieren kdnnte [Okinaga S 2003].

3.9. Signaltransduktion der Anaphylatoxinrezeptoren

Die Ligandenbindung von C3aR und C5aR fluhrt zur Aktivierung der Phospholipase C und
Ca?* Mobilisation, was die Aktivierung von MAP-Kinasen Uber den Ras/Raf —Signalweg
bewirkt [Knall C 1995, Eglite S 2000]. In Leukozyten ist dieser Prozess an Pertussistoxin
(PT)-sensitive G1a. und PT-unsensitive Go16 Einheiten gekoppelt.

In anderen Zelltypen kann das Rezeptorsignal ebenso durch PT-sensitive Ga12 und Ga13
Einheiten vermittelt sein und rho-abhangige Signalwege stimulieren, wie es fur C3aR an
HUVEC-Zellen gezeigt wurde. Darlber hinaus ist in dieser Endothelzellinie die C5aR-
Signalvermittlung Phosphatidylinositol und src-Kinase abhangig [Schraufstatter IU 2002]. Die
Verwendung von G-Protein-Typen zur Signalvermittlung der Anaphylatoxin Rezeptorbindung
kann abhangig vom Zelltyp sehr unterschiedlich sein; und G-Protein-unabhangige

Signalwege sind ebenfalls mdglich.

3.10. Regulation der Anaphylatoxine

Im Blut werden die Anaphylatoxine rasch durch die Carboxypeptidase N, eine Serum o-
Globulin Metallproteinase, das ebenso Bradikinin, Kallidin und Fribrinopeptide spaltet, durch
hydrolytische Abspaltung des terminalen Argininrestes zu C3a-, C4a- und Cba-desarg
inaktiviert. Wahrend C3a und C4a durch Desarginierung ihre biologische Aktivitat nahezu
vollstdndig verlieren, vermittelt C5aR desarg immer noch bestimmte Wirkungen, die
allerdings im Vergleich zum intakten Protein viel schwéacher sind. Als Chemotaktikum wirkt

Cba desarg z.B. 100-fach schwacher auf neutrophile Granulozyten als arginiertes C5a.

3.11. Bedeutung der Anaphylatoxine beim Asthma bronchiale

Anaphylatoxine sind an einer Vielzahl pathophysiologischer Prozesse beteiligt (vgl. 3.5.6.). In
neuerer Zeit wird den Anaphylatoxinen auch einen Bedeutung in der Pathogenese des
Asthma bronchiale beigemessen [Gerard NP 2002]. In einer klinischen Studie konnte gezeigt
werden, dass eine Komplementaktivierung in der Lunge durch Allergenprovokation ausgeldst
wird, die sich in hohen Konzentration von C3a desarg und C5a desarg in der BAL aullert
[Krug N 2002].

39



Einleitung

Die Funktionelle Bedeutung der Anaphylatoxine bei der Ausbildung eines asthmatischen
Phanotyps wurde in verschiedenen Tiermodellen dargestellt. Dabei zeigen sich Einflisse in
den unterschiedlichen Phasen der asthmatischen Reaktion.

Eine Verminderung der Bronchokonstriktion in der allergischen Fruhreaktion konnte in
Meerschweinchen mit einem natlrlichen Defekt des Rezeptors fir das Anaphylatoxin C3a im
Vergleich zu einem C3a-Rezeptor kompetenten Kontrollstamm beobachtet werden [Bautsch
W 2000]. Ein Einfluss auf die allergische Spatreaktion wurde in Ratten-Modellen durch die
Antagonisierung des C5aR, bzw. durch die intratracheale Gabe von C5a desarg gezeigt [Abe
M 2001, Kodani M 2000]. In C3a-defizienten Mausen sind sowohl die Atemwegseosinophilie
als auch die Atemwegshyperreagibilitdt unter Bedingungen des experimentellen Asthma
reduziert [Drouin SM 2002].

In diesem Modell als auch in einem anderen tierexperimentellen Ansatz, in dem die
Komplementaktivierung und damit die Anaphylatoxinfreisetzung Uber ein Crry-
Immunglobulin-Konstrukt (Crry = complement receptor 1-related protein/gene y) gehemmt
wurde, konnten zudem Beeintrachtigungen der Th-2 Effektorfunktion mit der Wirkung von
Anaphylatoxinen in Zusammenhang gebracht werden [Taube C 2003].

Auf der anderen Seite konnte an C5-deficienten Mausen eine erhdhte Empfanglichkeit fur die
Ausbildung einer AHR festgestellt werden. Dieser Effekt wird im Zusammenhang mit einer
Beeinflussung des Th1/Th2-Gleichgewichts in der Sensibilisierungsphase gesehen. Das
Anaphylatoxin C5a koénnte flr diesen protektiven Effekt eine Schllsselrolle spielen, da es in
das Gleichgewicht zwischen Th1 und Th2 Zytokinen eingreifen kann. Ein starker Hinweis
dafir ist, dass die Blockade des C5aR auf humanen Monozyten dazu fihrt, dass diese
Zellen in Reaktion auf IFN-y und Stimulation mit Staphylococcus aureus cowain strain (SAC)
kein IL-12 mehr freisetzen [Karp CL 2000]. Tatsachlich zeigen peritoneale Makrophagen von
C5 defizienten Mausen, im Vergleich mit C5 kompetenten Tieren eine signifikant verminderte
IL-12 Freisetzung nach IFN-y und SAC Stimulation.
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Abb. 7: Mdgliche Beteiligung von C3a und C5a an der AHR. Aus: P. Henson Nat.Immunol, 1:
190 (2000).

Diese Befunde belegen, dass die Anaphylatoxine bei der Ausbildung des allergischen
Asthmas eine groRere Rolle spielen kénnten, als bisher angenommen wurde. Durch die
Beeinflussung des Zytokinmilieus kénnte den Anaphylatoxinen bei der Pathogenese des
allergischen Asthmas eine immunmodulatorische Funktion zukommen und so eine
Verbindung zwischen dem angeborenen mit dem erworbenen Immunsystems herstellen. Vor
allem aber die Funktionen der Anaphylatoxine, die sie auf die Effektorzellen des Asthma
bronchiale wie eosinophile Granulozyten, Mastzellen aber auch Lymphozyten und glatte
Muskelzellen ausiben sind im Hinblick auf neue Behandlungsstrategien eine interessante

und viel versprechende Zielstruktur.

41



Ziele der Arbeit

3.12. Ziele der Arbeit

Ziel der Arbeit war die Charakterisierung des Einflusses der Anaphylatoxine im Mausmodell
der allergischen Atemwegsentzindung und Atemwegshyperreagibilitat. Fur die Bearbeitung
der Fragestellung waren zuvor geeignete methodische Grundlagen zu etablieren, sodass

sich das Konzept in die folgenden Unterpunkte gliederte.

1. Etablierung der Lungenfunktionsmessung an der Maus.

2. Etablierung eines geeigneten Mausmodells, das die wesentlichen Charakteristika des
Asthma bronchiale wie Atemwegshyperreagibilitdt und Atemwegseosinophilie gut

widerspiegelt.

3. Charakterisierung der Bedeutung der Anaphylatoxine in der Ausbildung eines

asthmatischen Phanotyps im Mausmodell
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4. Material und Methoden

4.1. Hersteller/Vertreiberverzeichnis

Abbot GmbH & Co KG

Acros

Amersham

Ansell GmbH

Avant Immunotherapeutics, INC.

Avnet Applied Computing GmbH (EIZO)
Bayer Vital GmbH & Co. KG

BD Biosciences

BeckmanCoulter
Becton Dickinson
Berthold

Biometra

Biomol

BioProducts

Biorad

Bios International Corporation
Biosource

BioTrend
BioWhittaker

Biozol

BIOzym

Boehringer

Braun

CalBiochem (Merck Biosiences)
Cambrex

Charles River

Chassot

Cherry GmbH

Corning

CorningCostar

Wiesbaden, D
Geel, B
Braunschweig, D
Minchen, D
Needham, USA
Nettetal, D
Leverkusen, D
Heidelberg, D
Minchen, D

Heidelberg, D
Wildbad, D

Géttingen, D
Hamburg, D

Rockland, USA
Munchen, D
Butler, USA
Camarillo, USA
Koln, D

Verviers, B

Eching, D

Hess. Oldendorf, D
Mannheim, D
Melsungen, D
Schwalbach, D
New Jersey, USA
Sulzfeld, D

Bern, CH

Auerbach, D
Wiesbaden, D

Bodenheim, D
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Coulter-Immunotech-Diagnostics
DakoCytomation GmbH

Dianova

DPC Biermann

Drager Medizintechnik

Dynatech

EMD Biosciences

Endogen

Entellan (Eindeckelmedium)

Eppendorf
Eppendorf

Eurim-Pharm Arzneimittel GmbH

Falcon
GATC Biotech

GFL

Gibco

Greer Laboratories, INC
Greiner

Heinen & Lowenstein GmbH,

Heraeus

Heraeus

Hugo Sachs Elektronik
Integra Bioscience
IMTM GmbH
Innogenetics

Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc.
Kendro

Kodak

Labsystems

Leitz

Logitech GmbH
Menzel (Apogent)
Merck

Krefeld, D
Hamburg, D
Hamburg, D
Bad Nauheim, D
Lubeck, D
Deisenhof, D
San Diego, USA
uber Biozol

Merck

Berlin, D

Hamburg, D

Piding, D

uber BD Biosciences
Koblenz, D
Wdirzburg, D

Eggenstein-Leopoldhafen, D

Lenoir, USA
Ndurtingen, D
Bad Ems, D

Hanau, D
Osterode, D

March, D

Chur, CH
Magdeburg
Helden, D

West Grove, USA
Langenselbold, D
Rochester, USA
Vantaa, SF
Wetzler, D
Germering, D
Braunschweig, D

Darmstadt, D
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Merckle GmbH
Merial
Meyer Instruments, Inc. (Leica)

Millipore
Miltenyi Biotec

Molecular Probes
MWG-Biotech AG
NUNC

NCD

Orpegen

Packard

Packard

PARI GmbH
Perbio Science
PerkinElmer Life Sciences GmbH
Pharmacia Biotech

Pharmingen

Phoenix Peptide

Pierce

Promega

Qiagen

R&D

Ratiopharm

Roche Diagnostics GmbH
roeko

Rhone Merieux GmbH
Roth

Skura Finetek Europe B.V.
Sartorius

Scanbur

Schéfer Verfahrenstechnik
Scharfe Systems GmbH

Serva

Blaubeuren, D
Hallbergmoos, D
Houston, USA

Billerica, USA
Bergisch-Gladbach, D
Leiden, NL

Ebersberg, D
Wiesbaden, D
Hoofddorp, NL

Heidelberg, D
Dreieich, D

Meriden, USA
Starnberg, D

Bonn, D

Rodgau - Jugesheim, D
Uppsala, S

Uber Becton Dickinson
Belmont, USA

uber Perbio Science
Madison, USA
Hilden, D
Wiesbaden-Nordenstadt, D
uber Merckle GmbH
Mannheim, D
Langenau, D
Laupheim, D
Karlsruhe, D
Zoeterwoude, NL
Géttingen, D
Karlslunde, DK
Langen, D
Reutlingen, D
Heidelberg, D
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Shandon GmbH

Sharp

Sigma

S.M.I. Ag

Sonics & Materials INC.

Strathmann Biotec

Terumo

Unomedical

Validyne Engineering Corp.
Vector Laboratories

Wilke/Witzel

Zeiss

4.2, Material

4.2.1. Chemikalien

Bezeichnung

Acetyl-B-Methylcholinchlorid

Agarose

Aqua dest (aus Reinst- Wasseraufbereitungsanlage Milli-Q)

APAAP Komplex
Aspergillus Extrakt

B-Mercaptoethanol

Anti-Maus-C5a Rezeptor Antikdrper Ratte IgG2a (f. Histo)

Chlorwasserstoffsaure (HCI)

Cobra Venom Faktor

N2-[(2,2-Diphenylethoxy)acetyl]-L-arginin (SB290157) [095]

Eosin Y Losung mit Phloxin
Ethanol
Ethidiumbromid

Ethylendinitrilotetraessigsaure (EDTA)
Ethylendinitrilotetraessigsaure (EDTA) 0,5M Lésung

Essigsaure 99%
Fibronektin Inhibitor

Frankfurt a. M., D
Munchen, D
Munchen, D
H’nningen, B
Danbury, USA
Hamburg, D
Leuven, B
Lynge, DK
Northridge, USA
Burlingame, USA
Hamburg, D

Jena, D

Hersteller/Vertreiber

Sigma

BioProducts

Millipore
DakoCytomation GmbH
Greer Laboratories, INC
Gibco

J. Zwirner

Roth

Innogenetics

EMD Biosciences
Sigma

Roth

Sigma

Merck

Cambrex

Roth

CalBiochem
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Fotales Kalberserum
Freund'sches Adjuvans
FITC-Streptavidin
Gaze
Halothan
ImjectAlum: Aluminiumhydroxid und Magnesiumhydroxid
Anti-Ratte-IgG (H+L) Antikdérper Kaninchen Biotinyliert
(mausabsorbiert) VC-Ba-4001-MC05
Anti- Kaninchen — Fab2 Antikérper Schwein - FITC
Anti-Ratte-Fab-Fragment Ziege FITC-konjugiert
Isopropanol (2-Propanol)
Isotyp Ratte IgG2a
Ketaminhydrochlorid 10%-ig (Narketan)
Komplement, Maus. lyophilisiert C201
Maus Serumalbumin A3559-5MG
Natriumchlorid (NaCl)
Methanol
Natriumcarbonat (NaCO3)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)
Natriumhydroxid
OCT Tissue-Tek
Ovalbumin Grade V und VI
Paraffin-Ol
Penicillin / Streptomycin
Pentobarbital-Natrim (Narcoren 1,6 g/L)
Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS)
Propofol (Prpofol Lipuro) 2-%ige Emulsion
Desoxyoligonukleotid-Primer

PBGD-Primer

C3aR-Primer

C5aR- Primer

Random-Primer
Ribonuklease Inhibitor RNasin N2511
RPMI1640
Substrat Reagenz (fur ELISA)
sCR1 (TP10) Iéslicher Komplement Rezeptor 1(sCD35)

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Sigma

Sigma

Coulter-Immunotech

S.M.Il. Ag

Eurim-Pharm Arzneimittel GmbH
Pierce

Vector Laboratories

Coulter-Immunotech
Molecular Probes

Roth

Jackson Immunoresearch
Chassot

BioTrend

Sigma

Merck

Roth

Merck

Merck

Merck

Skura Finetek Europe B.V.
Sigma

Roth

Sigma

Rhone Merieux GmbH
Cambrex

Braun

MW G-Biotech AG

Roche

Promega

Cambrex

R&D Systems

Avant Immunotherapeutics, INC.
Roth
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WasserG (gasfreies Wasser)

Xylol

Xylazinhydrochlorid 2%-ig (Rompun)
Ziegenserum, normal

Zymosan

Roth

Sigma

Bayer Vital GmbH & Co. KG
BD Biosciences

Sigma
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4.2.2. Kits
Bezeichnung Hersteller/Vertreiber
ELISA Maus; DuoSet Development Systems R&D Systems
Eotaxin-2 (CCL24, MPIF-2) DY404
IFNg DY485
IL-4 DY404
IL-5 DY405
IL-6 DY410
IL-13 DY413
ELISA Maus OptEIA Set Maus IgE  2655KI BD Biosciences
RIA C3a desarg 125 IRPA 518 Biotrak (BD Pharmingen)
C5a desarg '%° IRPA 520
Omnicript RT Kit Qiagen
Nucleo Spin RNA 1l Machery-Nagel
LightCycler Fast Start DNA Master SYBR Green | Roche
4.2.3. Gerite
Bezeichnung Hersteller/Vertreiber
Analysenwaage Sartorius
Bio-Fotometer Eppendorf

Body (Headout) zur Messung der Lungenfunktion, Eigenbau MHH Werkstatten

Bodyplethysmograph (fur wache Maus) MHH Werkstatten
Bodyplethysmograph (fur intubierte Maus) Hugo Sachs Elektronik
Bronchy Typ Il (Aerosolgenerierungsystem), Eigenbau FhG, ITEM
Aerosolkammer fur inhalative Allergenprovokation, Eigenbau FhG, ITEM
Doppelrotameter Drager Medizintechnik
Digitalkamera Kodak
Druckaufnehmer (DP45-14) Validyne
Durchflussfotometer, Eigenbau FhG, ITEM

Dry Cal DC-2 Bios International Corp.
Elektrophoresekammer Serva

ELISA-Reader Dynatech

Gamma Counter Wizard PerkinElmer Life Sciences GmbH
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Hem3.4 Mess- und Auswertungssoftware (Lungenfunktion)

Klhlzentrifuge

Kryostat CM 1850

LightCycler

Magnehelic

Marple Kaskaden Impaktor
Mikroskop

Mikrowelle

Oxyanga

Pari Verneblungssystem LC Star
Pipetten

Pneumotachographen (PTM 378/1.2)
Scantainer

Spannungsgenerator fur Elektrophorese
Sicherheitswerkbank
Sicherheitswerkbank

Thermomixer
Ultraschallhomogenisator

UV-Lampe

Vapor 2000 M35054 (Halothanverdampfer)
Verstarker CFBA Typ 677
Zentrifugen

Zentrifuge fur 1,5 mL Reaktiongefalie
Zytozentrifuge

Zentrifugalanalysator

4.2.4. Verbrauchsmaterial

Bezeichnung

Combitips (2,5 mL, 5 mL, 10 mL)
Drei-Wege-Hahn

Handschuhe Latex

Kanulen

Latex ,Dental Dam*

LightCycler Kapillaren

Multitube Lagerungsboxen

Notocord

Kendro

Leica (Meyer Instruments, Inc.)
Roche

Drager Medizintechnik
Schéafer Verfahrenstechnik
Zeiss

Sharp

Heinen & Lowenstein GmbH
Pari

Labsystems

Hugo Sachs Elektronik
Scanbur LTD

BioRad

Integra

Kendro

Eppendorf

Sonics & Materials INC.
Fisherbrand

Drager Medizintechnik
Hugo Sachs Elektronik
Kendro

Eppendorf

Shandon GmbH

Roche

Hersteller/Vertreiber

Eppendorf
UNOPIlast
Ansell GmbH
Braun

roeko

Roche

Greiner
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Objekttrager Menzel
Pipettenspitzen safe-seal BlIOzym
Polypropylenréhrchen (5 mL, 14 mL, 50 mL) Becton Dickinson
Reaktionsgefalle (1,5 mL, 2 mL) Eppendorf
Spritzen (1 mL, 5 mL) Braun
Venenverweilkanule Abbot GmbH

4.3. Puffer, Medien und Lésungen

4.3.1. Puffer

PBS

RLT-Lysis-Puffer

TAE-Puffer

TBS-Puffer

DNAse-Mix

Blockpuffer

Phosphat gepufferte Kochsalzl6sung wurde
gebrauchsfertig von BioWhittaker bezogen.
pH : 7,3-7,7; Osmolality : 271-287 mOsm/kg

Der RLT-Lysis-Puffer ist Bestandteil des Kits von
Machery und Nagel zur RNA- Isolierung. Vor Gebrauch
ist er mit 10 puL B-Mercaptoethanol pro mL Puffer versetzt

worden.

40 mM Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
2mM Ethylendinitrilotetraessigsaure (EDTA)
5,7 % Essigsaure (99%-ig)

ad 1L Bidest

pH; 8,5.

0,05 M Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan)
0,9% NaCl
pH: 7,6

Der DNAse-Puffer und die DNAse wurden dem
Nucleospin Kit von Machery und Nagel entnommen.

10uL DNAse wurden mit 90uL DNAse-Puffer versetzt.

1% Bovines Serum Albumin (BSA)
5% Succrose in PBS mit 0,05% NaN3
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Waschpuffer

Karbonatpuffer

Hamolysepuffer

4.3.2. Medien

RPMI + 10% FCS + P/S

4.3.3. Losungen

0,9 % NaCl-Lésung

Giemsa-Ldsung

May-Grinwald-Lésung

Mayer’s Hamtoxylin-L6sung

PBS+0,05% Tween

Es wurden 2 | PBS mit 1 ml Tween gemischt.
0,1MNa2CO3 (10,59 g auf 1 | Aqua dest.) und
0,1M NaHCO3 (8,4 g auf 1 | Aqua dest) wurden im
Verhaltnis 1 : 1 gemischt und ein pH-Wert von 9,5

eingestellt.

8,29 g NH4CI

0,037g Na2EDTA

0,839 g NaHCO3

ad 1L Aqua dest, pH auf 7,3 eingestellt

90 % v/v RPMI1640

10% v/v hitzeinaktiviertes (30 min, 54°C),
fotales Kalberserum (FCS)

100 u/ml Penicillin

100 mg/ml Streptomycin

0,9 % w/v NaCl in Aqua bidest

0,4 % (w/v) modifiziertes Giemsa in gepuffertem Methanol
(pH 6,8) Die Giemsa-Lésung wurde von Sigma bezogen.
Vor Gebrauch wurde sie je nach Protokoll mit Aqua dest

verdunnt und anschlieRend gefiltert.
0,25 % (w/v) May-Grinwald in Methanol
Die May-Grunwald-Lésung wurde gebrauchsfertig von

Sigma bezogen. Vor Gebrauch wurde sie steriffiltriert.

0,1 % (w/v) wurde Hamtoxylin-Losung gebrauchsfertig

von Sigma bezogen
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Eosin Y alkoholische Losung Enthalt Phoxin; wurde gebrauchsfertig als 0,1 %-ige

Lésung von Sigma bezogen.
TMB One Die Lésung enthalt 3,37, 5,5" Tetramethylbenzidin und

(Farbsubstrat fir ELISA)

stabilisiertes H202 und

wurde von Biotrend bezogen

Stoppreagenz Zum Abstoppen der Farbreaktion wurde 2N H2SO4

verwendet.

4.4. Medikamente und pharmakologische Agenzien

Bezeichnung

N2-[(2,2-Diphenylethoxy)acetyl]-L-arginin (SB290157)
[Ames RS 2001]

Anti-Maus-C5a Rezeptor Antikorper (Ratte IgG2b)
[Shushakova N 2002, Soruri A 2003]

Halothan

Ketamin (Ketaminhydrochlorid 10%-ig ;Narketan)
Narcoren (Pentobarbital-Natrium, 1,6 g/L)

Prpofol (Prpofol Lipuro) 2-%ige Emulsion)

Rompun (Xylazinhydrochlorid 2%-ige Lésung)

sCR1 (TP10) Iéslicher Komplement Rezeptor 1(sCD35)

HNYNHz
l NH

O
O O\)I\N OH
H

O

Abb. 8: Strukturformel des C3aR Antagonisten SB290157

Hersteller/Vertreiber

EMD Biosciences

J. Zwirner

Eurim-Pharm Arzneimittel GmbH
Chassot

Merial

Braun

Bayer Vital GmbH & Co. KG

Avant Immunotherapeutics, INC.
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4.5. Allergene

Ovalbumin(OVA) Grad V und VI Sigma

Aspergillus fumigatus Extrakt Greer Laboratories, INC
Erwerb Nov. .2001 Aug. 2002 Dez. 2002
Rohmaterial. Lot.: My3A-RD1 My3A-RD4 My3A-RD5
Produkt Lot.: XMP3-A1 XMP3-A2 XMP3-A3
Trockengewicht pro Vial 52,07 65,95 40,17 mg/Vial
Proteingehalt pro Vial 9,61 22,56 8,11 mg/Vial
Proteinanteil 0,185 0,342 0,202
Proteinverhaltnis zu XMP3-A1 1,853 1,094
Verwendung (Kapitelnummer) 431.-43.3 434 4.3.5.

Die verwendeten Allergenchargen unterschieden sich in ihrem Proteingehalt. Um
vergleichbare Allergendosen zu applizieren, wurden die verabreichten Extraktmengen auf

den Proteingehalt der Ursprungscharge angeglichen.

4.6. Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten weibliche CBA/JNCrj, C57BL/6NCrl und BALB/cNCrl Mause. Bei
Lieferung waren sie 8 Wochen alt und wogen durchschnittlich 19 g. Alle Tiere wurden von

Charles River, Sulzfeld bezogen.

4.7. Behandlungen

Die Tierversuche wurden in Ubereinstimmung mit dem deutschen Tierschutzgesetz vom
25.05.98, geandert am 12.04.2001 durchgefiihrt. Die Versuchstiere wurden unter einem
regularen 12 Stunden Tag/Nacht-Zyklus bei einer Temperatur von 22°C + 2°C und
konstanter Luftfeuchtigkeit gehalten. Steriles Futter und Wasser standen den Tieren ad
libitum zur Verfigung. Nach ca. einer Woche wurden die Tiere ihrem Gewicht entsprechend

randomisiert und entsprechend in Gruppen eingeteilt.
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4.7.1. Behandlungsprotokolle

Die verwendeten Behandlungsprotokolle fir die Induktion der allergischen
Atemwegsentzindung und Atemwegshyperreagibilitadt unterschieden sich im Detail und sind
im Ergebnisteil den entsprechenden Experimenten angeflgt.

Gemein sind allen Protokollen eine bis mehrere Sensibilisierungen, eine bis drei
Allergenprovokation in bestimmten Zeitabstanden und ggf. einer pharmakologischen
Behandlung, die generell jeweils 2 Stunden vor jeder Allergenprovokation durchgefuhrt
wurde. I.d.R. 24h bzw. 48h nach der letzten Allergenprovokation wurde die Lungenfunktion
unter Methacholinprovokation gemessen. 1h bis 2h danach wurden durch eine Uberdosis
Narcoren getbtet, eine bronchoalveoldre Lavage (BAL) durchgefihrt und die Organe

entnommen.

4.7.2. Sensibilisierungen

OVA Modell

Die Sensibilisierung erfolgte mit OVA Grad VI, das an Aluminiumhydroxid als Adjuvans
absorbiert wurde. Als Aluminiumhydroxid-Quelle wurde ImjectAlum (Pierce endogen)
verwendet. 0,2 ml wurden i.p. appliziert mit einer Dosis von 10 ug OVA zusammen mit 1mg
Aluminiumhydroxid pro Tier. Die Tiere der Negativkontrolle erhielten ImjectAlum mit 0,9%iger

NaCl-Lésung zu einer Applikationsdosis von 1mg Aluminiumhydroxid verdinnt.

Aspergillus Modell

Fir die Sensibilisierung wurde eine Emulsion aus in Saline geléstem Aspergillus Extrakt und
Freund'schen Adjuvans im Verhaltnis 2 : 1 hergestellt. Jeweils 0,1 mL wurden s.c. und i.p.
appliziert in einer Gesamtdosis von 1,85 ug Protein pro Tier. Die Konsistenz des
Allergengemisches und die subkutane Platzierung sorgen fir einen Depoteffekt, der das
Allergen in einem lang anhaltenden kontinuierlichen Prozess im Organismus freisetzt. Eine

Wiederholung der Sensibilisierung war daher in diesem System nicht erforderlich.

4.7.3. Inhalative Allergenprovokation (Challenge)

Die Erzeugung des Ovalbumin- und Aspergillusaerosols erfolgte mit dem Pari Master
Aerosolgenierungsssystem. Die Aerosole wurden aus einer definierten Lésung mit einer
Druckluft von mit 20L/min erzeugt und Uber ein halboffenes Durchflusssystem mit 2L/min
verdunnt. Die Mause wurden in Gruppen von 3 bis 12 Tieren gleichzeitig in einer
Expositionskammer mit einer konstanten Konzentration des  Allergenaerosols unter

definierten Durchflussbedingungen von 22 L/min provoziert. Die Bestimmung der
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Allergenkonzentration in der Inhalationsluft erfolgte wahrend der Provokation gravimetrisch.
Zur Kalkulation der inhalierten Allergendosis wurde ein mittleres Atemminutenvolumen der
Mause von 35 mL/min zu Grunde gelegt.

Zur Erzielung einer Atemwegsdeposition von ca. 8ug wurde in dem OVA Modell 12 min lang
mit einer 1%-igen OVA-Lésung provoziert. Im Aspergillus Modell erfolgte die Exposition mit
eine der Charge angepassten Allergenlésung, die zu einer Proteindeposition von 1,5 ug pro
Tier fuhrte. Die Expositionsdauer war ebenfalls 12 min. Als Losungsmittel der Allergene fir

die Aerosolgenerierung wurde physiologische Kochsalzlésung verwendet.

2231,2273 o AF9mg/mL é
Fsl i

971,9506

Abb. 9: Fotometersignal der Exposition mit NaCl- und Aspergillus Extrakt-Aerosolen.

4.8. Parameter fiir die Phéanotypisierung des allergischen Asthma

Das Asthma bronchiale ist in der Auspragung seiner klinischen Symptomatik sehr heterogen.
Das primare diagnostische Merkmal ist eine Atemwegshyperreagibilitat, die bei 70% aller
Asthmatiker mit einer Atopie assoziiert ist. Dieser auch als bronchiale Uberempfindlichkeit
bezeichneter Phanotyp lasst sich durch einen Bronchoprovokationstest mit Metacholin
diagnostizieren. Ursache fir die Ausbildung einer Atemwegshyperreagibilitdt ist nach
heutigem Wissenstand die chronische allergische Entziindung der Atemwege, charakterisiert
durch eine Th2 vermittelte Eosinophilie. Als primare Parameter fur die Modellvalidierung und
Beurteilung des Therapieerfolges werden daher die AHR und die allergische Entziindung der
Lunge gewahlt.

Die primaren Readouts im Ergebnissteil ,Modell-Etablierung“ sind daher auf die AHR und
Lungeneosinophilie fokussiert. Im spezifischen Teil ,Einfluss der Anaphylatoxine auf die
Ausbildung eines asthmatischen Phanotyps“ werden zudem spezielle Charakteristika der

allergischen Entziindung untersucht wie Zytokinprofil und Genexpression.
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4.9. Lungenfunktionsmessung

4.9.1. Lungenfunktionsmessung im Headout System.

Zur Bestimmung der Atemwegsreagibilitdt wurde die Lungenfunktion der Tiere im Headout
System 24h nach der letzen Allergenprovokation bodyplethysmographisch unter
Verwendung des Mess-Auswertesystems Hem 3.4 der Firma Notocord gemessen. Die
Provokationsstufen wurden ausgehend von Methacholinldsungen in den Konzentrationen
von 2.5 bis 40 mg/mL erzeugt. Die Konzentrationsbestimmungen der Inhalationsluft erfolgten
wahrend der Methacholinprovokation mit Hilfe eines Reinluftmantel-Aerosolphotometers.
Dieses Photometer wurde zuvor gravimetrisch kalibriert. Unter Verrechnung des
Minutenvolumes der Tiere kann damit die aufgenommene Menge des Aerosols wahrend der
Verneblungsphase Uber eine Eichgerade fir jedes Tier individuell kalkuliert werden. Die
Expositionszeit der einzelnen vernebelten Methacholinkonzentrationen bzw. der
Lésungsmittelkontrolle (physiologische NaCl-Lésung) betrug jeweils 90 Sekunden. Der
Zeitraum zwischen den einzelnen Verneblungsstufen betrug mindestens 3 min., oder bis
zum deutlichen Abklingen der lungenphysiologischen Reaktion auf den Methacholinreiz. Als
Parameter fur eine Bronchokonstriktion wurde die EF50 (Expiratorischer Fluss bei
halbmaximalem Expirationsvolumen [Glaab T 2001] benutzt. Beim Erreichen eines Abfalls

der EF50 um mindestens 50% vom Basalwert wurde der Provokationstest beendet.

Vakuum CFBA (Carrier
21.0 L/min Frequency Bridge Aquisition
T Amplifier), Verstarker Analyse

'—‘E' T Hlﬂ H Notocord® HEM
=% A%y :

o

4 [l
= /B T
; (> =

Q00
Q00

™ coo

a [

»

4 d
Expositions- \T Fotometer
Kammer Fluss-
konstanter kontrolle

Aerosolfluss

Abb. 10: Ubersichtszeichnung des Headout Systems

Dargestellt ist die Aerosolkammer mit vier Plethysmographen und Druckaufnehmern, deren
Signal im CFBA verstarkt wird. Diese Daten werden zusammen mit den Daten der
Photometermessung Uber ein computergestiitztes System analysiert. Die Konstanz des

Aerosolflusses wurde mit einem Flussmessgerat (DryCal) Uberpruift.
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Abb. 11: Messprinzip des Headout Systems

Die durch die Respiration erzeugten Druckunterschiede im Plethysmographen werden tber
einen Pneumotachographen (Differenzdruckwandler) mittels eines Druckaufnehmers erfasst.
Das Signal des Differenzdruckwandlers ist der Atemstromstarke proportional.

AZV =AP><e
t

AZV = Atemzeitvolumen (VT), AP = Druckdifferenz, e = Eichkonstante,

t = Zeit. Ein nachgeschalteter Zyklus Detektor liefert durch die Integration der
Atemstromstarke (Atemfluss) Uber die Zeit das Atemzugvolumen und die Atemfrequenz (f).
Die gleichzeitige Messung von Atemstromstarke und Volumen ermdglicht die Aufzeichnung
von Volumen-Zeit- und Fluss-Volumen-Kurven.

Aus den Flussdiagrammen lassen sich mit einer geeigneten Analyse-Software
Lungenfunktionsgrofien wie Midexpiratorischer Fluss (EF50), Time of Brake (TB) oder
Expirations- und Inspirationszeiten berechnen. Unter pathophysiologischen Bedingungen
ergeben sich charakteristische Veranderung der Atemsignale (dargestellt durch rote Kurven,
vgl. Abb. 11). Die Ausatmung ist verlangert und abgeschwacht und es kommt zur

Ausbildung einer Time of Brake.
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we Time of Brake

Abb. 12: Berechnung der Time of Brake.

Die Time of Brake wird als Zeit-Differenz, die zwischen den Schnittpunkten des maximalen
Atemzugvolumens (V1) mit den Regressionsgeraden, die die 25%- und 75%-Perzentile auf
den Schenkeln der Volumenkurve durchlaufen berechnet. Physiologisch ist sie ein

Parameter fiir eine veranderte neuronale Reaktion auf sensorische Reize.

Gerateeinstellungen der Lungenfunktionsmessung an der wachen Maus

Allergische Frihreaktion (EAR)

Aerosole: Aspergillus Extrakt bzw. OVA; Referenzsubstanz: NaCl-Lsg.
Dauer der Exposition 12 min

Aerosolgenerierung Pari Master, Druckluft 20 L/min

Verdunnungsluft 2 L/min

Aerosolfluss 22 L/min

Ldsungskonzentration: AF bzw. OVA in NaCl (1- 2%), je nach Charge

Fluss am Fotometer: 0,29 L/min

Methacholinprovokation (Atemwegsreagibilitat)

Aerosole: Methacholin; Refferenzsubstanz: NaCl-Lsg.
Lésungskonzentration/Stufen: MCh in NaCl-Lsg. (2,5 bis 40 mg/mL)
Dauer der Exposition 90 sec

Aerosolgenerierung Pari Master, Druckluft 20 L/min
Verdunnungsluft 2 L/min

Aerosolfluss 22 L/min

Fluss am Fotometer: 0,29 I/min
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4.9.2. Lungenfunktionsmessung an der intubierten Maus

Aerosolgenerierung

Im Gegensatz zum Headout System erfolgte die Aerosolexposition bei intubierten Mausen
mit trockenen Aerosolen Uber ein Dosiskontrollsystem. Die Aerosole wurden Uber eine
Zweistoffmikrozerstauberdiise generiert, dessen Zufihrung der Substanzlésung und
Dispersionsluft Uber einen Bronchy Typ Il reguliert wurde. In einer nachfolgenden
Mischkammer wurde das Aerosol-Luftgemisch getrocknet, nachfolgend Narkosegas und
Sauerstoff zugesetzt und dem Tier Uber ein halboffenes Unterdrucksystem unter konstantem
Durchflussbedingungen als Atemluft zugefiihrt.

Die Aerosolkonzentration wurde Uber computergesteuerte Massflowcontroller (MFC) durch
Regulation der Verdunnungsluft dem Minutenvolumen des Tieres angepasst, um eine
definierte Dosis in einer vorgegebenen Zeit zu applizieren. Fir die Methacholinprovokationen
wurden Dosisstufen von 0,1 bis 0,5 ug verwendet.

Die Expositionszeit wurde jeweils auf 60 sec gesetzt und das Aerosol ausgehend von einer

2% Methacholinlésung in WasserG generiert.

Zerstauber-
diise

Dosiskontroll-
system

I —
Bronchy TYP lli

Manometer
Doppelrotameter

Aerosol (Narkosegas, O,)

Abb. 13: Gerateaufbau der Aerosolgenerierung und Dosiskontrolle fir die intubierte Maus.

(Naheres siehe Text)
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Abb. 14: Bodyplethysmograph fur die intubierte Maus.

Das narkotisierte Tier ist stabil auf einer Korkplatte gebettet, die innerhalb Plethysmographen
liegt, der zur Erwarmung mit einem Wasserkreislauf durchzogene wird. Uber einen
orotracheal platzierten Tubus atmet die Maus spontan Luft aus einem konstanten Durchfluss
von 1 L/min, die mit Aerosol, Narkosegas und Sauerstoff angereichert werden kann.

Die Aerosolkonzentration am Tier wird (ber ein Fotometer kontrolliert. Uber den
Trachealtubus wird das Atemsignal abgeleitet und der Transpulmonale Druck Uber einen

Oesophaguskatheter gemessen.
Lungenfunktionsparamter Resistance (R.) und dynamische Compliance (Cgyn)

Bei der intubierten Maus werden Atemfluss und —frequenz direkt Gber die Druckdifferenzen
am Trachealtubus abgeleitet. Zusatzlich wird Uber einen Oesophaguskatheter der
transpulmonale Druck (Ptp) gemessen. Der transpulmonale Druck ergibt sich aus der
Differenz zwischen Alveolardruck und Intrapleuraldruck (Pa - Ppi). Der intrapleurale Druck
wird indirekt mit einer Osophagus-Ballonsonde gemessen, da die Druckverhaltnisse im
unteren Drittel des Osophagus die intrapleuralen Druckverhéltnisse recht genau

widerspiegeln; der Alveolardruck entspricht dem Umgebungsdruck.
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Wahrend der Atmung sind sowohl elastische als auch viskdse Atmungswiderstande zu
Uberwinden. Die Elastischen Widerstdnde werden primar durch die elastischen Fasern der
Lunge bestimmt und folgen bei langsamer Atmung dem Hook 'schen Gesetz.

Daruber hinaus wirkt die Oberflachenspannung der Alveolen der Atmung entgegen, diese ist
aber malgeblich durch Surfactant-Proteine um das 10-fache reduziert und damit
vernachlassigbar. Die viskdsen Atmungswiderstande werden vom Strémungswiderstand und
den nicht-elastischen Gewebswiderstanden (Deformation) von Lunge und Thorax bestimmt.
Tragheitswiderstande sind vernachlassigbar klein. Der Atemwegswiderstand wirkt der
Atemwegsstromung entgegen, die Uberwiegend laminar ist. Der Strdmungs-
/Atemwegswiderstand ist bei laminarer Stromung abhangig von dem Radius (r) und der
Lange (I) der leitenden Atemwege, sowie von der Luftviskositat (1).

Nach dem Hagen-Poiseuille'schen Gesetz ist der Atemwegswiderstand oder die Resistance
(R) umgekehrt proportional der vierten Potenz des Radius, es gilt:

7.1.8 AP Die Resitance wird normalerweise von Trachea und grofien Bronchien

A=

4

- bestimmt, da die Gesamtoberflache mit zunehmender Verzweigung stark

zunimmt. Nach der Isovolumetrischen Methode werden bei einem
definierten Abschnitt der Volumenkurve, i.d.R. 50% des Atemzugvolumens (V7), die
Lungenresistance (RL) aus dem Quotienten von Transpulmolardurck-Differenz (APtp) und
Atemfluss-Differenz (AF) berechnet.

R = % [CmHZOXSGC
AW T -

AF . } Da auch die Trachealkanile einen Stromungswiederstand

besitzt wurde dessen berechneter Wert als Kanulenwiderstand von 0,63 (cmH2Oxsec)/L von

den Resistancewerten abgezogen.

Als Mal fir die elastische Dehnbarkeit der Lunge (Volumendehnbarkeit) verwendet man die
sog. Compliance. Die Compliance der Lungen ergibt sich aus der Volumenanderung der
Lunge, die durch eine bestimmte Anderung des transpulmonalen Drucks bewirkt wird und ist

als reziproker Wert des Dehnungswiderstandes definiert ist. Cdyn = AV/APtp

[mL/cmH20O]Die Compliance wird messtechnisch als dynamische Compliance (Cdyn)

berechnet. Nach isovolumetrischer Methode errechnet sich ihr Wert durch die Beziehung:

2 Vref

Con= PP —R(F+F,)

[mL/cmH,0]

Vyer ist gleich dem Volumen auf einer festgelegten Perzentile der Volumenkurve, die den
Oesophagusdriicken P1 und P2 zugeordnet sind.

Ist die Perzentile %0% von VT max, ist 2V e = V1.
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Gerateeinstellungen und Narkosen Lungenfunktionsmessung an der intubierten Maus

Allergische Frihreaktion (EAR)

Aerosole:

Dauer der Exposition
Narkose:
Aerosolgenerierung/Duse:

Bronchy:

Z: Zerstauberluft

V: Verdlnnungsluft
Ldsungskonzentration:
Dosis-Programm:

Temp. der Mischkammer:

Fluss am Oxyanga-Monitor:

Rotameterfluss O, :
Rotameterfluss P-Luft:
Fluss am Fotometer:
Vakuum-Uberschuss:
Endaerosolfluss am Tier:

Aspergillus Extrakt bzw. OVA; Referenzsubstanz: WasserG
10 min

35mg/kg Pentobarbital + 0.8% Halothan + 30% O,

Bronchy Typ lll; Dise DLS, maximaler Fluss bei 4 bar
Uberdruck: 3,0 L/min

2.0(Z) + 0 (V) L/min; Pumpe ca. 50-100 Hz; Konzentrations-
regulierung erfolgte iber Anderung der Pumpendrehzahl und
MFC-Verdinnungsluft

AF bzw. OVA in WasserG (1- 2%), je nach Charge

137,6 (19.06.03)

40°C

0,18 L/min

0,3 L/min =30 % O,

0,2 L/min wg. Halothan 0,8%

0,29 L/min

5 Pa

0,98 L/min

Methacholinprovokation (Atemwegsreagibilitat)

Aerosole:

Stufen:

Dauer der Exposition
Narkose:
Vernebler/Dise:

Bronchy:

Z: Zerstauberluft

V: Verdlnnungsluft
Ldsungskonzentration:
Dosis-Programm:

Temp. in d. Mischkammer:

Fluss am Oxyanga-Monitor:

Rotameterfluss O, :
Rotameterfluss P-Luft:
Fluss am Fotometer:
Vakuum-Uberschuss:
Endaerosolfluss am Tier:

Methacholin

0,1,0,2,0,3,0,4,und 0,5 pg

60 sec pro Stufe

2% Propofol (1:3) (65 mg/kg) + 2,5% Halothan + 40% O,
Bronchy Typ lll; Dise DLS, maximaler Fluss bei 4 bar
Uberdruck: 5,0 L/min

4.0(Z) + 6.0 (V) L/min, L/min;
Konzentrations-Regelung erfolgte (iber Anderung der
Pumpendrehzahl und MFC-Luft

5% in WasserG,

137,6 (19.06.03)

50°C

0,18 L/min

0,4 L/min =40 % O,

0,2 L/min durch Halothan 2,5%

0,29 L/min

5-10Pa

0.98 L/min
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4.9.3. Auswertung

Aus den Messdaten der EF50 bzw. Resistance oder Compliance wurden fiir jedes Tier
Dosiswirkungskurven erstellt, die sich auf die kumulative individuelle Methacholindosis
beziehen. Aus diesen Dosis-Wirkungskurven wurden ED100 oder ED150 Werte fur die
dosisabhangige Zunahme von Resistance bzw. Compliance oder entsprechend ED50 Werte
fur die dosisabhangige Abnahme der EF50 bei wachen Mausen fir jedes Tier individuell

ermittelt.

4.10. Gewinnung des Probenmaterials

Ein bis zwei Stunden nach der Lungenfunktionsmessung wurden die Versuchstiere mit einer
Uberdosis Pentobarbital-Natrium (Narcoren 1:5, 0,25 - ,030 ml pro Tier [10 pl pro g KGW])

durch intraperitoneale Injektion eingeschlafert.

4.10.1. Blut

In 1 mL Spritzen wurden 50 yL EDTA 0,5 M vorgelegt und Blut Uber die Vena cava inferior
entnommen. 50 pyL Blut wurden mit 10 mL Hamolysepuffer versetzt. Nach 10 min Inkubation
bei Raumtemperatur wurden die Blutzellen bei 1200 rpm 10 min. lang zentrifugiert, der
Uberstand dekantiert und das Pellet in 0,5 mL RPMI + 10% FCS resuspendiert. Die
Leukozytenzellzahl in der Suspension wurde in der Neubauerzahlkammer bestimmt. Bis zur
unten beschriebenen Anfertigung von Zytospots wurden die Zellen auf Eis gestellt. Vom
restlichen Blut wurde das Plasma durch Zentrifugation (10 min., 1200 rpm) fur optionale
Untersuchungen gewonnen. Die Lagerung erfolgte bei -20°C. Fir optionale
molekularbiologische Untersuchungen wurde das Zellpellet mit 500uL Lysispuffer versetzt

und in flissigen Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei —70°C.

4.10.2. Bronchoalveolarlavage (BAL)

Der Brustkorb wurde eroffnet und die Trachea freigelegt. Uber einen Einschnitt im oberen
Abschnitt der Trachea wurde eine 18G Venenverweilkanile eingefuhrt. Mit zweimal 0,8 mL
eisgekihlter 0,9%-iger NaCl-Losung wurde die Lunge daraufhin lavagiert. Die Lavage wurde
10 min. bei 1200 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde aliquotiert und bei -20°C
weggefroren. Das Zellpellet wurde mit 500uL Hamolysepuffer versetzt, 10 min bei RT
inkubiert, anschlieRend mit PBS gewaschen und erneut bei 120 rpom 10 min abzentrifugiert.
Das Zellpellet wurden in 0,5 mL RPMI + 10% FCS + P/S resuspendiert.
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Die Zellzahlen wurden in der Neubauerzahlkammer bestimmt und die Zellen bis zur

Anfertigung von Zytospots auf Eis gehalten.

4.10.3. Lunge

Die beiden unteren rechten Lungenlappen wurden sorgsam herausprapariert und in
flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -70°C gelagert. Uber dem oberen rechten
Lungenlappen wurde der Bronchus mittels einer Buldock-Klemme verschlossen und der linke
Lungenflugel mit ca. 0,5 mL 1:4 in Saline verdinntem OCT geflllt, der rechte Hauptbronchus
mit Gaze zugebunden und die Lunge in purem OCT eingebettet, schockgefroren und fir

spatere histologische Analysen bei —70°C gelagert.
4.11. Analysen an der BAL

4.11.1. Mikroskopische Zelldifferenzierung nach Pappenheimfarbung

Prinzip

Bestimmte Zellkompartimente besitzen einen dominierenden Gehalt an sauren oder
basischen Molekilen. Saure Bestandteile der Zelle mit negativer elektrischer Ladung, wie die
DNA der Kemne und die RNA der Nukleoli und des Zytoplasmas, sind basophil und farben
sich mit basischen Farbstoffen wie Giemsa in wassriger Ldsung blaulich. Viele
zytoplasmatische Proteine sind dagegen azidophil und farben sich mit dem sauren Farbstoff
May-Grinwald rot an. Zytoplasma- und Kernverhaltnisse sowie charakteristische Granula
der Zellen sind auf diese Weise mikroskopisch charakterisierbar und reprasentieren die

klassischen morphologischen Merkmale flr hdmatologische Differenzierungen

Durchfiihrung

1x10° Zellen aus der BAL bzw. dem Blut wurden durch Zentrifugation (500 rpm, 5 min.) auf
einem Objekttrager fixiert und luftgetrocknet. Die getrockneten Zytospots wurden 3 min. lang
in May-Griunwald-L6sung gefarbt und anschliefflend mit Wasser grindlich gespiilt. Danach
wurde fir 10 min. mit Giemsa-Losung gefarbt und Uberschissige Losung mit Aqua dest.
abgespult. Unter 630facher Vergrélkerung wurden jeweils 500 Zellen lichtmikroskopisch in
Monozyten/Makrophagen, neutrophile Granulozyten, eosinophile Granulozyten und

Lymphozyten differenziert.
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4.11.2. Bestimmung des Gehaltes an Eotaxin-2, IFN-y, IL-4, IL-5, IL-6, IL-13 in der
BAL mittels ELISA

Prinzip

Der ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) nutzt die Bindungsspezifitit von
Antikdrpern zum quantitativen Nachweis eines Antigens in einer Probe. Hierzu wird ein
antigenspezifischer Antikdrper (der sogenannte capture antibody, CAB) im Uberschuss
unspezifisch an die Oberflache einer Mikrotiterplatte gebunden. Das in der Probe enthaltene
Antigen wird spezifisch gebunden und kann mit einem zweiten, Biotin-gekoppelten
Antikérper, dem sogenannten Detektionsantikdrper, markiert werden. Die Antikdrperbindung
wird beim ELISA mit Hilfe einer Farbreaktion nachgewiesen, indem dem Ansatz Strepavidin-
gekoppelte Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase, HRP) zugesetzt wird. Das
Streptavidin bindet an das Biotin der Antigen-Antikdrper-Komplexe. Nach Zugabe von H20,
wird TMB als Farbsubstrat durch die HRP umgesetzt. Es entsteht eine quantitative
Umsetzung des Substrates zu einem l6slichen Farbstoff. Nach Abstoppen der Reaktion
durch Denaturierung des Enzyms mit z.B. Schwefelsaure, kann photometrisch Uber die
optischen Dichte (OD) bei 450 nm bestimmt werden. Ein quantitativer Nachweis des

Antigens in der Probe erfolgt durch Abgleich mit einer Standardeichreihe.

Durchfiihrung

Der quantitative Nachweis der |6slichen Proteine erfolgte unter Verwendung der
entsprechenden ELISA Duo Sets von R&D. Die Durchfiihrung erfolgte nach Anweisung des
Hersteller/Vertreibers. Der capture antibody wurde 1:180 verdinnt und je 100 pL in eine
Vertiefung einer Mikrotiterplatte pipettiert. Hiernach wurde Uber Nacht in einer feuchten
Kammer bei Raumtemperatur inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Platte viermal mit
0,05%igem Tween in PBS gewaschen und durch Ausschlagen der Platte getrocknet.

300 pL Block Puffer wurden in jede Vertiefung pipettiert, um unspezifische Bindungen
abzublocken, und eine Stunde inkubiert. Es folgte erneutes viermaliges Waschen. Jeweils
100 pL der zu untersuchenden Probe wurden in Doppelbestimmungen in die Vertiefungen
pipettiert. Zeitgleich wurde eine Verdinnungsreihe des Antigenstandards auf die Platte
aufgebracht. Anschlief3end wurde fiir 2 Stunden in der feuchten Kammer inkubiert. Die Probe
beziehungsweise der Standard wurden durch achtmaliges Waschen mit Tween in PBS aus
den Vertiefungen entfernt, so dass nur spezifisch an den CAB gebundenes Antigen
zuriuckblieb. Der Detektionsantikérper wurde 1:180 verdinnt und 100 pL in jede Vertiefung
gegeben, wo er 2 Stunden inkubierte. Es folgte erneutes viermaliges Waschen mit
Tween/PBS. Die streptavidingekoppelte Meerrettichperoxidase wurde 1:200 verdinnt und

100 pL 20 min. im Dunkeln inkubiert. Nach erneutem viermaligem Waschen wurde TMB in
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die Vertiefungen pipettiert. Die Farbreaktion fand im Dunkeln statt, nach ca. 10 min. wurde
sie durch Zugabe von 50 pL 2N H,SOs  abgestoppt und die ODs im ELISA-Reader

photometrisch vermessen.

4.11.3 Bestimmung der Konzentrationen von C3a desarg und C5a desarg mittel Radio-

Immunoassay (RIA)

4.11.3.1. Messung des Gehaltes an C3a desarg und C5a desarg in der BAL

Prinzip

Analog zum ELISA beruht das Prinzip des Radioimmun Assays auf der Spezifitdt eines
Antikdrpers zu einem bestimmten Protein. Anders als beim ELISA funktioniert der Nachweis
nicht Uber eine quantitativ gekoppelte Farbreaktion, sondern Uber einen spezifischen
Antigen-Antikérperkomplex, der als Prazipitat vom Reaktionsansatz isoliert wird und dessen
radioaktive Aktivitat als MaR fur den Gehalt des Zielproteins gemessen werden kann. Das
Messsystem beruht auf einer kompetitiven Verdrangung eines in einer definierten Menge
eingesetzten radioaktiv markierten Zielproteins (tracer) durch das epitopidentische Protein
der Probe. Die Fallung (Prazipitatbildung) erfolgt dann mit einem sekundaren AntikGrper der
gegen den ersten gerichtet ist. Die Menge des Zielproteins ist damit umgekehrt proportional
zur Radioaktivitdt des Prazipitats. Die Konzentration des unmarkierten Zielproteins wird dann

durch Interpolation mit einer Standardreihe berechnet.

Frei Gebunden
125 Ligand 125 Ligand-Antikdrper
T + Antikorper T
Ligand Ligand-Antikorper

Abb. 15: Schema der kompetitiven Bindung eines Liganden (Zielprotein) an einen
spezifischen Antikérper in Wechselwirkung mit dem entsprechenden radioaktiv markiertem

Liganden, in diesem Fall markiert mit dem Isotop Jod 125.
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Durchfiihrung

Der RIA wurde entsprechend dem Protokoll des Herstellers/Vertreibers durchgefuhrt.

4.11.3.2. Uberpriifung des RIA’s fiir humanes C3a desarg und C5a desarg auf

Kreuzreaktivitat zu den entsprechenden murinen Proteinen

Prinzip

Far die quantitative Bestimmung der Anaphylatoxine in biologischen Proben steht bis heute
fur die Maus kein spezifisches Testsystem zur Verfigung. Es existiert jedoch eine
spezifischer RIA fir die homologen humanen Proteine. Auf Grund der Sequenzhomologie
der Anaphylatoxinproteine zwischen Mensch und Maus ist eine Kreuzreaktivitat der RIA’s
nicht unwahrscheinlich (siehe Tabelle X.). Das heilt, die in dem Kit verwendeten
spezifischen Antikorper binden eventuell die gleichen oder dhnliche Epitope mit gleicher oder
immerhin ausreichender Affinitat.

Um eine Kreuzreaktion zu Uberprifen wurden daher Verdrangungsexperimente fur die
Bindung des Antikérpers an das Protein aus dem humanem Standard des Kits gegentber

dem kompetitiven murinen Protein aus dem Probenmaterial durchgefuhrt.

C3a Cbha C3aR C5aR C5L2
homo sapiens/
67,9% 64,4% 64,3% 66,8% 61,0%
mus musculus
homo sapiens P01024 | P01031 |NP_004045|NP_001727 | NP_795886
mus musculus P01027 | P06684 |NP_033909 |NP_031603 | BAC35303

Tabelle. 5: Aminosauresequenz-ldentitdten in Prozent der Anaphylatoxine und ihrer
Rezeptoren zwischen Mensch und Maus. Die Quellen entnommen aus der NCBI
Proteindatenbank sind angegeben. Die Sequenzvergleiche wurden durch paarweisen
Sequenzvergleich Uber eine online Software aus dem FASTA Sequenz Analyse Programm
durchgefuhrt (http://www.ch.embnet.org/software/LALIGN_form.html).

Durchfiihrung
Die Proben wurden entsprechend dem Protokoll des Kits vorbehandelt. Fir die Durchfihrung

wurden Proben benutz, die zuvor eine vermeintlich positives Signal gaben. Die murine Probe

wurde dann mit einem Standard aus dem Kit in &hnlicher Gréenordnung nach unten
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aufgefiihrtem Schema verdinnt, bzw. seine Verdinnungsreihe mit der reziproken
Verdinnungsreihe des Standards aufgestockt (Tabelle 6).

Als Referenz wurde eine identische Verdrangungssreihe mit einer humanen Probe
durchgefiihrt. Als humane Quelle der Anaphylatoxine wurde humane BAL oder humanes

Serum verwendet.

Verdiinnungsstufe 1 2 3 4 5 6 7
Standard 1 0,8 0,6 0,5 0,4 0,2 0
Probe 0 0,2 0,4 0,5 0,6 0,8 1

Tabelle 6: Verdinnungsschema fir die Verdrangungsexperimente von Probe gegen
Standard.

Fir die Quantifizierung der Ansatze wurde im Folgenden nach dem Protokoll des Kits
verfahren. Fir die Beurteilung einer kreuzeraktiven Bindung wurden die gemessenen
Konzentrationen aus den Verdrangungsreihnen mit denen aus entsprechenden

Verdunnungsreihen des Standards verglichen.

4.12. Analysen am Blut

4.12.1. Bestimmung der Gesamt-IgE Konzentration im Plasma mittels ELISA

Fir Bestimmung der IgE Konzentration wurde der OptEIA Kit von BD Biosciences
verwendet. Capture und Detektionsantikérper wurden je 1 : 200 verdiinnt eingesetzt.

Far die Durchfihrung des Test’s war eine Vorverdinnung der Proben von 1 : 200 mit Koch-

salzlésung erforderlich.
Zum Prinzip und der Durchfihrung des ELISA’s siehe Kapitel 4.10.2.
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4.13. Analysen an der Lunge

4.13.1 Quantitative Bestimmung des RNA-Gehalts der Anaphylatoxinrezeptoren C3aR
und C5aR in Halblungenlysaten.

4.13.1.1. RNA-Isolierung mit dem Nucleo Spin RNA II-Kit von Machery-Nagel

Prinzip

In einem stark denaturierendem Lysis-Puffer, der Guanidin-Isothiocyanat (GITC) und
B-Mercaptoethanol enthalt, wird biologisches Probenmaterial homogenisiert. Das
Homogenisat wird mit Ethanol konditioniert und auf eine Saule gegeben. Die Saule enthalt
eine Membran, die zum Hauptbestandteil aus einem Silikat-Gel besteht, an die RNA-
Moleklle einer MindestgroRe von 200 Basen effektiv binden. In  mehreren
Zentrifugationsschritten werden Kontaminationen weggewaschen und die RNA anschlie3end
mit Aqua dest eluiert. Der RNA-Gehalt des Eluats wird photometrisch bestimmt. Eine OD von
1,0 resultierend aus der Messung bei 260 nm entspricht dabei einer Konzentration von 40

pg/mL.

Durchfiihrung
Die RNA-Isolierung wurde nach dem Protokoll des Kits durchgefihrt. Die

Probenvorbereitung wurde wie nachfolgend angefuhrt variiert. Um eine Verunreinigung der
isolierten RNA durch DNA zu minimieren, wurde die Probe wie unten beschrieben einem

DNA-Verdau unterzogen.

4.13.1.2. RNA-Isolierung aus Lungenlysat

100 ml Lungenlysat wurden mit 400 ml RLT-Puffer und 500uL Ethanol 70% versetzt und
mittels Ultraschall homogenisiert. Die vollstandige Lyse des Gewebes ist bei dieser RNA-
Isolierungstechnik, die auf der Trennung Uber die Passage durch eine Mikromembran
basiert, der limitierende Faktor fir die RNA-Ausbeute. Die Flussigkeit wurde in zwei Schritten
auf die Membransaule gegeben. Die weiteren Isolierungsschritte wurden nach dem Protokoll
des Kits durchgefuhrt.
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4.13.1.3. DNA-Verdau

70 uL Eluat wurden mit 95 yL DNAse-Mix versetzt und 20 min bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieRend wurden 200 yL RLT-Puffer und 350 pL Ethanol 70% zugegeben und die RAN
Uber eine neue Saule isoliert. Die RNA-Isolierung wurde nach Anweisung des

Hersteller/Vertreibers wiederholt.

4.13.1.4. cDNA-Synthese aus RNA

Prinzip

Die genetische Information der Retroviren ist in RNA festgelegt. Fur ihre Vermehrung durch
die Wirtszelle ist eine Umwandlung in die entsprechende DNA erforderlich. Retroviren
benutzen dafir das Enzym RNA-abhangige Reverse Transkriptase. Mit klonierten und
aufgereinigten Reversen Transkriptasen lassen sich isolierte RNA-Abschnitte unter den
katalytischen Bedingungen des Enzyms und nach Zugabe eines Random-Primers, Roche, in
cDNA umschreiben. Die gewonnene cDNA kann anschlieRend fur PCR-Amplifikationen
eingesetzt werden. Die verwendete Omniscript Reverse Transkriptase ist ein rekombinantes,
heterodimeres Enzym, das in E. coli exprimiert wird und die folgenden Aktivitaten aufweist:
RNA-abhangige DNA-Polymerase -, RNA:DNA-Hybridabhangige Exoribonuklease - (RNase
H) und eine DNA-abhangige DNA-Polymerase -Aktivitat.

Durchfiihrung
0,1 pg der aus der Lunge gewonnenen RNA wurde mit Omniscript, Qiagen, nach Anleitung

des Kits in cDNA umgeschrieben. Die cDNA wurde bei —20°C gelagert.

4.13.1.5. Quantitative Realtime-PCR

Prinzip

"Beginning with a single molecule of the genetic material DNA, the PCR can generate 100
billion similar molecules in an afternoon.” In diesem Auszug aus Scientific American
beschreibt Kary Mullis seine 1983 entwickelte Methode zur Amplifikation von DNA, fir die er
1993 mit dem Nobel Preis fir Chemie auszeichne wurde. Die Methode basiert auf der
Eigenschaft der DNA-Polymerase aus thermophilen Bakterium, z.B. Thermophilus aquaticus
auch bei hohen Temperaturen nicht inaktiviert zu werden. Fur die Amplifikation wird die DNA
auf 95°C erhitzt und dabei in Einzelstrange Uberfuhrt. Beim kontrollierten Abkuhlen auf z.B.
68°C lagern sich komplementare DNA-Fragmente wieder zusammen, und auch die der
Reaktion zugesetzten spezifischen Startsequenzen (primer) binden an die Ursprungs-DNA.

Die Elongation dieser Startsequenzen durch der Probe beigesetzte
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Desoxynukleosidtriphosphate erfolgt bei 72°C durch die Polymerase. Der Zyklus aus
Denaturierung, Startsequenzanlagerung und Elongation wird wiederholt, und die spezifische
DNA-Sequenz kontinuierlich vermehrt. Zwischen die Doppelstrange der so synthetisierten
DNA lagert sich der Floureszenzfarbstoff ein, so dass fortlaufend nach jeder Hybridisierung
der aktuelle Produkt-DNA-Gehalt in der Probe gemessen werden kann.

Jede PCR-Reaktion weist einen exponentiellen Verlauf auf, der meist nur sehr kurz ist.

Far die Quantifizierung des PCR-Produktes in der klassischen PCR ist es wichtig, die
Reaktion vor dem Erreichen der Plateau-Phase zu beenden, was haufig zu Schwierigkeiten
fuhrt. Bei der Quantifizierung mit dem LightCycler™-System ist dagegen der Zeitpunkt
entscheidend, wann das Fluoreszenz-Signal aus dem Hintergrund-Rauschen hervortritt. Bei
einer halblogarithmischen Darstellung kann dann der Beginn der exponentiellen Phase sehr
leicht an der Linearitat der Kurve erkannt werden . Im Auswerteprogramm wird durch die ,fit
point’ Analyse, der Hintergrund durch die Verschiebung einer horizontalen Linie, der sog.
,noise band’, festgelegt . Aus der Interpolation einer Geraden, die Uber dem Hintergrund
liegen, werden dann die Schnittpunkte mit der ,noise band“ als sog. crossing points
errechnet. Da das Signal umso friher aus dem Hintergrund-Rauschen hervortritt, je mehr
template-DNA in der Probe enthalten ist, kann der crossing point flr eine erste Abschatzung
der DNA-Menge herangezogen werden. Um genaue relative Quantifizierungen
durchzufiihren, werden Eichgeraden aus Verdinnungsreihen der Target- und des Referenz-
Produktes generiert. Proben aus diesen Eichreihen laufen als Qualitatskontrolle in jeder PCR
mit. Mit dem Programm RelQuant werden aus den crossing points der Amplifikationen durch
Abgleich mit den Eichreihen, der Target und dem housekeeping- Referenz das
normalisiertes Verhdltnis an Referenz- und Target-DNA in der Probe berechnet. Als
housekeeping-gene wurde die Porphobilinogendeaminase (PBGD) gewahlt. Sie ist ein
Schlisselenzym bei der Synthese von Tetrapyrrolen wie Ham und Chlorophyll, ubiquitar und
unreguliert.

Zusatzlich liefen die entsprechenden RNA-Proben in angeglichener Konzentration zu den
umgeschriebenen cDNA-Produkten als Kontrolle fir eine Verunreinigung durch genomische
DNA mit. Dies wurde erforderlich, da fur die Anaphylatoxin Rezeptoren keine
introniberspannenden Primer generiert werden konnten, und trotz verbessertem DNA-
Verdau z.T. Amplifikate aus genomischen Anteilen auftauchten. Diese Signale aus
genomischen Verunreinigungen wurden toleriert, sofern sie unter 0,5% des mRNA Signals

lagen.
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Durchfiihrung
Die PCR wurde mit dem LightCycler, Roche, in LightCycler Capillaries, Roche, durchgefihrt.

Hierbei wurde das LightCycler Fast Start DNA Master SYBR Green | —Kit, Roche, nach

Anleitung verwendet.

Temperaturzyklen der PCR
1.) Hot Start: Schmelzen der DNA 95°C 10 min.

2.) Amplifikation 45 Zyklen:
Denaturierung 94°C 1 sec.
Primer-Hybridisierung 68°C 10 sec.
Polymerisierung 72°C 9 sec.

3.) Erstellen der Schmelzkurve  60°-95°C

11.0-
0.0 -
a.0-
20-
To-
60—
5.0-
4.0-

3.0-

Fluorescence (F1)

20-

[ [
) 2 4 G 2 10 12 14 16 12 20 2 24 26 22 20 322 03 3G 32 40 42 44 45

Cycle Number

Abb. 16: Fluoreszenz-Signale einer Standardreihe fur PBGD im Doppelansatz. Die Signale

reprasentieren Verdinnungen des PBGD-Produktes von 107 bis 10" und Wasser.
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Abb. 17: Schmelzkurven der PCR-Produkte PBGD und C3aR.
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Abb. 18: Schmelzkurven der PCR-Produkte PBGD und C5aR.
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4.13.1.6. Elektrophorese im Agarosegel

Prinzip

Mit Hilfe der Elektrophorese lassen sich Proteine und andere Makromolekiile wie RNA und
DNA nach ihren GroéRen- und Ladungsverhaltnissen auftrennen. Moglich wird diese
Trennung durch das Wanderverhalten von Molekulen mit einer Nettoladung im elektrischen
Feld. Die Wanderungsgeschwindigkeit v des Molekuls im elektrischen Feld hangt von der
elektrischen Feldstarke E, der Nettoladung des Molekils z und dem Reibungskoeffizienten f
ab. Der elektrischen Kraft Ez, die das geladene Molekil zur entgegengesetzt geladenen
Elektrode treibt, wirkt die Reibungskraft fn entgegen, die zwischen dem wandernden Molekul
und dem Medium entsteht. Der Reibungskoeffiezient f hangt sowohl von der Masse und
Gestalt des wandernden Moleklls als auch von der Viskositat n des Mediums ab. Fir eine
Kugel mit dem Radius r gilt: f = 6 n n r. Die Maschenweite kann bei Agarosegelen durch die
Konzentration der eingesetzten Agarose reguliert werden. Die Darstellung der aufgetrennten
DNA-Fragmente kann mit Ethidiumbromid erfolgen. Ethidiumbromid besitzt eine &hnliche
Struktur wie zwei gepaarte Basen und kann daher mit dem DNA-Gerist interagieren. Unter
UV-Licht fluoresziert das Ethidiumbromid und macht noch Banden sichtbar die weniger als
50ng DNA enthalten.

Durchfiihrung
1,5%ige Agarose in TAE wurde aufgekocht. Nach leichtem Abkuhlen wurden 0,1 %o

(2 mg/ml) Ethidiumbromid zugegeben. Das ca. 5 mm hoch gegossene Gel wurde nach dem
Erstarren mit 1" TAE Uberschichtet und jeweils 10 ul der PCR-Produkte, die zuvor mit 1,5 yL
Probenpuffer vermischt wurden, aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei 90 mA.

AnschlieRend wurde das Gel unter UV-Licht fotografiert.

4.13.1.7. Primersequenzen und Amplifikate

Enthielt die DNA-Sequenz mehrere Introns, wurden introniiberspannende Primer designt.
Dies war jedoch nur fir PBGD moglich. Die Eigenkomplementaritat der Primer und
Primerpaare sollte moglichst gering sein. Repetitive Sequenzen und Palindrome wurden
weitestgehend vermieden. Der Gehalt an Guanin und Cytosin sollte bei beiden Primern eines
Paares mdglichst gleich sein und zwischen 40 und 70% liegen. Die Amplifikatgrofe sollte
bei Verwendung des LightCyclers ungefahr bei 200 bp liegen. Die GroRe ist durch die
Polymerase-Aktivitat und die von ihr zur Synthese bendtigten Zeit begrenzt.

Die Primer wurden von der Firma MWG, Ebersberg, synthetisiert.
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Target sense antisense ProduktgrolRe
5-3 5-3

PBGD tcttggacctagtgagtgtgttg cagttgtgggtcatcttctgg 224 bp

C3aR tggcgtaaagatgaagacga caggaagacactggcaaaca 193 bp

C5aR ctcaccattccatcctcgt accacagccatcaccacttt 248 bp

Tabelle 7: Verwendete Primersequenzen fir die PBGD- und Anaphylatoxin Rezeptor-DNA

Ampifikationen, sowie ihre ProduktgréfRe in Basenpaaren (bp).

Die AmplifikatgroRe wurde mittels der Gelelektrophorese Uberprift; und die
Amplifikationsprodukte durch die Firma GATC Biotech, Koblenz, sequenziert und die
Produktsequenz Uberpriift. Alle Produkte konnten sowohl elektrophoretisch als auch durch
Sequenzabgleich verifiziert werden. Die Sequenzvergleiche wurden durch paarweisen
Sequenzvergleich Uber eine online Software aus dem FASTA Sequenz Analyse Programm
durchgefuhrt (http://www.ch.embnet.org/software/LALIGN_form.html).

PBGD Score = 331 bits (167) Expect = 5e-89 Identities = 170/171 (99%)
C3aR Score = 165 bits (83) Expect = 5e-39 Identities = 86/87 (98%)
C5aR Score = 377 bits (190) Expect =e-103 Identities = 190/190 (100%)

300 bp o - s :
200 bp o mmm g T D"
“wwe NEG POS NEG POS ... NEG POS
C3aR ' ChaR PBGD
Abb. 19: Elektrophoretische ,Auftrennung“ der PCR-Produkte fir C3aR, C5aR und PBGD

jeweils aus Halblungenlysaten allergen-unbehandelter (NEG) und allergenbehandelter (POS)
BALB/c Mause. Die Groe der Produkte ist durch die DNA-Leitern gekennzeichnet.
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4.13.2. Histologische Untersuchungen an Kryoschnitten der Mauslunge
4.13.2.1. Herstellung von Kryoschnitten der Mauslunge

Von den in OCT eingebetteten und konservierten Lungen wurden mit einem Kryostaten ca.
8 um dicke Gewebsschnitte hergestellt. Die Schnitte wurden auf Objekttragern fixiert, in -
20°C kalten Aceton entwassert und entweder sofort weiterverarbeitet oder bei -20°C

gelagert.

4.13.2.3. Giemsafarbung von Lungenschnitten zum Nachweis von Eosionphilen

Granulozyten

Prinzip

Fir die Darstellung von eosinophilen Granulozyten in Geweben wie der Lunge kann die
Giemsafarbung angewandt werden. Binde- und Muskelgewebe farben sich nach dieser
Methode schwachrosa, wahrend sich Zellkerne blau farben. Das Zytoplasma der eosinophile
Granulozyten farbt sich auf Grund des basischen Charakters der Granula tiefrot, und eine

Differenzierung ist bereits bei relativ geringer VergréRerung maoglich.

Farbeprotokoll
1. Wassern der Schnitte in Aqua dest

2. Farbung in frisch angesetzter 20%-ger Giemsa-Lésung bei Raumtemperatur
fur 1 Stunde 45 min
Differenzierung in 100% Methanol ca. 1 min
Weiterdifferenzierung und Entfarbung in 96%igem Ethanol (+ 4-5 Tropfen Eisessig
auf 100ml Ethanol) unter mikroskopischer Kontrolle (ca. 0,5 Minuten),
Entwasserung tber 2-Propanol (5 min)
Enwasserung uber Xylol (5 min)

Eindeckeln mit Entellan
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4.13.2.4. Hamatoxylin-Eosin (HE)-Farbung von Lungenschnitten zur

Charakterisierung struktureller Veranderungen des Lungengewebes

Prinzip

Die HE-Farbung ist eine sukzessive Lackfarbung mit einem Kernfarbstoff und einem sauren
Zytoplasmafarbstoff (Eosin). Hamatoxylin ist ein (bei niedrigem pH) positiv geladener
Farbstoff. Er farbt daher negativ geladene ("basophile") Strukturen blau, z.B. die DNA des
Kernchromatins, die RNA des rauhen endoplasmatischen Retikulums, die sauren
Glykosaminoglykane des hyalinen Knorpels. Hamatoxylin in der Zubereitung als Eisenlack ist
Eisenhamatoxylin (nach Weigert oder nach Heidenhain), in der Zubereitung als
Aluminiumlack ist es Hamalaun. Eosin ist ein negativ geladener Farbstoff, der zur
Gegenfarbung dient. Er farbt alle Ubrigen Strukturen in verschiedenen Rot-Tdnen
("Azidophilie"). Mittels der HE-Farbung werden Zellkerne blauviolett, Zytoplasma und

kollagene Fasern rot gefarbt, wahrend Elastische Fasern ungefarbt bis blassrosa erscheinen.

Farbeprotokoll
Xylol 5-10Minuten

Xylol 5-10 Minuten

99% Ethanol 0,5 — 1 Minute
90% Ethanol 0,5 — 1 Minute
70% Ethanol 0,5 — 1 Minute
Aqua dest. 0,5 — 1 Minute

Hamalaun (Mayer’'s Hamatoxilinldsung) 6 Minuten

© N Gk wbdhd-=

Aqua dest. 1 Minute

9. HCI-Alkohol (1mL HCI 37% (12M)+ 199 mL Ethanol 99,9%)
10. blauen unter langsam flieRenden Leitungswasser 10 Minuten
11.  80% Ethanol 15 sek.

12.  96% Ethanol 15 sek.

13. Eosin/Phoxin 20 sek.

14. 90% Ethanol (Differenzierung) 20 sek.

15.  96% Ethanol 20 sek.

16. 99 % Ethanol 30 sek.

17. 99 % Ethanol 30 sek.

18. 99 % Ethanol 30 sek.

19.  Xylol 0,5 -1 Minute (Rotihistol als Ersatz)

20.  Xylol 0,5 — 1 Minute (Rotihistol als Ersatz)

21. eindecken mit Entellan
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4.13.2.5. Immunhistologischer Nachweis von C5aR in Kryoschnitten der Mauslunge

Prinzip

Durch spezifische AntikGrper lassen sich Zielproteine in Gewebsschnitten detektieren und
Uber eine entsprechende Kopplung Uber eine fixierte Farbreaktion (APAAP fastRed), eine
direkte bzw. indirekte Fluorochrom-Verknupfung, durch partikuldres Material (z.B.
Goldpartikel) oder mit radioaktiven Isotopen mikroskopisch sichtbar machen.

Wesentliche Voraussetzungen fiir die Aussagekraft der Methode sind die Spezifitat der

verwendeten Antikdrper und die Stabilitat der nachzuweisenden antigenen Determinanten.

Durchfiihrung
Die immunhistochemische Farbung wurde mit verschiedenen Ansatzen durchgefuhrt, die

sich in der Kopplung des 1. spezifischen C5aR-Antikérpers an die enzymatische
Farbreaktion (APAAP) bzw. des Flurochroms (FITC) unterschieden. Die Ansatze sind in der

folgenden Tabelle zusammengefasst.

1 Ratte-lgG2b- Kaninchen-IgG- AP-
Anti-Maus-C5aR Anti-Ratte-IgG- Streptavidin
Biotin
2 - - FITC-
Streptavidin
3 - - Schwein-Fab2
Anti-Kaninchen-IgG-
FITC
4 - Ziege Fab2
Anti-Ratte-IgG-
FITC

Tabelle 8: Schema der Konstruktion von Antigen-Antikorper-Komplexen an den C5aR zum

immunhistochemischen Nachweis Uber FITC bzw. APAAP.

Farbeprotokolle

1. Entwéassern der Kryoschnitte

- 3x 10 min Xylol

-5 min 98 % Isopropanol

-5 min 96 % Isopropanol

-5 min 90 % Isopropanol

- 5 min 80 % Isopropanol

-5 min 70 % Isopropanol

- 5 min Aqua dest

-3 min PBS

- Flissigkeit absaugen und Umrandung mit einem Fettstift
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2. Blocken

- 1 h Ziegennormalserum 1 : 20 in TBS (Blockpuffer)
- absaugen
-5 min TBS

3. Bindung des Primarantikorpers

- Inkubationzeiten siehe Tabelle
- absaugen

- in Agqua dest spiilen

- 3x 5 min TBS

4. Bindung des Sekundarantikérpers bzw. Biotin-Streptavidin

- Inkubationzeiten siehe Tabelle
- absaugen

- in Aqua dest spiilen

- 3x 5 min TBS

5. Bindung des Tertiatantikorpers

- Inkubationszeiten siehe Tabelle
- absaugen

- in Aqua dest spiilen

- 3x 5 min TBS

5b. Bildung des Farbkomplexes mit FastRed, Dako Envision (gegebenenfalls)

- Farbsubstrat 10 — 20 min unter optischer Kontrolle
- in Aqua dest spiilen
- 3x 5 min TBS

6. Gegenfarbung mit Hamatoxylin

- 5 min Hamatoxylin nach Mayer (gegebenenfalls)
- 15 min flieRendes Leitungswasser

7. Eindeckeln
Typ Konzentration Inkubationszeit Puffer
Primarantikorper Ratte-lgG2a- 1 ug/mL 0,5h Block-Puffer
Anti-Maus-C5aR 10 pg/mL 1h
Sekundarantikérper Kaninchen-lgG- 10 pg/mL 40 min Block-Puffer
Anti-Ratte-IgG-
Biotin
Tertiarbindung AP- 1:200 nach optischer Block-Puffer
AP Streptavidin Kontrolle
Tertiarbindung FITC- 1:10 2h Block-Puffer
FITC Streptavidin
Tertidrantikorper Schwein-Fab2 1:10 1,5h Block-Puffer
FITC Anti-Kaninchen-IgG-
FITC
Sekundarantikérper Ziege Fab2 1:20 1h Block-Puffer
FITC Anti-Ratte-IgG- 1:100
FITC

Tabelle 9: Inkubationszeiten und Verdunnungen der einzelnen Antikdrperbindungen bzw. der

Biotin-Streptavidin-Bindung.
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4.14. Statistische Methoden

Die Daten sind dargestellt als Mittelwerte und die Standardabweichung als +SEM (positiver
Standardfehler des Mittelwertes) angegeben. Die Daten wurden auf Normalverteilung gepruft
und eine Varianzanalyse (One-Way-Anova) mittels des Bartletts Verfahrens durchgefihrt.

Bei Intergruppenvergleichen wurde der parametrische einseitige T-Test zum paarweisen
Vergleich mit der jeweiligen Kontrollgruppe angewandt. Bei signifikanten Varianz-Differenzen
wurde der T-Test unter Anwendung der Welch-Korrektur durchgefuhrt. Unterschiede mit
einer Irtumswahrscheinlichkeit p<0,05 wurden als signifikant angesehen.

Signifikanten Unterschiede zur Positivkontrolle sind generell mit Rauten gekennzeichnet
(p £0,05#; p<0,01 ##; p < 0,005 ###). Bei Vergleichen von Behandlungsgruppen mit einer
anderen Gruppe als der Positivkontrolle sind die Kennzeichnungen dem Text der

Abbildungen zu entnehmen.
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5. Ergebnisse

5.1 Parameter fiir die Phdanotypisierung des allergischen Asthma

Die primaren Parameter im Ergebnissteil der Modell-Etablierung sind auf die AHR und
Lungeneosinophilie fokussiert. Im spezifischen Teil des Einflusses der Anaphylatoxine auf
die Ausbildung eines asthmatischen Phanotyps werden zudem spezielle Charakteristika der

allergischen Entziindung untersucht wie Zytokinprofil und Genexpression.

5.2. Etablierung der Lungenfunktionsmessung an der Maus

In der Humandiagnostik wird als Lungenfunktionsparameter die FEV1 (Forced Expiratory
Volume) eingesetzt, dessen Abfall im Provokationstests als Maf flir eine Bronchokonstriktion
dient. An Versuchstieren ist die Messung von forcierten Atemmandévern nur indirekt und
unter groRem technischem Aufwand mdglich.

Im  Gegensatz zur  humanen Routinediagnostik  sind an  Versuchstieren
Lungenfunktionsmessungen maéglich, die z.T. spezifischere MessgroRen zuganglich machen.
So lassen sich an wachen Tieren mit Hilfe der Headout Bodyplethysmograhie sémtliche
flussabhangigen Lungenfunktionsparamter messen, wobei der Midexpiratoische Fluss
(EF50) als Marker fur eine Bronchokonstriktion validiert ist. Unter Narkose lassen sich
Versuchstiere orotracheal intubieren und durch Verwendung eines Oesophaguskatheters
zusatzlich intrathorakale Druckdifferenzen messen, wodurch die Lungenfunktionsparamter
dynamische Resistance und Compliance zuganglich werden.

Beide Messsysteme waren bereits fur die Ratte im Fraunhofer ITEM etabliert, und wurden im
Rahmen dieser Doktorarbeit zusammen mit der Abteilung Atemwegspharmakologie und

Lungenfunktion fir die Maus adaptiert.

5.2.1. Lungenfunktionsmessung

Die Lungenfunktionsmessung ist eine der zentralen Methoden in der Asthmaforschung. Sie
dient zur Bestimmung der Atemwegsreagibilitat. In der Regel wird zur Bestimmung der
Atemwegsreagibilitdt die Bronchokonstriktion als Reaktion auf unspezifische Agenzien wie
Methacholin gemessen . Bei Mensch und Tier mit einem asthmatischen Phanotyp zeichnet

sich diese Reaktion durch eine Hyperreagibilitat auf den inhalierten Bronchokonstriktor aus.
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5.2.2. Quasi-nicht-invasive Lungenfunktionsmessung orotracheal intubierter Mause
5.2.2.1. Methacholinprovozierte Atemwegsreaktivitat an intubierten Mausen

Fir die Quasi-nicht-invasive Lungenfunktionsmessung lassen sich die Parameter Resistance
und dynamische Compliance bestimmen. Die Resistance beschreibt den
Atemwegswiderstand, der primar durch die oberen Atemwege Trachea und primare
Bronchien bestimmt wird und gilt als Ma fir die brochnokonstriktorische Reaktion. Die
Compliance hingegen beschreibt die Reaktion in den terminalen Atemwegen und ist
Ausdruck fur die Volumendehnbarkeit von Lunge und Thorax.

Die Methacholinprovokation bewirkt sowohl eine Verringerung der Resistance als auch der
dynamischen Compliance. Die EF50 als rein flussabhangiger Grof3e korreliert sehr gut mit
den Veranderungen in der Resistance und wird als Parameter fiir eine Bronchokonstriktion in

der Headout Bodyplethysmograhie an wachen Mausen verwendet.
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Abb. 20: Signale einer Lungenfunktionsmessung an einer spontan atmenden, orotracheal
intubierten BALB/c Maus unter Fentanyl/Etomidate-Narkose (0,052mg/kg / 20,83 mg/kg),
dargestellt mit dem Notocord® Hem3.4 System. Die Signale sind zusammengeschoben und
bilden den kompletten Messverlauf von ca. 0,5 h ab.

Die Reaktion der Maus auf steigende inhalierte Methacholindosen ( 0,125 bis 2 ug] zeigt sich
in den Parametern Resistance, dynamische Compliance, Oesophagusdruck (~ P+p),
Atemfluss, EF50 und Atemzugvolumen. Das Ansteigen der Atemfrequenz ist bedingt durch

die allmahlich nachlassende Wirkung der Narkose.
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5.2.2.2. Allergische Friihreaktion an intubierten Mausen

Als charakteristische lungenphysiologsiche Reaktion tritt bei einer inhalativen
Allergenexposition beim Asthmatiker eine so genannte allergische Frihreaktion (EAR) auf.
Diese wird beim Menschen durch eine Anderung im AtemstoR (FEV, : forced expiratory
volume) reprasentiert.

Die EAR setzt unmittelbar nach Allergenkontakt ein und wird durch Mastzellen initiiert, die
Uber die Stimulierung hochaffiner IgE-Rezeptoren durch das Antigen, u.a. Autokoide

(Histamin, PDGp und LTCy) freisetzen, die zu eine Kontraktion der glatten

Atemwegsmuskulatur  bewirken. Eine ahnliche Reaktion auf eine inhalative
Allergenprovokation lasst sich auch in der Maus Uber die Parameter der Bronchokonstriktion
(Resistance und EF50) messen. Allgemein ist diese Reaktion allerdings bei der Maus sehr
viel schwacher ausgepragt und innerhalb einer Behandlungsgruppe grof3en Streuungen
unterworfen. Der Mechanismus der allergeninduzierten lungenphysiologischen Reaktion ist

bei Maus nicht geklart. Sie scheint Mastzell-, IgE- als auch Histamin-unabhangig zu sein.

T Baeis H

e mMm%«MWWH%MWWWWWWMWW o | Resistance

259 =

. dynamische
, Compliance
Oesophagus-
druck (PTP)

Fluss
(EF50/IF50)

Atemzug-
volumen

Atemfrequenz

. Aersolsignal

 Respirations-
. zeiten

Zeitachse

= Expiration = Inspiration = Relaxation Time of Bake
Abb. 21: Allergische lungenphysiologische Flhreaktion einer BALB/c Maus auf inhalative
Allergenprovokation mit Aspergillus Extrakt, gemessen mit dem System fur die intubierte
Maus. Nach Ca. 5 min nach Expositionsbeginn kommt es zu einer anhaltenden Erhéhung
der Lungenresitance und einer gleichzeitigen Verringerung der Compliance und der EF50.

Die Reaktion flacht zum Ende der Messung ca. 15 min nach Expositionsende wieder ab.
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5.2.3. Headout Bodyplethysmographie an wachen Mausen

Die Headout Bodyplethysmographie hat gegeniber der quasi-nicht-invasiven Methode
verschiedene Vor- und Nachteile. Die Vorteile sind

1.) dass man mehrere Tiere gleichzeitig messen kann, was einen héheren Durchsatz erlaubt
und aulRerdem auftretende Varianzen im Messsystem aber auch Effekte Uber tageszeitliche
Aktivitatsunterschiede der Mause Uber die Gruppen ausgeglichen werden kénnen;

2.) dass sich die Lungefunktion an wachen und von einer Narkose unbeeinflussten Mausen
messen lasst;

3.) dass die Tiere v.a. durch die narkosefreie Messung einer geringeren Belastung
ausgesetzt sind.

Die Nachteile sind

1.) dass der wache Zustand der Mause eine hohere Anfalligkeit gegenuber individuellen
Reaktion auf den Messprozedur an sich ausiibt;

2.) dass sich nur flussabhangige GroRen messen lassen und kein Zugriff auf die ,golden

Standards” der Lungenfunktion wie Resistance und dynamische Compliance besteht.

Es stellte sich heraus, dass sich gerade die Narkoseprozedur bei der intubierten Maus sehr
unglnstig auf das Modellsystem auswirkt, wenn vor den jeweiligen Messungen spezielle
Behandlungen und Applikationen erfolgten. Da diese Behandlungen fiir die Bearbeitung der
Fragestellung nétig waren, wurde das Headout System flir den speziellen Teil dieser Arbeit

gewahlt.

5.2.3.1. Methacholinprovozierte Atemwegsreaktivitit an wachen Mausen

Fir die Bestimmung der Atemwegsreagibilitdt an wachen Mausen werden diese analog zum
intubierten System mit steigenden Methacholindosen provoziert. Die Reaktion wird Uber den
Midexpiratorischen Fluss (EF50) als Parameter flir eine Bronchokonstriktion bodyplethys-
mographisch gemessen. Steigende Aerosolkonzentration werden Uber das modifizierte Pari-
Master System durch Aerolisierung von Methacholinlésungen in steigenden Konzentration
erzeugt. Uber ein gravimetrisch kalibriertes Fotometersignal lasst sich die
Aerosolkonzentration bestimmen und die jeweilige inhalierte Dosis uber das Minutenvolumen
des Tieres errechnen. Aus der Beziehung aus dem Abfall der EF50 und der inhalierten

Methacholindosis ergeben sich charakteristische Dosiswirkungskurven.
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Abb. 22: Signale einer Lungenfunktionsmessung gemessen mit der Headout
Bodyplethysmographie an einer wachen CBA/J Maus. Die Signale sind zusammen-
geschoben und bilden den kompletten Messverlauf von ca. 0,5 h ab. Die Reaktion der Maus
auf steigende aerolisierte Methacholinkonzentrationen (17,5 bis 40 mg/mL) zeigt sich in

den Parametern Atemfluss mit EF50 , Atemzugvolumen und den Respirationszeiten.

Die durch die Methacholinprovokation hervorgerufene bronchokonstriktorische Reaktion fuhrt
neben einer generellen Einschrdnkung des Atemvolumens zu einer charakteristischen
Veranderung des Atemmusters. Insbesondere die Expirationsphase ist verlangert und es

kommt zur Ausbildung einer Time of Brake zwischen Inspiration und Expiration.
:: Expiration
| Normalatmung
" Inspiration
_'W Bronchokonstriktion

500 ms
<>

Abb. 23: Atemmuster einer BALB/c Maus unter Normalbedingungen und nach
Methacholinprovokation, dargestellt als Atemflusskurven. Unter Normalbedingungen zeigen
die Atemstromstarken einen gleichmaRigen sinoiden Verlauf, wahrend unter

bronchokonstriktorischen Bedingungen die Atemstromstarke v.a. in der Expirationsphase ihr
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urspringliches Maximum nicht mehr erreicht und bis zum Wendepunkt in die
Inspirationsphase langsamer abnimmt. Dariber hinaus bildet sich eine Time of Brake

zwischen Inspirations- und Expirationsphase heraus.

5.2.3.2. Allergische Friihreaktion auf inhalative Allergenprovokation an wachen

Mausen

Analog zum intubierten System lasst sich auch an wachen Mausen eine allergische
Fruhreaktion auf Allergenprovokation allein Uber flussabhangige Lungenfunktionsparameter
wie der EF50 messen. Die messbare Reaktion zeichnet sich allerdings durch eine noch
GroRere Variabilitét als bei der intubierten Methode aus. Selbst stark allergenisierte Tiere mit
einer ausgepragten Lungeneosinophilie und Atemwegshyperreagibilitdt zeigen z.T. gar keine
messbare Lungenfunktionsreaktion auf inhalative Allergenprovokation.
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Abb. 24: Allergische lungenphysiologische Flhreaktion einer BALB/c Maus auf inhalative
Allergenprovokation von Aspergillus Extrakt, gemessen im Headout system. Ca. 5 min nach
Expositionsbeginn kommt es zu einer anhaltenden Reduktion des Atemflusses und der
EF50. Zum Maximum der Reaktion zeigt sich auch eine deutliche Verlangerung der
Expirationszeit. Die Lungenfunktion normalisiert wieder zum Ende der Messung, ca. 10 min
nach Expositionsende. Die Tiere zeigen zudem eine kurzzeitige individuell ausgepragte

Reaktion auf die Verneblung an sich, atmen dann aber normal weiter.
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Die durch inhalative Allergenprovokation hervorgerufene Frihreaktion fihrt ebenso wie die
Methacholinprovokation zu einer Bronchokonstriktion und Flusslimitierung.

Der Wirkmechanismus ist aber nicht Uber muskarine Rezeptoren vermittelt, sondern Uber
Histamin- (H1-3) — bei der Maus Uber Serotonin (5-HTR) - und Leukotrienrezeptoren
(Cysteinyl-Leukotrien-1-Rezeptor). Die unterschiedliche lungenphysiologische Reaktion auf

Allergen im Vergleich zu Methacholin spiegelt sich z.T. im veranderten Atemmuster wieder.

Flow

:: Expiration
i Basalwert

. Inspiration
m Bronchokonstriktion
500 ms

<>

Abb. 25: Atemmuster einer BALB/c Maus vor und ca. 20 min (Maximum der Reaktion) nach
inhalativer Allergenprovokation, dargestellt als Atemflusskurven. Im Vergleich zum Basalwert
flachen die Atemflusssignale im Verlauf der Fruhreaktion sehr stark ab. Die
Atemstromstarken bilden keinen klaren Scheitelpunkt mehr aus und formen stattdessen ein

langes Plateau konstanter Grof3e. (vgl. Abb. 24. )
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5.2.4. Aerosolcharakterisierung

5.2.4.1. AerosolgroBe

Der Durchmesser der inhalierten Aerosole bestimmt malgeblich die Deposition der
aerolisierten Substanzen in der Lunge der Versuchstiere. Zur Kalkulation des
Depositionsfaktors wurden die mit dem Pari-Master bzw. Bronchy Typ Il generierten
Aerosole unter Versuchsbedingungen entsprechend ihrer GrofRenverteilung mit einem

Marple Kaskaden-Impaktor charakterisiert.
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Abb. 26: Massenverteilung eines mit dem Pari-Master erzeugten OVA-Aerosols. Die
Abszisse beschreibt die Klassengrenzen der sondierten Aerosole in ym (0,25 bis 21,3 uym)

Aus der Verteilung errechnet sich der Median des Mittleren Aersoldurchmessers (MMAD)

Fir die eingesetzten Aerosole (OVA, Aspergillus Extrakt und Methacholin) ergaben sich fir
beide Aerosolgenerierungs-Systeme MMAD’s von 1 bis 2 um. Nach Analysen von Raabe et
al mit radioaktiv markierten Aerosolen errechnete sich damit eine Lungendeposition von ca.

15%. Dieser Faktor wurde in allen entsprechenden Dosiskalkulation verwendet.
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5.2.4.2. Fotometrische Gravimetrie fiir Methacholin

Far die Methacholin -Provokation zur Bestimmung der Atemwegsreaktivitat wurden die
Versuchstiere mit steigenden Konzentrationen des Methacholin-Aerosols exponiert. Zur
Bestimmung der jeweiligen Aerosolkonzentration wurde das System zuvor gravimetrisch

Uber ein Aerosolphotometer kalibriert

800 - —— MCh in NaCl
—+— MCh (ohne NaCl berechnet)
—O— MChin H20

700 -
600 -
500 -
400 -
300 -
200 -
100 -

y=0,648x -105,53

0 C( L) L) L) L) L]
0 200 400 600 800 1000
Fotomertersignal (mV)

Abb. 27: Beziehungen zwischen Aerosolkonzentration der aerolisierten Substanz und

Photometerextinktion fir Methacholin gelést in Wasser und Kochsalzlésung.

Die mit dem Pari-Master generierten feuchten Aerosole wurden ausgehend von in NaCl
gelosten Methacholin-Losungen erzeugt, um eine hypotone Reaktion der Versuchstiere zu
vermeiden. Das fotometrische Aerosolsignal wird maf3geblich von der Lésungskonzentration
der aerolisierten Flussigkeit bestimmt, aber auch von optischen Eigenschaften der Substanz
selber. Eine homogene wassrige Loésung erzeugt eine direkt proportionale
Konzentrationsabhangigkeit zum Fotometersignal, wahrend sich in Kochsalzlésung, bedingt
durch den NaCl-Anteil der Ordinatenschnittpunkt aus dem Nullpunkt verschiebt. Zusatzlich
beeinflusst das NaCl aber auch die Steigung der Geraden, sodass eine Korrektur der
Eichgeraden nicht ohne weiteres mdglich ist. Um den reinen Methacholin-Anteil fotometrisch
zu erfassen, wurde die NaCl-Masse daher nachtraglich von der errechneten, inhalierten

Aerosoldosis subtrahiert.
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5.3. Mausmodelle fiir das allergische Asthma

Die in der Asthmaforschung zum Einsatz kommenden Mausmodelle unterscheiden sich in
Bezug auf den verwendeten Mausstamm und der Art sowie dem Applikationsprotokoll des
Allergens.  Zur Induktion einer allergischen Entzindung der Atemwege werden die
Versuchstiere mit dem Allergen sensibilisiert. Die Applikation erfolgt in der Regel subkutan
oder intraperitoneal in Kombination mit einem Adjuvans, einmalig oder in Wiederholung, z.B.
nach 7 und 14 Tagen [375, 094, 379, 280, 376]. Auf die Sensibilisierung folgt die inhalative
Allergen-Provokation — ein bis zwei Wochen nach der letzten Sensibilisierung (Boosterung).
Anderungen in der Lungenfunktion (EAR, LAR, AHR) werden nach einmaliger oder in

bestimmten Zeitabstanden wiederholter Allergenprovokation gemessen.

Nach erfolgreicher Etablierung der Lungenfunktionsmessung an der Maus, war das nachste

Ziel der Arbeit ein Mausmodell zu etablieren, das

1. den Asthmatischen Phanotyp gut widerspiegelt
2. mit so wenig Belastung wie moglich fur die Versuchstiere verbunden ist
3. einfach zu handhaben ist und

4. gut pharmakologisch zu beeinflussen ist.
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5.3.1. Vergleich von OVA- und Aspergillus Modell

Das Ovalbumin wird standardmafig in Allergie- und Asthma-Modellen als Allergen
eingesetzt. Da OVA ein artifizielles Allergen ist, werden zunehmend Substanzen mit
naturlicher Relevanz als Extrakte von Pollen, Schimmelpilzen oder Hausstaubmilbenkot in
der Asthmaforschung eingesetzt.

Um die Effizienz von alternativen Asthma-Modellen im Vergleich zum OVA-BALB/c-Modell
zu testen, wurde ein standardmafiges OVA-Modell gegen ein Aspergillus Modell verglichen.
Das Aspergillus Modell war fir CBA/J-Mause beschrieben. An den Mausstammpraferenzen
fur die beiden Modelle wurde vorerst festgehalten, um die Vergleichbarkeit fur die bereits
beschrieben Effekte gewahrleisten zu kdnnen. Zusatzlich wurde eine Gruppe nach dem
Aspergillus-Protokoll mit OVA behandelt, um das Potential der beiden Allergene direkt
vergleichen zu kénnen.

Far die Messung der Lungenfunktion wurde die Headout-Bodyplethysmographie eingesetzt.
Die Atemwegsreagibilitdt wurde in diesem Experiment noch als effektive Methacholin-
Lésungskonzentration bestimmt, die einem Abfall der EF50 um 50% bewirkt, und nicht als
inhalierte  effektive = Methacholindosis  berechnet. Zu diesem Zeitpunkt der
Methodenentwicklung war die Berechnung der individuell aufgenommen Methacholindosis
uber ein gravimetrisch kalibriertes Fotometersignal noch nicht etabliert. Die Verwendung der
fur die Aerolisierung eingesetzten Methacholinkonzentrationen als Korrelat fir die
Provokationsstarke ist aber das Ubliche Verfahren in diesem Messsystem, wenngleich es

ungenauer ist.

AHR
CBA/J T T
30 35 >
Tag 1 14 21 2829 34

I R |

Abb. 28: Behandlungsprotokoll fir das OVA-Modell mit drei Sensibilisierungen, bzw.

Sensibilisierung

Boosterungen an Tag 1, 14 und 21; insgesamt drei inhalativen Allergenprovokation an Tag

28, 29 und 34 und zwei Messungen der Atemwegsreagibilitdt an Tag 30 und 35.
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Tag 1 14 | 21 28 | 29 | 34
Gruppe | Sensibilisierung| Sensibilisierungen | Allergenprovokationen
i.p. i.p. inhalativ

NaCl NaCl NaCl NaCl

NEG
POS

NaCl

Tabelle 10: Ubersicht der Versuchsgruppen mit den entsprechenden Behandlungen fir das
im OVA-Modell

AHR
CBA/J /l\
23 \
Tag 1 14 21 4

Sensibilisierung Allergenprovokation

Abb. 29: Behandlungsschema flir das Aspergillus-Protokoll mit einer Sensibilisierung an Tag
1, einer intranasalen Allergenprovokation (bzw. Boosterung) an Tag 14 und einer
intratrachealen Allergenprovokation an Tag 21. 48h nach der letzten Allergenprovokation
wurde die Atemwegsreagibilitat auf Methacholin gemessen.

Tag 1 14 21
Gruppe | Sensibilisierung| Allergenprovokation | Allergenprovokation
i.p. i.n. i.t.
NaCl NaCl

Tabelle 11: Ubersicht der Versuchsgruppen mit den entsprechenden Behandlungen fir das
Aspergillus Modell.

93



Ergebnisse
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Abb. 30: Anzahl eosinophiler Granulozyten in der BAL pro Lavagevolumen im OVA- und

Aspergillus Modell. N = 6 pro Gruppe, # p < 0,05, ## p < 0,01 versus Positivkontrolle POS im
OVA-Modell und POS 1im Aspergillus Modell.
In beiden Modellen entwickeln die mit dem entsprechenden Allergen behandelten Mause eine
Lungeneosinophilie. Die Behandlung mit OVA nach dem Aspergillus-Schema mit nur drei
Behandlungen reicht hingegen nicht aus, um eine allergische Entziindung zu induzieren. Im
Gegensatz dazu zeigen die mit Aspergillus behandelten Mause eine deutliche Eosinophilie in
diesem Modell, die im Vergleich zum OVA-Modell noch starker ausgepragt ist (Abb. 30).

20 - p = 0,104 p = 0,053

C—

T

-
n
1

EC50 [MCh mg/mL]
=
[

5 =
0 L} L} L}
NEG POS NEG POS 1 POS 2
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Abb. 31: Atemwegsreagibilitat auf inhalative Methacholinprovokation im OVA- und Aspergillus

Modell 48h bzw. 24h nach letzter Allergenprovokation, gemessen im Headout-System,
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dargestellt als effektive Konzentration aerolisierter Methacholinldsungen, die einen Abfall der

EF50 um 50% bewirkt. N = 6 pro Gruppe (Irrtumswahrscheinlichkeiten siehe Diagramm)

Im OVA-Modell zeigen die allergenbehandelten Tiere wieder nur eine tendenzielle
Atemwegshyperreagibilitdt (Abb. 31). Diese ist im Aspergillus Modell entsprechend der
starkeren Eosinophilie sehr viel deutlicher ausgepragt. Analog weisen die nach dem
Aspergillus-Schema mit OVA behandelten Tiere parralel zur ausbleibenden allergischen
Entziindung auch keine Atemwegshyperreagibilitat auf.

Beim Vergleich der beiden Modelle fallt zudem auf, dass die CBA/J Mause im Aspergillus
Modell perse eine erhdhte Reagibilitat aufweisen als die BALB/c-Mause im OVA-Modell, was
durch den Mausstamm an sich oder das unterschiedliche Behandlungs-Schema bedingt sein
kann (Abb. 31).

Schlussfolgerung: Auf Grund der deutlicheren Auspragung eines asthmatischen Phanotyps
und des einfachen und kurzen Behandlungsprotokolls wurde im Folgenden im Aspergillus

Modell gearbeitet.

5.3.2. Inhalative versus intratracheale Allergenprovokation im Aspergillus Modell

Die Wahl der Applikationsform bei der Allergenprovokation wird Uberwiegend von
praktischen Gesichtspunkten beeinflusst. Eine inhalative Allergenexposition reflektiert jedoch
am besten die natirliche Situation. Die inhalative Allergenprovokation hat zudem den Vorteil,
dass sie schonend, mit geringerer Belastung fir die Tiere und ohne Narkose durchgefihrt
werden kann. Auflerdem bleiben die intratracheale und intranasale Route frei fir
pharmakologische Applikationen. Intratracheale und intranasale Allergenprovokation
verbrauchen dafir nur sehr geringe Substanzmengen und eine definierte Allergendosis kann

z.T. reproduzierbarer und mit geringerem technischem Aufwand appliziert werden.

Um zu dberprifen ob nach dem Aspergillus-Schema das inhalative Allergenprovokation
einen vergleichbaren asthmatischen Phanotyp hervorruft wie die intranasale bzw.
Intratracheale Allergenprovokation, wurden C57BL/6 Mause dem Protokoll entsprechend
behandelt und untersucht. Es wurden Mause vom Stamm C57BL/6 verwendet, da fur die
spezifische Fragestellung dieser Doktorarbeit u.a. die Verwendung von kommerziell

erhaltlichen C3-Knockout Mause angedacht war.
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Tag 1 14 | 21
Gruppe | Sensibilisierung Allergenprovokation
i.p./s.c. i.n. i.t.

10 ug 20 ug 20 ug

NEG AF/IFA NaCl NaCl
POS AF/IFA AF AF

i.p./s.c. inhalativ inhalativ

10 ug 8 ug 8 ug

NEG AF/IFA NaCl NaCl
POS AF/IFA AF AF

Tabelle 12: Ubersicht der Versuchsgruppen mit den entsprechenden Behandlungen fiir den

Vergleich der Inhalativen versus der intranasalen/intratrachealen Allergenprovokation in
C57BL/6 Mausen nach Behandlungsprotokoll des Aspergillus Modell (vgl. Abb. 29)).
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Abb. 32: Konzentrationen verschiedener Mediatoren der allergischen Atemwegs-entziindung
BAL, 48h

A: Gesamt-IgE-Konzentration im Serum. B: IL-13-Konzentration in der BAL. N = 8 pro

im  Serum  bzw. in der nach letzter  Allergenprovokation.

Gruppe, ## p < 0,01 zwischen den Positivkontrollen.

Die Serum-IgE-Konzentration ist nach beiden Applikationsprotokollen massiv in den
allergenbehandelten Tieren erhoht (Abb. 32A). Ebenso lasen sich erhdhte Konzentrationen
von IL-13 gegenlber mit Kochsalzlésung behandelten Tieren in der BAL nachweisen (Abb.
32B). Zwischen den beiden Behandlungsprotokollen sind signifikante Unterschiede in den

Konzentrationen dieser Mediatoren feststellbar.
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Die inhalativ behandelten Tiere bilden weniger IgE. Im Gegensatz dazu ist die IL-13
Konzentration in der BAL gegenuber den intranasal/intratracheal behandelten Tieren erhoht.
Andere typische Th2-Zytokine in der BAL wie |IL-4 und IL-5 lagen zum

Observierungszeitpunkt unterhalb des Detektionslimits.
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Abb. 33: Differentialzellbild der BAL von C57BL/6 Mausen ca. 48h nach letzter
Allergenprovokation, dargestellt als 10° Zellen pro gewonnenes Lavagevolumen in mL. N = 8

pro Gruppe, ## p < 0,01### p <0,001 zwischen den Positivkontrollen

Das inhalative Allergenprovokation fihrt zu einer weitaus starkeren allergischen
Atemwegsentziindung im Vergleich zur intranasalen/intratrachealen Allergenapplikation. Die
Zellkonzentrationen von eosinophiler Granulozyten und Lymphozyten sind stark in der BAL
erhoht. Demgegentiber sind in der inhalativen Gruppe keine neutrophilen Granulozyten in
der BAL vorhanden. Der Anteil neutrophile Granulozyten in der BAL intranasal/intratracheal
behandelter Tiere koénnte Ausdruck der unspezifischen Reizung der Lunge durch die
Applikation sein (Abb. 33).
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Abb. 34: Atemwegsreagibilitat auf inhalative Methacholinprovokation im Aspergillus Modell,
gemessen im Headout-System. Dargestellt als effektive kumulative Methacholindosis, die
einen Abfall der EF50 um 50% bewirkt. N = 8 pro Gruppe, die Irrtumswahrscheinlichkeiten

sind der Abb. zu entnehmen.

Die intranasale/intratracheale sowie die inhalative Allergenprovokation verursachen eine
Atemwegshyperreagibilitat im Vergleich zu entsprechend mit Kochsalzlosung behandelten
Tieren. Diese ist bei inhalativ behandelten Tieren allerdings sehr viel deutlicher ausgepragt.
DarlUber hinaus sind die Kontrolltiere der inhalativ behandelten Tiere weniger reagibel als die

intranasal/intratracheal behandelten Kontrolltiere (Abb. 34).
Schlussfolgerung: Auf Grund der deutlicher ausgepragten allergischen Entziindung und

Atemwegshyperreagibilitdt, sowie der belastungsdrmeren Applikationform, wurde im

Folgenden das Protokoll mit der inhalativen Allergenprovokation gewahlt
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5.3.3. Vergleich der Zeitpunkte 24h versus 48h nach Allergenprovokation

Auf Grund der schlechten Detektierbarkeit speziell der Th2-Zytokine im vorherigen
Experiment, wurden in diesem Experiment die Zeitpunkte 24h gegeniber 48h nach letzter

Allergenprovokation auf ihrem Einfluss auf den asthmatischen Phanotyp untersucht.

AHR
C57BL/6 /I
22/23
Tig1 Tf. 7f
Sensibilisierung Allergenprovokation

Abb. 35: Behandlungsschema fir Vergleich der Zeitpunkte 24h versus 48h im inhalativen
Aspergillus Modell an C57BL/6 Mausen. 24h bzw. 48h nach der letzten Allergenprovokation
wurde die Atemwegsreagibilitdt auf Methacholin gemessen und die Tiere anschlief3end

geopfert.

Tag 1 14 | 21
Gruppe | Sensibilisierung Allergenprovokation
i.p./s.c. inhalativ

Tabelle 13: Ubersicht der Versuchsgruppen mit den entsprechenden Behandlungen im

inhalativen Aspergillus Modell an C57BL/6 Mausen.
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Abb. 36: Zytokinkonzentration in der BAL von C57BL/6 Mausen 24h und 48h nach letzter
Allergenprovokation im Vergleich zu Kontrolltieren zum 48h Zeitpunkt. N = 8 pro Gruppe,
Irtumswahrscheinlichkeiten zwischen dem 24h und 48h Zeitpunkt # p < 0,05, ## p < 0,01,
### p <0,001.

24h nach Allergenprovokation lassen sich z.T. sehr hohe Zytokinkonzentrationen in der BAL
messen. IL-5 und Eotaxin (Werte x 10) sind zum 24h Zeitpunkt in sehr hohen
Konzentrationen vorhanden, wahrend sie zum 48h Zeitpunkt kaum noch nachweisbar sind.
Auch die IL-13 Konzentration nimmt zum 48h Zeitpunkt deutlich ab. IL-4 und IFNy lagen
sowohl 24h als auch 48h unterhalb der Nachweisgrenzen (Abb. 36).
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Abb. 37: Differentialzellbild der BAL von C57BL/6 Mausen 24h bzw. 48h nach letzter

Allergenprovokation, dargestellt als 10° Zellen pro gewonnenes Lavagevolumen in mL.
N = 8 pro Gruppe, ## p < 0,01 24h versus 48h.
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Alle allergenbehandelten Tiere zeigen eine deutliche allergische Atemwegsentzindung,
charakterisiert durch eine massive Einwanderung von eosinophilen Granulozyten in das
Lungenlumen und einer deutlichen Prdsenz von Lymphozyten, die in den
allergenbehandelten gleich ist. Unterschiede ergeben sich in der Anzahl neutrophile
Granulozyten, die lediglich in der 24h-Gruppe sichtlich erhéht ist, wahrend in allen anderen

Gruppen praktisch keine neutrophile Granulozyten vorhanden sind (Abb. 37).
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Abb. 38: Atemwegsreagibilitdt auf inhalative Methacholinprovokation 24h und 48h nach
letzter Allergenprovokation im Aspergillus Modell, gemessen im Headout-System. Dargestellt
als effektive kumulative Methacholindosis, die einen Abfall der EF50 um 50% bewirkt. N = 8

pro Gruppe, ** p < 0,05 versus Negativkontrolle, ## p < 0,05 versus Positivkontrolle.

Analog zur ausgepragten Lungeneosinophilie weisen die allergenbehandelten Tiere eine
Atemwegshyperreagibilitat im Vergleich zu den Kontrolltieren auf. Diese ist bereits 24h nach

Allergenprovokation ausgepragt und unverandert zum 48h Zeitpunkt (Abb.38).

Schlussfolgerung: Eine Lungeneosinophilie und Atemwegshyperreagibilitat ist bereits 24h
nach Allergenprovokation in vergleichbarer Auspragung zum 48h Zeitpunkt ausgebildet. Auf
Grund der besseren Detektierbarkeit von Unterschieden in den Zytokinkonzentationen der
BAL zwischen Allergen- und Allergen-unbehandelten Tieren, wurde im Folgenden der 24h

Zeitpunkt fur die Lungenfunktionsmessung und anschlieliender Opferung der Tiere gewahlt.
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5.3.4. Vergleich der Mausstamme C57BL/5 und BALB/c im Aspergillus- Modell

Verschiedene Mausstamme reagieren in pathophysiologischen Modellen z.T. mit sehr
unterschiedlich stark ausgepragten Phanotypen. Auch die einzelnen Komponenten und
Mechanismen, die die Ausbildung eines komplexen Krankheitsbildes bewirken, kénnen in
sehr unterschiedlichem Masse beteiligt sein, und viele immunologische Prinzipien zeichnen
sich durch eine hohe Redundanz aus.

Die Einflisse der Anaphylatoxine in Asthma-Maus-Modellen wurden tberwiegend auf den
BALB/c und S129 Hintergrund beschrieben.

Fir eine umfassendere Charakterisierung des Aspergillus Modells mit der Maoglichkeit
pharmakologische Effekte in unterschiedlichen Mausstammen innerhalb eines konstanten
Versuchstiermodells zu prifen, wurde das fir CBA/J und C57BL/6 bereits etablierte
Aspergillus Modell auf den BALB/c-Stamm erweitert.

Die nachfolgenden Darstellungen sind Ergebnisse aus mehreren unabhangigen
Experimenten, die mit C57BL/6- und BALB/c-Mausen im inhalativen Aspergillus Modell
durchgefihrt wurden.
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Abb. 39: Lésliche Mediatoren der allergischen Entztindung in Serum und BAL von C57BL/6
und BALB/c Mausen 24h und 48h nach letzter inhalativer Allergenprovokation im Aspergillus
Modell. C57BL/6 N = 6, BALB/c N = 10 pro Gruppe, * p < 0,05 C57BL/6 versus BALB/c. A:

IgE-Konzentration im Serum. B: IL-13-Konzentration in der BAL.
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Abb. 40: Lésliche Mediatoren der allergischen Entziindung in Serum und BAL von C57BL/6
und BALB/c Mausen 24h und 48h nach letzter inhalativer Allergenprovokation im Aspergillus
Modell. C57BL/6 N = 6, BALB/c N = 10 pro Gruppe, * p < 0,05, *** p <0,001 C57BL/6
versus BALB/c. A: IL-5-Konzentration in der BAL B: Eotaxin-2-Konzentration in der BAL. Die
Werte fur C57BL/6 zum 48h Zeitpunkt lagen aulterhalb des oberen Messbereiches von
8000 pg/mL.

Die Serum-IgE-Konzentrationen liegen flir C57BL/6 und BALB/c Mause fur den 24h als auch
zum 48h Zeitpunkt jeweils auf gleichem Niveau. AulRerdem lasst sich erkennen, dass die
Allergenprovokation in beiden Maustdammen gleichsam die IgE-Produktion triggert, da sie
zum 48h Zeitpunkt hin zunimmt (Abb. 39A).

Die IL-13-Konzentration in der BAL ist 24h nach Allergenprovokation in C57BL/6 signifikant
hoher als in BALB/c. In C57BL/6 bleibt sie von 24h bis 48h konstant, wahrend in BALB/c
Mausen die IL-13-Konzentration zum 48h Zeitpunkt ansteigt (Abb. 39B).

Wie im vorherigen Experiment bereits gezeigt, ist IL-5 nur zu frihen Zeitpunkten nach der
Initiierung der allergischen Entziindungsreaktion in groReren Mengen nachweisbar. Auch in
BALB/c Mausen fallt die Konzentration deutlich nach 48h ab, und ist identisch mit der in
C57BL/6 Mausen. Zum 24h Zeitpunkt sind die IL-5 Konzentrationen in der BAL von C57BL/6
extrem hoher als in BALB/c Mausen (Abb. 40A).

Die allergische Entziindungsreaktion in C57BL/6 Mausen zeichnet sich zudem durch sehr
hohe Konzentrationen von Eotaxin-2 in der BAL aus, die nach 48h noch zunehmen. In

BALB/c Mausen sind sie vergleichsweise sehr niedrig (Abb. 40B).
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Abb. 41: Leukozyten in der BAL von C57BL/6 und BALB/c Mausen 24h und 48h nach letzter
inhalativer Allergenprovokation im Aspergillus Modell, dargestellt als 10* Zellen pro
gewonnenes Lavagevolumen. Zusatzlich ist der prozentuale Anteil des entsprechenden
Zelltyps angegeben. C57BL/6 N =6, BALB/c N =10 pro Gruppe, * p <0,05, ** p <£0,01,

*** p <0,001 C57BL/6 versus BALB/c. A: Eosinophile Granulozyten in der BAL.

B: Neutrophile Granulozyten in der BAL.

Entsprechend der hohen Konzentrationen von IL-5 und Eotaxin-2 zeigen C57BL/6 Mause
eine sehr starke Infiltration von eosinophilen Granulozyten in das Lungenlumens, die zum
48h Zeitpunkt kaum noch weiter ansteigt. In BALB/c Mausen ist die Eosinophilie absolut sehr
viel geringer und scheint sich generell langsamer zu entwickeln. Der prozentuale Anteil der
eosinophilen Granulozyten verdoppelt sich noch in BALB/c Mausen von 24h auf 48h nach
Allergenprovokation (Abb. 41A).

Neutrophile Granulozyten findet man in beiden Mausstdmmen in der frGhen Phase der
Entzindung 24h nach Allergenprovokation. Nach 48h sind sie kaum noch messbar. Der
relative Anteil der neutrophilen Granulozyten ist in BALB/c Mausen sehr viel héher. Auf
Grund der massiven Zellinvasion in C57BL/6 Mausen sind die absoluten Zahlen neutrophiler

Granulozyten im Vergleich zu BALB/c aber nur gering unterschiedlich (Abb. 41B).
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Abb. 42: Atemwegsreagibilitat auf inhalative Methacholinprovokation von C57BL/6 und
BALB/c Mausen 48h nach Allergenprovokation, im Aspergillus Modell, gemessen im
Headout-System. Dargestellt als effektive kumulative Methacholindosis, die einen Abfall der
EF50 um 50% bewirkt. C57BL/6 N = 6, BALB/c N = 10 pro Gruppe, # p < 0,05, ## p < 0,01

versus Positivkontrolle.

Beide Mausstamme entwickeln nach dem Aspergillus-Protokoll eine Atemwegs-
hyperreagibilitat. Diese ist in C57BL/6 Mausen etwas deutlicher ausgepragt. Dieser
Unterschied wird primar bedingt durch eine leicht erhdhte Reagibilitat auf Methacholin der
mit Kochsalzlosung behandelten BALB/c Mause im Vergleich zu den entsprechenden
C57BL/6 Kontrollen (Abb. 42).

Schlussfolgerung: C57BL/6 Mause entwickeln eine extrem starke Eosinophilie im
Aspergillus Modell mit Uberschielender Zytokinproduktion und reprasentieren dadurch
schlecht den durchschnittlichen asthmatischen Phanotyp beim humanen Asthma bronchiale.
BALB/c Mause hingegen reagieren im Aspergillus Modell in vergleichbarer Auspragung mit
einer Atemwegseosinophlie, wie man sie auch beim Asthmatiker nach Allergenprovokation
beobachtet.
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5.3.5. Vergleich zweier unterschiedlicher Formen der Negativkontrolle

In diesem Experiment wurden die zwei mdglichen Formen der in Asthma-Modellen
Verwendung findenden Negativkontrollen auf eventuelle Unterschiede untersucht. Die
Kontrollen unterscheiden sich im dem Zeitpunkt, zudem analog zu den komplett
allergenbehandelten Tieren auch die Kotrolltiere einer einmaligen Allergenbehandlung
ausgesetzt werden. Die haufigste Form besteht darin die Kontrolltiere mit dem Allergen zu
sensibilisieren und alle weiteren Behandlungen mit Vehikel durchzufihren. Bei der
alternativen Form werden die Tiere mit Vehikel und i.d.R. zusammen mit dem Adjuvants
»Sensibilisiert* und die letzte Allergenprovokation wird analog zur Positivkontrolle mit dem
Allergen durchgefuhrt. Die letztere Form ist gerade dann sinnvoll, wenn die
lungenphysiologische allergische Friuhreaktion gemessen wird, insbesondere dann wenn mit
komplexen allergenen Extrakten gearbeitet wird, deren zusatzliche Bestandteile, Einfluss auf
die Lungenfunktion haben kénnen.
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Abb. 43: Behandlungsschema fir den Vergleich zweier unterschiedlich generierter

Kontrollgruppen im inhalativen Aspergillus Modell an BALB/c Mausen. Die zweite
Allergenprovokation wurde als Lungenfunktionsmessung der allergischen Frihreaktion
durchgefuhrt.

Tag 1 14 | 21
Gruppe | Sensibilisierung Allergenprovokation
i.p./s.c. inhalativ
NEG1 AF/IFA NaCl NaCl
NEG2 NaCl NaCl AF
POS AF/IFA AF AF

Tabelle 14: Ubersicht der Versuchsgruppen mit den entsprechenden Behandlungen fir den
Vergleich zweier unterschiedlich generierter Kontrollgruppen im inhalativen Aspergillus
Modell an BALB/c Mausen.

106



Ergebnisse

A B

. 25+ 2

- " " _ H H

E |
<

S 20 - E

X, e *%

- o )

< -

m 15 - <

£ @ .

= £

c 10 - T 2

N — =

Q o

& o

E 5- £

(4]

2 z =

(D 0 L] L 0 ] ]

NEG1 NEG2 POS NEG1 NEG2 POS
C D
51 #h 29 #h

:l |

E E

v; 4 - ‘E *

E Rl ( \

i -

I 37 I

m

@ 2- 8

N >

[« N

o o

£ 14 S

% £

0 L J L J 0 L ) | J
NEG1 NEG2 POS NEG1 NEG2 POS

Abb. 44: Differentialzellbild der BAL von BALB/c Mausen 24h nach letzter inhalativer
Allergenprovokation im Aspergillus Modell, dargestellt als 10* Zellen pro gewonnenes
Lavagevolumen. N = 12 pro Gruppe, ## p < 0,01 versus Positivkontrolle, * p < 0,05,
** p £ 0,01 NEG 1 (AF sensibilisiert) versus NEG 2 (AF inhalativ provoziert). A: Gesamt-
Leukozytenzahl in der BAL. B: Neutrophile Granulozyten in der BAL. C: Eosinophile Granulo-
zyten in der BAL. D: Lymphozyten in der BAL.

Die Gesamtleukozytenzahl ist in den allergenbehandelten Tieren gegenuber den
Kontrollgruppen erhdht (Abb. 44A). Neutrophile Granulozyten sind in der BAL der mit
Kochsalzlésung inhalativ provozierten Kontrollgruppe praktisch nicht vorhanden, wahrend die
allergenbehandelte  Positivgruppe eine deutliche Einwanderung von Neutrophile
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Granulozyten in das Lungenlumen zeigt (Abb. 44B). Auch die einmalige inhalative
Allergenprovokation fuhrt in den Kontrolltieren zu einem signifikanten Anstieg der Anzahl
neutrophiler Granulozyten in der BAL gegenlber den entsprechend mit Kochsalzldsung
behandelten Tieren (Abb. 44B).

Beide Kontrollgruppen weisen keine eosinophilen Granulozyten in der BAL auf, wahrend die
allergenbehandelten Tiere eine Atemwegseosiophilie entwickeln (Abb. 44C).

Die Atemwegseosiophilie der allergenbehandelten Tiere ist begleitet von einem Anstieg der
Lymphozytenzahl in der BAL. In den mit Kochsalzlésung inhalativ provozierten Kontrolltieren
sind wenige Lymphozyten in der BAL vorhanden. Die einmalige inhalative
Allergenprovokation fuhrt hingegen zu einem signifikanten Anstieg der Lymphozytenzahl in
der BAL, bleibt aber im Vergleich zu den allergenbehandelten Tieren gering (Abb. 44D).
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Abb. 45: Atemwegsreagibilitat auf inhalative Methacholinprovokation von BALB/c Mausen
24h nach Allergenprovokation im Aspergillus Modell, gemessen im Headout-System.. N = 12
pro Gruppe, # p < 0,05, ### p < 0,001 versus Positivkontrolle, ** p < 0,01 NEG 1 (AF
sensibilisiert) versus NEG 2 (AF inhalativ provoziert). A: Atemwegsreagibilitat dargestellt als
effektive kumulative Methacholindosis, die einen Abfall der EF50 um 30% bewirkt. B:
Gemittelte Wirkungskurven der EF50 prozentual zum Basalwert als Reaktion auf
Kochsalzlésung und steigenden Methacholinkonzentrationen die zur Aerosolgeneierung
eingesetzt wurden.

Fir die Darstellung der Atemwegsreagibilitat wurde eine ED30 berechnet, da ein 50-%iger
Abfall der EF50 durch die Methacholinprovokation bei einigen Tieren nicht erreicht wurde.
Die Tiere der Positivkontrolle zeigen eine starke Atemwegshyperreagibilitat im Vergleich zu

beiden Kontrollgruppen.
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Die Atemwegsreagibilitat auf Methacholin ist zwischen den Kontrolltieren allerdings sehr
unterschiedlich ausgepragt. Die einmalige inhalative Allergenprovokation scheint einen
positiven Effekt auf die Lungenfunktion auszulben; Tiere dieser Kontrollgruppe reagieren
sehr viel schwacher auf Methacholin als die mit Kochsalzlésung inhalativ provozierten
Kontrolltiere (Abb. 45A). Ein analoges Bild der Atemwegsreagibilitat ergibt sich auch beim
Vergleich der Wirkungskurven. Die Wirkungskurve der Positivkontrolle verlauft erheblich
steiler als die der Negativkontrollen (Abb. 45B).
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Abb. 46: Reaktion der inhalativen Allergenprovokation auf die Lungenfunktions-Parameter
EF50 und Time of Brake von BALB/c Mausen an Tag 21 des Aspergillus Modells. Dargestellt
sind die relativen Anderungen bezogen auf die Basalwerte. Die Datenpunkte sind Mittelwerte
von je 12 Tieren aus 5 min Abschnitten, aus denen sich das Maximum bzw., Minimum des

Parameters aus Mittlungen von 100 sec. langen Segmenten errechnet.
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Die Aerosolexposition ist durch einen grauen Balken in der Zeitachse gekennzeichnet und
dauerte 12 min. N = 12 pro Gruppe.

A: Relative Anderung der EF50 im Verlauf der inhalativen Allergenprovokation.

B: Relative Anderung der Time of Brake im Verlauf der inhalativen Allergenprovokation

Alle Tiere reagieren auf die Aerosolexposition mit einem Abfall der EF50, die zum Ende der
Messung wieder allmahlich in Richtung Basalwert ansteigt. Dieser Anstieg ist bei den Tieren
der Positivgruppe am schwachsten ausgepragt. Die mit Kochsalzlésung provozierten Tiere
zeigen eine etwas starkere Reaktion im Verkauf der Exposition, steigen dann aber wieder
steiler in Richtung Basalwert an. Eine allergische Fruhreaktion ist im Mittel nicht zu erkennen
(Abb. 46A).

Die Ausbildung einer Time of Brake wird in der Lungenfunktion als Mal} fur eine sensorische
Reaktion herangezogen. Alle mit Aspergillus Extrakt-Aerosol provozierten Tiere reagieren
direkt auf die Exposition im einem starken Anstieg in der Time of Brake, die Tiere der
Positivkontrolle am starksten. Im weiteren Verlauf der Exposition fallt der Wert auf den
Ausgangswert zurtck und bleibt dann Uber den weiteren Verlauf der Messung recht
konstant, wobei die Tiere der Positivkontrolle relativ erhohte Werte beibehalten. Im
Gegensatz dazu zeigen die mit Kochsalzldsung exponierten Tiere keine direkte Reaktion auf
die Verneblung. Die Time of Brake nimmt sogar im weiteren Verlauf der Exposition ab und
pendelt sich danach auf einen Wert zwischen maximaler Reaktion und dem Basalwert ein
(Abb. 46B).
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Abb. 47: Reaktion der inhalativen Allergenprovokation auf die Lungenfunktions-Parameter
EF50 und Time of Brake, ausgewertet nach der maximalen mittleren Reaktion von
Expositionbeginn bis Messende. N = 12 pro Gruppe, ## p < 0,01 versus Positivkontrolle,
**p <0,01 NEG 1 (AF sensibilisiert) versus NEG 2 (AF inhalativ provoziert).

A: Relative maximale Anderung der EF50 auf inhalative Allergenprovokation.

B: Relative maximale Anderung der Time of Brake auf inhalative Allergenprovokation
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Analog zu den Verlaufskurven ist nach Auswertung der mittleren maximalen Reaktion kein
Unterschied in der relativen EF50-Anderung zwischen den Behandlungsgruppen zu
erkennen (Abb. 47A). Fiir die mittlere maximale Anderung der Time of Brake zeigt sich auch
in dieser Darstellung eine gegensatzliche Reaktion zwischen der Exposition mit Allergen und
Kochsalzlésung. Die Exposition mit Kochsalzlésung hat keine bis eher positive
Auswirkungen auf die Lungenfunktion im Hinblick auf sensorische bedingte Veranderung des
Atemmusters. Die Allergenexposition fuhrt in allen Gruppen zu einer Erhéhung der Time of
Brake. Diese ist bei den Tieren der Positivkontrolle am starksten ausgepragt. Die
Unterschiede innerhalb der allergenexponierten Tiere sind allerdings statistisch nicht
signifikant (Abb. 47B).

Einfluss der Allergenkonzentration auf die allergische Fruhreaktion und Entziindung

Zur Uberprifung eines dosisabhangigen Effekts des Allergens auf Parameter der
Lungenfunktion und der allergischen Entziindung wurden die Behandlungsgruppen in eine
Nierdrig- und eine Hoch- Dosisgruppe geteilt. Je 6 Tiere jeder Gruppe wurden bei der
zweiten Allergenprovokation entweder mit einer niedrigen Ausgangslosungs-Konzentration

des Allergens (9 mg/mL] oder mit einer hohen (18 mg/mL) inhalativ provoziert.
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Abb. 48: Einfluss der Aspergillusdosis der zweiten inhalativen Allergenprovokation auf die
lungenphysiologische Fruhreaktion und Anzahl neutrophiler Granulozyten in der BAL. Grine
Balken = Niedrig-Dosisgruppe (9 mg/mL), rote Balken = Hoch-Dosisgruppe. Die
entsprechend farblich markierten Rauten beschreiben die Signifikanzen innerhalb eines
Dosiskollektivs bezogen auf die Positivkontrolle # p < 0,05;

die Sternchen beschreiben signifikante Unterschiede zwischen den Allergendosen innerhalb
einer Behandlungsgruppe * p < 0,05, *** p < 0,001. A: Lungenphysiologische Frihreaktion
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auf eine inhalative Allergenprovokation einer niedrigen und eine hohen Allergendosis,
dargestellt als mittlere maximale relative Anderung der EF50 zum Basalwert.

B: Anzahl neutrophile Granulozyten in der BAL 24h nach inhalativer Allergenprovokation mit
einer niedrigen und einer hohen Allergendosis bzw. Kochsalzlésung.

Die Anderungen in der EF50 als Reaktion auf die inhalative Allergenprovokation sind im
Durchschnitt in den Behandlungsgruppen sehr ahnlich und verhalten sich unabhangig von
der Allergendosis mit Ausnahme der Positivkontrolle. Die Tiere der Positivkontrolle reagieren
extrem unterschiedlich auf die eingesetzten Allergendosen. Die niedrige Allergendosis
bewirkt nur einen sehr geringen Abfall der EF50 im Vergleich zu den anderen Gruppen,
wahrend die hohe Allergendosis zu einem starken Abfall der EF50 fuhrt aber nur geringfugig
groler ist als in den anderen Behandlungsgruppen. Bedingt durch diese stark
gegensatzliche Reaktion in der Positivgruppe ergibt sich flr das Niedrig-Dosis Kollektiv eine
signifikante Verringerung gegenuber der Kontrollgruppe. Im Gegensatz dazu ergibt sich ein
signifikanter Anstieg der Positivkontrolle gegenuber der Negativkontrolle 2 im Hoch- Dosis
Kollektiv (Abb. 48A)

Die Einwanderung von neutrophile Granulozyten in das Lungenlumen ist in allen inhalativ mit
Allergen provozierten Gruppen dosisabhangig erhoht. Dieser Effekt ist in der Positivkontrolle
allerdings nur tendenziell erkennbar. In den Kontrolltieren fuhrt die einmalige
Allergenprovokation mit der hohen Dosis zu einer deutlichen und signifikanten Verstarkung
der Rekrutierung neutrophiler Granulozyten; und spiegelt somit einen proinflammatorischen
Effekt wider (Abb. 48B).

Schlussfolgerung: Die Art der Generierung der Negativkontrolle hat im dargestellten
Aspergillus Modell z.T. sehr starken Einfluss auf die untersuchten Endparameter. Nicht-
allergische Tiere reagieren lungenphysiologisch anders auf eine inhalative Provokation mit
Aspergillus Extrakt als auf Kochsalzlésung. Darlber hinaus provoziert die einmalige
inhalative Exposition mit Aspergillus Extrakt eine dosisabhangige Rekrutierung von
neutrophilen Granulozyten in das Lungenlumen, die durch eine Exposition mit Aerosol
generiert aus Kochsalzlésung nicht zu beobachten ist. Auch die Atemwegsreagibilitat ist
durch eine vorherige Exposition mit Aspergillus Extrakt in nicht-allergischen Tieren verandert.
Um die nicht allergengekoppelten Wirkungen des Aspergillus Extraktes in den Aussagen
Uber Unterschiede zwischen Mausen mit einem asthmatischen Phanotyp und
entsprechenden Kontrolltieren vernachlassigen zu kdnnen, wurde daher im Folgenden
weiterhin  eine einmalige inhalative Allergenprovokation zur Generierung der

Negativkontrolle verwendet.
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5.4. Untersuchung zur Diskriminierung zwischen C3aR- und C5aR-vermittelten
Effekten im Aspergillus Modell

In einem Vorexperiment konnte die allergische Atemwegsentziindung im Aspergillus-
Mausmodell durch die simultane Blockade der C3aR- und C5aR-vermittlelten Funktionen
signifikant vermindert werden. - Die Daten sind hier nicht gezeigt, da sich die Aussage im
folgenden Experiment in gleicher Form wiederholt. - Unklar blieb, in wie weit dieser Effekt
uber C3aR- bzw. C5aR —Blockade vermittelt wird, oder die Kombination fur die effektive
Beeinflussung der pathophysiologischen Phanotyps notwendig ist.

Zur Bearbeitung der Fragestellung wurden BALB/c Mause exklusiv mit dem C3aR-Inhbitor
oder dem C5aR-Antikdrper behandelt. Zusatzlich wurde eine Behandlungsgruppe wieder
simultan mit beiden Substanzen behandelt, um als positive Behandlungskontrolle zu dienen
und die Reproduzierbarkeit des vorherigen Experiments zu Uberprufen. Des Weitern wurde
ein ldslicher C1-Rezeptor auf seine Wirkung im Aspergillus Modell getestet, der im
Gegensatz zu den anderen Substanzen die Wirkung der Anaphylatoxine nicht Uber deren
Rezeptoren beeinflusst, sondern auf der Ebene der Komplementaktivierung die Freisetzung

der Anaphylatoxine inhibiert.
C3aR-Inhibitor

C5aR-AB
sC1R AHR
BALB/c ¢ ¢ /I
2h 2h 22\
Tag 1 14 21 4

Sensibilisierung Allergenprovokation

Abb. 49: Behandlungsschema fur die Prufung der C3aR- und C5aR-vermittelten Rezeptor-

funktion im inhalativen Aspergillus Modell an BALB/c Mausen.
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C3/5aR

Tag 1 14 | 21 14/21 - 2h
Gruppe | Sensibilisierung Allergenprovokation Behandlung
iplsc. “inhalativ i.n.i.p. [mg]
NaCl MSA 0,1/0,1
MSA 0,1/0,1

SB290157

C5aR-AB

SB290157
cC1R

0,2/0,5
0,04/0,1
0,2/0,5
0,2/0,2

Tabelle 15: Ubersicht der Versuchsgruppen mit den entsprechenden Behandlungen fiir die

Prifung der C3aR- und C5aR-vermittelten Rezeptorfunktion im inhalativen Aspergillus

Modell an BALB/c Mausen.
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Abb. 50: Gesamt

Allergenprovokation im Aspergillus Modell. N =

Positivkontrolle

IgE Konzentration

C3aR CbhaR C3/5aR sCR1

im Serum von BALB/c Mausen 24h nach

10 pro Gruppe, ## p < 0,01 versus

Die allergenbehandelten Tiere produzieren vermehrt IgE, dass in erhdhten Konzentrationen

im Serum nachweisbar ist. Die Behandlungen durch mit dem C3aR-Inhibitor dem C5aR-

Antikorper und dem sCR1 zeigen keinen deutlichen Einfluss auf die IgE-Produktion.
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Mediatoren in der BAL
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Abb. 51: Konzentrationen der Zytokine IL-4 und IFNy in der BAL von BALB/c Mausen 24h
nach Allergenprovokation im Aspergillus Modell. N = 10 pro Gruppe, # p < 0,05, ## p <
0,001 versus Positivkontrolle.

Die Konzentration von IL-4 in der BAL ist in den Kontrolltieren sowie in allen Behandlungs-
gruppen auf einem ahnlich niedrigem Niveau, mit Ausnahme der simultan mit dem C3aR-
Inhibitor und dem C5aR-Antikdrper behandelten Tiere. Die Behandlung reduziert in diesen
Tieren die IL-4 Konzentrationen deutlich unter den Level der Kontrollgruppen. IFNy als
typisches Th1 Zytokin und Gegenspieler von IL-4 ist in den allergenbehandelten
Kontrolltieren signifikant gegenlber den Tieren der Negativkontrolle verringert. Die
Behandlungsgruppen zeigen keine deutlichen Effekte auf die IFNy Konzentrationen in der

BAL (Abb. 51).
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Abb. 52: Konzentrationen der Zytokine IL-5 und Eotaxin-2 in der BAL von BALB/c Mausen
24h nach Allergenprovokation im Aspergillus Modell. N = 10 pro Gruppe, #p < 0,05, ## p <

0,01 versus Positivkontrolle.
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IL-5 als Wachstums- und Diffrenzierungsfaktor fur Eosionphile ist in den allergenbehandelten
Tieren gegenlber der Negativkontrolle erhoht. Analog zu IL-5 ist die Konzentration des
Eosinophilen-Chemokins Eotaxin-2 in den allergenbehandelten Tieren gegenlber den
Kontrolltieren erhoht. Die Behandlung mit dem C3aR-Inhibitor und dem C5aR-Antikorper
separat oder in Kombination zeigt keinen signifikanten Einfluss auf die IL-5 oder Eoxtaxin-2
Konzentrationen in der BAL. Die mit dem sCR1 behandelten Tiere hingegen weisen neben
erhdhten IL-5 Konzentrationen auch vermehrt Eotaxin-2 in der BAL auf (Abb. 52).

s A B
4049 # # W W #
100 -+
2 804 E 30 4
2 o
— 60 :
:tl < 20 1 T
m m
c 40 £ r
™ o
o © 10 1
Y 204 =
0 L J 0 L] L] L] L] L] LJ
o o & o © & & & &
S ) ¥ O P O‘b\brb 9

Abb. 53: Konzentrationen von A: IL-13 und B: IL-6 in der BAL von BALB/c Mausen 24h nach
Allergenprovokation im Aspergillus Modell. N = 10 pro Gruppe, # p < 0,05, # p < 0,01, ## p

< 0,001 versus Positivkontrolle.

IL-13 ist in den allergenbehandelten Tieren als auch in den Tieren der Negativkontrolle in
gleicher Menge vorhanden. Die Behandlung mit dem C3aR-Inhibitor und dem Cb5aR-
Antikorper separat oder in Kombination zeigt keinen signifikanten Einfluss auf die IL-13
Konzentrationen in der BAL. In denen mit dem sCR1 behandelten Tiere ist parallel zu
erhdhten IL-5 und Eotaxin-2 Konzentrationen auch vermehrt IL-13 in der BAL nachzuweisen
(Abb. 53A).

IL-6 ist in beiden Kontrollgruppen in geringem Masse vorhanden, in der Allergenbehandelten
Positivkontrolle aber signifikant hdher. Die Behandlung mit dem C3aR-Inhibitor und dem
C5aR-Antikorper separat oder in Kombination sowie mit dem sCR1 reduzieren alle die IL-6
Konzentration in der BAL im Verhaltnis zur Positivkontrolle. Die Behandlung mit dem C5aR-
Antikorper separat oder in Kombination mit dem C3aR-Inhibitor reduzieren die IL-6
Konzentration sogar unter Negativkontroll-Niveau (Abb. 53B).
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Lungenhistologie

Abb. 54: Kryoschnitte von Mauslungen 24h nach Allergenprovokation im Aspergillus Modell,
Giemsafarbung, VergrolRerung 400-fach. A: Negativkontrolle, unsensibilisiert und ein Mal
inhalativ mit Aspergillus Extrakt exponiert. B: Positivkontrolle, sensibilisiert und zweimal
inhalativ mit Aspergillus Extrakt exponiert. Die Pfeile markieren eosinophile Granulozyten.

In den Tieren der Positivkontrolle finden sich im Vergleich zur Negativkontrolle viele
eosinophile Granulozyten in der Lunge, die besonders im perivaskularen Raum zwischen
Gefald und Atemweg gut zu identifizieren sind. Des Weiteren fallt in der Positivkontrolle ein
massives Atemwegsepithel auf, das reich an Becherzellen ist. Ausgepragt ist ebenso die
Ausbildung von Bindegewebsfasern in den sensibilisierten und allergenexponierten Tieren
(Abb 54).

In den Behandlungsgruppen sind die Unterschiede zur Positivkontrolle weniger deutlich und
in verschiedenen Ausschnitten der Lungen nicht einheitlich ausgepragt. Daruber hinaus ist
generell die Entzindung in der Lunge nicht gleichmaRig ausgebildet, was bereits makros-
kopisch, gekennzeichnet durch eine fahle matte Farbung der Lungen, zu erkennen ist. Eine
valide Quantifizierung der eosinophilen Granulozyten an Lungenschnitten ist bereits aus
diesen Grunden schwer mdglich. Auch unter Einbeziehung von Bezugsgroen wie
ausgezahlte Lungenflache oder Epithel-/Endothellange ist die Analyse stark von Auswahl
des bewerteten Ausschnitts abhangig, so dass hier keine objektiven Darstellungen mdglich
sind.
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Differentialzellbild der BAL

Abb. 55: BAL Zytospots von BALB/c Mausen 24h nach Allergenprovokation im Aspergillus
Modell, gefarbt nach Pappenheim, Vergroflerung 630-fach. A: Negativkontrolle,
unsensibilisiert und ein Mal inhalativ mit Aspergillus Extrakt exponiert. B: Positivkontrolle,
sensibilisiert und zweimal inhalativ mit Aspergillus Extrakt exponiert. AM: Alveolar-
makrophage, EO: Eosinophile Granulozyten, PMN: neutrophiler Granulozyt, Lympho:
Lymphozyt

Die BAL der Negativkontrolle wird von Alveolarmakrophagen dominiert, daneben sind einige
Neutrophile Granulozyten vorhanden und vereinzelt auch Lymphozyten zu finden. Im
Gegensatz dazu treten In der BAL der Positivkontrolle vermehrt eosinophile Granulozyten in
Erscheinung. Daruber hinaus sind vermehrt Lymphozyten vorhanden. Lymphozyten und
Alveolarmakrophagen sind im Vergleich zu zur Negativkontrolle sehr viel groRer und weisen
einen aktivierten Phanotyp auf (Abb. 55).

Die Abbildung von einzelnen Zytospot-Bereichen die reprasentativ fur die 4
Behandlungsgruppen sind ware hier wenig objektiv, da die Zelltypen nicht gleichmalig Gber
den Spot verteilt sind und die Unterschiede nicht vollig gegensatzlich sind wie zwischen der
Positiv- und Negativkontrolle. So dienen die gezeigten Abbildungen ebenso wie der Bilder
der Lungenhistologie lediglich der visuellen Untermalung der eosinophilen Entziindung in der
Lunge, die in den folgenden Diagrammen objektiv quantifiziert dargestellt ist.
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Abb. 56: Gesamt-Leukozytenzahl und Anzahl neutrophiler Granulozyten in der BAL von
BALB/c Mausen 24h nach letzter inhalativer Allergenprovokation im Aspergillus Modell,
dargestellt als 10* Zellen pro gewonnenes Lavagevolumen. N = 10 pro Gruppe, # p < 0,05,
## p < 0,01, ### p < 0,001 versus Positivkontrolle.

Die Gesamtleukozytenzahl in der BAL ist in den allergenbehandelten Kontrolltieren
gegenuber denen der Negativkontrolle erhoht. Die Behandlungen mit dem C3aR-Inhibitor,
dem C5aR-Antikorper sowie mit dem sCR1 reduzieren alle die Leukozyteninfiltration in das
Lungenlumen deutlich auf das Niveau der Negativkontrolle (Abb. 56A).

Neutrophile Granulozyten sind in beiden Kontrollgruppen in der BAL vorhanden. Parallel zu
den Konzentrationen des proinflammatorischen  Zytokins IL-6 ist in allen
Behandlungsgruppen der Influx neutrophile Granulozyten in das Lungenlumen reduziert. Am
starksten ist dieser Effekt in den Tieren, die simultan mit dem C3aR-Inhibitor und dem C5aR-

Antikdrper behandelt wurden ausgepragt (Abb. 56B).

119



Ergebnisse

g - M w wow A 3 o Hit# # o # B

Eosinophile in BAL [104/mL]
Lymphozyten in BAL [1 (f/mL]
N
—

Abb. 57: Anzahl eosinophiler Granulozyten und Lymphozyten in der BAL von BALB/c
Mausen 24h nach letzter inhalativer Allergenprovokation im Aspergillus Modell, dargestellt
als 10* Zellen pro gewonnenes Lavagevolumen. N = 10 pro Gruppe, # p < 0,05, ## p < 0,01,
##H# p < 0,001 versus Positivkontrolle.

Eosinophile Granulozyten sind in den Kontrolltieren in der BAL kaum zu finden. Die
allergenbehandelten Kontrolltiere hingegen entwickeln eine deutliche Atemwegs-
eosinophilie. Die Behandlung mit dem C3aR-Inhibitor und dem C5aR-Antikdrper separat
oder in Kombination reduzieren die Eosinophilieninfiltration in das Lungenlumen um 50% bis
60% relativ zur Positivkontrolle. Die Behandlung mit dem sCR1 hingegen zeigt keine
Wirkung auf die Anzahl eosinophile Granulozyten in der BAL (Abb. 57A).

Die Atemwegseosinophilie geht einher mit einer Einwanderung von Lymphozyten in das
Lungenlumen. Ale allergenbehandelten Tiere zeigen eine deutliche Zunahme der
Lymphozytenzahl in der BAL. Die Lymphozyteneinwanderung in das Lungenlumen ist durch
die Behandlung dem C5aR-Antikdrper separat oder in Kombination mit dem C3aR-inhibitor
signifikant verringert. Die Behandlung mit dem C3aR-Inhibitor oder dem sC1R haben keinen
Effekt auf die Lymphozytenzahl in der BAL (Abb. 57B).
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Atemwegsreagibilitat
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Abb. 58: Atemwegsreagibilitat auf inhalative Methacholinprovokation von BALB/c Mausen
24h nach Allergenprovokation im Aspergillus Modell, gemessen im Headout-System. N = 10
pro Gruppe, # p < 0,05 versus Positivkontrolle. A: Atemwegsreagibilitdt dargestellt als
effektive kumulative Methacholindosis, die einen Abfall der EF50 um 50% bewirkt. B:
Gemittelte Wirkungskurven der EF50 prozentual zum Basalwert als Reaktion auf
Kochsalzlésung und steigende Methacholinldsungskonzentrationen.

Die allergenbehandelten Tiere entwickeln eine Atemwegshyperreagibilitdt. Die Behandlung
mit dem C3aR-Inhibitor zeigt keinen Einfluss auf diesen Phanotyp. Im Gegensatz dazu
vermag die Behandlung mit dem C5aR-Antikdrper die Atemwegsreagibilitat signifikant zu
vermindern. Die Behandlung mit dem C3aR-Inhibitor und dem C5aR-Antikdrper in
Kombination sowie die Behandlung mit dem sCR1 zeigen lediglich einen Trend zu einer
verringerten Atemwegsreagibilitdt und ist von der Positivkontrolle nicht signifikant
verschieden (Abb. 58A).

Der Verlauf der Wirkungskurven spiegelt deutlich den Unterschied in der Reagibilitat
zwischen Negativkontrolle und allergenbehandelten  Kontrolltieren  wieder. Die
Positivkontrolle reagiert bei der gleichen Methacholinkonzentration sehr viel starker als die
Tiere der Negativkontrolle. Auch die mit dem C5aR-Abtikdrper behandelten Tiere zeigen
einen deutlich flacheren Kurvenverlauf mit einer Steigung vergleichbar zur Negativkontrolle
(Abb. 58B).
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Genexpression der Anaphylatoxinrezeptoren
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Abb. 59: Relative mRNA Expression der Anaphylatoxinrezeptoren C3aR und C5aR aus
Halblungenlysaten, 24h nach Allergenprovokation im Aspergillus Modell. Dargestellt als
normalisiertes Verhaltnis (Ratio) zu PBGD. N = 10 pro Gruppe, # p < 0,05, ## p < 0,01,

versus Positivkontrolle.

Die relative mRNA Expression des C3aR ist relativ niedrig in der Lunge und in den
Kontrollgruppen sowie in den mit dem C3aR-Inhibitor und dem C5aR-Antikdrper separat
oder in Kombination behandelten Tieren zum Observierungszeitpunkt identisch. (Abb. 59A).
Der C5aR ist deutlich starker in der Lunge exprimiert. Die Expression ist in den
allergenbehandelten Kontrolltieren signifikant zur Negativkontrolle reduziert. Die Behandlung
mit dem C3aR-Inhibitor zeigt keinen Effekt auf die Expression die relativen mRNA Gehalte,
sie sind identisch zur Positivkontrolle. Die Behandlung mit dem C5aR-Antikdper separat und
in Kombination sowohl die Behandlung mit dem sCR1 fuhren zu einer weiteren
Herunterregulierung des mRNA Expression, diese ist aber lediglich in der C3aR-I/C5aR-AB
Kombinationsbehandlungsgruppe und in den Tieren, behandelt mit dem sC1R signifikant zur
Positivkontrolle vermindert (Abb. 59B).
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5.5. Proteinexpression des C5a-Rezeptors in Kryoschnitten der Mauslunge

Fir die Untersuchung des Komplementsystems und insbesondere der Anaphylatoxine sind
fur die Maus kaum spezifische Antikorper kommerziell erhaltlich. Ein spezifischer Antikorper
gegen den murinen Cb5a-Rezeptor, der auch in den Tierexperimenten eingesetzt wurde,
stand jedoch zur Verfiagung. Um zu den Daten zur Genexpression die Proteinexpression des
C5aR in der Lunge zu untersuchen, wurde der Antikdrper fur immunhistologische Farbungen
des C5aR eingesetzt.

Anti-C5aR-1gG2b IgG2 Isotypkontrolle

. Gefdss

Atemweg

Atemweg

Abb. 60: Immunhistologische Farbung des C5aR an Kryoschnitten der Mauslunge, Uber
einen sekundaren Bruckenantikbrper und einem tertiaren FITC-gekoppelten Antikdrper,
VergroRerung 400-fach. A: Primarantikorper = Anti-Maus-C5aR Ratte 1gG2b B: Primar-
antikérper = Isotypkontrolle Ratte IgG2.

Positiv gefarbte Zellen sind mit dem spezifischen C5aR-Antikdrper vor allem im
Perivaskularen Raum zwischen Gefal® und Atemweg zu detektieren. Die Farbung zeigt
allerdings wesentliche unspezifische Komponenten, denn auch unter Verwendung der
Isotypkontrolle als Primarantikérper sind besonders im Bereich des Atemwegsepithels Zellen
positiv gefarbt.

Die immunhistochemische Farbung wurde vielfaltig variiert, um ein eindeutiges Signal zu
erzielen. Im Rahmen dieser Arbeit konnte allerdings keine eindeutig spezifische Farbung fur
den C5aR entwickelt werden.
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5.6. Bestimmung der Konzentrationen von C3a desarg und C5a desarg in der BAL

5.6.1. C3a desarg und C5a desarg Konzentration in der BAL von Asthmatiker nach
segmentaler Allergenprovokation

Die Desarginierung von C3a zu C3a desarg und von C5a zu C5a desarg ist die naturliche
Regulation der Anaphylatoxin-Wirkungen, vermittelt durch die Carboxypeptidase N im
Serum. Die Quantifizierung von C3a und C5a durch die entsprechenden Systeme ist daher
auf die Messung dieser Inaktivierungprodukte ausgelegt. In der BAL ist eine entsprechende
Inaktivierung durch die Carboxypeptidase N oder Enzyme mit ahnlicher Aktivitat nicht
bekannt, obgleich wahrscheinlich. Der fur die Bestimmung der Gehalte fir C3a desarg und
Cb5a desarg verwendete RIA ist jedoch spezifisch sowohl flr die desarginierten
Inaktivierungsprodukte als auch fir die nativen Proteine.

Die Messung der Anaphylatoxine in der BAL von Asthmatikern diente hier zum einem zur
Reproduktion, der bereits veroffentlichen Daten und als Grundlage fur die Prifung einer
Adaptionsfahigkit des Messsystems an das murine System.
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Abb. 61: A: C3a desarg und B: C5a desarg Konzentration in der BAL von Asthmatiker 24h
nach segmentaler Allergenprovokation im Vergleich zu Basalwert und Vehikelkontrolle
(NaCl).

N =10 pro Gruppe, ## p <0,01versus Positivkontrolle.

Die Konzentration der ersten Inaktivierungprodukte der Anaphylatoxine von C3a desarg und
Cba desarg sind nach einer segmentalen Allergenprovokation von Asthmatikern stark in der
BAL erhoht. Die Provokation durch Kochsalzldsung allein fihrt bereits zu einem geringen
Anstieg in der C3a desarg Konzentration im Vergleich zum Basalwert (Abb. 61).
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5.6.2. Prufung der human spezifischen C3a desarg- und C5a desarg-RIA auf
Kreuzreaktivitat zu den analogen Maus-Peptiden.

Zur Uberpriifung einer Kreuzreaktivitdt der human-spezifischen Antikdrper gegen C3a
desarg und Cb5a desarg des RIA wurden Verdrangungsexperimente flr die Bindung des

Antikérpers an das Protein aus dem humanem Standard des Kits gegenuber den

kompetitiven Proteinen aus murinem und humanem Probenmaterial durchgefihrt.

murine BAL humane BAL
—X—Verdi A )
X erdunnung —X =\ erdiinnung
= O =Verdrangung berechnet = O =Verdringung berechnet
2009 —o—Verdrangung gemssen 75 -

—O—\Verdrangung gemssen

150 <X

100 4 \X .
50 - \x

C [ng/mL]
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Abb. 62: Verdrangungsreihen von humanem C3a desarg Standard gegenuber dem
kompetitiven Proteinen aus A: muriner und B: humaner BAL.

Die Verdrangungskurven zeigen sowohl fir murine als auch humane BAL einen kompetitiven
Effekt zum entsprechenden Standard. Diese ist allerdings gerade fur die humane BAL auf

Grund de relativ geringen Ausgangskonzentration nicht sehr Uberzeugend darzustellen
(Abb. 62)

125



Ergebnisse
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Abb. 63: Verdrangungsreihen von humanem Cb5a desarg Standard gegenuber dem
kompetitiven Proteinen aus A: muriner und B: humaner BAL.

Analog zu den Verdrangungreihen zu C3a desarg ist auch fur C5a desarg eine kompetitive
Verdrangung des Standards durch die murine als auch die humane BAL zu messen.

Grundlage der Verdrangungsexperimente bilden aber hier murine Proben mit einer relativ
geringen Ausgangskonzentration (Abb. 63).

In einer Reihe von Untersuchungen fanden sich keine murinen Proben mit einem hoheren
positiven Signal, das als besser geeignetes Ausgangsmaterial hatte dienen kénnen. Auch
Maus-Serum oder Maus-Komplement-Extraktionen mit oder ohne Aktivierung durch
Zymosan oder Cobra-Venum-Faktor ergaben im Gegensatz zu entsprechenden humanen
Proben kein stark positives Signal in diesem Messsystem.
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6. Diskussion

Die Bedeutung der Anaphylatoxine als Mediatoren von Entziindungsprozessen ist lange Zeit
bekannt. Bereits Ende der 1990er Jahre wurden veranderte Komplementaktivitaten im Blut
und erhohte C3a-Gehalte in der BAL von Asthmatikern festgestellt [Onyemelukwe GC 1989,
Castro FF 1991, Onodera H 1991, van de Graaf EA 1992]. Vor 3 Jahren wurde dann
erstmals an C3aR-deficienten Mausen und Meerschweinchen die Bedeutung der
Anaphylatoxine in der Ausbildung eines asthmatischen Phanotyps dargestellt [Humbles AA
2000, Bautsch W 2000], und inzwischen in mehreren Tierexperimenten bestatigt [Drouin SM
2002, Abe M 2001, Taube C 2003]. In diesen Experimenten konnten keine vergleichenden
Aussagen Uber C3a und Cb5a-vermittelte Effekte getroffen werden und die meisten wurden
an gendefizienten Tieren durchgefuhrt.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Bedeutung von C3a und C5a in der Pathophysiolgie
des allergischen Asthma am murinen Modell der Atemwegsentzindung und Hyperreagibilitat
untersucht. Hierfir wurden gezielt die Funktionen der Anaphylatoxinrezeptoren C3aR und
Cb5aR durch pharmakologische Behandlung in der allergischen Effektorphase blockiert, und
der Einfluss auf die Ausbildung des asthmatischen Phanotyps untersucht.

Die wichtigsten Ergebnisse dabei waren, dass sowohl die Blockade des C3aR als auch die
des C5aR die Einwanderung von eosinophilen Granulozyten in die Lunge reduziert, und
dass eine Blockade des C5aR die Atemwegshyperreaktivitat vermindert.

6.1. Mausmodelle fiir die Untersuchung des Asthma bronchiale

6.1.1. Lungenfunktionsmessung der Atemwegsreagibilitat

Die Atemwegshyperreagibilitat ist das wesentliche diagnostische Merkmal einer obstruktiven
Ventilationsstérung wie sie beim Asthma bronchiale auftritt. Sie wird am Patienten Uber einen
Bronchoprovokationstest spirometrisch ermittelt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei
Messmethoden fur das Maussystem etabliert, Uber die eine Lungenfunktionsmessung an
Versuchstieren durchgefuhrt werden kann. Analog zum humanen System wurden definierte
Provokation mit Allergenen oder Bronchokonstriktoren wie Methacholin durchgefuhrt und die
lungenphysiologische Reaktion gemessen. Sowohl die Methode der orotrachealen Intubation
an der narkotisierten Maus als auch die Headout Bodyplethysmographie an der wachen
Maus eigneten sich gut, relevante Parameter der Atemmechanik zwischen lungengesunden
und lungenkranken Mausen vergleichend darzustellen. Die Behandlung der Mause mit
Allergen Uber Sensibilisierung und Allergenprovokation flhrte zur Ausbildung einer
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Atemwegshyperreagibilitdt gegentuber Methacholin, wie sie auch beim Asthmatiker zu
beobachten ist. Diese lie3 sich sowohl Uber die Lungenfunktionsparameter Resistance als
auch dem Midexpiratorschen Fluss (EF50) messen. Dies steht im Einklang mit Studien von
Finotto und Glaab, in denen die Verwendung verschiedener Methoden der Lungenfunktion
vergleichbare Ergebnisse lieferten [Finotto S 2001, Glaab 2001].

Trotz der ahnlichen Symptomatik in der Lungenfunktion, kann das Mausmodell die
Komplexitdt der Atemwegshyperreagibilitdit beim Asthma bronchiale nur in Teilen
widerspiegeln. Die Respirationssysteme von Mensch und Maus sind anatomisch und auch
funktionell in einigen Punkten verschieden. [McBride JT 1992]

Abgesehen von ihrer geringern Gesamtgrof3e mit einer totalen Lungenkapazitat (TLC) von
ungefahr 1 mL ist der Respirationstrakt der Mauslunge weniger verzweigt, in 13-17
Generationen im Vergleich zu 17-21 beim Menschen, und eher monopodial als dichotom.
Der Parenchymanteil bei der Maus ist geringer, dafir machen die Atemwege einen gré3eren
Anteil aus mit kleineren aber auch deutlich weniger Alveolen. Der relativ grof3e
Gesamtdurchmesser der Atemwege ist vermutlich fir die Uberwindung des
Atemwegwiderstandes bei der hohen Atemfrequenz von 250-350 1/min erforderlich. Die Blut-
Gas-Barriere ist mit 0,32 ym vergleichbar mit der der Ratte (0,38 ym) aber nur fast halb so
dick wie beim Menschen (0,62um) [Nagase T 1997].

Ein wesentlicher funktioneller Unterschied der Lunge von Maus und Ratte im Vergleich zu
der des Menschen ist das Fehlen von submukosalen Drisen und eine hohe Anzahl von
Clara-Zellen [McBride JT 1992]. Die Mukosa der Atemwege wird bei der Maus auch kaum
Uber GefalRe versorgt und nur sparlich durch afferente Nerven innerviert. Der
Automatierythmus des Atemzentrums ist fast vollstdndig autonom (abgesehen vom
Schnappatmungszentrum) und nur abhangig von der afferenten Nervenaktivitat, die durch
den mechanischen Reiz der Atmung stimuliert wird. So kann in der Maus auch kein
Hustenreflex ausgelost werden.

Beim Menschen kdnnen eine Vielzahl von Substanzen einen Bronchospasmus auslésen,
hierzu zahlen Acetylcholin, Methacholin, Histamin, Leukotriene (LTC4, LTD4, LTE4),
Tachykinin, Bradykinin, Endotheline, Prostanoide (PGD2, PGF2a, TXA2) and Serotonin,
wahrend die Mauslunge v.a. auf cholinerge Agonisten, Serotonin and Endotheline reagiert.
Trotz der vielen anatomischen und funktionellen Unterschiede zwischen der Mensch- und
Mauslunge lassen sich wesentliche Symptome des Asthma bronchiale im Mausmodell
hervorrufen. Einige dieser Charakteristika wie die Ausbildung einer Fruh- oder Spatreaktion
hangen aber z.T. stark vom Behandlungsprotokoll ab [Cieslewicz G 1999]. In speziellen
Langzeit-Modellen lassen sich auch chronische Umbauprozesse wie
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Basalmembranverdickung und Hyperplasie der glatten Muskelzellen induzieren [Sakai K
2001, Henderson WR Jr 2002].

Inwieweit die anatomischen Unterschiede Auswirkungen auf die Relevanz der
Lungenfunktionsmessung an der Maus haben ist im Wesentlichen von der Fragestellung
abhangig.

Zudem ist die Atemwegshyperreagibilitdt beim humanem Asthma bronchiale heterogen und
der pathogene Mechanismus kaum verstanden, sodass Untersuchungen an einem relativ
einfachen  Respirationssystem vermutlich eher Aufschluss Uber pathologische
Zusammenhange geben kdnnen [Gelfand EW 2002, Persson CG 2002, Hantos Z 2002, L.
Prieto 2000].

Die hier verwendete Methode, die Bronchokonstriktion auf steigende Dosen des
Acetylcholinagonisten  Methacholin  zu messen ist das allgemein verwendete
Standardverfahren zur Bestimmung der AHR in Maus und Mensch [Kelly HW 2003, O'Byrne
PM 2000, Glaab 2001].

6.1.2. Lungenfunktionsmessung der allergischen Fruhreaktion

Eine Allergenprovokation beim Asthmatiker bewirkt eine unmittelbare Bronchokonstriktion,
die 15 bis 30 min andauert. Diese Reaktion ist beim Menschen Mastzell- und IgE-abhangig
und wird Uber Histamin vermittelt. Bei der sensibilisieren Maus kann eine dhnliche Reaktion
nach Allergenprovokation ausgel6st werden, die allerdings weder von Mastzellen noch IgE
wohl aber von einer B- und T-Zell-abhangigen Immunisierung und IgG1 anhangig ist und
Uber 5-hydroxytryptamine (Serotonin) vermittelt wird. [Martin TR 1993, Crosby JR 2002,
Barnes PJ 1998]. Der genaue Mechanismus der allergischen Fruhreaktion bei der Maus ist
ungeklart. Die Beobachtung, dass basophile Granulozyten manche Asthmatiker nicht Gber
IgE aber uber IgG4 - analog zu IgG1 der Maus - mit einer Degranulation reagieren, lasst die
Vermutung zu, dass basophile Granulozyten die Effektorzellen der allergischen Fruhreaktion
bei der Maus darstellen kénnten [Jimeno L 1992].

Eine allergische Friihreaktion lasst sich (ber Anderungen der Lungenfunktion an Mausen
messen [Cieslewicz G 1999]. Wie bereits im vorherigen Kapitel erwahnt ist die Auspragung
dieser Reaktion stark vom Behandlungsprotokoll abhangig. Oft sind mehrere vorangehende
Allergenexpositionen noétig, um deutliche Reaktionen zu provozieren und intranasale
Provokationen wirken oft effektiver als inhalative [Neuhaus-Steinmetz U 2000]. Das in der
vorliegenden Arbeit primar verwendete Aspergillus Modell ist sehr einfach mit insgesamt nur
2 Allergenexpositionen nach einer einmaligen Sensibilisierung. Dennoch liefsen sich bei

einzelnen Mausen eine deutliche Fruhreaktion durch inhalative Allergenexposition mit einem
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EF50-Abfall bis zu 60% und Resistance-Anstiegen bis zu 300% in den Messsystemen
darstellen. Insgesamt waren diese Reaktionen innerhalb der Behandlungsgruppen starken
Streuungen unterworfen und in vielen Tieren blieb eine Allergenprovokation ohne Wirkung
auf die Lungenfunktion. In der Mehrzahl der Studien wurde daher auf die Messung der EAR
verzichtet, um eine unndétige Belastung der Tiere zu vermeiden. Moglicherweise sind gerade
die mechanistischen Unterschiede in der EAR der Maus im Vergleich zum Menschen fur die
Schwierigkeit in der Modeliierung dieses Symptoms verantwortlich.

6.2. Mausmodelle fiir die Untersuchung des Asthma bronchiale

6.2.1. Allergene

Traditionell wird in Asthma-Modellen Uberwiegend das artifizielle Allergen Ovalbumin (OVA)
eingesetzt. Die naturlichen Quellen der fir Asthmatiker relevanten Aerosolallergene sind
Pollen, Schimmelpilze, Haustaubmilbe und Haustiere. Dabei wird die Sensibilisierung fur
Schimmelpilzallergene als Risikofaktor fur die Ausbildung von schwerem Asthma angesehen
[Zureik M 2002]. Naturliche Allergene als Extrakte z.B. aus dem Kot der Haustaubmilbe
Dermatophagoides pteronyssinus und Schimmelpilzen oder rekombinante Proteine wurden
bisher nur vereinzelt in Asthma Modellen eingesetzt [Wilder JA 1999, Clarke AH

1999]. Pilzallergen als Extrakt von Aspergillus fumigatus wurde v.a. in Verbindung mit
lebenden Konidien und OVA benutzt [Hogaboam CM 2000, Drouin SM 2002].

Aspergillus fumigatus ist ein ubiquitarer Pilz aus der Abteilung der Deuteromyzeten (= Fungi
imperfecti) und daher eine bedeutende Quelle von Allergenen. 10% bis 20% aller
Asthmatiker sind gegen Aspergillus sensibilisiert [Horner WE 1995, Martinez Ordaz VA
2002, Nolles G 2001].

Allergene in Form von heterogenen Substanzgemischen wie Extrakte aus Schimmelpilzen
kénnen relevant und effektiv in Modellen der allergischen Atemwegsentzindung und
Hyperreagibilitat eingesetzt werden. Auf Grund ihrer Heterogenitat kann ihre Verwendung im
Tiermodell aber auch zusatzliche immunologische Prozesse aktivieren. Dies macht das
Modellsystem komplexer und weniger definiert, ist aber auf der anderen Seite der naturlichen
Situation des Patienten, dessen Respirationstrakt standig mit immunmodulatorischen
Agenzien konfrontiert ist, nicht unahnlich.
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Aspergillus Extrakt ist nicht nur ein starkes Allergen, sondern hat auch proinflammatorische
Aktivitat. Dies wird reprasentiert durch eine Einwanderung von neutrophilen Granulozyten in
das Lungenlumen und erhdhten IL-6 Konzentrationen in der BAL, die durch eine einmalige
Exposition mit Aspergillus-Aerosol konzentrationsabhangig ausgeldst werden kann. Eine
vorherige Sensibilisierung mit dem Allergen induziert jedoch einen anderen Phanotyp, der
charakterisiert ist durch eine Atemwegseosinophilie und die Entwicklung einer
Atemwegshyperreagibilitat, die in unsensibilisierten Tieren ganzlich fehlt.

Um das immunologische Potential des Aspergillus Extraktes besser zu charakterisieren,
wurde dieser in Kooperation mit der IMTM GmbH auf verschiedene Enzymaktivitdten
untersucht. Unter anderem ist fur das Aspergillus Allergen Asp f 13 eine Serinprotease-
Aktivitat beschrieben, das damit ein Komplementaktivierendes Potential besalie [Kurup VP
2002]. In dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten Aspergillus Extrakt konnte jedoch
keine Serinprotease-Aktivitdt nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu wies der Extrakt
aber eine signifikante DPPIV- und Endopeptidase-Aktivitat auf. Die Endopeptidase-Aktivitat
wurde naher charakterisiert und wird nicht durch eine Serinprotease und auch nicht durch
eine Cystein- oder Metalloprotease vermittelt. Vermutlich wird sie durch eine
Aspartartprotease bestimmt, die ebenso wie die DPPIV als Exoenzyme fur Aspergillus
fumigatus beschrieben ist [Monod M 2002].

Far verschiedene andere Aspergillusallergene konnten modulierende Effekte auf die
eosionophile Entziindung und Atemwegsreagibilitat im Mausmodell nachgewiesen werden.
Wobei die Allergene Asp f1, f3 und f4 einen verstdrkenden Effekt auf die
Entzindungsreaktion und Atemwegshyperreaktivitat ausubten, wahrend das Allergen Asp f6
diese verminderte [Kurup VP 2001].

Inwieweit die einzelnen Komponenten des Aspergillus Extraktes in der Ausbildung des
asthmatischen Phanotyps eingreifen ist schwer abzuschatzen. Eine erhdhte DPPIV-Aktivitat
konnte beispielsweise die Funktion von Chemokinen in der Lunge limitieren und so
antiinflammatorisch wirken [Mentlein R 1999, Proost P 1998] Auf der andere Seite ist
bekannt, das Chemokine wie RANTES zu Chemoattraktoren anderer Spezifitat oder zu
inaktiven Agonisten werden, wenn sie von der DDPIV gespalten werden, womit sie
modulatorischen Einfluss auf das Rekrutierungsmuster der Blutleukozyten nehmen konnte
[Oravecz T 1997, Struyf S 1998, Proost P 1998]. Darlber hinaus sind Effekte Uber die
Regulation ihrer Hauptsubstrate Neuropeptid Y und Substanz P auf neuro-immunologsiche
Wechselwirkungen der Lunge denkbar [Wang LH 1991, van der Velden VH 1999].

Das Potential aktiver Wirkkomponenten im Aspergillus Extrakt konnte die Unterschiede
zwischen den in Kapitel 5.2.5. beschriebenen Kontrollgruppen auf die Aerosolexposition mit
Aspergillus Extrakt im Vergleich zu Kochsalzlésung erklaren.
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Die Komplexitat des Aspergillus Extraktes ist sicherlich zum Teil auch flr die markanten
Mausstamm spezifischen Unterschiede in der Auspragung der allergischen Entzindung
mitverantwortlich, die im Folgenden diskutiert werden.
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6.2.2. Unterschiede zwischen den Maustammen C57BL/6 und BALB/c in der
Auspragung der Atemwegseosinophilie im Aspergillus Modell

Abgesehen von einer unterschiedlichen Auspragung der Allele, die die Fellfarbe kodieren
(BALB/cJ A, b, ¢, D vs. C57BL/6J a, B, C, D) differenzieren sich die beiden Mausstamme
BALB/c und C57BL/6 auch in einer Reihe anderer Gene durch unterschiedliche
Allelvarianten, wie z.B., der Geta-Glukoronidase (Gus), der Glukose-6-Phosphat-
Dehydrogenase (G6pd-1), des Hamoglobin-p-Komplexes (Hbb) und der IL-4-Rezeptors-o-
Kette (IL4ra) [taconic.com, Suzuki H 1991]. Obgleich Unterschiede in Allelen nicht direkt an
funktionelle Konsequenzen gekoppelt sind, bedingen sie insgesamt charakteristische
physiologische Merkmale der beiden Mausstdamme. So zeichnen sich C57BL/6 gegenuber
BALB/c durch eine geringere Herzschlagvariabilitat; einen um die Halfte verringerten Anteil
neutrophiler Granulozyten mit fast doppelt so vielen Retikoluzyten im Blut und u.a. durch
eine Empfindlichkeit gegenlber Infektionen mit Bazillus anthracis aus, wahrend BALB/c-
Mause resistent sind [aretha.jax.org]. Microarray Analysen in einem Bleomyzin-induzierten
Fibrose-Modell an resistenten BALB/c- gegenlber empfindlichen C57BL/6-Mausen zeigen
zudem extreme Unterschiede in der Aktivitat bestimmter Gene [hopkins-genomics.org].

In Modellen allergischer Atemwegsentzindung zeigen BALB/c-Mause oft eine starkere
allergische Reaktion und Atemwegshyperreagibilitat als C57BL/6-Mause. Dies wurde sowohl
fur OVA-induzierte allergische Reaktionen als auch in Modellen, die mit pulmonalen
Toxocaria canis Infektionen oder mit Di-Isozyanat eine allergische Atemwegsentziindung
induzieren, beschrieben. [Morokata T 1999, Hayashi T 2001, Herrick CA 2003].

In der vorliegenden Arbeit wurde eine sehr viel starkere Reaktion von C57BL/6- gegenuber
BALB/s-Mausen im Aspergillus Modell festgestellt (Kapitel: 4.2.4.). In mehren unabhangigen
Experimenten zeigten C67BL/6-Mause eine starke Atemwegseosinophilie, mit 10 mal
hoheren Leukozytenzahlen in der BAL als im BALB/c-Stamm. Die starke eosinophile
Einzindung war assoziiert mit hohen IL-5- und Eotaxin-2 Konzentrationen in der BAL.
Demgegenuber entwickelten beide Mausstdmme trotz der starken Unterschiede in der
Entzindung eine vergleichbare Atemwegshyperreagibilitat.

Uber welche Mechanismen diese Unterschiede in der Reaktion auf die Behandlung mit
Aspergillus Extrakt zwischen den beiden Mausstammen vermittelt werden, und in welcher
Weise dabei die Komponenten des Aspergillus Extrakt und die Herterogenitat des
genetischen Hintergrundes miteinander gekoppelt sind, ist vollig unklar.

Vergleichende Untersuchungen an BALB/c- und C57BL/6 Mausen deuten jedoch darauf hin,
das die Mechanismen, die der Ausbildung einer Atemwegseosinophilie und
Atemwegshyperreagibilitdt zu Grunde liegen in diesen Mausstdammen unterschiedlich
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gewichtet sind. So fuhrt die Inhibition des Endothelin-A Rezeptors durch einen Antagonisten
im OVA-Modell in beiden Mausstammen zu einer Reduktion der Makrophagenzahl in der
BAL. Die Einwanderung von eosinophilen Granulozyten wurde in diesem Experiment nur in
BALB/c-Mausen deutlich reduziert, wahrend in C57BL/6-Mausen die Eosinophilenzahl
unverandert blieb und der unbehandelter BALB/c-Mause entsprach [Gosselin M 2002]. In
einem anderen Experiment wurde gezeigt, dass die Blockade von CTLA-4 (CD152), ein
Rezeptor der inhibierenden Einfluss auf die T-Zell-Aktivierung ausubt, den asthmatischen
Phanotyp in BALB/c-Mausen verstarkt und die Genexpression von TGFB in der Lunge
vermindert, aber keinen Einfluss auf die Auspragung von Atemwegsentzindung und
Atemwegshypereagibilitdt in C57BL6-Mausen hat [Hellings PW 2002]. Aufderdem konnten
Unterschiede in dem Einwanderungsverhalten der eosinophilen Granulozyten im Asthma-
Modell gezeigt werden. In dieser Studie akkumilierten die eosninophilen Granulozyten in
BALB/c-Mause im peribronchialen and peripheren Lungewebe, wahrend sich in C57BL/6-
Mausen die eosinophilen Granulozyten diffus im Peribronchialraum verteilen [Takeda K
2001].

Auch der Zusammenhang zwischen eosinophiler Atemwegsentzindung und AHR in
C57BL/6 und BALB/c scheint unterschiedlich ausgepragt zu sein. So kdénnen OVA-
sensibilisiete BALB/c-Mause bereits nach einmaliger Allergenprovokation eine
Atemhyperreagibilitdt entwickeln, die unter gleichen Bedingungen in C57BL/6 nicht zu
beobachten ist, obwohl diese eine hdhere Anzahl eosinophiler Granulozyten in der BAL
aufweisen und mehr spezifisches IgE produzieren [Wilder JA 1999]. Auch beim Vergleich
anderer Maustdmme und ebenso im Menschen ist die Atemwegseosinophilie nicht
zwangslaufig an die Ausbildung einer AHR gekoppelt [Blyth DI 2001, Leckie MJ 2000]. Die
Ausbildung einer AHR kann uber verschiedene Mechanismen vermittelt werden, die je nach
genetischem Hintergrund aber ebenso in Abhangigkeit vom Behandlungsprotokoll
unterschiedlich stark ausgepragt sein kénnen. In akuten ,Asthma“-Modellen kann eine AHR
im Wesentlichen von zwei Effektorsystemen bestimmt werden, der eine ist anhangig von IL-5
und eosionphilen Granulozyten, der andere wird Uber Th2-Lymphozyten und IL-13 vermittelt
[Leong KP 2001]. Diese Mechanismen sind aber keine isolierten Ereignisse sondern Teil
eines dynamischen Systems, und die Beurteilung eines Zeitpunktes innerhalb dieser
kinetischen Prozesse ist fur Rickschlisse auf die beteiligten Mechanismen schwierig. Im
BALB/c-OVA-Modell ist eine AHR bereits 8h nach Allergenprovokation messbar und
entwickelt ihr Maximum zwischen 24h und 48h, wahrend es erst nach 48h zu einer
signifikanten Einwanderung von eosinophilen Granulozyten in das Lungenlumen kommt, die
zum 96h Zeitpunkt noch weiter ansteigt. Die Konzentrationen von IL-4 und IL-5 steigen in der
BAL zum 24h Zeitpunkt deutlich an, wahrend L-13 sowohl 24h als auch 48h nach
Allergenprovokation erhoht ist [Tomkinson A 2001].
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Auch in dem in dieser Arbeit verwendeten Aspergillus Modell zeigen BALB/c-Mause eine
ahnliche Kinetik. Die Anzahl Eosinophiler Granulozyten sind bereits nach 24h in der BAL
erhoht, steigt aber deutlich zum 48h Zeitpunkt weiter an. IL-13 ist ebenfalls 24h und 48h
nach Allergenprovokation erhoht und IL-5 nur zum 24h Zeitpunkt messbar. C57BL/6-Mause
zeigen eine ahnliche Zytokin-Kinetik, jedoch mit einem sehr viel starkeren Anstieg von IL-5.
Anders verhalt es sich mit den eosinophilen Granulozyten. Bereits 24h nach
Allergenprovokation kommt es zu einem sehr starken Einstrom von eosinophilen
Granulozyten (70%), der zum 48h Zeitpunkt kaum weiter ansteigt (79%). In einem
gesonderten Versuch waren bereits 6h nach Allergenprovokation 50% eosinophile
Granulozyten in der BAL nachweisbar (Daten nicht gezeigt, N = 4, SEM = £ 16%). Die sehr
frihe Nachweisbarkeit einer hohen Anzahl eosinophile Granulozyten in BAL Iasst darauf
schlieRen, dass bereits nach der ersten Allergenprovokation an Tag 14 des Protokolls eine
starke Atemwegsesionophilie induziert wird. Die zweite Exposition mit dem Aspergillus
Extrakt an Tag 21 provoziert dann eine bereits inflammatorisch hoch aktivierte Lunge, die
schnell mobilisierte eosinophile Granulozyten aus dem Blut rekrutieren kann.

Nach derzeitigem Wissenstand lassen sich schwer konkrete Erklarungsansatze fur die
extreme Reaktion von C57BL/6-Mausen auf die Behandlung mit Aspergillus Extrakt
postulieren. Eine mogliche Erklarung lage in der Gewichtung des Th1/Th2-Gleichgewichts in
immunologischen Reaktionen von C57BL/6- im Vergleich zu BALB/c-Mausen. C57BL/6
reagieren auf viele bakterielle und virale Infektionen mit einer hohen IFNy Produktion, die z.T.
Uber IL-12 reguliert wird [Liu T 2000, Huygen K 1983, Liu T 2000], und die Bleomyzin-
Empfindlichkeit ist durch eine gesteigerte IFNy-abhangige Produktion von TGF-B
gekennzeichnet [Kumar RK 1996]. Im Gegensatz dazu produzieren OVA-restimulierte
Leukozyten der Milz von C57BL/6- deutliche weniger IL-4 und IL-5 als jene von BALB/c-
Mausen [Liu T 2000]. Bei C57BL/6 scheint sich das Th1/Th2-Gleichgewicht generell
praferenziell in Richtung Th1 zu verschieben, oder anders ausgedruckt ist eine starkere Th1-
Reaktion nétig um die Th-2 Reaktion zu unterdriicken. Eine Stérung in der Ausbildung dieser
Th1-Dominanz - mdglicherweise durch modulatorisch wirksame Proteasen im Aspergillus
Extrakt - kdnnte eine unkontrollierte Th-2 Reaktion generieren, die sich im Aspergillus Modell
durch eine sehr hohe IL-5-Produktion und eosinophile Reaktion dul3ert.
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6.3. Kreuzreaktivitat des hum C3a desarg und C5a desarg fiur murine Anaphylatoxine

Far die Quantifizierung der Anaphylatoxine bez. ihrer desarginierten Inaktivierungprodukte in
der Maus existieren derzeit keine kommerziell erhaltlichen Testsysteme. Um die
Verwendbarkeit eines Testsystems zum Nachweis der entsprechenden humanen Peptide fur
das Maussystem zu prufen, wurde eine Kreuzreaktivitdt der Antikdrper zu den murinen
Anaphylatoxinen untersucht. In einigen murinen Proben konnten mit diesem Testsytem
Anaphylatoxine nachgewiesen werden. Verdrangungsexperimente dieser Proben gegenuber
den Anaphylatoxin-Standards ergaben ein kompetitives Verhalten, jedoch auf einem sehr
niedrigen Konzentrationsniveau und in einem engem Verdunnungsbereich. In einer Reihe
von anderen Tests ergaben sich keine positiven Signale in Maus-BAL, Maus-Serum oder
Maus-Komplement-Extraktionen (BioTrend) mit oder ohne Aktivierung durch Zymosan oder
Cobra-Venum-Faktor, im Gegensatz zu entsprechenden humanen Proben. Eine
Kreuzreaktivitat der Antikbrper gegen humane Anaphylatoxine fur die murinen Proteine ist
daher nicht gegeben. Die vermeintlich positiven Signale in einigen murinen Proben kdnnten
auf Bindungen zu den Hauptkomplementkomponenten C3 und C5, zu denen Affinitaten
insbesondere zu C3 fur das humane System vorliegen. C3 und C5 werden in einem
vorherigen Fallungsschritt aus dem Probenmaterial isoliert, eine Restkontamination ist
allerdings nicht auszuschlieRen, die sich bei verhaltnismalig geringen Konzentration der
Anaphylatoxine auf das Messsystem auswirken kénnen.

Um alternativ Aussagen Uber die Komplementaktivitat in murinen Proben treffen zu kénnen,
wurde mit der Etablierung eines CH50-Assays begonnen, der auf der Basis einer
komplementabhangigen Lyse von antikdrpermarkierten Erythrozyten funktioniert. Die
Komplementaktivitat in der Maus ist im Vergleich zum Menschen allerdings relativ schwach
ausgepragt [Hitsumoto Y 1999]. Und eine Komplementaktivierung in der BAL ist auch in
humanen Proben kaum messbar, sodass hierfur im Rahmen dieser Arbeit kein geeignetes
System entwickelt werden konnte.

6.4. Inmunhistochemischer Nachweis von C5aR in Kryoschnitten der Mauslunge

Zum Nachweis der Proteinexpression des C5a-Rezeptors in der Mauslunge wurden mit dem
maus-spezifischen C5aR-Antikérper immunhistochemische Farbungen durchgefihrt. Bei der
Etablierung der Farbung zeigten sich jedoch Probleme die Spezifitdt der Farbung
nachzuweisen. Zum Teil zeigte der sekundare Antikorper eine positive Farbung, und eine
einsprechende Isotyp-Kontrolle ergab keine eindeutig zum Cb5aR-Antikdrper zu
diskrimierende Signale. Valide Aussagen zur Proteinexpression des C5aR in der Mauslunge
kénnen daher im Rahmen dieser Arbeit nicht getroffen werden.
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6.5. Die Rolle der Anaphylatoxine in der Effektorphase der allergischen

Atemwegsentziindung im Mausmodell

Die Bedeutung der Anaphylatoxine in allergischen Entzindungsprozessen ist wenig
verstanden. Es ist bekannt, dass Anaphylatoxine eine der ersten immunmodulatorischen
Mediatoren sind, die in Entzindungsprozessen freigesetzt werden und chemotaktische
sowie aktivierende Wirkungen auf Effektorzellen austiben kénnen. Vor allem C5a spielt eine
bedeutende Rolle bei inflammatorischen Erkrankungen wie Sepsis [Huber-Lang MS 2002,
Ward PA 2003].

Experimente an C3- und C3a-Rezeptor defizienten Mausen und Meerschweinchen weisen
zudem auf eine Bedeutung der Anaphylatoxine in der Pathogenese von allergischen
Atemwegserkrankungen wie das Asthma bronchiale [Bautsch W 2000, Humbles AA 2000,
Drouin SM 2002 Drouin SM 200].

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die funktionelle Blockade der
Anaphalatoxin Rezeptoren C3aR und C5aR in der Effektorphase des experimentellen
Asthma die eosinophile Atemwegsentzindung signifikant vermindert. Und dass daruber
hinaus die Entwicklung der Atemwegshyperreagibilitat in diesem Modell zum Teil Uber C5a

vermittelt wird.

Die Gesamt-lgE-Konzentration im Serum ist unabhdngig von der funktionellen
Blockade der Anaphalatoxin Rezeptoren

Immunglobulin E ist eines der zentralen Effektormolekile beim allergischen Asthma.
Komplementfaktoren und Anaphylatoxine kénnen die Effektorfunktionen von Mononuklearen
Zellen modulieren und es wird vermutet, dass sie Einfluss auf die Immunglobilinsynthese
nehmen koénnen [Carroll MC 1998]. In Tiermodellen des Asthma bronchiale mit C3aR-
defizienten Mausen sind widersprichliche Ergebnisse in Bezug auf veranderte Serum-IgE-
Konzentrationen beschrieben worden. Humbles et al berichtet von unbeeinflussten IgE-
Konzentrationen in einem OVA-Modell mir C3aR-Knockout-Mausen, die auf einem
heterozygoten Hintergrund von BALB/c und 129/sv generiert wurden [Humbles AA 2000].
Hingegen beschreibt Droiun et al an C3aR-Knockout-Mausen, die auf einen C57BL/6-
Hintergrund zurtckgekreuzt wurden eine Reduktion der Serum-IgE-Konzentration in einem
OVA/Aspergillus Modell [Drouin SM 2002]. Beide Autoren beschreiben eine Verminderung
der AHR in C3aR-Knockout-Mausen. Diese widersprichlichen Beobachtungen kdnnten ein
Hinweis auf die Abhangigkeit des genetischen Hintergrundes der C3a-vermittelten Effekten
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auf die IgE-Produktion sein, oder eine unterschiedliche Beeinflussungsmdglichkeit auf Grund
des verschiedenen Behandlungsprotokolls reflektieren.

Die Experimente an C3aR-defizienten Mausen sind schwerlich mit dem in dieser Arbeit
verwendeten Protokoll zu vergleichen, da die Blockade oder das Fehlen einer C3aR-
Funktion wahrend der Sensibiliserungsphase andere Effekte auf die Immunglobulinsynthese
haben kann, als eine C3aR-Inhibition wahrend der Effektorphase. Monozyten und
Dendritische Zellen exprimieren sowohl C3a- als auch Cba-Rezeptoren, deren
Ligandenbindung die Sekretion von IL-10 und IL-12 induzieren kann und damit das
Zytokinmilieu, das kritisch fur die Entwicklung einer Th1- oder Th2-Immunantwort ist,
beeinflussen [Kirchhoff K 2001, Karp CL 2000, Fischer WH 1997].

In einer kurzlich publizierten Arbeit von Taube et al, konnte gezeigt werden, dass die
Inhibierung der Komplement-Aktivierung wahrend der Effektorphase durch eine Crry-Ig
Verbindung die Gesamt-IgE-Konzentraion im Serum von C57BL/6-Mausen signifikant
reduziert. Dies kdnnte ein Hinweis darauf sein, dass mdglicherweise andere Spaltprodukte
der Komplementaktivierung wie C3d wirksam die ilmunglobilin-Produktion verstarken kénnen
[Carroll MC 1998]. Andererseits hatte die Inhibierung der Komplementaktivierung durch die
Verwendung eines Idslichen C1-Rezeptors in dem in der vorliegenden Arbeit benutzten
Aspergillus Modell keinen Einfluss auf die IgE-Konzentration im Serum, was wiederum fur
einen Modell-abhangigen Effekt sprechen wirde.

Die simultane Blockade der Anaphylatoxinrezeptor-Funktion von C3aR und C5aR
reduziert die IL-4-Komzentration in der BAL

IL-4 ist ein primar von Th2-Lymphozten sezerniertes Zytokin, dass als Differenzierungsfaktor
fur B-Lymphozyten wirkt und neben IL-13 den Isotypen-Wechsel zu IgE in diesen Zellen
induziert. IL-4 hat aulerdem Eigenschaften als Wachstumsfaktor fur Mastzellen und
basophile Granulozyten.

In C3aR-Knockout-Mausen und in Mausen behandelt mit der Crry-Ig-Verbindung ist die IL-4-
Konzentration in der BAL unter Bedingungen des experimentellen Asthma erniedrigt. Unklar
ist, Uber welchen Zelltyp dieser Effekt vermittelt wird. Die Expression eines C3a-Rezeptors
auf T-Lymphoyzten wird derzeit kontrovers diskutiert. Es ist beschrieben, dass die
Hauptquelle des IL-4 wahrend der Effektorphase nicht T-Lymphozyten sind, sondern
Mastzellen und basophile Granulozyten [Wills-Karp M 1999, Luccioli S 2002, Schroeder JT
2001]. Mastzellen und basophile Granulozyten exprimieren sowohl C3aR als auch C5aR.
Obwohl mukosale Mastzellen im Gegensatz zu serosalen nicht auf kationische Mediatoren
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wie Anaphylatoxine mit einer Degranulation reagieren, kann ihre Zytokinproduktion durch
Anaphalytoxine moduliert werden [Erdei A 1999].

In dem hier verwendeten Aspergillus Modell ist die IL-4-Konzentration in der BAL generell
recht niedrig und es sind keine Unterschiede zwischen der allergenbehandelten
Positivkontrolle und der nicht-sensibilisierten Negativkontrolle 24h nach Allergenprovokation
feststellbar. Da in der Negativ-Gruppe keine Lymphozyten zu detektieren sind, ist es
wahrscheinlich, dass dieser IL-4-Spiegel in der BAL durch andere Zelltypen hervorgerufen
wird. Die simultane Behandlung mit dem C3aR-Inhibitor und dem C5aR-Antikérper vermag
die IL-4-Konzentration in der BAL signifikant zu reduzieren. Dies deutet darauf hin, dass
Zellen die fahig sind IL-4 zu produzieren und auf C3a und C5a zu reagieren maf3geblich fur
die IL-4-Produktion in diesem Modell verantwortlich sind, wobei Mastzellen, basophile
Granulozyten und ebenso Makrophagen als Produzenten in Frage kommen [Buttner C 1997,
Barnes PJ 1986].

Die funktionelle Blockade von C3aR oder C5aR vermindern die Atemwegseosinophilie
ohne Einfluss auf die IL-5-Konzentration in der BAL

IL-5 ist ein pleotrophes Zytokin. Seine Rolle beim allergischen Asthma wird bestimmt durch
seine Wirkungen auf eosinophile Granulozyten. IL-5 ist beteiligt an der Proliferation, der
Differenzierung, dem Uberleben und der Aktivierung dieser Zellen in inflammatorischen
Prozessen. Als zellulare Quelle von IL-5 sind neben Th-2-Lymphzyten Mastzellen, basophile
und eosinophile Granulozyten als auch Endothelzellen von Bedeutung [Salvi S 1999]. IL-5
verstarkt ebenso wie IL-3 die Freisetzung von ECP aus C3a- und C5a-aktivierten eosinophile
Granulozyten [Takafuji S 1996]. Daruber hinaus ist es ein Kostimulator der LTC4-Freisetzung
in Cba-aktivierten basophilen Granulozyten [Bischoff SC 1990]. Aus Grund des grof3en
Spektrums an Zellen, die sowohl zur IL-5-Produktion befahigt sind als auch auf C3a und C5a
reagieren konnen, ist es wahrscheinlich, dass Anaphylatoxine Einfluss auf die IL-5-
Produktion in allergischen Entzindungsprozessen nehmen kdnnen, aber konkrete Daten

liegen hierzu nicht vor.

Die Experimente an C3aR-Knockout-Mausen und Crry-Ig-behandelten Mausen zeigen , dass
sowohl eine generelle Inhibition der Komplentaktivierung als auch das Ausschalten von
C3aR-vermitteleten Effekten die IL-5-Konzentration in der BAL im experimentellen Asthma
reduzieren. Dieser Effekt konnte direkt durch die verminderte Anzahl von T-Lymphozyten
und eosinophile Granulozyten, die in diesen Experimenten beobachtet wurden, vermittelt

139



Diskussion

sein. Ebenso kdnnte aber eine Anaphalytoxin-vermittelte Inhibierung der IL-5-Produktion
Ursache fir die Reduktion eosinophile Granulozyten in der BAL sein.

In dem hier verwendeten Aspergillus Modell ist die Konzentration von IL-5 in der BAL
sensibilisierten und allergenexponierten Mausen gegenuber unsensibilisierten Kontrolltieren
erhoht. Die funktionelle Blockade des C3aR oder des C5aR sowie die Behandlung mit dem
I6slichen C1-Rezeptor zeigen jedoch keinen Effekt auf die erhdhte IL-5-Konzentration in der
BAL.

Unabhangig von IL-5 fuhrt die Behandlung mit dem C3aR-Inhibitor, dem C5aR-Antikorper
oder beiden Substanzen in Kombination zu einer deutlichen Verminderung eosinophiler
Granulozyten in der BAL um 50 bis 60%. Diese Ergebnisse demonstrieren, das
Anaphylatoxine starken Einfluss auf die Rekrutierung von eosinophilen Granulozyten in die
Lunge haben, aber dieser Effekt nicht durch eine veranderte IL-5 Freisetzung vermittelt wird.

Chemotaktische Wirkungen von C3a und Cb5a auf eosinophile Granulozyten sind
beschrieben, aber ihr Einfluss auf die Transmigration Uber die Aktivierung von Endothel- und
Epithelzellen kénnen genauso oder vielleicht sogar noch wichtiger fur die Einwanderung von
eosinophilen Granulozyten in die Lunge sein [Daffern PJ 1995]. Studien am Kaninchen
Mesenterium konnten zeigen, dass C3a ein spezifischer chemotaktischer Mediator ist, der
selektiv die Adhasion, aber nicht die Transmigration in vivo vermitteln kann. Im Gegensatz
dazu aktiviert Cbha sowohl alle Integrin-abhangigen Adhé&sions- als auch
Transmigrationsprozesse von eosinophilen und neutrophilen Granulozyten [DiScipio RG
1999].

Die funktionelle Blockade von C3aR oder C5aR vermindern die Einwanderung von

neutrophilen Granulozyten in das Lungenlumen

Neben den eosinophilen Granulozyten sind neutrophile Granulozyten wichtige Effektorzellen
beim Asthma bronchiale. Neutrophile Granulozyten sind Effektorzellen des Immunsystems,
die schnell aus dem marginalen Pool rekrutiert werden kénnen und frih in
Entziindungsprozessen involviert sind. lhre Rolle in der Pathophysiologie des Asthma
bronchiale ist wenig verstanden. Insbesondere schwere Falle des chronischen Asthma sind
durch einen vermehrten Einstrom neutrophiler Granulozyten gekennzeichnet und
insbesondere bei asthmatischen Kindern findet man haufig vermehrt diesen Zelltyp in der
Lunge [Ennis M 2003].

Cba ist ein gut charakterisierter Mediator und Aktivator von neutrophilen Granulozyten
[Murakami Y 1993].
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Im Gegensatz zu C5a hat C3a wenig direkte Wirkungen auf neutrophile Granulozyten. Es ist
weder chemotaktisch, noch vermittelt es die Transmigration von neutrophile Granulozyten
C3a kann jedoch die Produktion von Sauerstoffradikalen in neutrophile Granulozyten
stimulieren und die Synthese von IL-8 in Endothelzellen und Makrophagen, was auf
indirektem Wege die neutrophile Entzindung foérdert [Daffern PJ 1995 Elsner J 1994,
Monsinjon T 2003].

In C3aR-Knockout-Mausen wurde eine Verminderung der Anzahl neutrophile Granulozyten
im OVA/Aspergillus Modell beobachtet.

In dem in dieser Arbeit verwendeten Aspergillus Modell fuhrt die Provokation mit Aspergillus
Extrakt sowohl in sensibilisierten als auch in nicht-sensibilisierten Mausen zu einer
Einwanderung von neutrophile Granulozyten in das Lungenlumen.

Die funktionelle Blockade der Anaphylatoxinrezeptoren C3aR und C5aR als auch die
Inhibierung der Komplementaktivierung durch den I6slichen C1-Rezeptor reduzierten die
Anzahl neutrophiler Granulozyten in der BAL. Da die simultane Behandlung mit dem C3aR-
Inhibitor zusammen mit dem C5aR-Antikdrper einen starkeren Effekt zeigt als die einzelnen
Applikationen, wirken C3a- und Cha- vermittelte Effekte vermutlich Gber unterschiedliche
Mechanismen auf die Rekrutierung von neutrophile Granulozyten.

Die funktionelle Blockade von C5aR in der Effektorphase reduziert die Anzahl von
T-Lymphozyten in der BAL und die Atemwegshyperreagibilitat auf Methacholine

Die Ausbildung des allergischen Asthma wird primar Uber die Effektorfunktionen von Th2-
Lymphzyten vermittelt. Wie bereits erwahnt, wurde die Expression von C3aR und C5aR auf
T-Lymphozyten beschrieben. Fur C3aR ist die Datenlage allerdings inkonsistent, und eine
Bedeutung des Rezeptors fur die T-Zell-Funktionen ist bisher nicht gezeigt.

Far eine Bedeutung des C5aR in allergischen Reaktion existieren weitaus klarere Hinweise,
obwohl seine Relevanz im Maussystem angezweifelt wird [Nataf S 1999, Tsuji RF 2000,
Soruri A 2003].

In Modellen des experimentellen Asthma zeigen C3aR-Knock-out-Mause und Wildtypmause,
die mit Crry-lIg behandelt wurden eine Verminderung der Anzahl von T-Lymphozyten in der
BAL. DarlUber hinaus zeichnen sich Isolierte BAL-T-Lymphozyten dieser Mause durch eine
verringerte Fahigkeit aus, ex-vivo Th-2-Zytokine zu produzieren.

In dem in dieser Arbeit verwendeten Aspergillus Modell hatte die Inhibierung des C3aR
ebenso wie die Behandlung mit dem I6slichen C1-Rezeptor keinen Einfluss auf die
Einwanderung von Lymphozyten in das Lungenlumen. Die funktionelle Blockade des C5aR
alleine oder zusammen mit der des C3aR konnte allerdings die Anzahl der Lymphozyten in
der BAL signifikant reduzieren. Th-2-Lymphozyten kdnnen entscheidend fur die Ausbildung
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einer Atemwegshyperreagibilitdt sein, dies konnte durch Transferexperimente von ex-vivo
generierten und allergen-stimulierten T-Lymphozyten in nicht-sensibilisierte Mause
anschaulich demonstriert werden [Cohn L 1998]. Einer der Hauptmediatoren der T-Zellen der
eine Atemwegshyperreagibilitdt induzieren kann ist IL-13 [Wills-Karp M 2003]. Far IL-13
konnten in dieser Studie keine Unterschiede zwischen Allergen behandelten sensibilisierten
und nicht-sensibilisierten Tieren in der BAL festgestellt werden.

Auch die Behandlungen mit dem C3aR-Inhibitor oder C5a-Antikorper zeigen keinen Effekt
auf die IL-13-Konzentration in der BAL, trotz der signifikanten Reduktion der T-Lymphozyten-
Anzahl durch die Behandlung mit dem C5aR-Antikdrper alleine oder in Kombination mit dem
C3aR-Inhibitor. Hingegen fuhrt die Inhibition der Komplemetaktivierung Uber den l6slichen
C1-Rezeptor zu einem leichten aber signifikanten Anstieg von IL-13 in der BAL. Die
Messung der Zytokine in der BAL vermag die konkreten Verhaltnisse im Lungenparenchym
nicht genau reflektieren und der gewahlte Observationszeitpunkt konnte die Detektierbarkeit
von Unterschieden erschweren.

Ungeachtet, ist die Behandlung mit dem Cb5aR-Antikdrper in der Lage die
Atemwegshyperreagibilitat signifikant zu reduzieren. Im Gegensatz dazu zeigen die
Behandlungen mit dem C3aR-Inhibitor keine Wirkung auf die Atemwegsreagibilitat. Die
Verminderung der AHR durch die C5aR-Blockade steht im Einklang mit der assoziierten
Reduktion der T-Lymphozyten-Zahl im Lungenlumen; steht jedoch im Gegensatz zu den
Beobachtungen an C3aR- Knockout-Mausen. C3aR-defiziente Mause sowohl auf C57BL6-
als auch auf BALB/c-129/sw-Hintergrund zeigen eine verbesserte Lungenfunktion im
OVA/Aspergillus- bzw. OVA-Modell im Vergleich zu C3aR-kompetenten Kontrolltieren
[Drouin SM 2002, Humbles AA 2000]. Interessanterweise ist dieser Effekt im OVA -BALB/c-
129/sw-Modell unabhangig von einer Wirkung auf die Atemwegseosniophilie. In dem in
dieser Studie verwendeten Modell ist die eosinophile Entzindung gleichermalen durch die
funktionelle Blockade des C3aR bzw. C5aR vermindert und scheint keinen direkten Einfluss
auf die Ausbildung einer AHR haben, da die Behandlung mit dem C3aR-Inhibitor im
Gegensatz zum C5aR-Antikorper keinen Effekt auf die AHR hat. Der Gegensatz in Bezug
auf die C3a-vermittelten Wirkungen auf die AHR in C3aR-deficienten Mause im Vergleich zur
gezielten Inhibition des Rezeptors wahrend der Effektorphase konnten im weiteren Ausdruck
fur die unterschiedliche Rolle von C3a in der Sensibilisierungs- gegenuber der Effektorphase
sein. In den Experimenten der Behandlung mit der Crry-Ig-Verbindung von Taube et al flhrt
die Inhibierung der Komplementaktivierung wahrend der Effektorphase zu einer Reduktion
der AHR, der Atemwegseosinophilie als auch der T-Lymphozyten-zahl und Effektorfunktion
[Taube C 2003]. C3a- und C5a-vermittelte Effekte sind in diesem Modell nicht zu trennen. Im
Vergleich mit der dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten Modell, zeigt die Behandlung
durch den lIoslichen C1-Rezeptor sehr viel geringere Effekte. Sie unterdrickt die
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Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten und vermindert die |IL-6-Konzentration in der
BAL, zeigt aber keine Wirkungen auf die Einwanderung von eosinophilen Granulozyten oder
die AHR. Crry ist ein sehr effektiver Regulator der Komplementaktivierung bei der Maus der
als DAC-Faktor (decay-accelerator = Zerfallsbeschleuniger) und Kofaktor- fur die Faktor I-
abhangige Spaltung von C3b und C4b) wirkt.

Die sehr viel ausgepragteren Wirkungen der Crry-lg-Behandlung konnten auf die
spezifischere Inhibierung der Komplementaktivierung zustande kommen, oder durch das
intensivere Behandlungsprotokoll bedingt sein.

Far die Rolle von Cb5a in allergischen Entzindungsreaktionen existieren weit weniger Daten
als fur C3a. Eine Bedeutung fur Cba in der Ausbildung der allergischen
Atemwegsentzindung wurde in Experimenten an Ratten in einem OVA-Modell untersucht.
OVA-sensibilisierte Ratten entwickeln in diesem Modell nach mehreren Allergenprovokation
eine Atemwegseosinophilie und allergische Spatphasen-Reaktion, die durch die Behandlung
mit einem C5aR-Antagonisten inhibieret werden konnte [Abe M 2001].

Die Anaphylatoxin-vermittelten Effekte auf die allergische Entzindung und speziell die C5a-
vermittelten Effekte auf T-Lymphozyten koénnen die Wirkungen auf die verbesserte
Lungenfunktion erklaren. C3a- und C5a-vermittelte Effekte kdnnten zusatzlich Uber residente
Effektorzellen wie glatte Muskelzellen und Nervenzellen Einfluss auf die
lungenphysiologischen Reaktionen haben [Nataf S 1999 Drouin SM 2001].

Die C5aR Genexpression ist in allergenbehandelten Mausen reduziert und wird durch
C5aR-Blockade weiter herunterreguliert

Der C3a-Rezeptor wird in vielen Geweben in myeloiden wie nicht-myeloiden Zellen
exprimiert, mit der Einschrankung der strittigen Expression in T-Lymphozyten insbesondere
im Maussystem [Tornetta MA 1997]. Uber die Regulation der C3aR —Genexpression ist nicht
viel bekannt. In dem in dieser Arbeit verwendeten Modell ist die C3aR-Genexpression in der
Lunge, gemessen in Lungenlysaten relativ gering im Vergleich zum Houskeeping-Gen. Eine
Regulation der Rezeptorgenexpression konnte zum Observierungszeitpunkt 24h nach
Allergenprovokation nicht festgestellt werden. In allen Behandlungsgruppen sowie in den
Kontrollen ist die mRNA-Expression des C3aR auf gleichem Niveau.

In Experimenten von Drouin et al konnten ebenfalls keine Unterschiede in der Expression
von C3aR sowie C5aR in bronchialen und alveolaren Epithelzellen 24h nach der letzten
OVA-Provokation. nachgewiesen werden. Allerdings fanden sie eine Hochregulation des
C3aR auf bronchialen glatten Muskelzellen, sowohl immunhistochemisch als auch Uber In-
Situ-Hybridisierung [Drouin SM 2001].
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Diskussion

Im Gegensatz dazu konnte in dem in dieser Arbeit verwendeten Modell durch Light-Cycler-
Analysen eine relativ hohe Genexpression des C5aR nachgewiesen werden, die ungefahr 20
mal hoéher im Vergleich zum C3aR ist. Daruber hinaus zeigen allergenbehandelte
sensibilisierte Mause gegenuber unsensibilisierten Mausen eine Herunterregulierung des
C5aR 24h nach Allergenprovokation. Die funktionelle Blockade des C5aR und die simultane
Blockade beider Rezeptoren sowie die Inhibierung der Komplementaktivierung dber sC1R
verstarkten diese Herunterregulierung, wahrend die C3aR-Inhibierung keinen Effekt zeigte.

In akuten inflammatorischen Prozessen wie in LPS- oder CLP-Modellen konnte eine
Hochregulierung der Anaphylatoxinrezeptoren gezeigt werden [Ward PA 2003]. In Vitro-
Untersuchungen an verschiedenen Zelltypen konnten eine Hochregulierung des C5aR durch
LPS, TNF, IL-6, IFNy und Cb5a selber induziert werden [Riedemann NC 2002, Laudes IJ
2002, Burg M 1995]. Basierend auf diesen in vitro-Daten koénnte in Bezug auf das hier
verwendete Aspergillus Modell die erniedrigte Konzentration von IFNy in der BAL der
Allergen behandelten Tiere in direktem Zusammenhang mit der Herunterregulierung des
C5aR stehen. Zusatzlich deuten die erniedrigten IL-6-Konzentrationen in der BAL der Tiere,
die mir dem C5aR-Antikdrper alleine oder in Kombination mit dem C3aR-Inhibitor behandelt
wurden, als auch in der Behandlungsgruppe des C1R auf eine Beteiligung dieses Zytokines
in der Regulation des Cb5aR. Beschrieben ist, dass Cb5a die IL-6-Produktion in
Monozyten/Makrophagen beeinflusst und vermutlich auch auf die IL-6 Produktion in
Lungenepithelzellen wirken kann [O'Barr S 2000, Fukuoka Y 2003].

Der Mechanismus der Hochregulierung des C5aR uber IL-6, die im Gegenzug eine Cb5a-
vermittelte Stimulierung der IL-6-Produktion positiv beeinflusst, konnte einen positiven
Feedback-Mechanismus darstellen. Uber die Regulation des C5aR auf T-Lymphozyten
wurde dieser Mechanismus den Effekt der C5aR-Blockierung auf die T-Zell-Rekrutierung
unterstutzen [Fukuoka Y 2003, Pobanz JM 2000, O'Barr S 2000].
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Schlussfolgerung & Ausblick

7. Schlussfolgerung

In dieser Arbeit konnte eine wichtige Rolle der Anaphylatoxine in der Rekrutierung von
Effektorzellen im Modell der allergischen Atemwegsentziindung gezeigt werden. Darlber
hinaus konnte ein Einfluss von Cb5a auf die Ausbildung der Atemwegshyperreagibilitat in
diesem Modell nachgewiesen werden.

Die Wirkungen von Komplementfaktoren und der Anaphylatoxine C3a und Cb5a in der
Pathogenese von entzindlich allergischen Erkrankungen wie dem Asthma bronchiale
kdnnen vielfaltig sein. Ein deutlicher Einfluss auf die Entzindungsprozesse konnte hier
gezeigt werden. Zusatzlich kénnen die beschriebenen Wirkungen der Anaphylatoxine auf
eine Reihe von Zelltypen wie glatte Muskelzellen, Neurone und Dendritischen Zellen in
komplexer Weise an der Effektor- sowie der Sensibilisierungsphase beteiligt sein.

Um die Rolle der unterschiedlichen Wirkungen der Anaphylatoxine im Zusammenspiel mit
Entzindungsprozessen verstehen zu kdnnen, sind weitere Arbeiten nétig. Dennoch zeigen
die bisherigen Daten, dass die Anaphylatoxine einen viel versprechenden Ansatzpunkt fur
die Entwicklung neuer therapeutischer Strategien nicht nur bei Erkrankungen wie Sepsis,
sondern auch fur das Asthma bronchiale darstellen.

8. Ausblick

Im Fraunhofer Institut fur Toxikologie und experimentelle Medizin konnte im Rahmen dieser
Arbeit ein Tiermodell entwickelt werden, dass durch pharmakologische Beeinflussung
anaphylatoxin-vermittelte Wirkungen im experimentellen Asthma beschreibt.

Die Charakterisierung der funktionellen Bedeutung der Anaphylatoxine in bestimmten Stufen
und Kompartimenten, die in der Pathogenese des Asthma bronchiale beteiligt sind, wird den
Forschungsschwerpunkt meiner zukunftigen wissenschaftlichen Arbeit darstellen.

Diese Arbeiten sollen im Cincinnati Childrens Hospital Ohio unter der Leitung von Professor
Jorg Kohl durchgeflhrt werden, der seit einigen Jahren intensiv auf dem Forschungsgebiet
Asthma und Anaphylatoxine tatig ist.
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10. Abkilirzungsverzeichnis

°C

uCi

Mg

i

Abb
ADCC

Ag
AHR
Ak
ANOVA

APAAP
APZ
AR
BAL
BDNF
BSA

bzw

C3a
C3aR
C4a
Cba
CbaR
cAMP
CCR
CCR1
CCR3
CCR5
CD
CD40L
CGRP
CVF
DC

Grad Celsius

Mikrocurie

Mikrogramm

Mikroliter

Abbildung

Antikérper-abhangige Zellvermittelte Zelltoxizitat
(engl.: antibody dependent cellmediated cytotoxicity)
Antigen

Atemwegshyperreagibilitat

Antikorper

Varrianz-Analyse

(engl.: analysis of Variance)

Alkalische Phosphatase-Ant-Alkalische Phosphatase
Antigenprasentierende Zelle

Atemwegsreagibilitat

Bronchoalveolarlavage

engl.: brain-derived neurotrophic factor
Rinderserumalbumin (engl.: bovine serum albumin)
beziehungsweise

Konzentration (engl.: concentration)

Anaphylatoxin C3a

Anaphylatoxin Rezeptor fur C3a

Anaphylatoxin C4a

Anaphylatoxin C5a

Anaphylatoxin Rezeptor fur Cba

zyklisches Adenosinmonophosphat
CC-Chemokinrezeptor

Chemokine CC-Motif Receptor 1

Chemokine CC-Motif Receptor 3 (Eotaxin Rezeptor)
Chemokine CC-Motif Receptor 5
Differenzierungscluster (engl.: Cluster Differentiation)
CD40-Ligand

engl.:calcitonin gene-related peptid

Cobra Venum Faktor

Dendritische Zellen (engl: dendritic cells)

167



Abkurzungsverzeichnis

DMSO
DNA
DZ
ECso
ECP
EDso
EDN
EDTA

EFso

ELISA

Eosinophile
EPO

EPX

Fab

Fc

FCS
FEV1

FhG
FITC

gdf
GM-CSF

HCC-1
HSA
HUVEC

i.n.

i.p.

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure (engl: Desoxyribonucleic acid)
Dendritische Zelle

Effektive MCh-Konzentration flr 50%igen Abfall
eosinophilic cationic protein

Effektive MCh-Dosis fur 50%igen Abfall

Eosinophil Derived Neurotoxin
Ethylendiamintetraessigsaure

(engl.: ethylenediaminetetraacetic acid)

Expiratorischer Fluss bei 50%igem Expirationsvolumen
(Midexpiratory Flow)

Enzym-gekoppelte Immunabsorptionsbestimmung
(engl: enzym linked immunosorbent assay)

Eosinophile Granulozyten, Leukozytenpopulation
Eosinophil Peroxidase

Eosinophilenperoxidase

antigenbindendes Fragment

Fragment cristalisesable, der Teil des Immunglobulins,
der die Effektorzellmobilisierung beeinflusst

fotales Kalberserum

Forziertes Expirationsvolumen in der ersten Sekunde
(engl.: forced expiratory volume )

Fraunhofer Gesellschaft

Fluoreszein Isothiocyanat

Gramm

gegebenen Falls

Granulozyten und Makrophagen zellstimulierender
Faktor (engl.: granulocyte monocyte colony stimulating
factor)

GTP Guadenosintriphosphat

Stunde (engl.: hour)

CC-Motiv Ligand 14

Humanserumalbumin

Humane umbilikale vendse Endothelzellen

(engl.: human umbilical vein endothelial cells)
intranasal

intraperitoneal
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i.t. intratracheal

V. intravends

1-309 T-Zell-sezernierter Wachstumsfaktor, CC-Chemokin
i.d.R. in der Regel

IFN Interferon

IFN-y Interferon-gamma

Ig Immunglobulin

IgA Immunglobulin A

IgE Immunglobulin E

lgG Immunglobulin G

IgM Immunglobulin M

IL-(X) Interleukin (nach numerischer Nomenklatur)
Lsg. Ldsung

inh. inhalativ

IP3 Inositolphosphat

JAK Januskinase

KGW Korpergewicht

L Liter

LPS Lipopolysaccharid

Lsg. Lésung

M Molaritat

MAPK MAP-Kinase

MBP major basic protein

MCh Acetyl-3-methylcholinchlorid

MCP monocyte chemoattractant protein

mg Milligramm

MHC engl.: major histocompatibility complex
min Minute

MIP Monocyte inflammatory protein

mL Milliliter

MMAD Median des Aerosoldurchmessers nach Massenverteilung

(engl.: mass median aerosol diameter )

mol molare Stoffmenge

MSA Murines Serumalbumin
NaCl Natriumchlorid
Neutrophile Neutrophile Granulozyten
NGF engl.: nerve growth faktor

169



Abkurzungsverzeichnis

NO
OCT
oD
OVA
PAF
PBMC

PBS

PCyo

PDE

P9
pH

PKC
PT

raf
RANTES

ras
RNA
RT
s.C.
SEM

SLC
Src
SSC
STAT
TARC
TECK
Th1
Th2
Tw2-Zelle
TNF
TNF-a

Stickstoffmonoxid

Tissue-Tek, (Polyvinylalkohol/Carbonwachs)
optische Dichte

Ovalbumin (Huhnereiweil)

platelett activating factor

mononucleare Zellen des peripheren Blutes
(engl: peripheral blood mononuclear cells)
phosphatgepufferte Kochsalzlésung

(engl.: phosphate buffered saline)
Provokationskonzentration (z.B von Histamin), die einen
20% Abfall der FEV4 bewirkt

Phosphodiesterase

Pikogramm

negativer dekadischer Logarithmus der Wasser-
stoffionen-Konzentration (lat.: potentia Hydrogenii)
Proteinkinase C

Pertussistoxin

MAP Kinase-Kinase-Kinase der Sauger
regulated on activation normally T-cell expressed and
secreted, ein CC-Chemokin

Superfamilie der monomeren GTPasen
Ribonukleinsaure

Raumtemperatur

subkutan

Standardabweichung des Mittelwertes

(engl.: standard error of mean)

secondary lymphoid-tissue chemokine
Vogel-Sarkom-Virs, Onkogen/Kinase
Seitwartsstreulicht (engl: Side Scatter)

signal transducers and activators of transcripiton
thymus and activation regulated chemokine
Thymusexprimiertes Chemokin

T-Helferzelle Typ 1

T-Helferzelle Typ 2

CD4-positiver T-Helfer-Lymphozyt des Typs 2
Tumor Nekrose Faktor

Tumornekrosefaktor a
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TRAF TNF-Rezeptor assoziierter Faktor
U Einheit (engl.: unit)

VCAM-1 Vascular cell adhesion molecule 1
vgl. vergleiche

z.T. zum Teil
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