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Einleitung

1. Einleitung

In Enzyklopadien, aber auch in vielen Fachbuchern, werden Mastzellen
hauptsachlich als Effektorzellen einer Immunglobulin E vermittelten Wirtsabwehr
gegenuber Parasiten und allergischen Reaktion gegenuber ,harmlosen® Antigenen
beschrieben.

Neue Studien zeigen, dass die Mastzelle darlber hinaus eine wichtige Rolle bei der
Entstehung und Modulation von angeborenen und adaptiven Immunantworten spielt.
Aufgrund ihres groRen Repertoires an Rezeptoren und ihrer Lokalisation in allen der
Umwelt exponierten Geweben hat die Mastzelle eine wichtige Funktion als
Wachterzelle der angeborenen Immunitat. Untersuchungen an Modellen der
Kontaktallergie und von allergischen Atemwegserkrankungen bestatigen, dass die
Mastzelle entscheidend an der Initiierung dieser adaptiven Immunantworten beteiligt
ist. Uber die groRe Bandbreite an Mediatoren, die sowohl tber IgE- abhéngige als
auch IgE- unabhangige Mechanismen freigesetzt werden, kann die Mastzelle
immunologische Prozesse verstarken oder auch regulieren. Die Rezeptoren- und
Mediatorenvielfalt lassen sie zu einem Bindeglied zwischen der angeborenen und
adaptiven Immunantwort werden. Die Analyse von mastzellspezifischen Funktionen
bei der Entstehung allergischer Immunantworten kann daher zur Entwicklung neuer

therapeutischer Behandlungen beitragen.

1.1 Die Mastzelle

Mastzellen stammen von pluripotenten Stammzellen des Knochenmarks ab [1]. Sie
zirkulieren als CD34" Vorlauferzellen im Korper, bis sie ihr Zielgewebe erreicht
haben. Dort angekommen reifen sie vollkommen aus und werden zu langlebigen
Zellen, die in den Zellzyklus eintreten und proliferieren kdénnen [2;3]. Mastzellen
kommen in allen vaskularisierten Geweben und innerhalb des Epithels vor, dort
liegen sie oft in der Nahe von Blutgefallen, mukusproduzierenden Drisen, Nerven
und Haarfolikeln. Wie auch die Dendritischen Zellen kommen sie in grofer Anzahl in
allen der Umwelt exponierten Geweben, wie der Haut, dem Darm und der Lunge vor.
Sie stellen gemeinsam mit der DC die ersten Zellen des Immunsystems dar, die mit

Allergenen und Pathogenen in Kontakt treten.



Einleitung

In Mausen lassen sich anhand von biochemischen, strukturellen und funktionellen
Merkmalen zwei Subtypen von Mastzellen unterscheiden [4;5]. Mastzellen des
Bindegewebes werden als Bindegewebsmastzellen, die Mastzellen der Lamina
Propria der Lunge und des Darms hingegen als Schleimhautmastzellen bezeichnet
[4]. Sie sind vor allem durch die verschiedene Zusammensetzung der Proteasen und
Glycosaminoglycane in den Granula sowie durch die unterschiedliche Produktion von
Lipidmediatoren voneinander zu differenzieren. Bindegewebsmastzellen zeichnen
sich durch die Produktion von Heparin, der Mukosalenmastzellprotease [6] und
Carboxypeptidase [7] aus. Schleimhautmastzellen synthetisieren
Mausmastzellprotease-1 (MMCP1) und 2, Chondroitinsulfat [8], sowie gro3e Mengen
an Leukotrien C4 nach IgE-abhangiger Aktivierung [9]. Beim Menschen wird
zwischen den Subtypen MC' und MCCT unterschieden. Diese Mastzellen werden
anhand der Proteasen innerhalb der Granula unterschieden, Tryptase beim MC'
oder Tryptase/Chymase beim MCCT-Subtyp [10]. Der Subtypus ist bereits in der
Vorlauferzelle festgelegt oder kann durch epigentische Einflisse im Gewebe
induziert werden [11]. Die Proliferation und das Uberleben der Mastzelle sind streng
reguliert. Stammzellfaktor (SCF oder Kit-Ligand), der Ligand fur CD117/c-Kit stellt
den wichtigsten Uberlebens- und Entwicklungsfaktor der Mastzelle da. Ebenso
spielen IL-3 und die Thy-assoziierten Zytokine IL-4 und IL-9 eine wichtige Rolle fur
die Mastzellentwicklung und Homeostase [2;3;5;12].

Mastzellen kdnnen eine grol3e Bandbreite an Mediatoren in bereits prasynthetisierter
Form in ihren Granula speichern oder nach Aktivierung de novo synthetisieren. Diese
biologisch sehr potenten Produkte konnen in drei Klassen unterteilt werden;
prasynthetisierte Mediatoren die in den Granula gespeichert werden, Lipidmediatoren
und Zytokine und Chemokine. Die Proteoglykane Heparin und Serotonin (nur in
Nagetieren) wie auch die Proteasen Chymase, Tryptase und Carboxipetidase A und
Amine wie Histamin werden in prasynthetisierter Form in den Granula gespeichert.
FUr diese Mediatoren konnte gezeigt werden, dass sie an Gewebsveranderungen,
der Chemoattraktion gegenuber Effektorzellen und einer erhdhten vaskularen
Permeabilitat beteiligt sind [13;14]. Lipidmediatoren, wie z.B. Prostaglandin D, oder
Leukotrien C4, Metabolite der Arachidonsaure werden de novo synthetisiert [3;13;15-
18]. Mastzellen stellen aullerdem eine Quelle fur viele Zytokine und Chemokine dar.
Tumornekrosefaktor-a (TNF) liegt neben den Proteoglykanen bereits prasynthetisiert

in ruhenden Mastzellen gespeichert vor [19;20]. Abhangig von der Art und Starke des
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Stimulus und dem Aktivierungsweg kann die Mastzelle unterschiedlichste Mediatoren
und Zytokine innerhalb kirzester Zeit [16;21-23] freisetzen (Abb 1.1). Die
Kreutzvernetzung von membrangebundenem IgE durch Antigene stellt zurzeit den
genauesten untersuchten Aktivierungsmechanismus der Mastzelle dar. Mastzellen
und Basophile expremieren auf ihrer Oberflache den fur IgE hochaffinen Rezeptor
(FceRI) [24;25]. Das von B-Zellen produzierte IgE bindet an den Rezeptor. Kommt es
zu einer Kreutzvernetzung von IgE Molekulen durch bi- oder multivalente Antigene,
wird die Aktivierung und Degranulation der Mastzelle induziert [26;27]. Innerhalb von
Minuten werden die prasynthetsisierten Mediatoren wie Proteoglykane oder auch
TNF freigesetzt, gefolgt von den Lipidmediatoren, die 5 bis 30 Minuten nach
Antigenkontakt entstehen. Die Zytokine und Chemokine werden nach etwa einer
Stunde nach Aktivierung neu synthetisiert [28].

Noch kontrovers diskutiert wird die Aktivierung von Mastzellen durch IgE ohne
Kreutzvernetzung. Einzeln gebundene IgE-Molekile sollen die Mastzelle in einen
zytokinproduzierenden Zustand versetzen, wobei die berichteten
Aktivierungszustande zwischen stark bis schwach zytokinproduzierend schwanken
[2;24].

FceRI wird frih nach der Ausreifung der Mastzelle expremiert [29]. Mature Mastzellen
kdnnen Giber 5*10° Kopien des Rezeptors auf ihrer Oberflache expremieren [30]. Die
Expression von FceRI auf der Oberflache von Mastzellen und Basophilen wird durch
die IgE-Konzentrationen reguliert [31]. IgE scheint durch positiven Feedback die
Aktivitat von Mastzellen zu verstarken. Die IgE abhangige Aktivierung der Mastzelle
fuhrt zur Produktion und Freisetzung von IL-4 [32], IL-13 [31] und MIP-1a [33], die
alle einen IgE Klassenswitch in B-Zellen induzieren kénnen.

Neben der IgE-abhangigen Aktivierung koénnen Mastzellen auch durch IgE-
unabhangige Mechanismen aktiviert werden. Mastzellen expremieren eine grof3e
Bandbreite an Rezeptoren die Pathogen assoziierte molekulare Muster (PAMPSs)
erkennen, zu diesen Rezeptoren gehoren die Toll-like Rezeptoren (TLR),
Komplementrezeptoren und CD48 [22;34]. Die Aktivierung Uber diese Rezeptoren
fuhrt ebenfalls zur Freisetzung von Mediatoren, die eine adaptive Immunantwort
induzieren konnen.

Die Fahigkeit auf Gefahrensignale, wie mikrobielle Bestandteile zu reagieren,

kombiniert mit der groflen Vielfalt an Mediatoren, die Zellen der adaptiven
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Immunantwort beeinflussen konnen, lassen die Mastzelle zu einer Schliisselzelle

zwischen angeborener und adaptiver Immunitat werden.

Rezeptoren <> Liganden:

Mediatoren:

Immunrezeptoren

FceRI <> IgE intra Granular

FcyElll <> IgG, Heparin
Komplementrezeptoren Histamin und Serotonin

CR2, CR4, CR5, C5aR, C3aR TNF

<> Komplementbestendteile Tryptase, Chymase,
Toll-like Rezeptoren Carboxypeptidase

TLR-1 <> Lipopeptide TLR-1 Lipid

TLR-2 <> Peptidoglycan $ & TLR-2 LTC,LTB,, PGD,, PGE,

TLR-3 <> Doppelstrangige RNA (viral), Zytokine

poly I:C TNF, IL-1a/B, IL-6, IL-18, GM-CSF,
TLR-4 <> LPS IFNa/R

TLR-6 <> Zymosan und PGN
TLR-7 <> Einzelstrangige DNA,
Resiquimod, Imiquimod TLR-6 IL-12, IFNy
TLR-9 <> CPG-DNA IL-10, TGFR
Manosylierte Rezeptoren TLR-9  TLR-7 Chemokine
CD48 <> FimH CCL2, CCL3, CCL4,
CCL5, CCL10, CCL20
CXCL1, CXCL2, CXCLS,
CXCL9 CXCL10, CXCLM1
AuBerdem
Nitrtioxid- und Superoxidradikale

‘ IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-13,
TLRg IL-15, IL-17, IL-16

Abb. 1.1: Das Rezeptoren- und Mediatorenrepertoir von Mastzellen. Auf der linken Seite sind die
Subtypen an Rezeptoren der Mastzelle dargestellt und welche Stimuli der angeborenen und adaptiven
Immunitat sie erkennen. Auf der rechten Seite sind Mediatoren aufgelistet, die Mastzellen nach

Aktivierung sofort freisetzen, oder de novo produzieren kénnen.

Um die Rolle der Mastzelle an immunologischen Prozessen untersuchen zu kdnnen
stehen der Wissenschaft die so genannten mastzelldefizienten- oder auch Mastzell-
Knock in-Mause zur Verfugung. Durch eine natirliche Mutation im Dominant Spotting
(W) Lokus auf Chromosom 5 oder dem Steel (SI) auf Chromosom 10 kommt es in
diesen Mausen zu einer gestdrten Mastzellentwicklung [35;36]. Die WBB6F;-Kit""V™
Maus (W/W") wird zurzeit am haufigsten fir die Untersuchung mastzellspezifischer
Effekte eingesetzt. Aufgrund der geringeren Nebeneffekte kommt es jedoch in den
letzten Jahren zum verstarkten Einsatz der C57BL/6-Kit"*""s" Maus (Sash). Beide
Mutationen beeinflussen die Expression von cKit [37] dem Rezeptor fur
Stammezellfaktor, welcher fur die Mastzellentwicklung notwendig ist.

Bei Kit"/Kit""¥ handelt es sich um eine heterozygote Mutation. Die Kit" Mutation ist
eine Punktmutation an einem Exon/Intron Ubergang, die zur Folge hat, dass dem
Rezeptor die transmembrane Region fehlt und er daher nicht auf der Zelloberflache

expremiert werden kann [12]. Kit"" ist ebenfalls eine Punktmutation, die dazu fiihrt,
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dass der Rezeptor zwar auf der Zelloberflache expremiert wird, seine Kinaseaktivitat
jedoch deutlich gestort ist [38]. Die Mutationen auf beiden Kopien flr c-Kit flihren
neben dem Fehlen der Mastzellen im Gewebe zu einer Anamie, Sterilitat und der
Abwesenheit von Keimzellen, Melanozyten sowie spezifischer neuroendokriner
Zellen im Darm [5;12;39]. Bei der Kit"*"-Mutation handelt es sich um eine
homozygote Mutation, die nur die Pigmentierung und die Gewebsmastzellen betrifft.
Es handelt sich um eine Inversion die regulatorische Elemente betrifft und ~70 kb vor
dem Kit Gen liegt [40]. Im Gegensatz zu den W/W" Mausen haben die Sash Mause
den Vorteil, dass sie fertil [41], nicht anamisch [42] und auf den C57BL/6 Hintergrund
zuruckgekreuzt sind. Fur die genaue Untersuchung der Rolle der Mastzelle oder der
von ihr produzierten Mediatoren ist es moglich sowohl W/W", als auch Sash Mause
mit genetisch kompatiblen Mastzellen zu rekonstituieren [43]. Diese als "Bone
marrow derived Mast cells" (BMMC) bezeichneten Zellen, kdnnen aus Knochenmark
der fetalen Leber oder aus Stammzellen [11] in vitro generiert werden.

Die Vorlaufer Zellen kdnnen von congenen Wildtyp-Tieren stammen, oder auch, um
Effekte einzelner Mediatoren zu untersuchen, von transgenen- oder genetisch
defizienten Mausen [44]. Die in vitro generierten Zellen kdnnen intradermal,
intraven0s oder intraperitoneal zur Rekonstitution der Tiere appliziert werden
[5;43;44]. In den bisher untersuchten Geweben zeigte es sich, dass die in vitro
generierten und in die mastzelldefizienten Tiere transferierten Mastzellen denen von
Wildtyp-Tieren phanotypisch ahneln [44-46]. Die Anzahl der Mastzellen kann je nach
Gewebe variieren. Um zu gewahrleisten, dass die Mastzellen von ihrer Anzahl und
ihrem Phanotyp madglichst genau dem Wildtyp entsprechen ist es notwendig 4 bis 6
Wochen nach adoptiven Transfer der Zellen zu warten bevor mit Experimenten
begonnen werden kann.

Mit den mastzelldefizienten Tieren und den "Knock-in" Tieren stehen gute Systeme
zur Verfugung um Effekte der Mastzelle in der angeborenen und adaptiven Immunitat
zu untersuchen. Nachteile dieser Systeme sind zu erwahnen, denn bei chronischen
Entzindungsmodellen zeigte es sich, dass sich in den eigentlich mastzelldefizienten
Tieren am Ende der Studien an den Entzindungsherden Mastzellpopulationen

entwickeln konnten. [47;48].
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1.2 Mastzellen in der angeborenen Immunitét

Die angeborene Immunitat stellt die erste Verteidigungslinie des Korpers gegen
eindringende  Pathogene und Toxine dar. Anhand von bestimmten
Erkennungsmerkmalen werden Bestandteile von Pathogenen von Keimbahn-
codierten Rezeptoren erkannt, die von Makrophagen, DC, Naturlichen Killerzellen
aber auch von Mastzellen expremiert werden [49]. Zu diesen Rezeptoren gehdren
auch die so genannten Toll-like-Rezeptoren (TLR), diese Rezeptorenfamilie wird je
nach dem welcher Bestandteil von Pilzen, Parasiten, Bakterien oder Viren erkannt
wird in verschiedene Untergruppen eingeteilt. Bisher sind zehn humane und zwolf
murine TLR bekannt, die die unterschiedlichsten mikrobiellen Gefahrensignale
detektieren und eine entsprechende Immunantwort initiieren kénnen [50]. In vielen in
vitro und in vivo Studien konnte gezeigt werden, dass Mastzellen ein grolles
Spektrum der TLR expremieren. Fir murine und humane Mastzellen ist die
funktionelle Expression der TLR-1; -2; -3; -4; -6; -7 und -9 nachgewiesen worden
[51]. Je nach Stimuli wird Uber die TLR in der Mastzelle ein spezifisches Zytokin- und
Mediatorenprofil induziert. Die Mastzelle spielt daher eine wichtige Rolle bei der
Einleitung einer schnellen und effektiven Immunantwort. Leal-Berumen et al konnten
zeigen, dass Mastzellen nach Kontakt mit dem gram-negativen Bakterium
Escherichia coli TNF, IL13 und IL-6 produzieren, ohne dabei zu degranulieren [52].
Die Mastzelle wird durch Lipopolysaccharid (LPS), ein Zellwandbestandteil der
Bakterien der an den TLR-4 bindet, aktiviert. In vivo flhrt diese Aktivierung zu einer
Neutrophilie am Entzindungsherd [53]. Im Gegensatz hierzu fuhrt die Behandlung
mit Peptidoglycan (PGN) einem Bestandteil gram-positiver Bakterien zu einer
Degranulation der Mastzelle und der Produktion der Th; induzierenden Zytokine IL-4,
IL-5 sowie IL-6 und GM-CSF. Dies fiihrt zur Bildung von Odemen und einer erhéhten
vaskularen Permeabilitat in vivo [53].

Neben den TLR verfugen Mastzellen Uber weitere Rezeptoren um Pathogene direkt
oder indirekt zu erkennen und so aktiviert zu werden. So koénnen uUber das
Glykosylphophaditylinositol-gekoppelete Protein CD48 FimH Proteine gram-negativer
Bakterien erkannt werden. Eine Aktiverung von CD48 fuhrt zur Mastzelldegranulation
und einer verstarkten Produktion von TNF und Leukotrienen. AuRerdem konnte

gezeigt werden, dass Mastzellen FimH expremierende Bakterien phagozytieren und
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abtéten koénnen [14;54;55]. Mastzellen expremieren auch eine Vielzahl von
Komplementrezeptoren. Da das Komplementsystem bei vielen Infektionen aktiviert
wird, wird auch eine komplementvermittelte Aktivierung der Mastzelle vermutet. Eine
weitere MOoglichkeit Mastzellen zu aktivieren stellen die B-Zell-Superantigene dar.
Diese Immunglobulin-bindenden Proteine kdnnen Zellen durch antigenunspezifische
Kreutzvernetzung der lg-Rezeptoren aktivieren [56]. Patella et al. konnten zeigen,
dass das virale Glykoprotein 120 (gp120) in der Lage ist Mastzellen Fc-Rezeptor
abhangig, jedoch Antigen unabhangig zu aktivieren [57]. Untersuchungen von
Echtenacher und Malavia bestatigten, dass Mastzellen auch eine wichtige Funktion
in vivo in der angeborenen Immunitat besitzen. In einer Studie Uber septische
Peritonitis konnte Echtenacher et. al demonstrieren, dass mastzelldefiziente Mause
innerhalb klrzester Zeit an einer Sepsis verstarben, wohingegen entsprechende
Wildtypen eine deutlich hdéhere Uberlebensrate hatten. Die Arbeitsgruppe
verdeutlichte, dass hierbei TNF eine besondere Rolle fiir das Uberleben der Tiere
spielt [58;59]. Dass die Mastzelle eine wichtige Funktion bei der Abwehr von
bakteriellen Infektionen spielt, konnte durch Arbeiten von Malaviya et. la bestatigt
werden. Diese zeigten, dass die Mastzelle fur eine effektive Beseitigung der
Bakterien und die dazu notwendige Neutrophilie wichtig ist. Die abgeschwachte
Immunantwort in mastzelldefiezienten Tieren konnte durch eine Rekonstitution der
Tiere mit Wildtyp-Mastzellen wieder normalisiert werden [60].

Mastzellen besitzen, wie bereits beschrieben, die Fahigkeit prasynthetisiertes TNF zu
lagern und innerhalb von Minuten freizusetzen [19]. Die schnelle Freisetzung von
mastzell-produziertem TNF ermoglicht die Rekrutierung von neutrophilen
Granulozyten an den Entzindungsort [61]. Die Iokale Freisetzung von
mastzellproduzierten Mediatoren, die die Rekrutierung von Effektorzellen
unterstitzen, ist wahrscheinlich die wichtigste Effektorfunktion der Mastzelle in der
Pathogenabwehr. Neben TNF konnte auch fir LTB4 und Proteasen (MCP6) gezeigt
werden, dass sie fur eine effektive Rekrutierung von Neutrophilen notwendig sind
[62;63]. Neben der Rekrutierung von Neutrophilen konnte in einigen Parasiten und
Virusmodellen gezeigt werden, dass Mastzellen an der Anlockung von eosinophilen
Granulozyten beteiligt sind [64;65]. Neuere Studien belegen, dass Mastzellen auch
das Migrationsverhalten von T-Zellen beeinflussen konnen und somit bei der
Entstehung der adaptiven Immunantwort eine wichtige Rolle spielen. In einer in vivo

Studie konnte gezeigt werden, dass die Mastzelle nach Stimulation mit Poly |:C
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(einer synthetischen doppelstrangigen RNA) an der Rekrutierung von CD8" T-Zellen
beteiligt ist [66].

Durch ihre Fahigkeit eine groRe Bandbreite an Pathogenen zu erkennen und
daraufhin schnell und selektiv Mediatoren freizusetzen, wodurch protektive
Immunantworten induziert, reguliert und verstarkt werden, tragt die Mastzelle effektiv
zur angeborenen Immunitat bei. lhre Lokalisierung in der ndhe von Blutgefalien
begunstigt die Rekrutierung von Effektorzellen. Da die Mastzelle auch Zellen der
adaptiven Immunantwort modifizieren, beeinflussen und regulieren kann, stellt sie ein

effektives Bindeglied zwischen angeborener und adaptiver Immunitat dar.

1.3 Mastzellen und ihre Funktion in der adaptiven Immunitéat

Aufgrund ihrer Fahigkeit Antigene effektiv aufzunehmen, zu prozessieren und
anderen Zellen des Immunsystems zu prasentieren, ist die Dendritische Zelle
wahrscheinlich einer der wichtigsten Zellen fiur die Induktion einer adaptiven
Immunantwort. Langerhanszellen in der Haut, aber auch andere immature DC der
Peripherie haben die Fahigkeit sowohl endogene als auch exogene Antigene
aufzunehmen. Ohne zusatzlichen Stimulus bleiben sie jedoch immatur und sind nur
minder befahigt Antigene zu prasentieren. Kommt es jedoch zu einem adaquaten
zusatzlichen Reiz reifen die DC aus und migrieren aufgrund veranderter Expression
von Chemokinrezeptoren aus den Geweben in die Lymphknoten. Wahrend der
Migration wird die Expression von kostimmulatorischen Molekulen, wie CD80, CD86,
CD40 und des MHCII auf der Oberflache der Zelle hochreguliert. Die DC maturiert zu
einer potenten antigenprasentierenden Zelle aus [67]. In den Lymphknoten kdnnen
die DC antigenspezifische naive T-Zellen aktivieren und somit T-Effektorzellen
induzieren. Diese tragen zur Verteidigung des Wirtes gegenuber Pathogenen bei,
sind aber auch an der Entwicklung von allergischen Reaktionen oder
Autoimmunantworten beteiligt. Der Kontakt zwischen B-Zellen und aktivierten T-
Zellen ist auch fur den Isotypenwechsel der B-Zelle wichtig [68], welcher wiederum
zur Induktion der humoralen Immunitat notwendig ist.

Studien an Modellen der angeborenen aber auch adaptiven Immunitat belegen, dass
die Mastzelle einen Einfluss auf viele Prozesse, die zur Induktion einer adaquaten

adaptiven Immunantwort beitragen, hat.
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Mastzellen und deren Mediatoren konnen die Migration, Ausreifung und
Polarisierung von antigenprasentierenden Zellen beeinflussen. In einem
Kontaktallergiemodell konnten Bryce et al. zeigen, dass IgE-beladene Mastzellen fur
eine effektive Sensibilisierung gegenuber dem Hapten Ozalon notwendig sind [69].
Uber einen antigenunabhéngigen Mechanismus tragt die Mastzelle in ihrem Modell
zu einer verstarkten Emigration von Langerhanszellen aus der Haut bei Wildtyp-
Tieren bei, diese war sowohl bei mastzell- als auch IgE-defizienten Tieren gestort.
Durch die Blockade des Histaminrezeptors H2 konnte gezeigt werden, dass unter
anderem mastzellproduziertes Histamin an der Migration von Langerhanszellen aus
der Haut in die Lymphknoten beteiligt ist [70]. Mastzellproduziertes TNF scheint
ebenfalls auf die Migration von DC zu wirken. So konnte nach Behandlung mit
Petidoglycan eine TNF- abhangige Migration von Langerhanszellen beobachtet
werden [70]. In einer Kontaktallergiestudie gegenuber FITC konnte bestatigt werden,
dass mastzellproduziertes TNF zu einer verstarkten DC Migration beitragt. Die Studie
zeigte jedoch auch, dass mastzellspezifische Unterschiede nur innerhalb der ersten
24 Stunden zu beobachten waren. Nach 48 Stunden war die Anzahl an DC in den
Lymphknoten der WT und mastzelldefizienten Tiere vergleichbar. DC von beiden
Gruppen waren in der Lage eine vergleichbar starke antigenspezifische T-Zell-
Antwort zu generieren. Die entstehende Kontaktallergie war jedoch in
mastzelldefizienten Tieren deutlich abgeschwacht und konnte durch Rekonstitution
mit BMMC aus Wildtyp-Tieren vollstandig, durch die Rekonstitution mit BMMC aus
TNF-defizienten Spendern jedoch nur teilweise induziert werden [71]. Die Studien
verdeutlichen, dass Mastzellen die Entstehung von adaptiven Immunantworten
beglnstigen konnen, indem sie die Migration von DC aus den Geweben in die
regionalen Lymphknoten beeinflussen. Je nach Modell koénnen hierbei
unterschiedlich starke Effekte der Mastzelle beobachtet werden. Die Mastzelle
scheint vor allem durch ihre Fahigkeit in kirzester Zeit nach Aktivierung eine grolde
Bandbreite an entziundungsfordernden Mediatoren freisetzen zu konnen die
Induktion einer adaptiven Immunantwort zu beschleunigen.

Heib et al. zeigten, dass auch die entstehende adaptive Immunantwort in ihrem
Modell mastzellabhangig war. Nach Applikation von SIINFEKEL, einer MHC-I
restringierten Peptidsequenz von Ovalbumin in Kombination mit Imiquimod, einem
TLR-7 Ligand, konnten sie zeigen, dass Mastzellen an der Induktion einer adaptiven

Immunantwort beteiligt sind. Mastzellen, die Uber TLR-7 aktiviert wurden induzieren
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eine verstarkte Emigration von Langerhanszellen in die regionalen Lymphknoten und
eine Lympknotenhyperplasie. Die Migration der Langerhanszellen war in diesem
Modell IL-1, die Hyperplasie TNF abhangig. Die Einwanderung der Langerhanszellen
fihrt zur Induktion einer SIINFEKEL spezifischen CD8" T-Zellantwort. Die
entstehende zytotoxische T-Zellantwort war in mastzelldefizienten Mausen
gemindert.

Wurden zur Immunisierung bereits maturierte peptidbeladene DC benutzt konnten
keine Unterschiede zwischen Wildtypen und mastzelldefizienten Tieren bezuglich der
induzierten T-Zellantwort beobachtet werden [72]. Die Arbeit verdeutlicht, dass
Mastzellen zu der Entstehung von adaptiven Immunantworten beitragen, zeigt aber
auch, dass je nach gewahltem Modell mastzellspezifische Effekte "Uberlagert"
werden kdnnen.

Mastzellmediatoren kénnen nicht nur die Migration sondern auch die Polarisierung
von DC beeinflussen. Mastzellproduziertes TNF und Exosome koénnen die
Hochregulation von Integrinen, kostimmulatorischen Molekilen und MHCII-
Komplexen induzieren und somit die Ausreifung der DC fordern [73;74]. Histamin und
Prostaglandin D, kdnnen einen Thy-Antwort unterstitzenden DC-Phanotyp
induzieren, indem sie die |IL-12 Produktion der DC hemmen [75;76]. Mastzellen
konnten auch Uber die Produktion von TSLP (lymphic stromal lymphopoietin), einem
IL-7 ahnlichem Zytokin oder IL-17 zur Beeinflussung der DC beitragen. TSLP
induziert die Migration von DC und férdert deren Produktion von CCL17, einem Thy-
Zellen Chemokin [77]. Mastzellproduziertes IL-17E kann die Produktion von IL-4, IL-5
und IL-13 in einigen DC Subpopulationen einleiten [78]. Welchen Stellenwert die
Mastzelle als Quelle fur die beiden Zytokine in vivo einnimmt ist aber bisher unklar.
Neben der Beeinflussung von DC konnten auch mastzellspezifische Effekte auf T-
Zellen beobachtet werden. In einer Kontakallergiestudie gegen Dinitrofluorbenzol
konnte gezeigt werden, dass Mastzellen in die regionalen Lymphknoten migrieren
und chemoattraktiv auf T-Zellen wirken, indem sie MIP-13 sezenieren [79;80].
McLachlan et al. bestatigten diese Beobachtung, in ihrer Studie konnten sie eine
mastzellabhangige Lympknotenhyperplasie nach bakterieller Infektion sehen, bei der
die Rekrutierung von zirkulierenden T-Zellen von mastzellproduziertem TNF
abhangig war [81]. Auch mastzellproduziertes Histamin kann auf die Polarisierung
der T-Zelle einwirken. So kann Uber die Aktivierung des H1-Rezeptors eine Thy-

Differenzierung geférdert und durch Histaminbindung an den H2-Rezeptor die
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Aktivierung von Thy und Thy Zellen unterdrickt werden [82]. Da T-Zellen umgekehrt
auch die Funktion von Mastzellen beeinflussen konnen, scheint es zwischen diesen
beiden Zelltypen einen komplexen Steuerungsmechanismus zu geben [83].

Maurer et al zeigten, dass Mastzellen in vivo adaptive Immunantworten induzieren
und flr eine entsprechende Polarisierung wichtig sind. In ihrem Infektionsmodell
beobachtete die Arbeitsgruppe, dass mastzelldefiziente Mause anfalliger fir eine
Infektion mit Leishmania major waren. Diese Mause entwickelten im Vergleich zu
Wildtypen groRBere Hautlasionen und zeigten eine reduzierte Anzahl an
inflammatorischen Zellen am Entzindungsort. Des Weiteren war der Influx von
antigenspezifischen T-Zellen verzogert und die T-Zellen zeigten einen Thy-, statt den
schutzenden Ths-Phanotyp. Mastzellen scheinen in diesem Modell die geeignete
Aktivierung von DC zu induzieren und somit die Entstehung einer effektiven
Immunantwort zu beeinflussen [84]. Die vorgestellten Studien verdeutlichen, dass
Mastzellen ein Bindeglied zwischen angeborener und erworbener Immunitat
darstellen konnen. lhre genaue Beteiligung an der Entstehung und Exazerbation von
komplexen immunologischen Erkrankungen, wie z.B. Asthma, wird diskutiert ist aber

noch ungeklart.

1.4 Asthma bronchiale

Bei Asthma bronchiale handelt es sich um eine komplexe chronisch entzindliche
Erkrankung der Atemwege, die viele klinische Phanotypen besitzt. Etwa 5% der
Erwachsenen und 10% der Kinder leiden an Asthma, was es zu der weltweit am
weitesten verbreiteten chronischen Krankheit macht. Bei den meisten Patienten
manifestiert sich die Krankheit bereits in der Kindheit. Sowohl genetische
Pradisposition als auch exogene Ausloser tragen zur ihrer Entstehung bei. Die
klassischen Symptome der Krankheit sind Kurzatmigkeit, Husten, Schleimproduktion
und anfallsweise Luftnot. Pathophysiologisch wird Asthma durch drei Merkmale
charakterisiert; einer bronchialen Entziindung, einer bronchialen Hyperreaktivitdt und
einer Obstruktion. Die bronchiale Entzindung zeichnet sich durch den Influx von
inflammatorischen Zellen, wie T-Zellen, neutrophilen und eosinophilen Granulozyten
aus und kann durch Allergene und Infekte ausgel6st werden. Am Entzundungsort
konnen vermehrt degranulierte Mastzellen detektiert werden. Die Entzindung fuhrt

zu Schadigung des Atemwegsepithels, sowie zur Hyperplasie und Hypertrophie der
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bronchialen glatten Muskulatur. In Asthmatikern ist daneben eine Metaplasie der
Becherzellen zu beobachten, die mit einer erhohten Mukusproduktion einhergeht
[85]. An Asthma leidende Personen reagieren im Vergleich zu Gesunden auf
Bronchokonstriktoren (wie Methacholin, Adenosin usw.), dieses Phanomen wird als
bronchiale Hyperreaktivitat oder auch Atemwegsiberempfindlichkeit bezeichnet [86].
Zum Nachweil® der bronchialen Hyperreagibilitdt dient der Methacholin-
Provokationstest. Hierbei werden dem Patienten steigende Konzentrationen von
Methacholin verabreicht wahrend parallel der pulmonale Widerstand gemessen wird.
Die bronchiale Obstruktion ist ein Resultat der entstehenden Bronchospasmen,
Schleimhautédeme und der Hypersekretion des zahen Schleims.

Asthma bronchiale kann sich vom Schweregrad und Erscheinungsbild
unterschiedlich auspragen. Im Allgemeinen werden zwei Typen von Asthma
unterschieden, das allergische und das nicht allergische Asthma. Ersteres ist der am
weitesten verbreitete Asthmatyp. Hier entsteht durch die Inhalation eines eigentlich
"harmlosen" Antigens eine von eosinophilen Granulozyten dominierte Inflammation
der Atemwege mit der Bildung von Odemen und der verstarkten Produktion von
Schleim. Weiterhin wird die glatte Muskulatur Uberempfindlich und reagiert auf eine
grolle Anzahl von unspezifischen Reizen mit Bronchokonstriktionen [87]. Im
allergischen Asthma ist die Rolle der Mastzelle bisher als Effektorzelle der akuten
Reaktion festgelegt. Epidemiologische Studien zeigten, dass es eine Verbindung
zwischen der Konzentration von antigenspezischen Antikdrpern und dem
Schweregrad des Asthmas gibt [88]. Nach wiederholtem Kontakt mit Antigen, kommt
es zur Kreutzvernetzung von an der Oberflache gebundenem IgE was zur
Degranulation der Mastzellen fuhrt. Diese setzen daraufhin Mediatoren frei, die die
akute endobronchiale Obstruktion hervorrufen. Die Funktion der Mastzelle bei der
Entstehung der Krankheit ist bisher jedoch ungeklart und wird kontrovers diskutiert.
Das nicht allergische Asthma ist durch eine verstarkte Neutrophilie gekennzeichnet,
welche durch IgE unabhangige Aktvierungswege induziert wird.

Um die Entstehung von Asthma zu verstehen ist es notwendig, sich die Rolle und
Funktionen der Zellpopulationen, die fur die Pathogenese essentiell sind, genauer zu
beschreiben. Dazu gehoren Dendritische Zellen, T-Zellen und Mastzellen. Anhand
von klinischen Untersuchungen und epidemiologischen Studien konnte bereits viel
zur Charakterisierung von Asthma beigetragen werden. Aus ethischen Grinden, ist

der Mensch jedoch nur eingeschrankt zur genaueren Aufklarung der
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Pathophysiologie der Erkrankung geeignet. Die Etablierung von Mausmodellen in
den verschiedenen Charakteristiken des Asthma bronchiale nachgeahmt werden
konnen, erlaubt dagegen einen genaueren Einblick in die Vielzahl der
pathopysiologischen Vorgange, die bei der Entstehung von Asthma bronchiale eine
Rolle spielen. Hierbei ist es immer wichtig zu bedenken, dass die Ergebnisse, die im
murinen Organismus gefunden werden, immer nur einen Anhaltspunkt auf die
humane Situation geben und durch Studien an Patienten mit Asthma bronchiale erst
Uberprift werden missen.

Unter natlrlichen Lebensbedingungen entwickeln Mause kein Asthma, nach
Sensibilisierung und Provokation mit Antigenen kann in Nagern jedoch ein "Asthma"-
ahnliches Krankheitsbild induziert werden. Die Tiere werden hierzu systemisch oder
lokal mit Antigen sensibilisiert und folgend wiederholt mit demselben Antigen lokal
provoziert. Zur Sensibilisierung wird das Antigen meist in klassischer Kombination mit
einem Adjuvans intraperitoneal appliziert. Durch die Applikation des Antigens in die
Lunge, z.B. durch Verneblung oder intranasale bzw. intratracheale Verabreichung
werden die Tiere provoziert. Sensibilisierte Tiere entwickeln hierauf eine allergische
Entzindung der Atemwege, die durch Eosinophilie, Atemwegsuberempfindlichkeit
und Becherzellmetaplasie sowie der Sekretion von inflammatorischen Zytokinen (IL-
4, IL-5 und IL-13) charakterisiert ist. Die Sensibilisierung und Provokation flhrt zu
einer verstarkten Produktion von antigenspezifischen IgE-, 1gG1-Antikdrpern und
antigenspezifischen T-Zellpopulationen [89]. Wie auch bei Asthmatikern kann eine
Frih- und Spatphasenantwort auf das inhalierte Antigen detektiert werden [90;91]. Je
nach Provokationsart missen die Applikationen unterschiedlich oft durchgeflihrt
werden, Verneblungen z.B. mussen deutlich haufiger hintereinander durchgefuhrt
werden, um Asthma zu induzieren, als dies durch die direkte intranasalen Gabe des
Antigens notig ist, wo eine einzige Behandlung reicht.

Auch zur Sensibilisierung wurden weitere unterschiedliche Modelle entwickelt, so
konnen Tiere auch ohne den starken zusatzlichen Stimulus eines Adjuvans durch
alleinige intraperitoneale Verabreichung des Antigens oder durch wiederholte Gabe
des Antigens allein oder in Kombination mit einem Stimulus direkt in die Lunge
sensibilisiert werden. Lambrecht et al. konnten demonstrieren, dass auch eine
intranasale Applikation von in vitro generierten und Antigen beladenen DC zur

Sensibilisierung von naiven Mausen fuhrt. Das Ausmald der entstehenden
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Entziindung und bronchialen Uberempfindlichkeit kann je nach "Potenz" des

gewahlten Provokations- und Sensibilisierungsprotokolls schwanken [92].

1.5 T-Zellen im Asthma bronchiale

Studien in Tiermodellen konnten zeigen, dass Asthma bronchiale eine Thy-
assoziierte Erkrankung der Atemwege ist. Auch humane Studien bestatigten, dass
Thy-spezifische Zytokine wie IL-4, IL-5 und IL-13 in den Atemwegen von
Asthmatikern hoch reguliert sind. Adoptive T-Zell-Transfermodelle in der Maus
verdeutlichen, dass Thy-Zellen und die von ihnen sezernierten Zytokine essentiell
sind fur die Entstehung der Eosinophilie und Atemwegsuberempfindlichkeit.
Untersuchungen, in denen ein fur die Thy-Differenzierung notwendiger
Transkriptionsfaktor nach der Sensibilisierung geblockt wurde, zeigen, dass Thy-
Zellen oder zumindest ihre Zytokine eine wichtige Funktion in der Provokationsphase
besitzen [93]. In CD4" T-Zell defizienten Tieren [94] und Tieren in denen die CD4" T-
Zellen vor der Provokation depletiert wurden [95], konnte nur eine deutlich
verminderte allergische Atmwegsentziundung induziert werden. Diese Studien
belegen die wichtige Rolle der T-Zelle bei der Entstehung von Asthma. Die genaue
Funktion von CD8" T-Zellen bei der Induktion von Asthma ist noch ungeklart und wird
kontrovers diskutiert. Es gibt Studien, die keine aktive Beteiligung von CD8" T-Zellen
an der Ausbildung einer allergischen Atemwegserkrankung zeigen. Diese
Untersuchungen stehen jedoch im Widerspruch zu Studien, die eine Population an
IL-13 produzierenden CD8" T-Zellen in der Lunge charakterisiert haben. Ein Transfer
dieser Zellen von einem sensibilisiertem, jedoch nicht von einem naiven Donor, vor
der Provokation in CD8 defiziente Mause fuhrte zu der Entwicklung einer allergischen
AtemwegsUberemfindlichkeit. Der adoptive Transfer von CD8" T-Zellen einer
sensibilisierten IL-13 knockout Maus konnte jedoch keine Entziundung der Lunge
einer Wildtyp Maus induzieren. Die Versuche verdeutlichen, dass CD8"-T-Zellen,

zumindest Subpopulationen an der Entstehung von Asthma beteiligt sind [92].
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1.6 Dendritische Zellen im Asthma bronchiale

Fur die Entstehung einer antigenspezifischen Thy-Antwort sind DC essentiell. DC
haben, als effektivste antigenprasentierende Zelle, eine wichtige Funktion in der
Induktion und der Modulation allergischer Antworten.

Die Lunge kann in zwei funktionell unterschiedliche Kompartimente unterteilt werden,
die Atemwege und das Lungengewebe. Das Atemwegsepithel wird aus
zilientragenden Zellen und Schleim produzierenden Becherzellen gebildet, die
zusammen zur Beseitigung von Pathogenen und inhalierten Antigenen beitragen.
Unterhalb des Atemwegsepithels sitzt ein dichtes Netzwerk von DCs. Diese sind
hauptsachlich vom myeoliden Phanotyp, es kommen aber auch plasmocytoide DCs
vor [96]. Die DCs kdnnen mir ihren Fortlaufern zwischen den Epithelzellen hindurch
in das Atemwegslumen reichen und so nach Antigenen "fischen". Unter gesunden
Bedingungen kommt es zu einer standigen Aufnahme von Antigen durch DCs, deren
Migration in die drainierenden Lymphknoten und zur dortigen Expression des
Antigens. In Mausmodellen konnte gezeigt werden, dass hierbei Toleranz induziert
wird. Es wird davon ausgegangen, dass DC, wenn sie ohne weiteren Stimulus,
"harmlose" Antigene aufnehmen, nicht vollstandig aktiviert werden und somit nicht in
der Lage sind eine effektive T-Zell-Antwort zu induzieren [97]. Kommt es jedoch zu
einem zusatzlichen Stimulus, kann die Toleranz gebrochen werden, die DCs
maturieren und werden zu potenten antigenprasentierenden Zellen. Je nach Art und
Starke des Stimulus kann der Phanotyp der durch die DC induzierten adaptiven
Immunantwort variieren. Bottomly et al zeigen, dass LPS, das in Kombination mit
OVA appliziert wurde effektiv war die DC-Tolleranz zu brechen und eine T-
Zellantwort in Mausen zu induzieren. Je nach Konzentration des eingesetztem TLR-4
Liganden wurde die Entstehung einer Ths-spezifischen (hohe LPS-Dosen) oder einer
Thy-spezischen T-Zellantwort (niedrige LPS-Dosen) geférdert [98;99]. Neben
mikrobiellen Bestandteilen konnte auch fur biologische aktive Antigene gezeigt
werden, dass sie Toleranz brechen und gegen sich selbst aber auch als Beistander
gegen "harmlose" Antigene wie OVA eine adaptive Immunantworten in der Lunge
induzieren konnen [100]. Neben direkter Aktivierung durch Antigene oder
mikrobiellen Bestandteilen, konnen DC auch durch Mediatoren die von benachbarten
Zellen wie Epithelzellen oder der Mastzelle aktiviert und moduliert werden. Fur die

Entstehung einer effektiven Thy-Antwort ist es notwendig, dass die DC Antigen
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aufnehmen und es prozessieren. Im Zuge dieser Prozessierung mussen die DC
aktiviert werden um zu Potenten antigenprasentierenden Zellen zu maturieren.

Nach einer erfolgreichen Sensibilisierung fuhrt ein wiederholter Antigenkontakt
schnell zu einer Verschlimmerung der allergischen Atemwegsentzindung. Wie
bereits beschrieben werden Mastzellen Uber IgE Kreuzvernetzung aktiviert, was zu
der Freisetzung von Mediatoren zur Folge hat. Diese induzieren die frihe
asthmatische Antwort, die Mediatoren locken inflammatorische Zellen in die Lunge
und fuhren zu Atemwegsddemen und Bronchokonstriktion. DC der Atemwege
nehmen das Antigen auf migrieren in die Lymphknoten und prasentieren es dort
naiven und Memory-T-Zellen. Aktivierte T-Zellen wandern in die Lunge ein und
sezernieren Zytokine. Die Freisetzung der Thy-spezifischen Zytokine fuhrt zur
Entstehung der spaten Asthmareaktion. Eosinophile wandern in die Lunge ein, die
glatte Muskulatur wird Uberempfindlich, Becherzellen produzieren Schleim und bei
einer chronischen Entzindung kommt es zu einer Umstrukturierung der Atemwege

durch verstarkte Kollageneinlagerung in das Atemwegsepithel [87].
1.7 Mastzellen im Asthma bronchiale

Die Rolle der Mastzelle als Effektorzelle bei der frihen akuten asthmatischen
Reaktion ist bereits gut geklart und wurde Uber Jahrzehnte als einzige Funktion der
Mastzelle im Asthma bronchiale angesehen. Studien der letzten Jahre verdeutlichen
jedoch, dass die Mastzelle anhand ihrer grof3en Anzahl von Rezeptoren und
Mediatoren ein Bindeglied zwischen angeborener und adaptiver Immunantwort ist.
Sie hat das Potenzial viele Prozesse die zur Entstehung einer adaptiven
Immunantwort fuhren zu initileren und zu modulieren. Die Rolle der Mastzelle bei der
Entstehung von Asthma ist noch kontrovers diskutiert, jedoch sprechen viele Indizien
fur ihre Beteiligung.

Zur Aufklarung mastzellspezifischer Effekte bei der Induktion von Asthma wurden im
letzten Jahrzehnt viele Mausmodelle entwickelt, hierbei wurden vor allem die beiden
bereits vorgestellten Mausstimme WWB6F-Kit""" Maus (W/W") und C57BL/6-
Kit"s"Wsh Maus (Sash) verwendet, um mastzellabhangige Unterschiede bei der
Entstehung von Asthma zwischen WT und mastzelldefizienten Tieren direkt
aufzeigen zu konnen. Je nach Sensibilisierungs- und Provokationsmodell welches

der Tiere verwendet wurde konnte eine unterschiedlich groRe Relevanz der
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Mastzelle bei der Entstehung einer allergischen Atemwegsiuberempfindlichkeit
festgestellt werden. Studien in denen eine "klassische" Sensibilisierung der Tiere
durch intraperitoneale Applikation des Antigens in Kombination mit einem Adjuvans
(wie Aluminiumhydroxid) durchgefuhrt wurde konnten keine Beteiligung der Mastzelle
bei der Entstehung einer allergischen Atemwegserkrankung aufzeigen. In solchen
Sensibilisierungsmodellen konnten keine Unterschiede in der sich bildenden Thy-
Antwort, der Atemwegsentzindung und Atemwegsuberempfindlichkeit zwischen
mastzell-defizienten und Wildtyp-Tieren entdeckt werden [101-103]. Studien die
weniger "potente" Sensibilisierungsmethoden verwendeten, konnten jedoch eine
essentielle Beteiligung der Mastzelle an der Entstehung von Asthma aufzeigen.
Williams et al. beschrieben in ihrer Studie von 2000, dass mastzelldefiziente Tiere
nach Sensibilisierung ohne zusatzliches Aduvant eine deutlich verminderte
Entzindung der Atemwege und Atemwegsuberempfindlichkeit im Vergleich zu
Wildtyp-Tieren entwickeln [104]. Untersuchungen, die in FceRI-defizienten Tieren
durchgefuhrt wurden unterstreichen die Beteiligung von Mastzellen an der
Entstehung einer allergischen Atemwegsuberempfindlichkeit. Nach einer einmaligen
Applikation von OVA in Kombination mit Adjuvans und wiederholten intranasalen
Provokationen, war es nicht moglich in FceRI-defizienten Tieren eine allergische
Atemwegsentzindung zu initiieren [105]. Nach wiederholter inhalativer Exposition mit
Antigen ohne zusatzliches Adjuvans reagierten mastzelldefiziente und FceRI-
defizienten Tiere im Vergleich zu Wildtypen mit einer deutlich verminderten Reaktion
der Atemwege nach elektrischer Stimulation [106]. In den defizienten Tieren war
zusatzlich die Atewegsentzindung, Becherzellmetaplasie und IL-13 Konzentration
reduziert. Durch adoptiven Transfer von WT Mastzellen und anschlieRende
Sensibilisierung und Provokation konnte ein zum Wildtyp vergleichbares Asthma
typisches Krankheitsbild induziert werden. Yu et al bestatigten, dass die funktionelle
Expression des FceRl Rezeptors fur die mastzellvermittelten Effekte essentiell ist
[107]. Die Studien verdeutlichen, dass Mastzellen an der Entstehung von Asthma
beteiligt sind. In anderen Sensibilisierungsmodellen unter Verwendung von Alum als
Adjuvans scheinen mastzellspezifische Effekte Uberbrickt zu werden. In weniger
starken Sensibilisierungsprotokollen scheinen die Mastzelle dafir notwendig zu sein,
Prozesse, die zur Entstehung einer adaptiven Immunantwort fihren zu verstarken. In
den beschriebenen Studien scheint die Mastzelle hauptsachlich Uber die FceRI-

vermittelte Aktivierung, Degranulation und Freisetzung von Mediatoren die
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Entstehung der allergischen Immunantwort einzuwirken. Bryce et al konnten
demonstrieren, dass mastzellproduziertes Histamin die Migration von T-Zellen in die
Lunge und mit der Entstehung einer allergischen Atemwegsentzindung assoziiert ist
[108]. Auch mastzellproduziertes TNF konnte ein wichtiger Botenstoff fur die
Induktion einer allergischen AHR sein. Mastzellen speichern TNF in bereits
prasynthetisierter Form intragranular und konnen es bei Aktivierung innerhalb
kirzester Zeit freisetzen. Wie bereits beschrieben konnte im Kontaktallergiemodell
der Haut dargestellt werden, dass mastzellproduziertes TNF die Migration von
Langerhanszellen aus der Haut in die regionalen Lymphknoten beeinflusst und somit
die Entstehung einer adaptiven Immunantwort [72]. Kim et al demonstrierten, dass
TNF auch in der Lunge eine Rolle spielen konnte, so zeigen sensibilisierte mastzell-
defiziente Tiere eine geringere TNF Konzentration in der bronchoalveolaren Lavage
als entsprechend behandelte WT-Tiere [109]. Die Rekonstitution der
mastzelldefizienten Tiere mit WT-Mastzellen fuhrte zum TNF Konzentrationen in der
BAL die mit den WT-Tieren vergleichbar waren.

Durch die Verabreichung von TNF konnte die Toleranz gegenuber inhaliertem
Antigen gebrochen werden, indem DC in der Lunge aktiviert wurden [98].

Auch Beobachtungen aus humanen Untersuchungen lassen darauf schliel®en, dass
TNF eine wichtige Funktion im Asthma hat. TNF kann bei nicht Asthmatikern zu einer
Infiltration von neutrophilen Granulozyten in die Lunge und zu einer erhohten
Atemwegsuberempfindlichkeit fuhren [110]. Die Konzentration von TNF im Serum
[111] und die Anzahl an TNF produzierenden Zellen, vor allem Mastzellen, in
Biopsien [112] ist in Asthmatikern deutlich erhoht.

Durch die Freisetzung der Mediatoren auf unterschiedlichste Stimuli kann die
Mastzelle viele immunologische Prozesse zu unterschiedlichen Zeitpunkten
beeinflussen. Neue Studien deuten darauf hin, dass die Mastzelle auch im
Sensibilisierungsprozess eine wichtige Funktion hat. Die Mastzelle kénnte durch
Aktivierung das Mikromillieu in der Lunge soweit verandern, dass eine Aktivierung
der DC stattfindet und somit die inhalative Toleranz gegenuber einem harmlosen
Antigen gebrochen wird. In vitro konnte bereits gezeigt werden, dass
mastzellproduziertes Histamin und Prostaglandin DCs aktivieren und einen Thy-
induzierenden DC-Phanotyp fordern [75;113]. Studien von Eisenbarth et al. lassen
darauf schlieflen, dass die Mastzelle bei der Induktion von allergenspezifischen

adaptiven Immunantworten, die durch Koadministration von TLR-Liganden
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eingeleitet werden, beteiligt ist. In ihren Studien wurde gezeigt, dass die Applikation
von Antigen in Kombination mit niedrigen Dosen an LPS, dem Liganden fir TLR-4 zu
einer Sensibilisierung gegenuber dem Antigen in Mausen fuhrt und eine allergische
Entzindung der Atemwege hervorruft. Die Tiere sezernieren verstarkt TNF, was zur
Migration der DCs aus der Lunge in die regionalen Lymphknoten fuhrt [98;99]. Da
Mastzellen auf LPS Stimulus praformiertes TNF freisetzen kdnnen, stellen sie flr das
oben beschriebene Modell eine mogliche Effektorzelle dar [34]. Nach intranasaler
Sensibilisierung mit Antigen in Kombination mit LPS und anschlieRender intranasaler
Provokation mit Antigen entwickeln mastzelldefiziente Mause eine im Vergleich zu
Wildtyp-Tieren abgeschwachte allergische Entzindung der Atemwege [114]. Die
Daten lassen darauf schlieRen, dass die Mastzelle auch Uber IgE-unabhangige

Aktivierungswege an der Entstehung von Asthma beteiligt sein konnte.
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Abb. 1.2: Funktion der Mastzelle bei der Entstehung einer adaptiven Inmunantwort. Mastzellen
sind wie Dendritische Zellen in allen der Umwelt exponierten Geweben lokalisiert. Anhand ihrer
groRBen Bandbreite an Rezeptoren kénnen sie durch eine Vielzahl von Stimuli aktiviert werden und
innerhalb kirzester Zeit Mediatoren freisetzen. Diese kdnnen das Mikromillieu verandern und somit
die Funktion von Zellen des Immunsystems, z.B. von Dendritischen Zellen, T-Zellen und B-Zellen,
beeinflussen. Die Mastzelle kann somit die Entstehung einer adaptiven Immunantwort férdern und
deren Phanotyp modulieren.

Durch die Kreuzvernetzung von antigenspezifischem IgE auf der Mastzelle und daraufhin folgende
Aktivierung und Degranulation der Zelle spielt die Mastzelle auch eine Rolle firr die Entstehung einer
Immunantwort bei sekundarem Antigenkontakt. Die schnelle Freisetzung der Mediatoren konnte auch
hier zu einer adaquaten Auswanderung und Aktivierung von antigenbeladenen Dendritischen Zellen
und zu einer effektiven Induktion von antigenspezifischen T-Zellpopulationen flihren. Weiterhin konnte
gezeigt werden dass Mastzellen die Migration der T-Zellen aus den drainierenden Lymphknoten in die

Zielgewebe beeinflussen und somit Entziindungsreaktionen verstarken kdnnen.
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1.8 Zielsetzung der Arbeit

In der vorliegenden Doktorarbeit soll die Rolle der Mastzelle und der von ihr
sezernierten Mediatoren bei der Entstehung einer allergischen
Atemwegsuberempfindlichkeit  analysiert werden. Zur Untersuchung von
mastzellspezifischen Effekten wurden die beiden mastzelldefizienten Mausstamme
WBB6F1-Kit""" (W/W") und C57BL/6-Kit"*""'*" (Sash) verwendet. Die Tiere wurden
ohne zusatzliches Adjuvans gegen Ovalbumin sensibilisiert und provoziert. Die
entstehende allergische Entzindung der Atemwege wurde durch die Messung der
Atemwegsuberempfindlichkeit, der Analyse der bronchoalveolaren Lavage, der
Untersuchung von Lungenschnitten auf den Influx von inflammatorischen Zellen und
der Entstehung einer Becherzellmetaplasie, charakterisiert und mit entsprechend
behandelten Wildtyp-Tieren verglichen. Um den Erfolg der Sensibilisierung zu
Uberprufen, wurden die Konzentrationen an antigenspezifischen Antikdrpern im
Serum, sowie die Zytokinproduktion von restimmulierten Milzzellen untersucht. Wir
konnten zeigen, dass mastzell-defiziente Mause nach einer Sensibilisierung ohne
Adjuvans eine schwachere allergische Atemwegserkrankung entwickeln, als
vergleichbar behandelte Wildtyp-Tiere. Um zu Uberprufen, dass diese Beobachtung
auf die Mastzelle zurtickzuflhren ist und es sich nicht um Nebeneffekte der Mutation
handelt, wurden mastzelldefiziente C57BL/6-Kit"*""*" M&ause mit Mastzellen, die in
vitro aus dem Knochenmark von Wildtyp-Tieren generiert wurden, rekonstituiert.
Nach der Sensibilisierung und Provokation entwickelten rekonstituierte mastzell-
defiziente Tiere eine zu den Wildtypen vergleichbare allergische Entziindung in den
Lungen.

In einer weiteren Untersuchung uberpruften wir welche Rolle mastzellproduziertes
TNF flr die Entstehung der allergischen Atemwegsentziindung spielt. Hierzu wurden
Mastzellen in vitro aus dem Knochenmark von TNF defizienten Tieren generiert und
anschlie3end intravenos mastzell-defizienten Mausen zur Rekonstituiton injiziert. Die
Tiere wurden ohne zusatzliches Adjuvans mit OVA sensibilisiert und provoziert und
anschlieRend die Entstehung einer Atemwegsentzindung untersucht. Die
Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dass mastzellproduziertes TNF eine Funktion
bei der Ausbildung eines Asthma-ahnlichem Krankheitsbildes bei Mausen spielt.
Zusatzlich wurden weitere Mechanismen untersucht, die zur Entstehung einer

allergischen Atmwegserkrankung fiuhren, und die durch Mastzellen beeinflusst
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werden konnten. Einer der zentralen Schritte fir die Entstehung einer adaptiven
Immunantwort ist die effektive Prasentation von Antigen in den Lymphknoten durch
spezialisierte Zellen (vor allem DC). DC muissen Antigen aufnehmen, es
prozessieren und selbst maturieren, um zu einer potenten antigenprasentierenden
Zelle zu werden. Im "Steady-state" nehmen DC der Lunge standig Antigen auf
prozessieren es und prasentieren es T-Zellen im Lymphknoten. Sie maturieren
hierbei jedoch nicht und nehmen einen semi-maturen Phanotyp an, der Toleranz
induziert. Die Mastzelle konnte durch Koaktivierung und der Freisetzung von
Mediatoren, wie z.B. TNF, aber auch Histamin und Prostaglandin, das Mikromillieu in
der Lunge verandern. Durch die gleiche Lokalisation in der Lunge wie die DC, koénnte
das veranderte Mikromillieu, die Antigenaufnahme, Antigenprozessierung, die
Migration und die Aktivierung von DC beeinflussen und somit einen die allergische
Entzindung férdernden DC-Phanotyp induzieren.

In der Arbeit untersuchten wir die Migration von antigenbeladenen DC nach
Sensibilisierung aus der Lunge in die drainierenden Lymphknoten in
mastzelldefizienten und entsprechend behandelten Wildtyp-Tieren. In Lymphknoten
von Wildtyp-Tieren konnte 24 Stunden der Behandlung eine deutlich grof3ere Anzahl
an antigentragenden DC mittels FACS-Analyse detektiert werden als in vergleichbar
behandelten mastzell-defizienten Tieren. In der letzten Untersuchung, die im
Rahmen dieser Doktorarbeit vorgestellt werden soll, sollte die Frage beantwortet
werden, ob Mastzellen die adaptive Immunantwort die durch antigenbeladene DC
induziert wird beeinflussen kdnnen. Hierzu wurden DC in vitro aus Knochenmark
generiert und mit Antigen beladen. AnschlieRend wurden die Zellen intranasal zur
Sensibilisierung mastzelldefizienten und Wildtyp-Tieren appliziert und die Tiere
spater mit Antigen provoziert. Sowohl Wildtypen als auch mastzelldefiziente Tiere
entwickelten hierdurch eine vergleichbare allergische Entzindung der Atemwege.
Ziel dieser Arbeit ist es neue Einblicke in die komplexe Pathophysiologie von Asthma
zu gewinnen. Der klassische Blick auf die Mastzelle als reine Effektorzelle der akuten
Reaktion soll gelockert und ihre Bedeutung als modulatorische Zelle bei der
Entstehung von adaptiven Immunantworten verdeutlicht werden. Man muss
bertcksichtigen, dass die Untersuchungen im murinen Modell durchgefihrt wurden
und ihre Bedeutung erst auf den humanen Organismus Ubertragen werden muss.
Durch seine komplexe Pathophysiologie und die vielen Phanotypen ist es noch offen

in welchem Ausmal} die Mastzelle zu der Entstehung der unterschiedlichen
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Krankheitsbilder beitragt. Die Arbeit soll jedoch ein Indiz auf ihre Beteiligung geben
und somit einen moglichen pharmakologischen Interventionspunkt anbieten der zur

Behandlung von Asthma genutzt werden konnte.
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2.1 Materialien

2.1.1 Laborgerate

Gerat Modell Hersteller
Tubus fur BAL-Gewinnung Eigenherstellung
Becton Dickinson,
FacsCalibur
Heidelberg

Durchflusszytometer

Sartorius, Géttingen
Sartorius, Géttingen

Sartorius BP310S

Digitalwaage
Sartorius Acculab Vicon
Dirk Rossmann GmbH,

Infrarot-Lampe
Burgwedel

Integra Bosciensces,
Tecnoflow
Ruhberg

Sterilbank
) ® Janke & Kungel, Staufen
Magnetrihrer IKAMAG™RH
Mehrkanalpipetten 12-Kanal Biohit, Rosbach v. d. Hohe
Thermo Scientific,
Inkubator, CO2 begalt Hera Cell 150 o
Dreieich
Mikroskop Olympus BX 40
Olympus, Hamburg
mit Kamera Colorview
Mikrotiterplatten-
Nunc-Immuno-Wash 12 Nunc, Wiesbaden
Wascheinheit
Mikroskop Olympus CK2 Olympus, Hamburg
Mikrowelle Privileg 7020 Privileg, Flrth
pH-Meter pH 100 VWR, Darmstadt
Lungenfunktionsmef3gerat flexiVent-System Scyreq, Montreal, Kanada
Photometer Gene Quant pro GE Healthcare, Freiburg
Tissue-Tek TEC Sakura Finetek USA

Ausgielistation
Sakura Finetek USA

Tissue-Tek VIP

Einbettstation
Dispenser Handys Step Brand, Wertheim
Halbautomatisches
Cut 5056 SLEE, Mainz
Rotationsmikrotom
Warmeplatte MST SLEE, Mainz
Kahlplatte MPS/C SLEE, Mainz
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Gerat Modell Hersteller
Eppendorf-Pipetten:
Pipetten 1-10 pl; 10-100 ul; 50-200 Eppendorf, Hamburg
ul, 200-1000 pl
FMI, Seenheim/Ober-
Maus Fixierungskammer
Beerbach
Pipettierhilfe Pipettus Akku ICN Flow, Meckenheim

Praparierbesteck

Feine Schere,
Splitterpinzette, gekndpfte
Gefallschere, anat.

Pinzette

Aesculap, Tuttlingen

Spektralphotometer flr

Anthos Lucy 2

Anthos Mikrosysteme,

Mikrotiterplatten Krefeld
. ) ) Y Bender & Hobein, Zurich,
ReaktionsgefalR-Ruttler Vortex Genie 2 _
Schweiz

Ultrasonic Nebuliser

Vernebler Omron, Mannheim
Modell NE-U17
Verneblungskammer Eigenherstellung
Julabo Labortechnik,
Wasserbad ED 5A
Seelbach
Zahlhilfe Handstlckzahler Roth, Karlsruhe
Thermo Electron
Zytofuge Cytospin 4 _
Corporation; ..............
Zahlkammer Neubauer VWR, Darmstadt
Centrifuge 5417R Eppendorf, Hamburg
Zentrifugen Centrifuge 5415D Eppendorf, Hamburg

Minifuge GL

2.1.2 Verbrauchsgegenstande

Verbrauchsgegenstand

Bezeichnung

Heraeus Christ, Osterode

Hersteller

Einmalspritzen

Omnican, 1ml

Braun, Melsungen

Spritzen

1 ml Injekt®
2 ml Injekt®
10 ml Discardit™ I

Braun, Melsungen
Braun, Melsungen

Becton Dickinson,
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Verbrauchsgegenstand

Bezeichnung

Hersteller

Erembodegen, Belgien

Polystyrol Rundboden- BD Falcon™ Becton Dickinson,
Roéhrchen 5 mi Erembodegen, Belgien
Polystyrol Rundboden- BD Falcon™ Becton Dickinson,
Rohrchen 5 ml mit in der Erembodegen, Belgien
Kappe integrietem Zellsieb
Zentrifugenrohrchen 15 ml, steril Greiner, Frickenhausen
50 ml, steril Greiner, Frickenhausen
Kanulen 0,4*12 mm Sterican Braun, Melsungen
0,9*40 mm Microlance™ | Becton Dickinson
[l
Zellsieb 70 ym BD Falcon™ Becton Dickinson,

Erembodegen, Belgien

Petrischale, plastik

60 mm I Cellstar
90 mm J Cellstar

Greiner, Frickenhausen

Zellkulturplatten

12 Vertiefungen mit
Deckel

24 Vertiefungen mit
Deckel

96 Vertiefungen

Flachboden mit Deckel

Becton Dickinson,

Erembodegen, Belgien

Mikrotiter-Platten

96-Loch-Flachbodenplatte

Nunc, Wiesbaden

Filterkarten, Zytospin

Thermo, Pittsburgh, USA

Deckglaser 24*32 mm Menzel, Saarbricken
24*24 mm Marienfeld, Lauda-
Kdénigshofen
Objekttrager Mattrand Diagonal, Munster
Superfrost®Plus Menzel, Saarbricken
Untersuchungshandschuhe | Micro-Touch ® Ultra PF Ansell, Minchen
aus Latex SemperCare® Semperit, Wien,
Osterreich
Stabpipetten Cellstar®, steril Greiner, Frickenhausen

5,10 und 25 ml
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Verbrauchsgegenstand

Bezeichnung

Hersteller

96-Well Reaktionsplatte

MicroAmp™ Optical 96-

Well Reaction Plate

Applied Biosystems,
Foster City, USA

Sicherheitsreaktionsgefalle

0,5ml, 1 ml, 2ml

Eppendorf, Hamburg

Parafilm Parafilm N Nationalcan™ Chicaco,
USA
Reaktionsgefal® 1,5 ml, 2ml Eppedorf

2.1.3 Steuerungs und Analysesoftware

Name Version Funktion Hersteller
Tree Star Inc,
FlowJo 7.2.2 FACS Analyse-Software
Ashland, USA
BD, Becton
FACS Steuer/Analyse- Dickinson,
Cellquest Pro
Software Erembodegen,
Belgien
. . flexiVent Steuer/Analyse- Scireq, Montreal,
Scireq flexiVent 5.0
Software Kanada
Beckman Coulter,
ADAP 1.2 ELISA Steuer/Mess-Software
Krefeld
. Mikroskopkamera Steuer- Soft Imaging
analySiS® 3.2
Software System GmbH
Sigma Plot 2001 7.0 Diagramm-Software SPSS Inc.
Microfost ® Office
SP3 Kalkulation/Schreib-Software Microsoft
2003
2.1.4 Antikorper
2.1.4.1 FACS-Antikorper
Epito Reaktivitat Al G- Klon Isot Kon: Hersteller
pitop i Chromophor yp zentration
armenischer
CD3e AHa.mSter PerCP-Cy5.5 | 145-2C11 | Hamster | 0.2 mg/ml | . BP
nti-Maus IgG1 Bioscience
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Kon-
Epitop | Reaktivitat I(:':Ill:grisoz::; Klon Isotyp zentration | Hersteller
Ratte Anti- Ratte (SD) 0,5 mg/ml |BD
CD4 Maus FITC RM4-4 IgG2b Bioscience
Ratte Anti- Ratte (DA) 0,2 mg/ml |BD
CD4 Maus PE RM4-5 IgG2a Bioscience
Ratte Anti- | Alexa Fluor® Ratte (DA) 0,2 mg/ml |BD
CD4 Maus 647 RM4-5 IgG2a Bioscience
Ratte 0,2 mg/ml
Ratte Anti- | Alexa Fluor® (LOU/Ws1/M) BD
CD8 Maus 647 53-6.7 IgG2a Bioscience
Ratte 0,5 mg/ml |BD
Ratte Anti- (LOU/Ws1/M) Bioscience
CD8 Maus FITC 53-6.7 IgG2a
armenischer |0,2 mg/ml
Hamster Hamster BD
CD11c |Anti-Maus APC HL3 IgG1 Bioscience
armenischer |0,2 mg/ml
Hamster Hamster BD
CD11c |Anti-Maus PE HL3 IgG1 Bioscience
Ratte 0,2 mg/mi
Ratte Anti- (LOU/Ws1/M) BD
CD19 |Maus PE 1D3 IgG2a Bioscience
Ratte Anti-
CD45 |Maus PE 30-F11 Ratte IgG2b NatuTec
CD45R/ | Ratte Anti- 0,2 mg/ml |BD
B220 Maus PerCP-Cy5.5 | RA3-6B2 |Ratte IgG2a Bioscience
Ratte Anti- Ratte (LOU) |0,2 mg/ml |BD
CD40 |Maus PE 3/23 IgG2a Bioscience
armenischer |0,2 mg/ml
Hamster Hamster BD
CD80 | Anti-Maus PE 16-10A1  |1gG2 Bioscience
Ratte Anti- 0,2 mg/ml |BD
CD83 |Maus PE Michel-19 | Ratte IgG1 Bioscience
Ratte 0,2 mg/ml
Ratte Anti- (Louvain) BD
CD86 |Maus PE GL1 IgG2a Bioscience
Ratte 0,5 mg/ml
CD117 |Ratte Anti- (Wistar) BD
(cKIT) |Maus FITC 2B8 IgG2b Bioscience
Ratte 0,2 mg/ml
CD117 |Ratte Anti- (Wistar) BD
(cKIT) [Maus APC 2B8 IgG2b Bioscience
Hamster armenischer |0,2 mg/ml |BD
FceRl | Anti-Maus PE MAR-1 Hamster IgG Bioscience
Ratte Anti- 0,5 mg/ml
MHCII | Maus FITC M5/114.15.2 | Ratte IgG2b NatuTec
CD16/ |Ratte Anti- 0,5 mg/ml |BD
CD32 |Maus 24G2 Ratte Ig2b Bioscience
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2.1.4.2 ELISA Einzelantikorper

Epitop Bezeichnung Klon Isotyp Hersteller
1gG1 Biotin Ratte Anti-Maus IgG4 | A85-1 | Rat(LOU) IgG4 | BD Pharmingen
Biotin konjugierter Ratte
Anti-Maus Rat(LOU) :
IgG2b IgGa» Monoklonaler R12-3 19G2. BD Pharmingen
Antikorper
Biotin konjugierter Ratte
Anti-Maus :
IgG2a IgG2, Monoklonaler R19-5 | Rat(LOU) IgG+ | BD Pharmingen
Antikorper
Biotin konjugierter Ratte
Anti-Maus R35- :
IgE IgE Monoklonaler 118 Rat(LOU) IgG4 | BD Pharmingen
Antikorper
2.1.4.3 weitere Antikorper
Epitop Bezeichnung Klon Isotyp Hersteller
Freundlicherweise
zur Verfugung
, tellt von der
IgE-a- Monoklonaler muriner gest
DNP Antikérper SPE-7 IgE Arbeitsgruppe M.
Stassen,
Immunologie
Mainz
Freundlicherweise
zur Verfugung
gestellt von der
Anti-IgE Arbeitsgruppe M.
Stassen,
Immunologie
Mainz
2.1.5 ELISA Kits
Zytokin Immunglobulin Kit-Bezeichnung Firma
IL-5 Mouse IL-5 ELISA Set BD Biosciences
IL-6 Mouse IL-6 ELISA Set BD Biosciences

2.1.6 Chemikalien

Substanz

Hersteller

Albumin, Chicken Egg (Ovalbumin)

Grade VI

Sigma, Deisenhofen
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Substanz

Hersteller

Ovalbumin-Alexa Fluor 647

Mobitec Goettingen

Acetyl-B-Methylcholine

Sigma, Deisenhofen

2-BMercaptoethanol

Gibco, Grand Island, USA

Aqua dest.

Braun, Melsungen

D(+)-Saccharose (C12H22014)

Roth, Karlsruhe

Ethanol (CH3CH,OH)

Applichem, Darmstadt

*

Ethylendiamintetraessigsaure, Na,-Salz
2 H,O
(EDTA) (C10H14N208 X Naz X2 Hzo)

Roth, Karlsruhe

Kaliumhydrogencarbonat (KHCO3)

Merck, Darmstadt

Ammoniumchlorid (NH,4CI)

Merck, Darmstadt

Formalin (4%)

Roth, Karlsruhe

Harnstoff (CH4N203)

Roth, Karlsruhe

Isopropanol (CH3;CH(OH)CHj3)

Fluka, Sigma-Aldrich Laborchemikalien,

Seelze

L-Tryptophan (C11H12N202)

Sigma, Deisenhofen

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)

Roth, Karlsruhe

Natriumcarbonat (NaCO3)

Merck, Darmstadt

Natriumhydrogenphosphat
(NaH2P04*H20)

Merck, Darmstadt

Dinatriumhydrogenphosphat
(NazHPO4*2H,0)

Merck, Darmstadt

Borsaure (H3BO3)

Roth, Karlsruhe

Paraformaldehyd

Sigma, Deisenhofen

Natriumazid

Fluka

Schwefelsaure (H,SO4) 1M

Roth, Karlsruhe

Tris (C4H11NO3)

Roth, Karlsruhe

Trizol Reagent

Invitrogen, Karlsruhe

Tween 20

Applichem, Darmstadt
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2.1.7 Betaubungsmittel

2.1.7.1 Grundlésungen

Name Wirkstoff Konzentration Hersteller
Narcoren ® Pentobarbital- 160 mg/ml Merial, Halbermoos
Natrium
Rompun 2% Xylazin, als 20 mg/ml Bayer, Leverkusen
Xylazinhydrochlorid
Ketamin- Ketamin, als 50 mg/mli Ratiopharm, Ulm
ratiopharm® Ketaminhydrochlorid
2.1.7.2 Verbrauchsansatze
Name Verwendung Gebrauchsansatz Appl:1kat|o
Pentobarbital- | Lungenfunktion, 1:5 v/v mit PBS verdinnen 100 pl pro
Natrium Suprimiert 20 gintra
Eigenatmung und z.B. 200 pl Narcoren peritoneal
Schmerzempfinden + 800 ul PBS
Ketamin/ Intra nasal Gabe, 52,6 Vol.% Ketaminratiopharm | 50 pl pro
Rompun Suprimiert + 21 Vol.% Rompun 2% 2049
Schmerzempfinden | + 26,3 Vol.% PBS intra
peritoneal
z.B. 2 ml Ketaminratiopharm
+ 0,8 ml Rompun 2%
+1ml  PBS

2.1.8 Puffer, Losungen und Kulturmedien

Name spezieller Einsatz Zusammensetzung / Hersteller
1*PBS Gibco, Invitrogen, Karlsruhe
Gey scher Lysepuffer Einzelzellpraparati | 10 mM Kaliumhydrogencarbonat
onen 155 mM Ammoniumchlodrid
100 uM Ethylendiamintetraessigsaure
in Aqua dest. , pH 7,5
ELISA-Stoplosung ELISA 1 M Schwefelsaure
ELISA-Substratiosung | ELISA TMB Substratreagenz-Set,
BD Bioscience
ELISA-Waschpuffer ELISA 1 Packung PBS Dulbecco (9,55 g/l)
+ 10 | Aqua dest.
+ 5 ml Tween
PBS Dulbecco (9,55 ELISA- Biochrom, Berlin
g/l) Waschpuffer
FACS-Fixierungspuffer | FACS PBS
1% (v/v) FCS
1% (w/v) Natriumazid
FACS-Waschpuffer FACS PBS
4% (w/v) Paraformaldehyd
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Name

spezieller Einsatz

Zusammensetzung / Hersteller

ELISA-Beschichtungs-

IL-10, -12

0,2 M Natriumphosphat , pH 6,5

puffer Il TNF —ELISA z.B.
11,8 g Na;HPO,4
+ 16,1 g NaH,PO4
in 11 Aqua dest.
ELISA-Beschichtungs- | IL-4, -5, -6, 0,1 M Natriumcarbonat, pH 9,5
puffer | IFNy z.B.
IgE —ELISA 849 NaHCO3
+ 3,56 g N82003
in 11 Aqua dest.
HBSS Lymphknoten- Gibco, Grand Island, USA

zellpraparation

L-Glutamin (200mM)

Medienzusatz

Gibco, Grand Island, USA

ELISA-Beschichtungs-

OVA-spezifischer

0,1 M Dinatriumhydrogenphosphat

puffer IlI IgE -ELISA pH 9,3

z.B.

17,78 g Na;HPO4

in 1 L Aqua dest.
Ovalbumin- Provokation 1% (w/v) Ovalbumin
Verneblungslosung in PBS

z.B.

0,5¢

in 500 ml PBS
Ovalbumin- Sensibilisierung Stammldsung:
Sensibilisierungslosung 100 mg OVA

in 10 ml PBS sterilfiltriert.
Verbrauchslésung:
Stammldsung 1:50 (v/v) in PBS
verdunnt.

DC Kulturmedium Zellkultur IMDM
10 % (v/v) FCS
1% (v/v) L-Glutamin-Stammlosung
1% (v/v) yMercaptoethanol
1% (v/v) Pen/Strep-Stammldsung
5% (viv) GM-CSF

DMEM (Minimal Zellkultur Lovza, Verviers, Belgien

Essential Medium)

Fetales Kalber Serum | Zellkultur PAA, Colbe

(FCS)

IMDM (Iscove’s Zellkultur PAA Laboratories, Pasching,

modified Essentiel
Medium)

Osterreich
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Name

spezieller Einsatz

Zusammensetzung / Hersteller

Mastzellkulturmedium

Zellkultur

IMDM

10 % (v/v) FCS

1% (v/v)L-Glutamin-Stammldsung
1% (v/v) yMercaptoethanol

1% (v/v) Pen/Strep-Stammldsung
20 U/ml IL-3

50 U/ml IL-4

200 ng/ml Kit-Ligand

Penicilin-Streptomycin | Zellkultur SIGMA, Deisenhofen
Stammldsung
10000 U/ml Penicilin
10 mg/ml Streptomycin
Zellkulturmedium Zellkultur IMDM
10 % (v/v) FCS
1% (v/v) L-Glutamin-Stammldsung
1% (v/v) yMercaptoethanol
1% (v/v) Pen/Strep-Stammldsung
Zellwaschmedium Zellkultur DMEM

2.1.9 Enzyme und Reagenzien

+2 % (vlv) FCS
+1 % (v/v) Pen/Strep steril

Enzym/Reagenz Konzentration Hersteller
Kollagenase Typ IA 513 U/mg Sigma, Steinheim
(von Clostridium
histolyticum)
Kollagenase Typ 2 248 U/mg Worthington, Lakewood,
USA
Streptavidin-Meerrettich- BD Biosciences
Peroxidase Pharmingen, Heidelberg
2.1.10 Zytokine
Name Quelle Hersteller
GM-CSF GM-CSF ist in den Uberstanden der Freundlicherweise zur
Zelllinie X63-GM-CSF enthalten. Verfligung gestellt von der
Arbeitsgruppe Reske-
Kunz, Hautklinik Mainz
muriner cDNA fur den Kit Ligand wurde in E. Freundlicherweise zur
rekombinanter | Coli kloniert, exprimiert und Verflgung gestellt von der
Kit Ligand aufgereinigt. Arbeitsgruppe M. Stassen,

Immunologie Mainz
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Name

Quelle

Hersteller

murines
rekombinantes
IL-3

Das murine IL-3 wurde aus
Uberstanden der Tumorzelllinie WEHI-
3B gewonnen. Die Uberstande wurde
uber eine DEAE-Saule gereinigt. Eine
Unit wurde als die Konzentration
festgelegt, die bei der Indikatorzelllinie
DA-1 eine halbmaximale Proliferation
induziert

Freundlicherweise zur
Verfligung gestellt von der
Arbeitsgruppe M. Stassen,
Immunologie Mainz

murines
rekombinantes
IL-4

Das murine IL-4 wurde aus der
transformierten Zelllinie X63Ag8-653
gewonnen. Mittels Affinitats-
chromatographie wurde es aufgereinigt.
Eine Unit wurde als die Konzentration
festgelegt, die bei der Zelllinie F4/4K.6
eine halbmaximale Proliferation
induziert

2.1.11 Histologische Reagenzien

Name

Hersteller

Freundlicherweise zur
Verfligung gestellt von der
Arbeitsgruppe M. Stassen,
Immunologie Mainz

Avidin Alexa-Fluor 488

Invitrogen, Karlsruhe

Eosin

Merck, Darmstadt

Gewebefixierungslosung

Roti®-Histofix 4,5%, Roth, Karlsruhe

Hamalaun

Merck, Darmstadt

Hemacolor® Schnellfarbung

Merck, Darmstadt

Liquid-Barrieren-Marker

Roth, Karlsruhe

Roti Histokit

Roth, Karlsruhe

Schiffs Reagenz

Merck, Darmstadt

Trypan Blau Lésung (0,4 %)

Sigma, Steinheim

2.1.12 Mause
Stamm Erhalten von Zucht
WB/ReJ-W/* Jackson
Laboratory
C57BL/6J-W"* Jackson
Laboratory

WBB6F4-Kit"""V
WBB6F +-Kit**

Zentrale Tierzuchtanstalt
Johannes Gutenberg Klinik Mainz

C57BL/6-Kit"VshWsh
C57BL/6-Kit*"*

Marcus Maurer
Charité, Berlin

Eigenzucht durch Verkreutzen
von C57BL/6-Kit"*"*

TNFa-KO-C57BL/6

Kerstin Steinbrink,
Hautklinik Mainz
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2.2 Methoden

2.2.1 ELISA - Photometrische Bestimmung von Protein und Immunglobulin

Konzentrationen mittels Enzyme-linked Immunosorbant Assay

Der "Enzyme-linked Immunosorbant Assay" (ELISA) wird verwendet, um
Biomoleklle wie Zytokine und Immunglobuline in Proben (z.B. BAL, Seren,
Gewebehomogenaten, Zellkulturiberstande) nachzuweisen. Dieses Testsystem
basiert auf einer hochspezifischen Antigen-Antikorper Reaktion, die mit einer
empfindlichen nachweisbaren enzymatischen Farbreaktion gekoppelt ist. Im
Allgemeinen werden zwei unterschiedliche Versuchskonzepte verwendet; der
Sandwich-Assay und der direkte Assay.

Der Sandwich-Assay (s. Kasten) dient dazu die Konzentrationen von Antigenen in
Proben nachzuweisen. Hierbei bindet das Epitop eines Antigens an das Paratop
eines Detektionsantikdrpers, der vorab an die polymere Matrix einer Mikrotiterplatte
adsorbiert wurde. Durch das Waschen werden unspezifische Antigene entfernt.
Folgend wird ein biotinylierter Detektionsantikorper, der spezifisch ein anderes Epitop
des nachzuweisenden Antigens erkennt, dem Versuchsansatz zugegeben. An den
Biotinrest des Detetektionsantikdrper bindet hochspezifisch ein an Streptavidin
gekoppeltes Enzym (z.B. Meeretich-Peroxidase). Dieses setzt ein Substrat in einer
Farbreaktion um. Durch Abstoppen der Reaktion mittels einer Stoppldsung kann eine
Endpunktbestimmung durchgefluhrt werden. Mittels Photometer wird die optische
Dichte bei einer entsprechenden Wellenlange bestimmt. Diese korreliert mit der Zahl
der gebundenen Antikorper-Antigen-Enzym-Komplexe. Durch parallele Testung
eines definierten Standards kann die exakte Konzentration des nachzuweisenden
Antigens in der Probe ermittelt werden.

Im Gegensatz zu dem Sandwich-ELISA werden im direkten ELISA Antigen
spezifische Antikdrper-Titer der Proben bestimmt. Hierzu wird das zu untersuchende
Antigen an die feste Phase adsorbiert. An dieses binden Antikorper der Probe die
dessen Epitop erkennen. Diese Antikorper werden mittels gegen sie gerichtete
biotinylierte Detektionsantikdrper erkannt. Die Enzymbindung, Reaktion und der

photometrische Nachweis sind mit dem Sandwich-ELISA vergleichbar.
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Sandwich-Assay Direkter Assay

Probe

N/ Antkérper @  Antigen

Abb 2.1: Schematischer Aufbau eines Sandwich- und Direktem ELISA. Im Sandwich ELISA wird
ein gegen das zu untersuchende Protein gerichteter primarer Antikdrper an die feste Phase adsorbiert.
Dieser bindet das Protein aus der untersuchten Probe. Mit einem biotinylierten sekundaren Antikérper,
an den Uber eine Biotin/Strepavidin Bindung ein Enzym gekoppelt wird, wird Uber eine Farbreaktion
die Konzentration des Proteins bestimmt. Im Gegensatz hierzu wird im direkten Assay die
Konzentration von antigenspezifischen Immunglobulinen in Proben bestimmt. Hierzu wird das Antigen
an die feste Farbe adsorbiert. Antigen spezifische Ig binden an das Antigen. In einem Folgeschritt
werden die Ig mit spezifischen gegen sie gerichtete biotinylierte Antikdrper detektiert. Die Farbreaktion

ist identisch mit dem Sandwich-Assay.

2.2.1.1 Zytokin-ELISA

Der Zytokin-ELISA basiert auf dem Sandwich-Assay. Der ELISA wurde verwendet,
um Zytokine in der BAL oder in Zelliberstanden nachzuweisen. Fur die Versuche
wurden ELISA-Kits der Firma (BD Biosciences) verwendet. Proben, Puffer und
Standards wurden nach den Versuchsanleitungen der entsprechenden Kits gelagert,
vorbereitet und behandelt, die Versuche wurden nach Anleitung des Herstellers
durchgefuhrt. In Vorversuchen wurden Verdinnungsbereiche der Proben bestimmt in

denen eine serielle Abnahme der OD nachgewiesen werden konnte.

Versuchsdurchflhrung:

Im ersten Schritt des ELISA wurde der Abfang-Antikorper des zu untersuchenden
Zytokins an die feste Phase adsorbiert (coaten). Hierzu wurde der Abfang-Antikorper
1:250 im entsprechenden Beladungspuffer (s. 2.1.8) verdinnt. 50 ul des verdlinnten

Antikorpers wurden in jede Kavitat einer 96-Loch-Mikrotiterplatte pipetiert und Uber
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Nacht (10-18 Stunden) bei 4°C inkubiert. Durch dreimaliges Waschen mit
Waschpuffer und anschlieRendes trocken klopfen wurden ungebundene Antikorper
entfernt.

Um eine durch unspezifisch adsorbierte enzymmarkierte Antikdrper entstehende
Hintergrundaktivitat zu vermeiden ist das Abblocken freier Bindungsstellen essentiell.
Hierzu wurden nach dem Waschen 100 pl Blockpuffer (PBS/10%FCS) in jede Kavitat
der Mikrotiterplatten  pipettiert. Nach einer Stunde Inkubationszeit Dbei
Raumtemperatur wurde die Platte wiederum dreimal mittels ELISA-Wascher
gewaschen und trocken geklopft.

Im folgenden Schritt kam es zum Auftrag der Proben und des entsprechenden
Zytokinstandards. Proben wurden, wie in Vortest ermittelt in Versuchspuffer verdunnt
und in Duplikaten aufgetragen. Die Duplikate wurden in mindestens vier
Verdunnungsstufen auf der Platte seriell 1:2 verdunnt. Aliquotierte Standards wurden
kurz vor Auftrag aufgetaut und zur bendtigten Versuchskonzentration in
Versuchspuffer verdinnt (nach Hertelleranweil3ung). Die Standards wurden ebenfalls
in Duplikaten aufgetragen und Uber mindestens sechs Stufen seriell 1:2 verdunnt.
Die aufgetragenen Proben und Standards wurden fur zwei Stunden bei
Raumtemperatur oder Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Anzahl der Platten und
Plattenbelegung variierte je nach Anzahl der zu untersuchenden Proben je Versuch.
Nach der Inkubationszeit wurden die Platten funf- bis siebenmal gewaschen und
trocken geklopft. Der jeweilige Detektionsantikdrper wurde 1:250 in Versuchspuffer
verdinnt und anschlieRend Streptavidin-Meerettich-Peroxidase ebenfalls in einer
Verdinnung von 1:250 der Antikérper-Pufferlosung zupipettiert. In jede Kavitat der
Platte wurden 50 pl des Antikdrper-Enzym-Puffers pipettiert und die Platten
anschlief3end fur eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.

In der Zwischenzeit wurde Substratidsung A und B auf RT gebracht. Die Platten
wurden flinf- bis siebenmal gewaschen und trocken geschlagen. Substratldsung A
wurde 1:2 mit LOosung B gemischt und 50 pl der Substratldsung in jedes Loch der
Mikrotiterplatte pipettiert. Um die Farbreaktion abzustoppen wurde in jedes Loch der
Platte 50 pl Stopplésung pipettiert.

Die OD bei einer Wellenlange von 450 nm wurde mittels ELISA-Photometer
bestimmt. Die Antigenkonzentration wurde mittels linearer Regression und Vergleich

mit den Standardkurven berechnet.
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2.2.1.2 Antikorper-ELISA

Der Antikorper-ELISA basiert auf dem direkten Assay und diente zum Nachweis von
Antigen-spezifischen Immunglobulinen im Serum. Mit diesem ELISA wurden die Titer
von Antigen-spezifischem IgE, IgG1 sowie IgG2a/b detektiert. In Vorversuchen
wurden Verdinnungsbereiche des Serums ermittelt, in denen eine serielle Abnahme

der OD zu bestimmen ist.

Versuchsdurchflhrung:

Im Gegensatz zum Zytokin-ELISA wurde beim Antikorper-ELISA im ersten Schritt
das Antigen, fur welches die spezifischen Immunglobuline nachgewiesen werden
soliten, an die feste Phase adsorbiert. Hierfir wurde Ovalbumin auf eine
Konzentration von 25ug/ml in Bindungspuffer verdinnt. 50 pl der Antigen-Puffer-
Losung wurden in jede Kavitat einer 96-Loch Mikrotiter Platte pipettiert und Uber
Nacht (10-18 Stunden) bei 4°C inkubiert. Die Platten wurden anschlielRend dreimal
gewaschen und ausgeklopft. Um freie Bindungsstellen zu blockieren und somit eine
unspezifische Enzymaktivitat zu minimieren, wurde 100 ul Blockpuffer in jedes Loch
der Platte pipettiert. Die Platte wurde eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und
folgend wie bereits beschrieben gewaschen. Anschliefend wurden Seren aufgetaut
und geeignete Startverdinnungen mit Versuchspuffer angesetzt. Jedes Serum
wurde als Duplikat auf die Platte aufgetragen und die Duplikate Uber mindestens vier
Verdlinnungsstufen seriell 1:2 verdinnt. Nach einer Inkubationszeit von zwei
Stunden bei Raumtemperatur wurden die Platten funfmal wie bereits beschrieben
gewaschen. Der entsprechende Detektionsantikdrper wurde 1:250 in Versuchspuffer
verdunnt und 50 pl in jede Kavitat pipettiert. Nach einer Stunde Inkubation wurde die
Platte funfmal gewaschen. An Streptavidin gekoppelte Meerretisch-Peroxidase wurde
1:1000 in Versuchspuffer verdiunnt und 50 pl in jedes Loch der Mikrotiterplatte
pipettiert.

Nach einer Inkubationszeit von 45 min bei Raumtemperatur wurde die Platte
siebenmal gewaschen und ausgeklopft um Uberschissiges Enzym zu entfernen. In
jedes Loch wurde 50 pl Substratlosung pipettiert, die vorab in einem
Mischungsverhaltnis von 1:2 bei Raumtemperatur aus Substratlosung A und B

angesetzt wurde. Mittels Stopldsung wurde die Farbreaktion beendet. Die OD bei
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einer Wellenlange von 450 nm konnte nun mittels ELISA-Photometer bestimmt
werden. Unter Durchfihrung der linearen Regression wurde der antigenspezifische

Antikorpertiter der Seren der bei einer optischen Dichte von 0,2 vorliegt errechnet.
2.2.2 Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahl von Zellsuspensionen wurde mittels einer Neubauer-Zahlkammer
ermittelt. Die Zahlkammer zeigt eine Gitterstruktur, die vier Gro3quadrate aufweil3t.
Nach sorgfaltigem abdecken der Kammer mittels Deckglaschen entsteht Uber den
Grollquadraten ein Volumen von 0,1 pl. 10 pl einer geeignet vorverdinnten
Zellsuspension wurden (1:2 oder 1:10) in die Zahlkammer pipettiert. Um die Zellen
besser zu erkennen und lebende von toten Zellen zu differenzieren wurden die
Zellen mit Trypanblau verdunnt.

Trypanblau, ein Azofarbstoff, kann in tote Zellen eindringen und bindet dort an
cytosolische Proteine. Tote Zellen erscheinen hierdurch als blaue Zellen,
wohingegen lebende Zellen als ungefarbt erscheinen.

Um die Zellzahl zu bestimmen, wurden die Zellen von zwei bis vier Grol3dquadraten
ausgezahlt. AnschlieBend wurde die ermittelte Zellzahl durch die Anzahl der
gezahlten GroRquadrate dividiert und mit dem Kammerfaktor 10* (errechnet sich aus
dem Volumen von 0,1 pl/GroRquadrat) und dem Verdunnungsfaktor multipliziert.
Wenn man nun die Zellzahl/ml mit dem Gesamtvolumen in dem die Zellen

aufgenommen sind multipliziert erhalt man die absolute Zellzahl (Abb 2.1).

Neubauerzahlkammer

Gesamtzellzahl = Zellzahl * V * VF* KF

-

Zellzahl: Anzahl der gzahlten Zellen
pro Grof3quadrat

Volumen (V): Gesamtvolumen der Zell-
suspension in ml

Verdunnungs-

faktor (VF):  Verdinnung in der die Zell-
suspension zum Zahlen
eingesetzt wurde.

Kammer-
faktor (KF): 10

Abb 2.1

Schematische Darstellung der Zahlquadrate einer Neubauer-Zahlkammer.
Formel zur Berechnung der Gesamtzellzahl
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2.2.3 Gewinnung von Seren

Wahrend jeden Versuchs wurde den Tieren Blut entnommen, um in den Seren
antigenspezifische Antikorper und/oder Zytokine mittels ELISA (s. 2.2.1)

nachzuweisen.

Durchfuhrung

Die Mause wurden durch das Durchtrennen der Vena cava inferior geblutet. Das sich
in der Brusthdéhle ansammelnde Blut wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefal tberfihrt.
Nach einer Inkubationszeit von 45 min konnte mittels einer Pinzette der Blutkuchen
entfernt werden. Das restliche Blut wurde folgend bei 10000 U/min und RT fur 10 min
abzentrifugiert. Uberstdnde wurden anschlieRend mittels Pipette in neue

Reaktionsgefale Uberfihrt und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

2.2.4 Entnahme der bronchoalveolaren Lavage

Um die zellulare Zusammensetzung und die Zytokinsekretion in den Atemwegen zu
untersuchen wurde eine bronchoalveolare Lavage bei den Versuchstieren
durchgefuhrt.

Durchfihrung:

Zunachst wurde betaubten Tieren ein Tubus in die Luftrohre gelegt. Hierzu wurde
das Fell mit Ethanol befeuchtet und ein Schnitt vom Kinn bis zum Schllsselbein
durchgefuhrt. Die Haut wurde stumpf zur Seite wegprapariert. Anschliel3end wurden
die Speicheldrisen, sowie der Muscelus sternohyoides vorsichtig mit Hilfe zweier
stumpfer Pinzetten auseinander gezogen, bis die Luftrohre sichtbar wurde. Mittels
einer spitzen Praparierschere wurde das Gewebe, welches die Trachea umschlief3t
aufgeritzt und entfernt. Folgend wurde unter der Trachea, ohne sie zu verletzen, eine
spitze Pinzette durchgefiihrt und somit die Trachea leicht angehoben. Mittels einer
spitzen Schere wurde unterhalb des Kehlkopfes ein Querschnitt gesetzt und die
Trachea somit zur Halfte eréffnet. In die Offnung wurde der Tubus eingefiihrt und

dieser mit einem Faden, an dem ein chirurgischer Knoten durchgefuhrt wurde, fixiert.
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Um die BAL zu gewinnen, wurde 1 ml PBS mittels einer 1 ml Spritze langsam Uber
den Tubus in die Lunge gespritzt und wieder langsam herausgezogen. Die BAL etwa
800-900 ul wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefaly uberfuhrt. Bei 1200 U/min und 4 °C
wurde sie fir 10 min abzentrifugiert. Die Uberstadnde wurden in ein neues 1,5 ml
Reaktionsgefal® Uberfihrt und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C eingefroren.

Das Zellpelet wurde in 200 ul PBS aufgenommen. Die Zellen wurden bis zur weiteren

Verwendung (Cytospins und/oder FACS-Analyse) auf Eis gelagert.

2.2.5.1 Praparation der Lymphknoten fir FACS-Analysen

Fur die FACS-Analyse wurden tracheale und inguinale Lymphknoten prapariert. Die
Lymphknoten wurden bis zur weiteren Bearbeitung in einem 1,5 ml Reaktionsgefal®
mit 1 ml HBSS auf Eis aufbewahrt.Die inguinalen Lymphknoten liegen unter der Haut
im Bereich des aufleren Leistenrings. Die Lymphknoten wurden mittels einer spitzen
Pinzette von der linken und rechten Korperhalfte aus dem sie umgebenen
Fettgewebe prapariert. Der tracheale Lymphknoten befindet sich auf der dorsalen
Seite hinter der Lunge und liegt der Trachea an.

Pro Lymphknoten wurde in eine 6-Loch-Zellkulturplatte 2 ml HBSS pro Kavitat
vorgelegt. Die Lymphknoten wurden folgend in die entsprechende Kavitat Gberfuhrt
und mittels zweier Spritzenspitzen (0,9*40 mm) zerrupft. Anschliefend wurden sie
zwischen den rauen Seiten zweier Objekttrager zerkleinert. Die Zellsuspension
wurde mit einem weiteren ml HBSS Uber ein Zellsieb in ein 3 ml Reaktionsréhrchen
Uberfuhrt. Dieses wurde bei 1200 U/min fGr 5 min bei 4°C abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen, das Zellpelet aufgebrochen und die Zellen in 1 ml
FACS-Waschpuffer aufgenommen. Anschlieiend wurde die Zellzahl (s. 2.2.2)
bestimmt und die Zellen auf 2*10” pro ml fir die FACS-Farbung in FACS-

Waschpuffer eingestellt.
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2.2.6 Durchlfusszytometrie

Die Durchflusszytometrie oder auch "Fluorescence-activated-cell-sorting" (FACS) ist
ein Verfahren, Zellen anhand ihrer Grolde und Granularitat, als auch an besonderen
Oberflachenstruckturen und intrazellularen Eigenschaften zu differenzieren.

Die Messung beruht darauf, dass von einer Zellsuspension mittels einer Kandile ein
laminarer Probenstrom erzeugt wird. Einzelne Zellen werden dabei an einem Laser
vorbeigeleitet. Je nach GrofRe und Granularitat wird das auf die Zelle treffende Licht
des Lasers unterschiedlich stark gestreut. Streuung die nach vorne abgeleitet wird ist
hierbei ein Mal} an Grolde, und wird als Vorwartsstreulicht oder Fowardscatter (FSC)
detektiert. Je hoher die Granularitat einer Zelle ist, desto mehr des auf die Zelle
treffenden Lichtes wird in einem 90°C Winkel reflektiert, dieses Seitwartsstreulicht
wird als Sidescatter bezeichnet und aufgezeichnet. Allein mittels GroRe und
Granularitat lassen sich in einem Zellgemisch einzelne Zellpopulationen voneinander
unterscheiden. Will man ein Zellsuspension jedoch genauer analysieren und
zwischen Subpopulationen unterscheiden, sowie die intrazellulare
Zusammensetzung einzelner Zelltypen analysieren, kommt es zum Einsatz
spezifischer Antikorper. Diese Antikdrper kdnnen direkt mit einem fluoreszierenden
Molekdl markiert sein (direkte Farbung) oder mit einem sekundaren
fluoreszensgekoppeltem Antikorper detektiert werden (indirekte Farbung). Die
Fluorochrome werden durch das monochromatische Licht des Lasers angeregt, ein
Teil der Energie wird adsorbiert der Rest wird emittiert und mittels Detektor erfasst.
Je nach gewahltem Fluorochrom variieren die Wellenlangen der Emission. In einem
komplexen System aus Spiegeln, Linsen und Filtern werden die einzelnen
Wellenlangen voneinander getrennt und unterschiedlich detektiert. Je nach
verwendetem Durchflusszytometer ist es so mdglich eine Zellprobe parallel mit bis zu
acht verschiedenen Fluorochromen zu markieren und somit eine sehr exakte
Zellanalyse durchzufuhren.

Am meisten sind jedoch noch Gerate in Gebrauch die vier Fluoreszenzen (FL1-FL4),
sowie SSC und FSC detektieren konnen.

Es gibt eine groRe Bandbreite an Fluorochromen mit einer ebenso grof3en
Bandbreite an Emissionsspektren. Die am haufigsten in der Forschung verwendeten
Antikdrper gekoppelten Farbstoffe, sind FITC, PE, PerCP und APC. Fluorescein-

Isothiocyanat (FITC) ist ein gelbgriner Farbstoff der ein Absortionsmaximum von 495
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nm hat und Fluoreszenslicht bei 519 nm emmitiert, er wird im ersten
Fluoreszenskanal detektiert. Phycoerithrin (PE) wird bei gleicher Wellenlange
angeregt, emmitiert jedoch Fluoreszenslicht in einer langeren Wellenlange (578 nm)
und kann mit dem zweiten Fluoreszenskanal gemessen werden. Peridinin
Chlorophyll Protein (PerCP) hat ein Emmissionsmaximum von 678 nm und wird
haufig verwendet um Molekile zu markieren, die im dritten Fluoreszenskanal
detektiert werden sollen. Abschlie3end ist noch Allophycocyanin (APC) zu erwahnen,
dass ein Emissionsmaximum von 660 nm hat und im vierten Kanal gemessen wird.

Sollten mehrere Farbstoffe in einer Probe parallel verwendet werden, ist es wichtig
zu beachten, dass es sich in den angegebenen Wellenlangen um Maxima handelt.
Jeder Farbstoff hat einen groReren Emmissionsbereich und so kann es vorkommen,
dass sich Emissionen zweier Farbstoffe Uberlappen. Es ist daher notwendig eine
Kompensation am Gerat durchzufuhren. Ziel einer Kompensation ist es falsch
positive Signale zu unterdriicken, Uberlappen sich z.B. die Emmissionen von
Fluoreszens A und B, ist es notwendig Detektor A so zu justieren, das er nur Signale
von Fluoreszens A erkennt und umgekehrt. Sind diese Hurden Uberwunden kénnen
Einzelzellsuspensionen auf ihre Zellzusammensetzung und Eigenschaften in relativer
kurzer Zeit analysiert werden. FUr die Detektion und Auswertungen stehen
verschiedene Programme zur Verfigung, die je nach Hersteller unterschiedlich

aufgebaut sind.
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Abb 2.2: Schematische Darstellung des optischen Systems eines DurchfluBzytometers. Ein

durch einen Laser produzierter Lichtstrahl wird fokussiert und trifft in einer MeRkivette auf den
Probenfluss. Durch die Zellen wird das Licht dort gestreut und reflektiert. AuRerdem werden die
Fluoreszensfarbstoffe angeregt und emittieren Licht in ihrer spezifischnen Wellenlange. Uber ein
Spiegel und Filtersystem werden die einzelnen Wellenldangen voneinander getrennt und von

Detektoren erfasst.
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Durchfihrung:

Fir jede Farbung wurden 25 ul der vorab auf 2*10” Zellen eingestellten
Zellsuspensionen pro Probe in ein FACS-Zentrifugenrohrchen Uberfihrt. Zu den
Zellen wurde 25 pyl FACS Blockpuffer pipettiert. In diesem Puffer sind anti-Maus
CD16/CD32 Antikorper enthalten, die 1:100 in PBS vorab verdunnt wurden. Diese
Antikorper binden an die Fcy-Rezeptoren (Il und Ill) und verhindern somit, dass die
Fluoreszens-markierten Antikorper dort unspezifisch erkannt und gebunden werden.
Die Zellen wurden gerittelt und fir 5 min bei 4 °C inkubiert. Die
Fluoreszensantikorper wurden in den Konzentrationen (siehe Tabelle 2.1), die in
Vorversuchen bestimmt wurden verwendet. Fur die Farbungen wurden Mastermixe
erstellt und 50 pl in das FACS-Zentrifugenrohrchen, dass fur die entsprechende
Farbung vorgesehen war zu den Zellen pipettiert. AnschlielRend wurden die Zellen
wieder kurz geruttelt und flr 15 min bei RT im Dunklen inkubiert. Folgend wurde 2 ml
FACS-Waschpuffer zu den Zellen pipettiert und die Zellen fir 5 min bei 1200 U/min
bei RT abzentrifugiert. Uberstande wurden verworfen, das Zellpellet aufgebrochen
und die Zellen erneut mit 2 ml Waschpuffer gewaschen. Nach wiederholter
Zentrifugation, wurde der Uberstand erneut verworfen, das Zellpelet aufgebrochen
und die Zellen in 100 pl FACS-Fixierungspuffer aufgenommen. FACS-Messungen
wurden an einem vier Farben Durchflusszytometer der Firma Becton Dickinson in der
FACS-Fascilitat der Uniklinik Mainz vorgenommen. Das Gerat wurde mittels der
Software Cell Quest pro angesteuert und bedient. Von Zellkulturen wurden zwischen
10000 und 25000 Zellen gemessen, von Organzellsuspensionen zwischen 150000
und 200000 Zellen. Die Auswertungen wurden z.T. auf der bereits erwahnten Cell

Quest pro Software, als auch mittels FlowJo der Firma Tree Star durchgefthrt.
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Absorptions- | Emmissons- . .
Fluoreszens- . . . Eingesetzte Eingesetzte
Epitop maximum maximum " . Hersteller
Chromophor Verdiinnung | Konzentration
(nm) (nm)
CD4 495 519 1:200 0,25 ug BD Bioscience
CD8 495 519 1:100 0,2 ug BD Bioscience
FITC
CD117 (cKIT) 495 519 1:200 0,25 ug BD Bioscience
MHCII 495 519 1:800 0,0625 pg NatuTec
CD4 480; 565 575 1:200 0,1 g BD Bioscience
CD11c 480; 565 575 1:100 0,2 ug BD Bioscience
CD19 480; 565 575 1:200 0,1 g BD Bioscience
CD45 480; 565 575 1:1000 0,015 ug NatuTec
PE CD40 480; 565 575 1:100 0,1 g BD Bioscience
CD80 480; 565 575 1:100 0,2 ug BD Bioscience
CD83 480; 565 575 1:100 0,2 ug BD Bioscience
CD86 480; 565 575 1:100 0,2 ug BD Bioscience
FceRI 480; 565 575 1:100 0,2 ug BD Bioscience
CD3e 482 695 1:100 0,2 ug BD Bioscience
PerCP-Cy5.5
CD45R/B220 482 695 1:200 0,1 g BD Bioscience
CD4 401 660 1:200 0,1 ug BD Bioscience
CD8 401 660 1:100 0,1 ug BD Bioscience
CD11c 650 660 1:100 0,2 ug BD Bioscience
CD117 (cKIT) 650 660 1:200 0,1 ug BD Bioscience

Tabelle 2.1: Ubersicht der in den Versuchen verwendeten FACS-Antikérpern

2.2.7. Zellkultur

2.2.7.1 Generierung von Dendritischen-Zellen aus Knochenmark

Um eine Atemwegsuberempfindlichkeit mittels antigenbeladenen DC, die intranasal
appliziert wurden, zu induzieren (siehe 2.2.12.3), wurden Dendritische-Zellen aus
Knochenmarkzellen generiert. Alle Praparations- und Kultivierungsarbeiten fanden
hierbei unter sterilen Bedingungen statt.

Durchfuhrung:

Praparation der Knochenmarkszellen
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Vor der Praparation wurde eine Petrischale mit EtOH (70%), sowie wie zwei
Petrischalen mit Waschmedium (MEM + 2% FCS) vorbereitet. Fir den Versuch
wurden weiterhin zwei sterile Fellpinzetten, eine sterile Fellschere (Knopfschere),
zwei sterile Feinpinzetten und eine spitze sterile Praparationsschere bendtigt.

Eine Maus wurde durch zervikale Dislokation getotet. Das Tier wurde anschlie3end
in Rickenlage fixiert und das Fell leicht befeuchtet. Von der Beckenmitte ausgehend
wurde ein Schnitt zum linken und rechten Ful} durchgefuhrt und die Haut stumpf
wegprapariert. Unter- und Oberschenkelknochen des Tieres wurden vorsichtig
herausprapariert und mittels Pinzette und Schere die Muskeln entfernt. Muskelreste
konnen durch das Reiben zwischen alkohol- getrankter Gaze beseitigt werden. Die
Knochen wurden kurz zur Desinfektion in eine mit EtOH gefullte Petrischale getaucht
und anschlieBend bis zur weiteren Bearbeitung in die erste mit Waschmedium
befullte Petrischale gelegt.

Einzelne Knochen wurden aus Waschschale 1 herausgenommen und vorsichtig
mittels einer Schere der obere und untere Gelenkkopf abgeschnitten. Eine sterile
Spritze (5-10 ml) wurde mit Waschmedium aus Waschschale 2 befullt und mittels
einer Kanule (0,7*30 mm) wurde anschlie3end das Knochenmark aus dem Knochen
in die Waschschale 2 gespult. Dieser Vorgang wurde mit allen Knochen wiederholt.
Folgend wurden die Zellen in Schale 2 finfmal mit der Spritze resuspendiert. Mittels
einer Stabpipette wurden die Zellen Uber einen sterilen Filter (0,7 yum Porengrof3e) in
ein 50 ml Zentrifugenrdohrchen Gberfuhrt. Die Petrischale wurde mit weiteren 10 ml
Waschpuffer gespult und diese ebenfalls Uber das Zellsieb in das Reaktionsrohrchen
pipettiert. Die Zellen wurden bei 1200 U/min (800*g) bei 4°C fur 8-10 min
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet aufgebrochen. Um
storende Erythrozyten zu beseitigen, wurde eine Gey sche Lyse durchgefuhrt. Hierzu
wurde auf die Zellen 1 ml Gey’scher Lysepuffer pipettiert und unter leichtem
Schutteln flir eine Minute inkubiert. Die Lyse wurde mit 10 ml Waschpuffer
abgestoppt und die Zellen wie oben beschrieben zentrifugiert. Das Zellpellet sollte
nun weild sein, falls nicht wurde die Lyse wiederholt. Bei weillem Pellet wurde der
Uberstand verworfen, das Pellet aufgebrochen und 10 ml Waschpuffer zugegeben.
Nach erneuter Zentrifugation wurde dieser Vorgang wiederholt. AnschlieRend wurden
die Zellen in 10 ml Waschpuffer aufgenommen und mittels Zahlkammer die Zellzahl
bestimmt (2.2.2). Die Zellen wurden auf 2*10° Zellen pro ml mit DC-Kulturmedium

eingestellt.
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Zellkultur:

Um eine Differenzierung von Knochenmarkszellen zu Dendritischen-Zellen zu
induzieren wurden die Zellen in Gegenwart des Differenzierungsmolekils GM-CSF
(Granulocyten-Monocyten-Kolonie-Stimulations-Faktor) kultiviert.

Zur Kultivierung der Zellen wurden 8 cm Petrischalen verwendet. Pro Platte wurden
2*10° Zellen in einem Gesamtvolumen von 10 ml KM + 5 % GM-CFS eingestellt. Die
Zellen wurden bei 37 °C und 10 % CO, im Brutschrank fur eine Woche (8 Tage)
inkubiert. An Tag 3 und Tag 6 wurden die Zellen geflttert und taglich auf GréRe und
Dichte unter dem Lichtmikroskop begutachtet. Am ersten Tag der Futterung (Tag 3)
wurden 10 ml KM (37°C) + 10 % GM-CSF zu den Zellen pipettiert. An Tag 6 wurde
die Halfte des Kulturmediums der Zellen mit neuem KM ersetzt, hierzu wurden 10 ml
KM pro Kulturschale in einem 50 ml Reaktionsréhrchen gesammelt. Die Rdhrchen
wurden fir 10 min bei 1200 U/min und RT abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und die Zellen im gleichen Volumen an frischem KM (37°C) + 5 % GM-
CSF aufgenommen. Die Zellsuspension wurde anschlieRend wieder zurtck auf die
Kulturschalen verteilt. An Tag 8 war die Kultur bereit fur Versuche. Mittels FACS
Analyse wurde der Reinheitsgrad uUberprift und die aus Knochenmark generierten

DC konnten fur Folgeversuche eingesetzt werden.
2.2.7.2 Generierung von Mastzellen aus Knochenmark

Fur in vitro Versuche und fur die Rekonstitution mastzell-defizienter Mause wurden

Mastzellen aus Vorlauferzellen des Knochenmarks generiert.

Durchfihrung:

Die Praparation der Knochenmarkszellen erfolgte wie in dem Abschnitt ,Generierung
von Dendritischen Zelle* (2.2.7.1) beschrieben. Nach dem Bestimmen der Zellzahl
wurden die Zellen auf 3*10° Zellen pro ml in Mastzell-Kulturmedium eingestellt.
Zellkultur:

Die Knochenmarkzellen wurden in einem Volumen von 1 ml pro Kavitat auf eine 24-
Loch-Zellkulturplatte ausplattiert. Die Differenzierung von Knochenmarkszellen zu

Mastzellen dauert etwa drei bis vier Wochen. Die Platten wurden im Brutschrank bei
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37 °C und 10 % CO2-Gehalt inkubiert. Jeden zweiten Tag wurden die Zellen
geflttert. Hierzu wurde von jeder Kavitat etwas KM von der Seite abgesaugt, das
restliche Medium samt Zellen wurde resuspendiert und in eine neue Kulturplatte
Uberfuhrt. Zu jeder Kavitat wurde 500 pl frisches MZ-Kulturmedium pipettiert. Sollten
die Zellen zu Dicht gewachsen sein, Uberpriifung mittels Lichtmikroskops, wurden
die Zellen expandiert. Hierzu wurden die Zellen jeder Kavitat gut resuspendiert und
jeweils 500 yl auf zwei neue Kulturplatten verteilt. Zu jeder Kavitat wurde zusatzlich
500 pl frisches Kulturmedium pipettiert.

Nach drei bis vier Wochen wurde die Reinheit der Zellen mittels FACS analysiert.
Zellen der Kultur wurden auf die Expression von CD117 (cKIT) und FceRI hin
untersucht. Fur Versuche wurden Kulturen verwendet in denen uber 90 % der Zellen
doppelt positiv fur diese Mastzellmarker waren. In einem in vitro Assay wurde

zusatzlich die Funktionalitat der aus Knochenmark generierten Mastzellen getestet.
2.2.8 In vitro Mastzell-Aktivierungsassay

Um zu Uberpriifen, ob die in vitro generierten Mastzellen funktionell sind, wurde ein
Degranulationsassay durchgeflhrt. Die Zellen wurden mit einem IgE-Antikérper
inkubiert, der an den hochspezifischen FceRI-Rezeptor bindet. Durch anschlieliende
Inkubation mit einem a-IgE-Antikorper wurden die an die Mastzelle gebunden IgE-
Antikdrper kreuzvernetzt. Dieser Impuls fihrt zur Aktivierung der Mastzelle, die Zelle
degranuliert und prasynthetisierte Zytokine werden freigesetzt. Diese Zytokine

konnen mittels ELISA (2.2.1) nachgewiesen werden.
Durchflhrung

Mastzellen aus der Kultur wurden in einem 15 ml Reaktionsgefal® gesammelt und bei
1200 U/min fur 10 min bei RT abzentrifugiert. Die Zellen wurden in einem definiertem
Volumen aufgenommen und die Zellzahl (siehe Punkt 2.2.2) bestimmt. Anschlief3end
wurden die Zellen auf 1*10° Zellen pro ml in Mastzellmedium eingestellt. In die
Kavitaten einer 24-Loch-Zellkulturplatte wurden jeweils 1 ml der Zellsuspension
pipettiert. Es wurden drei Gruppen erstellt von denen jeweils Duplikate erstellt
wurden; 1. unstimuliert: Zellen wurden nicht weiter behandelt; 2. Antikrper beladen

jedoch nicht kreuzvernetzt: zu den Zellen wurde nur der IgE-Antikdrper pipettiert; 3.
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Antikoérper beladen und kreuzvernetzt: Mastzellen wurden mit dem IgE-Antikorper
inkubiert und dieser anschliel3end mittels eines a-IgE-Antikdrpers kreuzvernetzt.

Zu den Mastzellen der Gruppe 2 und 3 wurde IgE-aDNP (2 pg/ml) Antikorper
pipettiert. Die Zellen wurden 48-72 Stunden im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO»
inkubiert. Um Uberschiussige Antikorper zu entfernen wurden die Zellen in 1,5 ml
Reaktiongefaldichen gesammelt und bei 1200 U/min fir 5 min bei RT abzentrifugiert.
Uberstdnde wurden verworfen und Zellen in 1 ml Testmedium aufgenommen und
erneut abzentrifugiert. Dieser Schritt wurde nochmals wiederholt. Anschlieend
wurde die Zellzahl bestimmt und die Zellen auf 1*10° Zellen pro ml in Testmedium
eingestellt. Zu den Zellen der Gruppe 3 wurde a-IgE-Antikorper (2 pg/ml) pipettiert
und somit die Kreutzvernetzung induziert. Die Platten wurden fir 2 Stunden im
Brutschrank inkubiert. AbschlieBend wurden die Zellkulturiberstande in 1,5 ml
ReaktiongefalRchen gesammelt und bis zum Nachweil} von IL-6 mittels Zytokinelisas

bei -20° gelagert.

2.2.9 In vitro Restimulationsversuch von Milzzellen

Um zu Uberprufen, ob die Sensibilisierung erfolgreich war wurde neben der
Bestimmung von OVA-spezifischen Immunglobulinen im Serum auch die OVA-
spezifische Sekretion von IL-5 von in vitro restimmulierten Milzzellen untersucht.
Hierzu wurden Milzzellen in Gegenwart von OVA fur 72 Stunden im Brutschrank
inkubiert und anschlieBend die Konzentration an IL-5 in den Uberstéanden der
Zellkultur mittels Zytokin-ELISA bestimmt.

Durchflhrung

Alle Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen durchgeflhrt.

2.2.9.1 Praparation von Milzen

Als erstes wurde ein Querschnitt der Haut unterhalb des Brustkorbs des Tiers
durchgefuhrt, gefolgt von einem zentralen Schnitt Richtung Schambein. Die Haut

wurde stumpf auseinander gezogen und fixiert. Mittels einer spitzen Schere wurde

die Bauchhohle eroffnet und die Milz, die sich auf der linken Seite unterhalb der
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Leber befindet, mit Hilfe einer stumpfen Pipette und der Praparierschere entnommen.
Pankreasreste, die der Milz anhangen, wurden entfernt und das Organ in ein 15 ml
Reaktionsrohrchen, das mit 3 ml Waschmedium gefullt war Uberfuhrt. Bis zur
weiteren Bearbeitung wurden die Milzen auf Eis gelagert.

In den Boden einer 8 cm Petrischale wurde 5 ml Waschmedium und ein 70 uym
Nylonsieb vorgelegt. Die Milz wurde in das Sieb Uberfihrt und durch reibende
Bewegungen mit dem Stempel einer 10 ml Spritze vorsichtig zerkleinert. Das Sieb
wurde anschlieBend auf ein 50 ml Zentrifugenrohrchen uberfuhrt und die
Zellsuspension mit weiteren 5 ml Waschmedium Uber das Zellsieb in das Roéhrchen
gespult. Folgend wurde die Zellsuspension bei 1200 U/min bei 4 °C fir 10 min
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellsediment aufgebrochen.
Durch Zugabe von 1 ml Gey’'schem Lyse Puffer und anschlie3ender Inkubation fur 1
Minute bei RT wurde die Lyse von Erythrozyten durchgefuhrt. Die Reaktion wurde
durch das Zufligen von 20 ml Waschmedium gestoppt. Die Zellen wurden wie zuvor
beschrieben abzentrifugiert, zweimal mit 10 ml Waschmedium gewaschen und zur
Bestimmung der Zellzahl (s. 2.2.2) in 10 ml Waschmedium aufgenommen. Fir den
Restimmulationsassay wurden die Zellen final auf 110’ Zellen pro ml Kulturmedium

eingestellt.

2.2.9.2 Restimulationsassay:

Je Gruppe wurden vier Kavitaten einer 24-Loch Kulturplatte mit bzw. ohne OVA
Protein angelegt. Hierzu wurden in die entsprechenden Lécher 500 pl OVA-Losung
(50 pg/ml Kulturmedium - Endkonzentration von 25 pg/ml), bzw. 500 pl
Kulturmedium pipettiert. Zu den vorgelegten Medien wurde jeweils 500 ul der auf
1*10” Zellen/ml eingestellten Zellsupsension pipettiert, so dass die absolute Zellzahl
pro Loch 5*10° Zellen pro Loch betrug. Die Platten wurden anschlieRend fiir 72
Stunden im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Nach Ablauf der
Inkubationszeit wurden die Uberstéande auf eine neue Kultruplatte iberfiihrt und bis

zur weiteren Untersuchung bei -20 °C eingefroren.
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2.2.10 Histologie

Um pathologische Veranderungen in den Lungen nachweil3en zu kdnnen, wurden
Lungen in Formalin Uberfuhrt und anschlieRend in Paraffin eingebettet um Schnitte
des Gewebes anzufertigen. Mittels unterschiedlicher Farbetechniken konnten in den
Lungen Entzindungen, Mukusproduktion und Mastzellrekonstitution analysiert
werden.

Die Aufarbeitung der Gewebe erfolgte in den folgenden Schritten: Fixierung,

Einbettung, Schnitt, Detektion und Eindeckung.

2.2.10.1 Fixierung:

Um eine moglich homogene und entfaltete Gewebestrucktur in der Histologie zu
erhalten, wurden die Lungen vor der Entnahme mittels Histofix (Roth) aufgefulit.
Histofix enthalt Formaldehyd, welches eine Fixierung des Gewebes bewirkt, indem
es zwischen den basischen Aminogruppen von Proteinen Hydroxymethylbricken
bildet.

Durchfihrung:

In die Trachea von anasthetisierten Mausen wurde wie in Abschnitt (2.2.4)
beschrieben ein Tubus gelegt. Zur Praparation der Lunge wurde ein Querschnitt
mittels der Knopfschere unterhalb des Brustkorbs durchgeflihrt, gefolgt von einem
graden Schnitt vom Kinn ausgehend bis zum Brustkorbschnitt. Das Fell wurde stumpf
zu Seite wegprapariert. Mit einer spitzen Schere wurde die Bauchhdhle unterhalb des
Brustkorbs bis zur Koérpermitte aufgeschnitten. Auf Hohe des Herzens wurde
anschlieRend das Diaphragma (Zwerchfell) vorsichtig durchstochen, und nach
Kollabierung der Lunge, vollstandig entlang des Rippenbogens aufgeschnitten. Links
und rechts wurde nun ein Schnitt mittels Knopfschere durch den Brustkorb gefuhrt,
der am Brusteingang endete. Vorsichtig, ohne die Trachea zu verletzen, wurde der
Brustkorb herausprapariert.

Mittels einer 10 ml Spritze wurde nach Entnahme der BAL vorsichtig Uber den Tubus
Histofix® in die Lunge gespritzt. Nach dem sich die Lunge vollstandig entfaltet hatte

wurde die Trachea unterhalb des Tubus mit chirurgischen Garn abgebunden. Der
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Tubus wurde entfernt und die Lunge vorsichtig aus der Brusthdhle herausprapariert.
Die Lunge wurde bis zu weiteren Verarbeitung in ein 15 ml Zentrifugenréhrchen
uberfuhrt und dort vollstandig in Histofix bedeckt.

2.2.10.2 Paraffin-Einbettung

Durchfuhrung

Um stabile Schnitte mit einer geringen Schichtdicke von Organen erstellen zu
kénnen, wurden diese nach der Fixierung in Parafin eingebettet. Hierzu wurden die
fixierten Schnitte

zunachst aus dem Histofix entnommen und auf eine beschriftete Eindeckkapsel
gelegt. Die Kapseln wurden in einem Automaten Uber Nacht entwassert. Die
Eindeckkapseln wurden samt der entwasserten Lungen am nachsten morgen auf
eine Warmeplatte gelegt. Der Boden eines AusgieRformchen wurde mit warmem
Paraffin bedeckt. Anschlielfend wurde die Lunge in das weiche Paraffin Uberfuhrt
und dort ausgerichtet. Die beschriftete Eindeckkapsel wurde auf das
Ausgiel¥formchen gelegt und durch deren Locher die Lunge vollstandig mit Paraffin
bedeckt. Zum Ausharten des Paraffins wurde das Férmchen auf eine Kihlplatte (-
20°C) gestellt. Nach etwa 30 min war das Paraffin ausgehartet und die Blocke
konnten aus den Fdrmchen herausgenommen werden. Uberschissiges Paraffin

wurde mittels entsprechenden Werkzeugs entfernt.

2.2.10.3 Anfertigen von Schnitten

Die Paraffinblécke wurden vor dem Anfertigen von Schnitten auf einer Kihlplatte bei
-15 °C fur 30 min abgekuhlt. Anschlielend wurden sie in ein halbautomatisches
Rotationsmikrotom eingespannt. Bei einem Vorschub von 20 ym wurden die Schnitte
so lange geschnitten bis eine geeignete Schnittebene erreicht wurde. Die
Paraffinblécke wurden erneut kurz bei -15 °C abgekuhlt und die Bldécke wiederholt in
das Mikrotom eingespannt. Der Vorschub wurde auf 4 ym reduziert und die Blécke
geschnitten. Die Gewebeschnitte wurden in ein Miniwasserbad uberfuhrt, was zu
einer Streckung der Schnitte fuhrt. Im Wasserbad wurden die Schnitte auf einen

vorab beschrifteten Objekttrager geschwemmt. Auf jeden Objekttrager wurden zwei
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Schnitte gelegt. Die Objekttrager wurden anschlieRend auf einer Warmeplatte fur 30
min bei 50 °C getrocknet. AbschlieRend wurden die Schnitte in einem

Trockenschrank bei 60 °C fur 20 min inkubiert und anschlieRend abgekunhlt.

2.2.10.4 Farbungen

2.2.10.4.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Mittels der Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) wurden entparafinierte
Gewebeschnitte der Lunge eingefarbt um krankhafte Veranderungen, wie
inflammatorische Infiltrate, sichtbar zu machen. Hamatoxylin, das zur Farbung zum
basischen Hamalaun aufbereitet wird, farbt alle sauren beziehungsweise
basophielen Strukturen blau. Vorallem werden Zellkerne mit der darin enthaltenen
DNA sowie das raue Endosplasmatische Retikulum gefarbt. Eosin farbt hingegen alle

acidophilen Strukturen, wie das Zellplasma und dessen Proteine rot.

Durchfuhrung:

Entparafinierung:

Vor der Farbung wurden die parafinierten Schnitte entparafiniert. Hierzu wurden sie
zweimal fur 5 min in Xylol inkubiert und anschlieffend in der alkoholischen Reihe
gewaschen. Hierzu wurden sie jeweils zweimal in 100 %igen Alkohol, 96 %igen und
einmal in 70 %igen Alkohol fur jeweils 2 min inkubiert. Abschlielend wurden die

Schnitte noch einmal fur 2 min in Aqua dest. gewaschen.

Fur die Farbung wurden die Schnitte in ein Farbegestell fur 10 Objekttrager
einsortiert. Hamalaun Stammlésung (Merck) wurde 1:5 mit Aquadest. verdinnt und
anschlieBend ein Farbeglaskasten mit ihr befullt. Die Schnitte wurden in der
Hamalaunverdinnung fur 5 bis 7 min inkubiert. AnschlieRend wurden die Schnitte in
einen neuen mit Auga dest. geflilliten Farbeglaskasten uberfuhrt. Dieser wurde unter
flieRendem Wasser fir 5 min gewassert. Folgend wurden die Schnitte fir 40 sek. in
Eosin (Stammlosung + 6 Tropfen Eisessig) in ein Farbeglaskasten gestellt. Nach
kurzem Abspullen unter Leitungswasser wurden die gefarbten Schnitte wieder

eingedeckt.
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Hierzu wurden die Schnitte in aufsteigender Ethanolischerreihe entwassert. Die
Schnitte wurden kurz in 70 % Alkohol, 96 und 100 % Alkohol gehalten. Zwischen den
Alkoholbadern wurden sie gut abtropfen gelassen. Abschlieliend wurden sie noch
zweimal in Xylol getaucht und dann eingedeckt. Zum eindecken wurde Entelan

verwendet.

2.2.10.4.2 Periodsaure-Leukofuchsin-Farbung (PAS-Farbung)

Um eine Becherzellmethaplasie und die Mukusproduktion von Lungenepithelzellen
nachzuweisen, wurde an Lungengewebsschnitten die so genannte PAS-Farbung
(Abk. fur engl. Periodic Acid-Schiff stain) durchgefuhrt. Durch die in der Reagenz
vorkommende Periodsaure werden freie Glycolgruppen zu Aldehydgruppen oxidiert.
Fuchsinschweflige Saure der Schiff'schen Reagenz bindet an diese Aldehydgruppen
wodurch rot-violette komplexe Gebildet werden.

Mit der Farbetechnik werden somit Glykogen, Cellulose, neutrale

Mukopolysaccharide, Muko- und Glykoproteide sowie Glykolipide gefarbt.

Durchfuhrung:

Zunachst wurden die Schnitte wie bereits beschrieben (2.2.10.4.1) entparafiniert. Die
Schnitte wurden anschlieend in ein Farbegestell Uberfuhrt und far 10 min in 2 %iger
Perjodsaure inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Schnitte unter fliellendem
Wasser gespult und kurz in einen Farbeglaskasten mit Aqua dest. gestellt.
Anschlieltend wurden die Schnitte in einen Farbeglaskasten mit Schiffs-Reagenz fir
20 min inkubiert. Folgend wurden sie zweimal fir 1 min in SO2-Wasser gewaschen
und 10 min flieBend gewassert. Die Schnitte wurden kurz in den Farbeglaskasten mit
Aqua dest. gestellt. Abschliel’iend wurden sie noch 45 sek. in einem Farbeglaskasten
mit Hamalaun inkubiert und unter fliekend Wasser fur 5 min geblaut. Nach dem
Farben wurden die Schnitte entwassert, hierzu wurden sie zweimal in absoluten
Alkohol und zweimal in Xylol fir 2 min inkubiert. Im finalen Schritt wurden die

Schnitte in Entelan eingedeckt.
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2.2.10.4.3 Fluoreszensfarbung von Mastzellen

Um zu Uberpriifen, ob die Rekonstitution einer mastzelldefizienten C57BL/6-Kit"/s""sh
Maus mit Mastzellen erfolgreich war, wurden entparafinierte Lungenschnitte solcher
Tiere mittels Avidin-Alexa 488 gefarbt. Wie von Bussalti et. al beschrieben, bindet
das positiv geladene Avidin an die sulfatierten Gruppen des Heparins in
Mastzellgranula. Durch die Kopplung des Flurochroms Alexa-488 an das Avidin
konnen die Mastzellen mit Hilfe eines Fluoreszensmikroskopes als grun-

fluoreszierende Zelle detektiert werden.

Durchfuhrung:

Entparafinierung:

Die Schnitte mussten vor Durchfihrung der Farbung entparafiniert. Hierzu wurden
sie 15 min in Xylol gestellt und anschliel3end in einer Alkoholischen Reihe Uber die
Stufen absolutes EtOH, 95%, 70%, 50% fur jeweils 5 min gewaschen. Abschliel3end
wurden die Schnitte nochmals 5 min in Aqua dest. gewaschen.

Zu Beginn der Farbung wurden die Schnitte 1 Std. bei RT in Blockpuffer (PBS + 10%
FCS + + 1% BSA) inkubiert. Der Blockpuffer wurde gut abtropfen gelassen, Rander
um das Gewebe wurden mit einem Zellstofftuch getrocknet. Anschlieend wurden
die Schnitte in einer dunklen feuchten Kammer aufgereiht. Mittels eines Barriere
Markers wurde ein Ring um den Gewebeschnitt gezogen und dieser kurz antrocknen
gelassen. 200 pl verdinntes Avidin-Alexa 488 (1:1000 in Blockpuffer) wurden auf die
Mitte jeden Schnittes pipettiert. In der abgedunkelten Feuchtekammer inkubierten die
Proben fur eine Stunde. Anschliel3end wurden die Schnitte dreimal fur jeweils 10 min
in PBS gewaschen. Die Schnitte wurden final mit Eindeckmedium flr
Fluoreszensfarbungen (Dako Cytomation) eingedeckt. Hierzu wurde ein bis zwei
Tropfen des Mediums auf den Schnitt gegeben und mit einem Deckglaschen
blasenfrei abgedeckt. Um die Verdunstung des Eindecksmediums zu reduzieren
wurden die Randbereiche des Deckglaschens mit Lack versiegelt.

Am Tag der Farbung wurden die Mastzellen mit Hilfe eines Fluoreszensmikroskopes
detektiert und ausgezahlt. Hierzu wurde die Schnitte bei einer Wellenlange von 470-

490 nm angeregt. Mastzellen waren als grun fluoreszierende Zellen deutlich
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detektierbar. Unter  Verwendung der dem Mikroskop beiliegenden

Steuerungssoftwars (analySiS®) Software wurden Bilder aufgenommen.

2.2.10.5 Erstellen von Zytospins

Um eine mikroskopische Analyse der Zellzusammensetzung einer Lavage
durchzufihren wurden Zytospins angefertigt. Hierbei wird unter Ausnutzung der
Zentrifugalkraft eine Zellsuspension auf einen Objekttrager fixiert. Es sollten hierbei,
um eine spatere Differenzierung zu gewahrleisten, max. 1*10°-Zellen pro 100 pl
verwendet werden. Die fixierten Zellen kdnnen anschlielend mit entsprechenden

Farbungen behandelt und mikroskopisch ausgewertet werden.

Durchflhrung

Objekttrager wurden samt Filterpapier und Trichter auf einem Zytofugenhalter
befestigt und entsprechend in der Zytofuge (eine Zentrifuge mit besonderen
Vorrichtungen am Rotor) angebracht. 100 yl der BAL-Probe wurden in den Trichter
pipettiert. Folgend wurden die Proben fir 10 min bei 900 U/min zentrifugiert.
Nachdem die Zellen auf diese Art auf den Objekttrager “gespottet” wurden, wurden
die Objekttrager fur 10 min bis 24 Std. bei RT getrocknet.

Mittels des Hemacolor® (IVD)-Kit wurden die Zellen auf den Zytospins fixiert und
eine HE-Farbung durchgefuhrt. Die Schnitte wurden fur jeweils eine Sekunde funfmal
in Léosung 1, 2 und 3 gehalten. Zwischen den Schritten wurden sie ordentlich
abtropfen gelassen. AbschlieRend wurden die Schnitte kurz mit Puffer nach Weise
abgespult.

Mit Hilfe eines Lichtmikroskopes wurde die zellulare Zusammensetzung der BAL
analysiert, hierbei wurden die Aufgrund ihrer Morphologie deutlich voneinander
differenzierbaren alveolar Makrophagen, Lymphozyten, neutrophile sowie
eosinophile Granulozyten ausgezahlt (siehe Abb. 2.3). Es wurden mindestens 200
Zellen gezahlt und mittels Excel absolute und relative Zusammensetzung der BAL

errechnet.
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> ©

Alveolar Marophage ~ Lymphozyt Neutrophiler Eosinophiler
Prag ymphozy Granulozyt Granulozyt

Abb 2.3: Mikroskopische Zelldifferenzierung der BAL.

2.2.11 Lungenfunktionsmessung

Ein murines Modell fir eine humane Krankheit wie Asthma bronchiale hat immer
gewisse Einschrankungen. Daher ist es wichtig, dass das Modell einen adaquaten
Phanotyp aufweist um nutzliche Informationen Uber die Pathogenese der Krankheit
sammeln zu koénnen. Neben der Analyse der Inflammation in der Lunge und
bronchoalveolaren Lavage mittels Histologie wurden auch Methoden etabliert um die
Lungenfunktion von Mausen zu bestimmen und somit den Phanotyp der allergischen
Atemwegsentzundung besser charakterisieren zu konnen. Hierbei wurden sowohl
invasive Methoden als auch nicht-invasive Techniken entwickelt, die beide Vor- und
Nachteile bieten.

Nicht-invasiven Techniken haben den grof3en Vorteil, dass wiederholte Messungen
am gleichen Tier moglich sind, sie sind auflerdem recht einfach in der Handhabung
und es ist moglich eine gréRere Tierzahl parallel zu messen. Anderungen der
Lungenfunktion werden in dieser Technik mittels Plethysmographen analysiert. Weit
verbreitet sind Messungen im Ganzkdrper-Plethysmographen, hierbei  werden
unbetaubte Mause in eine geschlossene Kammer gesetzt und die
Druckveranderungen, die wahrend eines Atemzyklus auftreten aufgenommen. Mittels
Vergleich mit einer leeren Druckkammer koénnen so Atemfrequenz, Ein- und
Ausatmungsdauer sowie der maximale Kammerdruck wahrend Ein- und Ausatmung

bestimmt werden. Mittels des Kammerdrucks wahrend Ein- und Ausatmung und der
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Zeitmessung zwischen fruher und spater Ausatmung kann der dimensionslose
Parameter "enhanced Pause" (PenH) determiniert werden. Um die
Uberempfindlichkeit der M3use zu analysieren werden sie steigenden Dosen eines
Brochokonstriktors (z.B. Methacholin) ausgesetzt. Fiir jede Dosis wird die Anderung
in Penh flr 2-5 min gemessen. Die Atemwegsuberempfindlichkeit wird dann im
Allgemeinen als x-facher Anstieg des Penh jeder Methacholindosis im Vergleich zu
einer PBS Probe angegeben. Der Nachteil des Vollkorper-Plethismographen ist die
Empfindlichkeit gegenuber auleren Einflussen. Es konnte gezeigt werden, dass
befeuchten und erwarmen des eingeatmeten Gases, Hyperoxie und der Zeitpunkt
der Beatmung, alles Effekte, die nichts mit der Lungenmechanik zu tun haben, eine
grolRe Einwirkung auf die Messergebnisse haben. Da es nur zu einer aufieren
Messung kommt haben die nicht-invasiven Methoden aufRerdem den Nachteil, dass
keine direkte Messung der Lungenmechanik vorgenommen werden kann. Es ist
somit unklar in welchem Ausmal die Widerstande der oberen Atemwege (z.B. die
Kehlkopfoffnung und nasale Passagen) zur Anderungen des Atemwegwiderstandes
beitragen. Weiterhin konnen die genaue Starke und Lokalisierung der
Bronchokonstriktion nicht analysiert werden.

Um direkte Anderungen der Atemwegsmechanik analysieren zu kénnen sind die
invasiven Techniken die Methode der Wahl. Im Gegensatz zu den nicht-invasiven
Methoden wird hierbei anasthetisierten Tieren ein Tubus in die Trachea eingefuhrt
und Anderungen der Lungenfunktion kénnen somit direkt in der Lunge analysiert
werden. Es ist moglich physikalische Messgréften wie den pulmonalen Widerstand
(RL) oder die dynamische Compliance (Cgyn) zu bestimmen und somit
reproduzierbare und aussagekraftige Daten zu produzieren.

Unter dem pulmonalen Widerstand versteht man die Summe des
Atemwegswiderstandes (Raw) und des Gewebewiderstandes (Rti), welche bei
normaler Atemrate vergleichbar sind. Er gibt somit Verengung der Atemwege und die
Viskositat des Lungengewebes wieder. Der Lungenwiderstand R ist als Quotient der

Druckdifferenz zur Flussdifferenz definiert:

R =DeltaPtp/DeltaF

Mit der dynamischen Compliance wird die elastische Dehnbarkeit der Lunge

beschrieben. Sie gibt das Verhéltnis einer definierten Anderung des
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Lungenvolumens (AV) bei einer Anderung des transpulmonalen Drucks (APpr)

wieder:

Cayn=DeltaV1/DeltaP1p

Um R_ und Cgyyn bestimmen zu kénnen ist es notwendig den transpulmonalen Druck
und Fluss zu messen. Durch geeignete Umformung einer Gleichung aus Bewegung
zu Druckmessung, Fluss und Volumen lassen sich dynamische Compliance und

Lungenwiderstand errechnen.

Prp = V*RL+V1/Cyyn
Prp = transpumonaler Druck (in der Maus: transrespiratorischer Druck)
V: = Tidalvolumen

V = Tidalatemfluss

Mit der invasiven Messung ist es mdglich geringste Anderungen in der
Lungenmechanik auf reproduzierbare und prazise Art zu Uberprifen. Durch die
Messung Uber den intra-trachealen Tubus werden Anderungen in den oberen
Atemwegen umgangen und somit Fehlanalysen vermieden. Die Nachteile der
Methode sind, dass die Durchfuhrung der Tracheostomie chirurgische Expertise
Bedarf und wiederholte Messungen nicht durchfuhrbar sind. Fur die Messung an sich
ist es notwendig, dass die Tiere von erfahrenen Experimentatoren anasthetisiert und

mechanisch beatmet werden.

2.2.11.1 Invasive Messungen mittels flexiVent-System

Die Atemwegsuberempfindlichkeit wurde mittels invasiver Messung, die mit Hilfe des
flexiVent der Firma Scireq (Montreal, Kanada) durchgefuhrt wurde, bestimmt. Bei
dem flexiVent handelt es sich um eine Kombination aus mechanischer Beatmung
und standiger online Analyse der Atemmechanik. Mittels der "Forced Oscillation"-
Technik (FOT) werden MelRparameter wie Lungenwiderstand und Compliance
bestimmt. In der FOT wird mittels eines computer-gesteuerten Kolbens ein
oszillierendes Signal generiert. Durch das Signal wird in der Lunge ein
charakteristisches messbares Schwingungsmuster erzeugt. Setzt man den absoluten

Druckunterschied mit dem absoluten Volumenunterschied ins Verhaltnis, erhalt man
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die Impedanz. Der Druck wird mittels Druckfihler gemessen, das Volumen wird
durch den computergesteuerten Ventilator vorgegeben. Applikation von
Bronchoskonstriktoren (z.B. Methacholin) fuhrt zu einem Druckanstieg und somit
auch zur Zunahme der Impedanz. Mittels der Impedanz lasst sich eine komplexe
Lungenfunktionsgleichung erstellen, das so genannte Konstante-Phase-Modell, mit
dem sich detailliert Veranderungen der Lungenmechanik berechnen lassen. Der
Frequenzraum der Impedanz besteht aus zwei Grolden; dem Widerstand (R) und der
Reaktanz (X), diese beschreibt die Compliance (1/Elastanz), die die Dehnbarkeit des

Lungengewebes widerspiegelt.
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Abb 2.4: flexiVent-MeRapparatur/schematische Darstellung der
Lungenfunktionsmessung

links: flexiVent-MeRapparatur; Darstellung des Gerates nach Aufbau

rechts: schematische Darstellung der Lungenfunktionsmessung; Uber einen Computer wird
die Ventilation und Datenerfassung/Analyse gesteuert. Der Computer kontrolliert die Anzahl
und Druck des Kolbens. Uber die Ventile werden Druckunterschiede erfasst, (iber welche die
MeRparameter errechnet werden koénnen, gemessen. Uber die ,PEEP-Trap“ kann der
Positivenexpiratorischedruck eingestellt werden.

Durchfuhrung:
Starten des Gerates

Zu Beginn einer Lungenfunktionsmessung wurde die Steuerungssoftware geoffnet.
Uber diese werden Ventilaltionsparameter eingestellt, Verneblung und Messung
gesteuert und die Datenpunkte gesammelt. Mittels eines Hilfsprogramms wurden alle
Routineeinstellungen vorgenommen. Hierzu gehodren, die Auswahl des Templates,
Eingabe des Experimentators und der Versuchsreihe, Bezeichnung des zu
analysierenden Tieres und die Kalibrierung des  Zylinder- und

Atemwegsdrucksmessers. In den Templates werden Grundeisntellungen
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festgehalten wie; Art des Tieres, Beatmungseinstellungen, Messoptionen und
Skriptfunktionen. Fir die Versuche wurde ein auf die Messung von Mausen
optimierte Programmvorlage verwendet.

Zur Eichung des Zylinder- und Atemwegsdrucks wurde einmalig vor
Experimentbeginn durchgeflhrt. Mittels eines Barometers wurden zwei definierte
Druckpunkte dem Gerat vorgegeben. Fur ersten Punkt wurden 0 cmH,O gewahlt. Zur
Festlegung des zweiten Melpunktes wurde das Barometer an die Apparatur
angeschlossen und eine Wassersaule von 20 cmH20 eingestellt. Darauf folgend
wurde der Tubus geeicht. Um auszuschlieBen, dass Widerstande die durch den
Tubus bedingt sind in die Analyse einkalkuliert werden, wurde diese Eichung vor der
Messung jeder Maus durchgefuhrt. Der Tubus wurde hierzu an die Apparatur
angeschlossen und den Aufforderungen des Hilfsprogramms gefolgt.

Nach Durchfuhrung dieser Voreinstellungen wurde die Messung begonnen.

Messung

Um die Lugenfunktion von Mausen messen zu kdnnen mussen sie anasthetisiert,
intubiert und folgend klnstlich beatmet werden. Zur Narkose wurde ein Barbiturat
(Pentobarbital) verwendet, welches das Tier sediert, das Schmerzempfinden des
Tieres unterdrickt und die Eigenatmung blockiert. Das Betaubungsmittel wurde vor
jedem Versuchstag frisch angesetzt, hierzu wurde die Stocklésung 1 zu 5 in PBS
verdinnt. Den Mausen wurde das Betaubungsmittel in einer Dosis von 5 ml/kg
Korpergewicht intra peritonal appliziert. Den betaubten Tieren wurde ein Tubus in die
Trachea gelegt (2.2.4). und anschlieRend an die MeRapparatur angeschlossen. Die
Mause wurden mit einer Frequenz von 120 Atemzugen/min und einem Tidalvolumen
von 10 ml/kg in der Standardeinstellung beatmet. Der positive endexspiratorische
Druck (PEEP) wurde auf 5 cm/H,O eingestellt. Alle 15 Sekunden wurde mittels
"Snapshot-150"-Analyse der Lungenwiderstand und die Compliance bestimmt. Die
Werte wurden so lange bestimmt, bis ein Maximalwert oder eine Plateauphase
erreicht wurde. Nach dem Messen des Leerwertes kam es zur ersten Verneblung der
Tiere. Hierzu wurde 1 ml PBS als Kontrolle und spater Methacholin in seriell
aufsteigenden Dosen in den Vernebler pipettiert. Zum Vernebeln wurde die
Beatmungsfrequenz auf 60 Zige/min reduziert und das Tidalvolumen auf 30 ml/kg

erhoht. Die Lunge wurde kurzfristig geblaht und folgend das Tier Gber 10 s vernebelt.
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Nach der Verneblung wurde wieder auf Standardbeatmung umgeschaltet und bis
zum Erreichen der maximal Werte der Widerstand und die Compliance analysiert.
Methacholin wurde wie bereits erwahnt in seriell steigenden Dosen von 6,25 mg/ml
PBS bis 100 mg/ml eingesetzt. Nach der Messung jeden Tieres wurde der Vernebler

mit Aqua dest. gewaschen und die Verbindungsstlicke unter Druckluft ausgeblasen.

Auswertung:

Die Auswertung der Experimente wurde mittels Excel durchgeflhrt. Aus den
Rohdaten wurde der maximale Widerstandswert, bzw. minimalste Compliancewert zu
jeder PBS-Kontrolle und Methacholindosis bestimmt und in eine Tabelle Ubertragen.
Anhand dieser Werte wurde der prozentuelle Anstieg des Widerstandes, bzw. der
prozentuelle Abfall der Compliance auf Reizung mit Methacholin im Vergleich zur
PBS-Kontrolle bestimmt.

2.2.12 Versuchsmodelle

Die in den Experimenten untersuchten allergische Entzindungen der Atemwege
wurden durch Sensibilisierungs-/Provokationsprotokolle induziert. Die Tiere wurden
mit einem Modellallergen (Ovalbumin) je nach Experiment systemisch oder lokal
sensibilisiert. Ovalbumin ist ein klassisches, gut etabliertes Modellallergen. Es ist
leicht zu handhaben und es steht eine grole Bandbreite an Werkzeugen zur
Verfligung, die eine detaillierte und weitreichende immunologische Untersuchung

ermoglichen.

2.2.12.1 Systemisches Sensibilisierungsprotokoll

Dieses Protokoll wurde als Standardprotokoll fur die Untersuchung der Funktion der
Mastzelle bei der Entstehung einer allergischen Atemwegsentzindung eingesetzt.
Die Tiere wurden systemisch durch die intraperitoneale Applikation von Ovalbumin
sensibilisiert. Bei der Sensiblisierung wurde auf die zusatzliche Applikation von
Adjuvansien wie Freud’s Adjuvans oder Alum verzichtet. Die Provokation der Tiere
wurde lokal durchgefuhrt. Um die Tiere in der Lunge zu provozieren, wurden sie in

eine Kammer gesetzt und dort mit einer Ovalbuminlésung vernebelt.
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Tag O: Tag 14: Tag 28, 29, 30:
20 ug OVAi.p. 20 pg OVAi.p. 20 min vernebelt
mit 1% OVA-LOsung

Tag 32:
Versuchstag:
S Lufu

> | BAL
& Serum

Sensibilisierung -> Provokation > Histologie

Durchfiuhrung:

Sensibilisierung:

Die OVA Stammldésung wurde kurz vor Gebrauch 1:50 in PBS gemischt. 100 pl der
Verbrauchslosung wurden den Versuchstieren an Tag 0 und 14 intraperitoneal

appliziert.

Provokation

An Tag 28, 29 und 30 wurden die Tiere mit Allergen provoziert. Hierzu wurden sie an
jedem Tag in eine Verneblungskammer gesetzt, die an einen Vernebler
angeschlossen war.

In die Applikationsschale des Verneblers wurde pro Verneblung 25 ml Ovalbumin-
Verneblungslosung gefullt. Der Vernebler wurde nach Anleitung des Herstellers
betriebsbereit gemacht. Nebulisierungs- und Luftsrom-Volumen wurden jeweils auf
Stufe 4 eingestellt.

Die Verneblungskammer wurde mit trocknen Zellstofftichern ausgelegt und
anschlieBend die Tiere hineingesetzt. Die Kammer wurde geschlossen und der

Vernebler fur 20 min gestartet.
Versuchstag:

48 Stunden nach der letzten Provokation wurden Untersuchungen an den Tieren

vorgenommen.
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2.2.12.1 Rekonstitution

Um zu Uberpriifen, ob die in den Experimenten beobachteten Unterschiede zwischen
mastzelldefizienten Tieren und Wildtyp Tieren mastzellspezifische Effekte sind und
nicht auf Seiteffekten der Mutation beruhen, wurden die mastzelldefizienten Tiere mit
Mastzellen rekonstituiert. Die Mastzellen wurden wie in 2.2.7.2 beschrieben aus dem
Knochenmark von Wildtyp- oder TNF-defizienten Tieren generiert. Zur Rekonstitution
wurden die Zellen den Tieren intravends in die Schwanzvene appliziert. Um zu
gewahrleisten, dass alle Gewebe mit Mastzellen repopuliert sind, wurden die

Experimente 6 bis 8 Wochen nach Rekonstitution begonnen.

Tag 0, 14: Tag 28, 29, 30:
- 53 V\gochen _ 20 pg OVA i.p. 20 min vernebelt
5*10° BMMC i.v. mit 1% OVA-LGsung
Tag 32:
Versuchstag:
s Lufu
> | BAL
, - Serum
Rekonstitution > > > Provokation > Histologie
Durchfihrung

Die in Versuch 2.2.7.2 beschriebenen aus Knochenmark generierten Mastzellen
wurden in einem 50 ml Zentrifugenréhrchen gesammelt und bei 1200 U/min bei RT
fir 8 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen zweimal in
10 ml PBS gewaschen. AnschlieRend wurde mit Hilfe einer Neubauer Zahlkammer
die absolute Zellzahl bestimmt. Die Zellen wurden auf eine Konzentration von 5*10”
Zellen pro ml mit PBS eingestellt. Ein Teil der BMMC wurde wie beschrieben fir die
FACS-Farbung vorbereitet. Bei einer Reinheit von mehr als 90% BMMCs wurden die
Zellen zur Rekonstitution verwendet. 100 pl der eingestellten Zellsuspension wurden
den mastzelldefizienten Tieren intravends appliziert. Hierzu wurden die Tiere in eine
Haltevorrichtung gesetzt und diese kurzzeitig unter eine Warmelampe gehalten. 100
Ml der Zellsuspension wurde in eine 1 ml Einwegspritze, die mit einer Kanule
(0,45*13 mm) versehen war, aufgezogen und vorsichtig in die Schwanzvene

appliziert. Die Venen befinden sich auf der linken oder rechten Seite des Tieres. Die
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so behandelten Tiere wurden fur die nachsten 6 bis 8 Wochen weiter im Tierstall
versorgt. Nach diesem Zeitraum, der fur eine komplette Rekonstitution der Tiere mit
Mastzellen notwendig ist [43] wurden die Tiere wie unter 2.2.12.1 beschrieben

sensibilisiert und provoziert.

2.2.12.3 DC Sensibilisierungs-Assay

Die dendritische Zelle ist die kompetenteste antigenprasentierende Zelle des
Immunsystems. Lambrecht et al. konnten zeigen, dass DCs fur die Induktion einer
allergischen Inflammation der Atemwege notwendig sind [115].

In diesem alternativen Sensibilisierungsansatzes sollte Uberpriuft werden, ob die
Mastzelle einen direkten Einfluss auf die Entstehung einer allergischen

Atemwegsentzindung hat, die durch allergenbeladene DC induziert wird.

Tag O:

intra nasale Applikation
von 1*10° OVA oder PBS
behandelten BMDC

Tag 10, 11, 12:
20 min vernebelt
mit 1% OVA-LOsung

Tag 14:
Versuchstag:
i . o BAL
| > | FACS{LN
I ~ Histologie
> Sensibilisierung - Provokation >

Durchflhrung

Wie unter 2.2.7.1 beschrieben wurden aus dem Knochenmark von Wildtyp-Tieren DC
herangereift. An Tag 9 der Kultur wurde ein Teil der Zellen in Kulturmedium
aufgenommen dem Ovalbumin (200 pg/ml) hinzugefugt wurde. Die Zellen wurden
Uber Nacht im Brutschrank inkubiert. Am folgendem Tag wurden die OVA
stimmulierten und unbehandelten Zellen getrennt voneinander in ein 50 ml
Reaktionsrohrchen Uberfuhrt. Die Zellen wurden bei RT fur 8 min bei 1200 U/min
abzentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand verworfen, das Zellpelet

aufgebrochen und die Zellen mit 20 ml PBS 2zwei mal durch erneutes
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abzentrifugieren, Uberstand verwerfen und Pellet aufbrechen gewaschen. Die Zellen
wurden anschlieRend gezahlt und mittels PBS auf 1,25*107 Zellen/ml eingestellt. Die
Mause wurden mit einer Ketamin/Rompun-Mischung (2.1.7.2) betdubt und zweimal
40 pl der Zellsuspension (1*106 Zellen) intra nasal appliziert. 10 Tage nach der
Behandlung wurden die Tiere provoziert, hierzu wurden sie an drei aufeinander
folgenden Tagen fur jeweils 20 min in einer 1%igen OVA-LOsung vernebelt. 48
Stunden nach der letzten Provokation wurden die Tiere auf eine allergische

Entzindung der Atemwege hin untersucht.
2.2.12.4 Migrationsassay der Dendritischen Zellen
Mittels dieses Versuchs wurde analysiert, ob die Migration von antigenbeladenen DC

aus der Lunge in die regionalen Lymphknoten nach Sensibilisierung in

mastzelldefizienten Tieren beeintrachtigt ist.

Tag 28:
Tag 0: Tag 14: Provokation:
20 ug OVAi.p. 20 pg OVAIi.p. Applikation von

80 ug OVA-Alexa 647

~

Sensibilisierung - ﬁﬁﬁ

4, 24, 48 Stunden:
Praparation und
FACS-Analyse:
Lunge

trachealen LN
inguinalen LN
aurikularen LN

Durchfihrung

Wie in Punkt 2.2.12.1 beschrieben, wurden Wildtyp- und mastzelldefiziente Tiere
durch eine intra-peritoneale Applikation von OVA an Tag 0 und 14 sensibilisiert. Zur
Provokation wurde den Tieren an Tag 28 eine fluoreszierende Modifikation von OVA

(OVA-Alexa Fluor 687) intra-nasal appliziert. Hierzu wurde die Tiere durch i.p. Gabe
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einer Ketamin-Rompun Mischung betaubt. Das OVA (2 mg/ml) wurde in zwei
Schiben a 40 ul in die Nase der Versuchstiere pipettiert. 4, 24 bzw. 48 Stunden nach
der Applikation wurden die Tiere durch eine Uberdosis des Betaubungsmittels
getotet. Lunge, tracheale Lympknoten und inguinale Lymphknoten wurden prapariert
(2.2.5.1) und eine Einzelzellsuspension erstellt. Diese wurde mit den
Fluoreszensmarkierten Antikorpern gegen CD11c, MHCII und B220 gefarbt (2.2.6).
Mittels FACS-Analyse konnten so konventionelle dendritische Zellen die OVA positiv

waren charakterisiert und analysiert werden.

2.2.13 Statistische Analyse

Um Unterschiede zwischen allen unteschiedlich behandelten Gruppen zu ermitteln,
wurde ANOVA eingesetzt. Die Gruppen wurden mittels des Tukey-Kramer

Signifikanztests verglichen. P-Werte kleiner 0,05 wurden als signifikant gewertet.

Werte flr alle Messungen sind als Mittelwerte + Standardfehler dargestellt.
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3. Ergebnisse

Ziel der vorliegenden Doktorarbeit war die Etablierung eines murinen Modells zur
Untersuchung der Rolle der Mastzelle und derer Mediatoren bei der Induktion einer
allergischen Atemwegserkrankung. Dazu wurden die Versuchstiere mit dem
Modellantigen Ovalbumin (OVA) sensibilisiert und im Anschluss inhalativ provoziert.
Die Sensibilisierungen wurden durch intraperitoneale Applikation des Antigens ohne
zusatzliches Adjuvans durchgefuhrt. Durch inhalative Exposition mit dem Antigen
wurden die Tiere provoziert und die allergische Atemwegsentzindung induziert. Die
Ausbildung eines asthmatypischen Krankheitsbildes wurde durch einen erhdhten
Atemwegwiderstand auf  Bronchokonstriktoren, eine Eosinophilie der
bronchoalveolaren Lavage, den Influx von inflammatorischen Zellen in die Lunge und
die Entstehung einer Becherzellmetaplasie charakterisiert. Weiterhin wurden die
Konzentrationen an antigenspezifischen Antikdrpern im Serum der Tiere ermittelt.
Um die Rolle der Mastzelle im vorliegenden Modell zu ermitteln wurden
mastzelldefiziente Mause der Stamme WBB6FI-Kit""" und C57BL/6-Kit"*""¥*" pei
den Versuchen eingesetzt. Mastzellspezifische Effekte wurden durch Rekonstitution
der Tiere mit aus dem Knochenmark von Wildtyp-Tieren in vitro generierten

Mastzellen validiert.

3.1 Analyse der allergischen Atemwegsentziindung nach Sensibilisierung ohne

Adjuvans

Um die Rolle der Mastzelle bei der Entstehung einer allergischen
Atemwegsuberempfindlichkeit zu untersuchen wurden Mause der Stamme Sash
bzw. WW' gegen OVA sensibilisiert und provoziert. Zur Sensibilisierung wurde
mastzelldefizienten und entsprechenden WT-Tieren an Tag 0 und 14 OVA in einer
Konzentration von 20 pg/100 pl PBS intraperitoneal appliziert. Tieren, die als
Negativkontrolle dienten, wurde nur PBS verabreicht. Um eine allergische
Atemwegsentzundung in den Tieren zu induzieren wurden sie an Tag 28, 29 und 30
jeweils flr 20 Minuten inhalativ mit OVA exponiert. An Tag 32 wurden die Versuche,
die zur Charakterisierung der Entziindung der Atemwege dienten durchgefuhrt (siehe
Abbildung 3.1)
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Tag O: Tag 14: Tag 28, 29, 30:
20 yg OVAi.p. 20 pg OVAi.p. 20 min vernebelt
mit 1% OVA-LOsung

Tag 32:
Versuchstag:
S Lufu

> | BAL

//

- Serum

Sensibilisierung -> Provokation > Histologie

Abb. 3.1: Sensibilisierungs- und Provokationsmodell der allergischen Atemwegsentziindung.

Durch intraperitoneale Applikation von 20 ug Ovalbumin an Tag 0 und 14 wurden die Versuchstiere
gegen das Antigen sensibilisiert. An Tag 28,29 und 30 wurden die Tiere jeweils fir 20 Minuten mit
einer 1%igen OVA Lésung vernebelt, um eine allergische Entziindung der Atemwege zu induzieren.
48 Stunden nach der letzten Provokation wurden Versuche durchgefihrt um die Entstehung eines

asthmatypischen Krankheitsbildes zu analysieren.

3.1.1 Messung der Atemwegsuberempfindlichkeit

Sensibilisierte und provozierte Wildtyp Tiere reagierten auf steigende inhalative
Dosen von Methacholin mit einer Zunahme des Atemwegswiderstandes. Im
Vergleich zu den Wildtypen entwickelten mastzelldefiziente Mause nach
Sensibilisierung und Provokation mit OVA keine Atemwegstberempfindlichkeit.
Dieser Effekt war zu sowohl bei sensibilisieten WBB6FI-Kit"""" als auch bei
C57BL6-Kit"*""s" Mausen zu beobachten (sieche Abb 3.2). Sowohl unsensibilisierte
Wildtyp als auch mastzelldefiziente Tiere reagierten nur mit einem schwachen
Anstieg des Atemwegwiderstandes auf die Provokation mit den steigenden Dosen

des Bronchokonstriktors.

3.1.2 Analyse der bronchoalveolaren Lavage

Die Analyse der zellularen Zusammensetzung der bronchoalveolaren Lavage ist eine
weitere Methoder zur Charakterisierung einer asthmatypischen Pathophysiologie. In

Lungenspulungen von Asthmatikern kann, im Falle des allergischen Asthmas, eine
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erhdhte Anzahl an inflammatorischen Zellen, wie z.B. eosinophilen Granulozyten und
T-Zellen detektiert werden. Die Untersuchung der BAL zeigte, dass bei Wildtyp-
Mausen nach Sensibilisierung und Provokation mit OVA eine erhohte Anzahl an
eosinophilen Granulozyten in der BAL vorkommt. Im Vergleich zu den Wildtypen war
die Anzahl an Eosinophilen in der BAL von sensibilisierten und provozierten
mastzelldefizienten Tieren signifikant reduziert. In unsensibiliserten Tiere, sowohl
Wildtypen als auch mastzelldefiziente Mause, war keine Eosinophilie nach

Provokation mit OVA in der BAL nachweisbar.

—8— WBB6F1-Kif 'prov —8— C57BL/B-Kit™ prov
A —O— WBB6F1-Kif"™ sens/prov B —O— C57BL/B-Kit" sensiprov
—v— WBB6F1-Kit"™" prov —¥— CS57BL/B-Kit" """ prov
1000 | —— wBB6F1-Kit"™" sens/prov 1000 1 —— c57BL6-Kit" """ sens/prov
+ * #
g2 ]
= 800 800
= *
@ 600 600 1
= #
=
z 400 400 1
£ ; ;
= 200 200 1
=
N
= 0 v : . . v ; 0 . . v .
6 13 25 50 100 6 13 25 50 100
Methacholin [mg/ml] Methacholin [mg/ml]

Abb. 3.2: Messung des Atemwegswiderstandes bei mastzelldefizienten WW' und Sash und
entprechenden Wildtyp Mausen. Die Lungenfunktion von Wildtyp und mastzelldefizienten Mausen
wurde 48 Stunden nach der letzten Provokation invasiv gemessen. Anhand der gemessenen Daten
wurde der Prozentuale Anstieg des Atemwegwiderstandes provoziert durch Methacholin im Vergleich
zur Provokation mit PBS bestimmt. Bild A zeigt die Resultate der Atemwegswiderstandsmessung von

nur provozierten (prov) WBB6FI-Kit"""

und entsprechenden Wildtyp-Mausen und von sensibilisiert
und provozierten wBB6FI-Kit""" und Wildtyp-Tieren. Pro Gruppe wurden n=7-10 Tiere gemessen.
Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardfehler angegeben. * p< 0,05 im Vergleich zu allen
anderen Gruppen Bild B zeigt die Ergebnisse der Atemwegswiderstandsmessung von nur
provozierten (prov) C57BL/6-Kit"*"™" und entsprechenden Wildtyp-Mausen und von sensibilisiert und
provozierten mastzelldefizienten und Wildtyp- Tieren. Pro Gruppe wurden n=7-10 Tiere gemessen.
Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardfehler angegeben. # p < 0,05 im Vergleich zu allen

anderen Gruppen.

Die BAL dieser Tiere zeigte wies eine von Alveolar- makrophagen dominierte,

zellulare Zusammensetzung auf (s. 3.3). Die Analyse der BAL mittels FACS zeigte,

70



Ergebnisse

dass sensibilisierte und provozierte mastzelldefiziente Tiere auch eine im Vergleich
zu gleich behandelten Wildtyp-Tieren geringere Anzahl an T-Zellen 48 Stunden nach
der letzen Provokation aufweisen. Sowohl die Anzahl an CD4" T-Helfer als auch an
CD8" T-Effektorzellen war in der BAL von sensibilisierten und provozierten Wildtyp
Tieren deutlich hoéher als in entsprechend behandelten mastzelldefizienten Tieren. In
unsensibilisierten Tieren war eine vergleichbare geringe Anzahl an T-Zellen
detektierbar (s.3.4).

absolute Zellzahl (x103)

600 -

= WBBGFI-Kit"” prov 300 "
i 1 WBBGFI-Kit"* sens/prov T EEEE C57BL/6-Kit™" prov

B WBB6FI-Kit"'YW prov 250 A 1 C57BLI6-Kit"" sens/prov

1 WeB6FIKit"W sensiprov mm C57BL/6-Kit" " proy i
400 - 200 | 1 C57BL/6-Kit" """ sens/prov
300 | 150 |
200 100 1

#
100 50 H ﬁ
&
0 HI =ﬁ\ = = T -ﬁ T ﬁ 0 T iﬁI ﬁ FI = 1
TCC Mac Lymph Neu Eos TCC  Mac Lymph Neu  Eos

Abb. 3.3: Analyse der zelluaren Zusammensetzung der bronchoalveolaren Lavage. 48 Stunden
nach der letzten Provokation der Tiere wurde eine bronchoalveolare Lavage durchgefihrt. Die Zellen
der Lavage wurden fixiert, eine Differentialfarbung durchgefiihrt und mittels Lichtmikroskops die
zelluldare Zusammensetzung bestimmt. Bild A zeigt die Zellsusammensetzung der BAL von

sensibilisierten und provozierten mastzelldefizienten WBB6FI-Kit"""""

und Wildtyp-Tieren, sowie von
nur provozierten Tieren. n = 8-11 Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardfehler angegeben. Bild
B zeigt die Zelldifferenzierung der BAL von sensibilisierten und provozierten mastzelldefizienten
C57BL/6-Kit"*"™*" und Wildtyp-Tieren, sowie von provozierten Tieren. n = 8-12. Die Ergebnisse sind
als Mittelwert + Standardfehler angegeben. * p< 0,05 im Vergleich zu allen anderen Gruppen. # p <

0,05 im Vergleich zu C57BL/6-Kit™* prov und C57BL/6-Kit"*""V*" prov.
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Abb.3.4: Analyse der T-Zellpopulationen in der bronchoalveolaren Lavage mittels FACS. 48
Stunden nach der letzten Provokation der Tiere wurde eine bronchoalveolare Lavage durchgefiihrt.
Mittels FACS-Analyse wurde die Anzahl der Lymphozyten und die der CD4" und CD8" T-
Zellsubpopulationen bestimmt. Die Abbildung zeigt die absolute Anzahl an CD3", CD3"/CD4" und
CD3'/CD8" Zellen in der BAL von sensibilisierten und provozierten mastzelldefizienten C57BL/6-
KitWSh/WSh

und Wildtypen, sowie von provozierten Tieren. n = 8-12. Die Ergebnisse sind als Mittelwert +
Standardfehler angegeben. * p< 0,05 im Vergleich zu allen anderen Gruppen.

3.1.3 Histologische Untersuchung des Lungengewebes

Die histologische Untersuchung von Lungenquerschnitten erlaubte weitere
Ruickschlisse auf die induzierte allergische Atemwegsentzindung. Die Analyse von
HE gefarbten Lungen zeigte, dass es in Wildtyp-Tieren nach Sensibilisierung und
Provokation zu einem Influx von inflammatorischen Zellen kam. Zellinfiltrate waren
sowohl im peribronchialen als auch im perivaskularen Raum detektierbar. In ebenso
behandelten mastzelldefizienten Tieren zeigten die Lungenquerschnitte ein
schwacheres Inflammationsbild. Peribronchial und perivaskular waren nur vereinzelt
Infiltrate detektierbar, bei einem Groldteil der Tiere waren die Lungenschnitte frei von
Infiltraten und waren mit den Schnitten von nur provozierten Tieren vergleichbar. Auf
Lungenschnitten von Tiere die nur provoziert wurden waren keine Zellinfiltrate
detektierbar (Abb 3.5).
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Abb. 3.5: Analyse der Inflammation des Lungengewebes. Die Entziindung des Lungengewebes
wurde 48 Stunden nach der letzten Provokation untersucht. Mittels Hamatoxylin und Eosinfarbung
(HE) konnte eine Differenzierung des Lungegewebes vorgenommen und Zellinfiltrate hervorgehoben
werden. Die abgebildeten Bilder geben exemplarisch die Situation in Wildtyp-Tieren und
mastzelldefizienten C57BL/6-Kit"*""*" Mausen nach Sensibilisierung und Provokation (sens/prov)

sowie in den provozierten Tieren wieder. 100 fache Vergroferung.

Die Metaplasie von Becherzellen ist ein weiteres Charakteristikum von Asthma. Die
verstarkte Mukusproduktion dieser Zellen konnte mittels PAS Farbung auf
Lungenquerschnitten sichtbar gemacht werden. Die Lungenquerschnitte von Wildtyp-
Tieren zeigten im Vergleich zu mastzelldefizienten Mausen, nach Sensibilisierung
und Provokation einen hoheren Anteil an PAS-positiven Zellen des
Atemwegsepithels. Die Zellen waren im Vergleich zu Zellen von unbehandelten
Tieren aulRerdem deutlich vergroRert. PAS-positive Zellen konnten hauptsachlich in
zentralen Atemwegen detektiert werden. In Tieren die nur provoziert wurden, waren

keine PAS postiven Zellen auf den Lungenquerschnitten detektierbar (Abb 3.6).
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Kit+;‘+ KitW-shfW-sh

sens/prov

Abb. 3.6: Analyse der Entstehung einer Becherzellmetaplasie. Die Entstehung einer
Becherzellmetaplasie und der Nachweil® von mukusproduzierenden Zellen wurde 48 Stunden nach

der letzten Provokation mittels PAS-Farbung von Lungenquerschnitten untersucht. Die dargestellten

Bilder geben exemplarisch die Situation in Wildtyp-Tieren und mastzelldefizienten C57BL/6-Kit"s""s"

nach Sensibilisierung und Provokation, sowie den nur provozierten Tieren wieder. 100 fache
VergréRerung; Ausschnitte sind 400 fach vergroRert.

Im Bezug auf die histologische Auswertung zeigten die Lungenschnitte von
sensibilisierten und provozierten mastzelldefizienten WBB6FI-Kit""™" Mausen im
Vergleich zu gleichbehandelten Wildtyp Tieren eine verminderte Infiltration von
inflammatorischen Zellen und eine reduzierte Anzahl von PAS positiven Zellen
(Anhang 6.1).

3.1.4 Analyse der Sensibilisierung

Um zu Uberprufen, ob mastzelldefiziente und Wildtyp-Tiere vergleichbare
systemische B- und T-Zellantworten nach der Sensibilisierung mit Antigen ohne

zusatzliches Adjuvans entwickeln, wurden antigenspezifische Immunglobuline in den
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Seren und antigenspezifische Zytokinproduktion in restimmulierten Milzzellen
anaysiert.

Die Untersuchung der Seren der Tiere auf die antigenspezifische Immunglobuline
IgE, IgG1 und IgG2b zeigte, dass die Applikation von Ovalbumin zu einer
Sensibilisierung der Tiere fiihrte. Sowohl in mastzelldefizienten C57BL/6-Kit"Vs"Wsh
als auch in Mausen des Stammes WBB6FI-Kit"""" konnten nach Sensibilisierung und
Provokation mit Antigen deutlich erhohte Titer von OVA-spezifischen IgE, 19G1 und
IgG2b gemessen werden. Die Titer der Immunglobuline in mastzelldefizienten
Mausen waren vergleichbar zu entsprechenden sensibilisierten und provozierten
Wildtyp-Tieren. In den Seren von Tieren, sowohl mastzelldefizient als auch Widltyp,
die nur mit PBS sensibilisiert und anschlie®end mit OVA provoziert wurden, konnten
weder fur IgE, IgG1 noch fur IgG2b antigenspezifische Titer ermittelt werden. Die
hochsten Titer konnten vom Immunglobulin Isotyp 1I9G1 in den Seren von
sensibilisierten und provozierten Tieren detektiert werden. Sowohl in den Seren von
sensibilisierten mastzelldefizienten C57BL/6-Kit"*""V*" als auchWBB6FI-Kit"""" und
entsprechend behandelten Wildtyp-Mausen waren dessen Titer im Durchschnitt ~100
fach hoher als die OVA spezifischen IgG2b Titer (Anhang 6.2).OVA-spezifische IgE-
Titer konnten in allen sensibilisierten Mausen detektiert werden, jedoch waren die
ermittelten Titer deutlich niedriger im Vergleich zu den anderen beiden Isotypen (Abb
3.7).

Um zu Uberprufen, ob die Sensibilisierung eine antigenspezifische T-Zellantwort
induziert, wurden 48 Stunden nach der letzten Provokation Milzzellen der Tiere mit
OVA restimuliert und nach weiteren 72 Stunden die OVA-spezifische Produktion von
IL-5 in den Uberstanden gemessen. Sowohl in sensibilisierten mastzelldefizienten
C57BL/6-Kit"s"Ws" als auchwBB6FI-Kit"""" als auch in entsprechend behandelten
Wildtyp-Tieren konnten im Vergleich zu unsensibilisierten Tieren erhohte
Konzentrationen des Zytokins detektiert werden. Zwischen sensibilisierten
mastzelldefizienten- und Wildtyp-Tieren waren hierbei keine Unterschiede in der
OVA-spezififschen IL-5 Konzentration messbar (Abb. 3.8).
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Abb. 3.7: Titer von antigenspezifischen Immunglobulinen. 48 Stunden nach der letzten
Provokation wurden mit Hilfe eines ELISA die OVA spezifischen Titer der Immunglobuline IgE, 1gG1
und IgG2b in den Seren bestimmt. Reihe A zeigt die Titer von OVA spezifischem IgE, 1gG1 und IgG2b
von mastzelldefizienten WBB6FI-Kit"""' und entsprechenden Wildtyp-Tieren die nur mit OVA
provoziert (prov) wurden und von Tieren, die mit Ovalbumin sensibilisiert und provoziert wurden
(sens/prov). Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardfehler angegeben. * p < 0,05 im Verlgeich
von WBB6FI-Kit”* und WBB6FI-Kit"""* sens/prov mit WBB6FI-Kit”* und WBB6FI-Kit"""* nur prov.
Reihe B zeigt die Titer von OVA spezifischem IgE, 1IgG1 und 1gG2b von mastzelldefizienten C57BL/6-
Kit"Vs"™Ws"_ und entsprechenden Wildtyp-Tieren, die nur mit OVA provoziert (prov) wurden bzw. von
Tieren die mit Ovalbumin sensibilisiert und provoziert wurden (sens/prov). Die Ergebnisse sind als
Mittelwert + Standardfehler angegeben. n=8-12 Tiere pro Gruppe. * p < 0,05 im Verlgeich von

C57BL/6-Kit"”" und C57BL/6-Kit"*"*'*" sens/prov mit C57BL/6-Kit"* und C57BL/6-Kit"*""*" nur prov.
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Abb. 3.8: Titer OVA-spezifischem IL-5 nach Restimulation. 48 Stunden nach der letzten
Provokation wurden die Milzen der Versuchstiere prapariert und Einzelzellsuspensionen erstellt. Die
Milzzellen wurden fiir drei Tage in Gegenwart von OVA bzw. PBS inkubiert und anschlieRend die
antigenspezifischen IL-5 Konzentrationen mittels ELISA bestimmt. Bild A zeigt die Konzentration von
antigenspezischen IL-5 in den Uberstanden von mastzelldefizienten WBB6FI-Kit"™' und
entsprechenden Wildtyp-Tieren, die nur mit OVA provoziert (prov) wurden und von Tieren, die mit
Ovalbumin sensibilisiert und provoziert wurden (sens/prov). Die Ergebnisse sind als Mittelwert +

Standardfehler angegeben. n=7-8 Tiere pro Gruppe. Bild B zeigt die Konzentration von

thh/Wsh

antigenspezischen IL-5 in den Uberstanden von mastzelldefizienten C57BL/6-Ki und

entsprechenden Wildtyp-Tieren, die nur mit OVA provoziert (prov) wurden und von Tieren, die mit
Ovalbumin sensibilisiert und provoziert wurden (sens/prov). Die Ergebnisse sind als Mittelwert +

Standardfehler angegeben. n=5 Tiere pro Gruppe.

3.2 Die Unterschiede in der Induktion einer der allergischen
Atemwegsentziindung zwischen Wildtyp Tieren und mastzelldefizienten Tieren

sind abhangig von Mastzellen und mastzellproduziertem TNF

Um zu bestatigen, ob die beobachteten Effekte in mastzelldefizienten Mausen
mastzellspezifisch sind und es sich nicht um Nebeneffekte der Mutation handelt,
wurden die sogenannten Mastzell-"Knock-in" Mause verwendet. Bei diesen Tieren
handelt es sich um mastzelldefiziente Tiere, die durch intravendse Applikation von
Mastzellen rekonstituiert wurden. Die Mastzellen werden hierzu aus Knochenmark in
vitro kultiviert. Bereits durchgefuhrte Studien zeigten, dass Mastzellfunktionen auf
diese Weise in den mastzelldefizienten Tieren wieder hergestellt werden konnten
[104;107].
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Um zu bestatigen, dass die unterschiedliche Entwicklung einer allergischen
Atemwegsuberempfindlichkeit in sensibilisierten und provozierten Wildtypen im
Vergleich zu den gleich behandelten mastzelldefizienten Mausen auf
mastzellspezifische Effekte rlickzuflhren ist, wurden mastzelldefiziente Tiere mit in
vitro generierten  Mastzellen rekonstituiert. Weiterhin  nutzten wir das
Rekonstitutionsmodell um zu Uberpriften, ob mastzellproduziertes TNF eine Rolle
bei der Induktion der allergischen Entzindung der Atemwege spielt.

Um diese Punkte zu uUberpriufen wurden in vitro Mastzellen aus dem Knochenmark
von C57BL/6-TNF* bzw. C57BL/6-TNF” Tieren generiert. Die Zellen wurden
mastzelldefizienten Kit"s"Vs" intravends appliziert. Um zu gewéhren, dass die Anzahl
der Mastzellen und ihr Phanotyp vergleichbar mit dem Wildtyp sind, wurden die Tiere
erst 6 Wochen nach der Rekonstitution mit Mastzellen sensibilisiert und provoziert.
Wildtyp, mastzelldefiziente, sowie mastzelldefiziente Tiere rekonstituiert mit Wildtyp
bzw. TNF”~ Mastzellen wurden wie in Abbildung 3.9 dargestellt sensibilisiert und
provoziert. 48 Stunden nach der letzten Provokation wurden Charakteristika, die fur

eine allergische Entzindung der Atemwege sprechen analysiert.

3.2.1 Analyse der in vitro generierten Mastzellen

Nach 3 bis 4 Wochen wurden die in vitro kultivierten Mastzellen auf ihre Reinheit und
Funktionalitat hin Gberpruft. Mittels FACS Analyse wurde die Expression des fur IgE
hochspezifischen Rezeptors FceRl und des cKit-Rezeptors (CD117) analysiert.
Zellpopulationen die zur Rekonstitution verwendet wurden wiesen eine Reinheit von
>90% auf (Anhang 6.3).

Mastzellen, die aus dem Knochenmark von Wildtyp und TNF™” generiert wurden
expremierten die beiden Rezeptoren vergleichbar stark. Hinsichtlich der
Funktionalitdt konnten ebenfalls keine Unterschiede zwischen den in vitro
generierten Mastzellen von Wildtyp und TNF™ festgestellt werden. Nach Beladung
der Zellen mit IgE-Antikorpern und der anschlieBenden Kreutzvernetzung mittels a-
IgE-Antikdrpern sezernierten sowohl Mastzellen von Wildtyp, als auch von TNF"
Mausen vergleichbare Konzentrationen des Zytokins IL-6 in den Kulturiberstand.
Weder bei unbehandelten noch bei nur mit IgE beladenen in vitro generierten

Mastzellen war IL-6 in den Kulturiiberstdanden nachweisbar.
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- ES V\gochen _ 20 ug OVAi.p. 20 min vernebelt
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Abb. 3.9: Rekonstitutions & Sensibilisierungs- und Provokationsmodell der allergischen

WshWsh \wurden durch

Atemwegsentziindung. Mastzelldefiziente Mause des Stammes C57BL/6-Kit
intravendse Applikation von 5*10° in vitro aus dem Knochenmark generierten Mastzellen von
C57BL/6-TNF** bzw. C57BL/6-TNF™ rekonstituiert. Um eine vollstdndige Rekonstitution der Tiere zu
gewabhrleisten wurde 6 Wochen bis zur Fortfiihrung des Experimentes gewartet. Nach den 6 Wochen
wurden die Versuchstiere gegen das Antigen durch intraperitoneale Applikation von 20 ug Ovalbumin
an Tag 0 und 14 sensibilisiert. An Tag 28,29 und 30 wurden die Tiere jeweils fir 20 Minuten mit einer
1%igen OVA Loésung vernebelt, um eine allergische Entzindung der Atemwege zu induzieren. 48
Stunden nach der letzten Provokation wurden die Versuche zur Charakterisierung der allergischen

Atemwegsentziindung durchgefihrt.

Nur Zellen, die einen Mastzellphanotyp aufzeigten und durch IgE-Kreutzvernetzung
aktivierbar waren, wurden zur Rekonstitution der mastzelldefizienten Tiere

verwendet.

3.2.2 Analyse der allergischen Atemwegsentziindung nach Rekonstitution,

Sensibilisierung und Provokation mit OVA ohne zuséatzliches Adjuvans

Die Rekonstitution der mastzelldefizienten Tiere flihrte sowohl bei Tieren, die mit
Wildtyp, als auch mit TNF' Mastzellen rekonstituiert wurden zu einer Migration der
Mastzellen in die Lunge. Die histologische Analyse von Lungenschnitten zeigte, dass
die Anzahl an Mastzellen, die in der Lunge von rekonstituierten Tieren gefunden
werden konnte mit der Anzahl der Mastzellen in Wildtyp-Tieren vergleichbar war. In
sensibilisierten und provozierten Wildtyp Tieren (n=9) konnten 30 + 12 Mastzellen (im
Durchschnitt + Standardfehler pro cm?), in mastzelldefizienten Mausen rekonstituiert
mit WT-generierten Mastzellen 35 £ 12 und in Tieren, die mit TNF"'-generierten
Mastzellen rekonstituiert wurden 20 + 5 Mastzellen pro cm? detektiert werden (siehe
Abb 3.10).
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Abb 3.10 Mastzellnachweis in Lungenschnitten mittels Avidin-Heparin-Nachweis. 48 Stunden
nach der letzen Provokation wurden die Lungen der Versuchstiere prapariert und in Formalin fixiert.
Entparafinierte Lungenschnitte wurden mit Avidin-Alexa488 inkubiert, das hochaffin fir das
hauptsachlich in Mastzellen vorkommende Heparin ist. Fluoreszierende Mastzellen wurden mittels
Fluoreszensmikroskop detektiert und ausgezahlt. In Lungenschnitten von Wildtyp-Tieren,
mastzelldefizienten Tieren und mastzelldefizienten Tieren, die mit Mastzellen von Wildtyp oder TNF™-

Mausen rekonstituiert waren wurde die Anzahl an Mastzellen pro cm? bestimmt.

In Wildtyp-Tieren waren die Mastzellen hauptsachlich in der Nahe von Atemwegen
und GefalRen detektierbar. In rekonstituierten Tieren konnte man ebenfalls
Mastzellen in diesen Regionen finden, sie wiesen jedoch auch Zellen im Gewebe

auf.
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3.2.2.1 Analyse der Atemwegsentzindung

Nach Sensibilisierung und Provokation konnte in mastzelldefizienten Mausen, die mit
Wildtyp-generierten Mastzellen rekonstituiert worden waren eine erhdhte Sensibilitat
der Atemwege gemessen werden. Auf Reizung mit Methacholin in steigenden Dosen
reagierten diese Tiere mit einer Zunahme des Atemwegswiderstandes. Der Anstieg
des Atemwegwiderstandes war vergleichbar mit sensibilisierten und provozierten
Wildtyp-Tieren. Im Vergleich zu den beiden Gruppen war der Anstieg des
Atemwegwiderstandes in mastzelldefizienten Tieren geringer. Mastzelldefiziente
Tiere, die mit in vitro generierten Mastzellen von TNF” Mausen rekonstituiert worden
waren reagierten mit einem Anstieg des Atemwegwiderstandes, der mit

mastzelldefizienten Tieren und unsensibilisierten Tieren vergleichbar war (Abb. 3.11).
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Abb. 3.11: Messung des Atemwegswiderstandes noch Rekonstitution mit Mastzellen bei

WshWsh und entprechenden Wildtyp-Mausen. Die Lungenfunktion von

mastzelldefizienten Kit
Wildtyp- und rekonstituierten mastzelldefizienten Mausen wurde 48 Stunden nach der letzten
Provokation invasiv gemessen. Anhand der gemessenen Daten wurde der prozentuale Anstieg des
Atemwegwiderstandes provoziert durch Methacholin im Vergleich zur Provokation mit PBS bestimmt.
Die Abbildung zeigt die Resultate der Atemwegswiderstandsmessung von nur provozierten (prov)
C57BL/6-Kit"*"™s" und entsprechenden Wildtyp-Mausen, von sensibilisierten und provozierten
C57BL/6-Kit"*"™*" und Wildtyp-Tieren, sowie von sensibilisiert und provozierten C57BL/6-Kit"'*""'*"
Mausen die mit in vitro generierten Mastzellen von Wildtyp bzw. TNF” Mausen rekonstituiert wurden.
Pro Gruppe wurden n=7-10 Tiere gemessen. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardfehler
angegeben. * p < 0,05 im Verlgeich von C57BL/6-Kit""* und C57BL/6-Kit"*""*" + WT BMMC sens/prov
mit C57BL/6-Kit"*""*" + TNF” BMMC, C57BL/6-Kit"*"""*" sens/prov und C57BL/6-Kit"* und C57BL/6-

Kit"*"™s" nur prov.
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Die Analyse der zellularen Zusammensetzung der bronchoalveolaren Lavage zeigte,
dass mastzelldefiziente Tiere, die mit Wildtyp generierten Mastzellen rekonstituiert
wurden eine erhdhte Anzahl an Eosinophilen in der BAL aufweisen. Die Anzahl an
Eosinophilen in der BAL ist in diesen Tieren vergleichbar zu sensibilisierten und
provozierten Wildtyp Tieren. Die Rekonstitution mit TNF" generierten Mastzellen
fUhrte nicht zu einem Eosinophilen-Influx in die BAL. In Tieren die mit Mastzellen von
TNF”- Spendern rekonstituiert wurden war der Anteil an Eosinophilen an der
zellularen Zusammensetzung der BAL sehr niedrig und mit dem von sensibilisierten
und provozierten mastzelldefizienten Mausen vergleichbar Abb 3.12. In
unsensibilisierten und provozierten Mausen konnten keine inflammatorischen
Zellpopulationen in der BAL detektiert werden. Hier waren Zellzahlen der BAL niedrig
und die zellulare Zusammensetzung von alveolar Makrophagen (>90%) dominiert.
Die Analyse der BAL mittels FACS zeigte, dass Wildtyp Mause und
mastzelldefiziente Mause die mit Wildtyp generierten Mastzellen rekonstituiert
wurden eine im Vergleich zu den anderen Gruppen deutlich erhéhte Anzahl von T-
Lymphozyten aufweisen. Sowohl die Anzahl der CD4" als auch der CD8" T-
Zellpopulationen waren in den beiden Gruppen erhoht, wobei der Anteil der CD4" T-
Zellen hoher war als der der CD8" T-Zellen. Im Vergleich zu den unsensibilisierten
Tieren, in deren BAL nur wenige CD4" T-Zellen und keine CD8" T-Zellen detektiert
werden konnten, konnten in sensibilisierten und provozierten mastzelldefizienten
nicht rekonstituierten oder mit TNF” generierten Mastzellen rekonstituierten Mausen
nur ein geringer Anstieg der T-Zellpopulationen analysiert werden (Abb 3.12 B).

Die Analyse der PAS- und HE-Farbungen der Lungenschnitte bestatigte die
Entwicklung einer starken Entzindung in sensibilisierten und provozierten Wildtyp-
Tieren, sowie in mit Wildtyp-Mastzellen rekonstituierten mastzelldefizienten Mausen.
Auf den HE gefarbten Schnitten war ein Influx von inflammatorischen Zellen in den
perivaskularen und peribronchialen Raum detektierbar. Auf den Schnitten waren
diese Entzundungsherde an einer Vielzahl von Gefallen und Bronchien detektierbar.
Auf Lungenschnitten von Mausen, die mit TNF”-Mastzellen rekonstituiert worden
waren konnte hingegen nur ein geringer Anzahl von entzindungsfordernden Zellen
detektiert werden, welcher vergleichbar mit den sensibilisierten und provozierten
mastzelldefizienten Mausen war. Auf den Schnitten konnten nur vereinzelt Gefalie

und Atemwege detektiert werden, die eine schwache Infiltration von Zellen ins
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Gewebe aufwiesen (Abb 3.13). Lungenschnitte von unsensibilisierten und

provozierten Tieren waren komplett frei von Zellinfiltraten.
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Abb. 3.12: Analyse der zelluliren Zusammensetzung der bronchoalveolaren Lavage. 48
Stunden nach der letzten Provokation der Tiere wurde eine bronchoalveolare Lavage durchgefiihrt.
Bild A: Die Zellen der Lavage wurden fixiert, eine Differentialfarbung durchgefihrt und mittels
Lichtmikroskop die zellulare Zusammensetzung bestimmt. Auf Bild A ist die absolute Anzahl der
eosinophilen Granulozyten in der BAL von nur provozierten (prov) C57BL/6-Kit"*"™*" und

entsprechenden Wildtyp-Mausen, von sensibilisierten und provozierten C57BL/6-Kit"s""s"

Wildtyp-Tieren, sowie von sensibilisierten und provozierten C57BL/6-Kit"*"Ws"

und
Mausen die mit
Wildtyp- bzw. TNF”-Mastzellen rekonstituiert wurden dargestellt. Pro Gruppe wurden n=7-10 Tiere
gemessen. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardfehler angegeben. Bild B: zeigt die Analyse
der T-Zellpopulationen mittels FACS. T-Helferzellen wurden als CD45'/CD3'/CD4" Zellen, T-
Effektorzellen als CD45"/CD3*/CD8" Zellen charakterisiert. Dargestellt ist die absolute Zellzahl der

beiden Populationen in der BAL von nur provozierten (prov) C57BL/6-Kit"s""s"

Wsh/Wsh

und entsprechenden
Wildtyp-Méausen, von sensibilisierten und provozierten C57BL/6-Kit
von sensibilisierten und provozierten C57BL/6-Kit"*""*" Mausen, die mit Wildtyp- bzw. TNF’-
Mastzellen rekonstituiert wurden. Pro Gruppe wurden n=7-10 Tiere gemessen. Die Ergebnisse sind
als Mittelwert + Standardfehler angegeben. * p < 0,05 im Verlgeich von C57BL/6-Kit"* und C57BL/6-
Kit"="s" + WT BMMC sens/prov mit C57BL/6-Kit"*""*" + TNF” BMMC, C57BL/6-Kit"*""'*" sens/prov
und C57BL/6-Kit"”* und C57BL/6-Kit"*™"*" nur prov. # p < 0,05 im Verlgeich von C57BL/6-Kit"*""*" +
TNF" BMMC, C57BL/6-Kit"*""*" sens/prov mit C57BL/6-Kit”"* und C57BL/6-Kit""*""*" nur prov.

und Wildtyp-Tieren sowie
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Die Analyse der PAS-gefarbten Schnitte zeigte, dass die Rekonstitution mit Wildtyp-
Mastzellen und anschlieBende Sensibilisierung und Provokation zu einer
Becherzellmetaplasie fuhrt. Auf Schnitten von diesen Mausen war eine erhohte
Anzahl von PAS-positiven Zellen pro mm Basalmembran detektierbar. Die Anzahl
der Mukus-produzierenden Zellen war vergleichbar zu der auf Schnitten von
sensibilisierten und provozierten Wildtyp-Tieren. Auf den Schnitten von

- Mastzellen rekonstituiert

mastzelldefizienten Mausen und Mausen, die mit TNF
worden waren, waren deutlich weniger PAS-positive Zellen detektierbar. In nur
provozierten Tieren waren keine Anzeichen einer Becherzellmetaplasie detektierbar

(Abb 3.13).

Kit*+ Kit*/* Kit¥-shiw-sh Kjt#v-shi-sh KjtW-shiw-sh
prov sens/prov sens/prov + WT-generierte +TNF---
Mastzellen generierte

Mastzellen

G

PAS

Abb. 3.13: Histologie von Lungenschnitten. 48 Stunden nach der letzten Provokation der Tiere
wurden die Lungen in Parafin fixiert und anschlieBend Schnitte erstellt, die mittels Hamatoxilin/Eosin
(HE) oder PAS Behandlung gefarbt wurden. Die HE-Farbung hebt Unterschiede von einzelnen
Lungenbereichen hervor und dient zur Detektion von Zellinfiltraten und somit zur histologischen
Charakterisierung einer Inflammation der Lunge. Die Bilder in der oberen Reihe geben exemplarisch

die Situation in nur provozierten (prov) Mausen, in sensibilisierten und provozierten C57BL/6-Kit"'*""'"

Wsh/Wsh

und Wildtyp-Tieren, sowie in sensibilisierten und provozierten C57BL/6-Kit Mausen die mit
Wildtyp- bzw. TNF™”-Mastzellen rekonstituiert wurden, wieder. 100 fache VergroRerung.

Mittels PAS-Farbung wurden mukusproduzierende Zellen hervorgehoben, dies diente zur Auswertung
und Analyse der Becherzellmetaplasie. Die dargestellten Bilder in der unteren Reihe geben
exemplarisch die Situation in nur provozierten (prov) Mausen, in sensibilisierten und provozierten
C57BL/6-Kit"*"™*" und Wildtyp-Tieren, sowie in sensibilisierten und provozierten C57BL/6-Kit"'*""'*"
Mausen die mit Wildtyp- bzw. TNF"-Mastzellen rekonstituiert wurden, wieder. 100 fache

Vergroferung; Ausschnitte sind 400 fach vergrofRert.
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3.3 Ist in mastzelldefizienten Tieren die Migration von antigenbeladenen DC aus

der Lunge in die regionalen Lymphknoten beeinflusst?

Zur Induktion einer adaptiven Immunantwort ist es notwendig, dass Antigene durch
spezialisierte Zellen, die so genannten antigenprasentierenden Zellen (APC) in den
Lymphknoten prasentiert werden. Durch die potente Prasentation des Antigens
werden Folge-prozesse wie Aktivierung von naiven und Gedachtnis T-Zellen, aber
auch Isotypenwechsel von B-Zellen induziert. Die dendritische Zelle stellt die
effektivste antigenprasentierende Zelle des Immunsystems dar. Mastzellen kdnnten
durch die rapide Freisetzung von Mediatoren das Mikromillieu der Lunge verandern
und somit das Migrationsverhalten von DC aus der Lunge in die drainierenden
Lymphknoten beeinflussen was zu einer effektivieren Induktion einer adaptiven
Immunantwort fuhren konnte.

Um zu Uberprifen, ob Mastzellen die Migration von antigenbeladenen DC aus der
Lunge in die regionalen Lymphknoten beeinflussen, wurden sensibilisierte und
unsensibilisierte mastzelldefiziente Mause mit fluoreszensmarkiertem Ovalbumin
intranasal provoziert (Abb. 3.14). Mittels FACS-Analyse wurde die Anzahl an OVA-
positiven konventionellen DC in den drainierenden Lymphknoten analysiert.
Konventionelle DC wurden als CD11¢c*/MHCII*/B220" Zellen im FACS charakterisiert
("FACS-Gating" Strategie siehe Anhang 6.4).

3.3.1 Kinetikassay

Um die Migration von antigenbeladenen DC zwischen Wildtyp- und
mastzelldefizienten Mausen vergleichen 2zu konnen, wurde mittels eines
Kinetikversuch der Zeitpunkt ermittelt, zu dem die gréfdte Anzahl an Alexa-positiven
DC in den regionialen Lymphknoten nachzuweif3en war. 4 Stunden nach Provokation
war der relative Anteil an OVA positiven DC innerhalb der DC Population in allen
untersuchten Gruppen noch relativ gering (~30 %). Die Lymphknoten von den Tieren
waren vergleichbar gro® und es waren keine Unterschiede in der absoluten Anzahl
Alexa-positiver DC zu erkennen. 24 Stunden nach der intranasalen Applikation des
markierten OVA zeigten sich deutliche Unterschiede in dem Migrationsverhalten der
DC zwischen den einzelnen Gruppen. In sensibilisierten und provozierten Wildtyp-

Tieren war der Anteil an Alexa positiven DC signifikant angestiegen (~60%). In
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mastzelldefizienten sensibilisierten und provozierten Tiere und in nur provozierten
Tieren war keine Veranderung des Anteils an Alexa positiven DC innerhalb der DC
Population detektierbar. Die Analyse der absoluten Anzahl an Alexa-positiven DC

innerhalb des trachealen Lymphknotens bestatigte

Tag 28:
Tag 0: Tag14: Provokation:
20 pg OVAIi.p. 20 pg OVAi.p. Applikation von

80 ug OVA-Alexa 647

SN

Sensibilisierung - ﬁﬁﬁ

4,24, 48 Stunden:
Praparation und
FACS-Analyse:
Lunge

trachealen LN
inguinalen LN
aurikularen LN

Abb. 3.14: Untersuchung der Migration von antigenbeladenen DC. Mastzelldefiziente Mduse des
Stammes C57BL/6-Kit"*""*" und entsprechende Wildtypen wurden gegen das Antigen Ovalbumin
durch intraperitoneale Applikation von 20 pg Ovalbumin an Tag 0 und 14 sensibilisiert. An Tag 28
wurden die Tiere durch eine intranasale Applikation mit fluoreszensmarkiertem Ovalbumin provoziert.
In einem Kinetikassay wurde die maximale Anzahl an OVA positiven DC in den regionalen
Lymphknoten bestimmt. Hierzu wurden 4, 24 und 48 Stunden nach der Provokation die drainierenden

Lymphknoten prapariert und mittels FACS die DC- Populationen bestimmt.

eine starke Zunahme an antigenbeladenen DC in sensibilisierten und provozierten
Wildtypen. Im Vergleich zu den Wildtypen konnten in mastzelldefizienten Tieren nach
Sensibilisierung und Provokation deutlich weniger Alexa positive DC in den
Lymphknoten detektiert werden. Die absolute Anzahl der fluoreszierenden DC war in
den Lymphknoten von nur provozierten Wildtyp und mastzelldefizienten Mausen
vergleichbar. In nur provozierten Tieren konnte kein Anstieg der Alexa positiven DC
beobachtet werden (Abb. 3.16). Die Analyse der drainierenden Lymphknoten nach
48 Stunden verdeutlichte, dass nach 24 Stunden die maximale Migration von
antigenbeladenen DC aus der Lunge in die Lymphknoten der Mause detektiert
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werden kann. Sowohl der relative Anteil als auch die absolute Anzahl an OVA-
positiven DC war in sensibilisierten und provozierten Wildtyp-Tieren wieder reduziert.
Ebenso konnte in allen anderen Gruppen kein weiterer Anstieg im relativen Anteil
und der absoluten Zellzahl detektiert werden (Abb 3.17).

prov sens/prov
A
£ q
= 0
X A
&)
MHCII-FITC
A i
OVA-Alexa
-
o
2
o
=
=
x

Abb. 3.15: FACS-Analyse der trachealen Lymphknoten. Von trachealen Lymphknoten wurde eine
Einzelzellsuspension erstellt und mittels FACS die Expression von CD11¢, MHCII, B220 und OVA auf
den Zellen untersucht. Im Dot-Plot sind die CD11c+/MHCII+/B220- Zellen dargestellt, die als
konventionelle DC charakterisiert wurden. Im Histogramm ist die Expression von OVA-Alexa 467
innerhalb der cDC-Population abgebildet. Die roten Kurven stellen die Expression der einzelnen
Gruppen dar, die grau unterlegte Kurve stammt von einer Maus, die nur mit PBS intranasal behandelt
wurde und ist als Negativkontrolle anzusehen. Die FACS-Bilder geben exemplarisch die Situation in
nur mit OVA-Alexa provozierten (prov) Mausen sowie in sensibilisierten und provozierten (sens/prov)
C57BL/6-Kit"*""*" und Wildtyp Tieren wieder.
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In inguinalen Lymphknoten konnte zu keinem Zeitpunkt und in keiner Gruppe OVA-

Alexa positive DC detektiert werden (Anhang 6.5)
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Abb.3.16: Kinetik der Migration von antigenbeladenen DC aus der Lunge in die drainierenden
Lymphknoten. 4, 24 und 48 Stunden nach der Applikation von fluoreszensmarkiertem Ovalbumin
wurden die Lymphknoten prapariert. Bild A zeigt den relativen Anteil an OVA-positiven Zellen
innerhalb der Population von konventionellen DC (CD11¢*/MHCII*/B220°). Die Lymphknoten wurden
nach 4, 24 und 48 Stunden von unbehandelten, mit OVA-Alexa 647 provozierten (prov) sowie von
sensibilisierten und provozierten (sens/prov) mastzelldefizienten und entsprechend behandelten
Wildtyp Tieren untersucht. n=4-6 pro Zeitpunkt. Bild B zeigt den Verlauf der absolute Anzahl an OVA
positiven konventionellen DC (CD11¢’/MHCII*/B220°). Lymphknoten wurden nach 4, 24 und 48
Stunden von unbehandelten, mit OVA-Alexa 647 provozierten (prov) sowie von sensibilisierten und
provozierten (sens/prov) mastzelldefizienten und entsprechend behandelten Wildtyp-Tieren

untersucht. n=4-6 pro Zeitpunkt.

3.3.2 Analyse der Migration nach Rekonstitution

Um zu Uberprifen, ob die Unterschiede in der Migration von antigenbeladenen DC
zwischen Wildtyp- und mastzelldefizienten Mausen von Mastzellen abhangen,
wurden mastzelldefiziente Tiere mit in vitro generierten Mastzellen von Wildtyp-
Tieren rekonstituiert. 6 Wochen nach Rekonstitution wurde das in Abbildung 3.9
beschriebene Rekonstitutions- und Sensibilisierungsmodell an den Tieren
durchgefuhrt. Zur Provokation wurde den Tieren fluoreszensmarkiertes OVA
intranasal appliziert. 24 Stunden nach der Gabe des Antigens wurde die Anzahl an

OVA-Alexa positiven DC in den drainierenden Lymphknoten der Tiere bestimmt.
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Wie im Kinetik Versuch bereits beschrieben, konnte in Wildtypen nach
Sensibilisierung und Provokation eine im Vergleich zu unsensibilisierten Tieren
erhohte Anzahl an OVA-Alexa positiven DC detektiert werden. In sensibilisierten und
provozierten mastzelldefizienten Tieren war die Anzahl an OVA-Alexa positiven DC
vergleichbar mit den unsensibilisierten und nur provozierten Tieren. Im Gegensatz
hierzu konnten in rekonstituierten Mausen nach Sensibilisierung und Provokation
eine erhdhte Anzahl der antigenbeladenen DC detektiert werden, die mit der Anzahl

von OVA-positiven DC in den Lymphknoten von sensibilisierten und provozierten

Wildtyp-Mausen vergleichbar war.
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Abb.3.17: Analyse der Anzahl der OVA-Alexa 647 positiven cDC in den drainierenden
Lymphknoten 24 Stunden nach Provokation. 24 Stunden nach der Applikation von
fluoreszensmarkiertem Ovalbumin wurden Lymphknoten prapariert und OVA-positive cDC mittels
FACS analysiert. Die Abbildung zeigt die absolute Anzahl an OVA positiven konventionellen DC
(CD11¢*/MHCII*/B2207) in den Lymphknoten von unbehandelten, mit OVA-Alexa 647 provozierten
(prov) und sensibilisierten und provozierten (sens/prov) mastzelldefizienten und entsprechend
behandelten Wildtyp Tieren untersucht. Auf’erdem ist die absolute Anzahl an OVA-Alexa positiven
¢DC in den Lymphknoten von sensibilisierten und provozierten mastzelldefizienten Tieren, die vorab
mit in vitro generierten Mastzellen rekonstituiert (BMMC) wurden dargestellt. n=6-12
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3.4 Konnen Mastzellen eine adaptive Imnmunantwort die durch antigenbeladene

DC induziert wird beeinflussen?

Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass Mastzellen eine Rolle bei der Entstehung
einer allergischen Atemwegsentziindung spielen. Mastzell-produziertes TNF scheint
hierbei eine Funktion zu besitzen. Die Mastzelle ist flir die effektive Migration von DC
aus der Lunge in die regionalen Lymphknoten wichtig. Mastzellen scheinen daher fur
eine potente Prasentation von Antigen durch antigenprasentierende Zellen (DC) in
den Lymphknoten und somit flr die Entstehung einer adaptiven Immunantwort
notwendig zu sein.

In den folgend beschriebenen Experimenten versuchen wir die Frage zu
beantworten, ob Mastzellen die Entstehung einer allergischen Atemwegsentzindung,
die durch antigenbeladene DC induziert wird, beeinflussen konnen. Um diese Frage
zu beantworten wurde ein von Bart Lambrecht et. al. etabliertes Sensibilisierungs-
und Provokationsmodell verwendet [116]. Lambrecht et al zeigten, dass die
intranasale Applikation von antigenbeladenen DCs und die anschliellende
Provokation mit Antigen zu der Entstehung einer Entzindung der Atemwege flhrt.

Wie in Abbildung 3.18 gezeigt wurden Wildtyp- und

Tag 0:

intra nasale Applikation
von 1*10° OVA oder PBS
behandelten BMDC

Tag 10, 11, 12:
20 min vernebelt
mit 1% OVA-Lésung

Tag 14:
Versuchstag:
- BAL
> | FACS{LN
4 Histologie
Sensibilisierung - Provokation >

Abb. 3.18: Untersuchung der Migration von antigenbeladenen DC. Mastzelldefiziente Mause des
Stammes C57BL/6-Kit"*""*" und WBB6FI-Kit"""" und entsprechende Wildtypen wurden intranasal
invitro generierte DC appliziert. Die DC wurden vorab 24 Stunden mit PBS bzw. Ovalbumin inkubiert.
10 Tage nach der Applikation wurden die Tiere an drei aufeinander folgenden Tagen mit Antigen
provoziert. Hierzu wurden sie jeweils fur 20 min mit OVA vernebelt. 24 Stunden nach der letzten

Provokation wurden die Tiere auf die Entwicklung einer Entziindung der Atemwege hin untersucht.
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mastzelldefizienten Mausen in vitro generierte DC intranasal appliziert. Die Zellen
wurden 24 Stunden vor Applikation mit PBS bzw. Ovalbumin Gber Nacht inkubiert.
Zehn Tage nach der DC Gabe wurden die Tiere an drei aufeinander folgenden
Tagen mit Antigen provoziert. Nach 24 Stunden nach wurden die Tiere auf die
Induktion einer Entzindung der Atemwege untersucht.

Vor Applikation der DC wurden diese auf Reinheit und Expression von
kostimmulatorischen Molekulen hin analysiert. Hierzu wurde mittels FACS-Analyse
die Expression von CD11c und MHCII, sowie von CD80, CD83, CD86 und CD40
ermittelt. Die in vitro generierten Zellen waren CD11c und MHCII positiv. Auf Zellen,
die mit Ovalbumin Uber Nacht inkubiert worden waren konnte eine erhohte
Expression von MHCII, CD86 CD80, CD83, CD86 und CD40 im Vergleich zu PBS

behandelten Zellen gemessen werden (Anhang 6.6).

3.4.1 Analyse der Entziindungsreaktion

24 Stunden nach der letzten Provokation mit Ovalbumin wurde die Entzindung in
den Lungen der Tiere analysiert. Hierzu wurde die zellulare Zusammensetzung der
bronchoalveolaren Lavage mittels Zytospin- und FACS-Analyse untersucht,
Zellinfiltrate und Becherzellmetaplasie wurden an Lungenschnitten histologisch
untersucht. Ausserdem wurden die drainierenden Lymphknoten auf Unterschiede in
der Anzahl von konventioniellen Dendritischen Zellen hin untersucht.

Im Vergleich zur Applikation von PBS behandelten DC flhrte die intranasale Gabe
OVA behandelten in vitro generierten DC und die darauf folgende Provokation mit
OVA sowohl in Wildtyp- als auch in mastzelldefizienten Mausen zu einer erhohten
Zellzahl in der BAL. Die Analyse der Zytospins zeigte, dass bei Mausen, die mit OVA
inkubierten DC behandelt wurden, das zellulare Profil der BAL Uberwiegend aus
Lymphozyten, neutrophilen und eosinophilen Granulozyten bestand. Eosinophile
Granulozyten waren dabei in der BAL dieser Tiere der dominierende Zelltyp. Sowohl
bei Wildtypen als auch bei mastzelldefizienten Mausen, die mit PBS behandelten DC
sensibilisiert und anschlielend mit OVA provoziert wurden, war nur eine geringe
Anzahl an inflammatorischen Zellen in der BAL detektierbar. In der BAL dieser Tiere
waren Alveolarmakrophagen der uberwiegend auftretende Zelltyp. Diese Ergebnisse
waren fiir mastzelldefiziente Mause des Stammes C57BL/6-Kit"*""'s" (Abb. 3.19) und

des Stammes WBB6FI-Kit"""V und deren entsprechende Wildtypen vergleichbar
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(Anhang 6.7). Die Analyse der bronchoalveolaren Lavage mittels FACS bestatigte,
dass die intranasale Behandlung von Tieren mit OVA inkubierten DC und die
anschlieBende Provokation zu einer erhohten Einwanderung von T-Zellen in den
bronchoalveoldren Raum fiihrt. Uberwiegend sind diese T-Zellen CD4 positiv (~
63%), CD8 positive T-Zellen sind zu einem deutlich geringeren Prozentsatz in der
BAL der Tiere detektierbar (~8,5%). Im Vergleich zu den Tieren, die mit OVA
behandelten DC sensibilisiert wurden, war in der BAL von Mausen, die mit PBS
behandelten DC sensibilisiert wurden, nach Provokation mit OVA nur eine sehr
geringe Anzahl an T-Zellen detektierbar. Das Verhaltnis zwischen CD4*/CD8" ist in
diesen Tieren vergleichbar mit den OVA-DC behandelten Tieren (Abb. 3.20). Die
FACS Analyse der BAL von entsprechend behandelten mastzelldefizienten WBBG6FI-

Kit""¥ und deren Wildtypen erbrachte vergleichbare Ergebnisse (Anhang 6.8).
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Abb. 3.19: Analyse der zellularen Zusammensetzung der bronchoalveolaren Lavage. 24
Stunden nach der letzten Provokation der Tiere wurde eine bronchoalveolare Lavage durchgefiihrt.
Die Zellen der Lavage wurden fixiert, eine Differentialfarbung durchgefiihrt und mittels Lichtmikroskop
die zellulare Zusammensetzung bestimmt. Auf dem Bild ist die absolute Zellzahl (TCC) sowie die
absolute Anzahl der in der BAL differenzierten Zellpopulationen dargestellt. Die Zelldifferenzierung
wurde fiir mastzelldefiziente C57BL/6-Kit"*""'*" die entweder mit OVA-DC oder mit PBS-DC intranasal
sensibilisiert wurden, bzw.fur entsprechend behandelte Wildtyp-Tiere durchgefuhrt. n= 6-10 * p < 0,05
im Verlgeich von C57BL/6-Kit” und C57BL/6-Kit"*""**" OVA-DC mit C57BL/6-Kit"* und C57BL/6-
Kit"*""*" PBS-DC.
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Die Entstehung einer Entziindung in der BAL konnte durch die histologische Analyse
von Lungenquerschnitten bestatigt werden. Auf HE-gefarbten Lungenschnitten von
Wildtyp- und mastzelldefizienten Tieren, die mit OVA-DC sensibilisiert und
anschlielend mit OVA provoziert wurden, konnten Zellinfiltrate im Lungengewebe
detektiert werden. Diese Zellinfiltrate waren sowohl im perivaskularen als auch im
peribronchialen Raum ausgepragt. Die Einwanderung von Zellen in das
Lungengewebe war sowohl in den peripheren als auch zentralen Lungenarealen
nachweisbar. Die Untersuchung der Entzindung auf Lungenschnitten bestatigte die
Inflammation des Lungengewebes und verdeutlichte den Schweregrad der
Entzindung. In OVA-DC behandelten Wildtypen war ein Inflammationswert von 2,7
fur die perivaskularen und 2,2 fur die peribronchialen Bereiche nachweisbar. Auf
Lungenschnitten von mastzelldefizienten Mausen die mit OVA-DCs sensibilisert
wurden war eine zu den Wildtypen vergleichbare Entzindung zu beobachten
(Inflammationswert: perivaskular 2,5 und peribronchial 2,4). Die intranasale
Applikation von PBS-DC und die anschlieliende Provokation mit OVA flihrte sowohl

in mastzelldefizienten
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Abb. 3.20: Analyse der T-Zellpopulationen in der bronchoalveolaren Lavage mittels FACS. 24
Stunden nach der letzten Provokation der Tiere wurden die T-Zellpopulationen der bronchoalveolare
Lavage mittels FACS bestimmt. Lymphozyten wurden als CD45°/CD3" Zellen charakterisiert, T-Helfer
Zellen wurden durch die zusatzliche Expression von CD4, T-Effekterzellen durch die Expression von
CD8 bestimmt. Anhand der FACS-Daten wurde die absolute Anzahl von T-Helfer und T-Effektorzellen

WshWsh - Tieren nach

in der Lavage von Wildtyp-Tieren und mastzelldefizienten C57BL/6-Kit
Sensibilisierung mit OVA- bzw. PBS-DC und anschlieRender Provokation mit OVA bestimmt. n= 5-10 *
p < 0,05 im Verlgeich von C57BL/6-Kit™ und C57BL/6-Kit"*""'*" OVA-DC mit C57BL/6-Kit"”* und

C57BL/6-Kit"*""s" pBS-DC.
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C57BL/6-KitVs"Ws" als auch in Wildtyp-Tieren zu keinen pathologischen
Veranderungen im Lungengewebe. Atemwege und Gefalle waren frei von
Zellinfiltraten. Der Inflammationswert bei diesen Tieren war peribronchial bei
Wildtypen 0,3, bei mastzelldefizienten Tieren 0,7. Perivaskular waren vereinzelt
schwache Zellinfiltrate nachweisbar, der Inflammationswert in diesen Bereichen war
bei Wildtypen 0,4 und mastzelllosen Mausen 0,7 (Abb 3.21). Die Analyse der HE
gefarbten  Lungenschnitte von mastzelldefizienten =~ WBBG6FI-Kit"/"" und
entsprechenden Wildtyp-Tieren erbrachte zu den C57BL/6-Kit"*""s" Mausen
vergleichbare Resultate. In Lungen von Mausen, die mit OVA-DC intranasal
sensibilisiert wurden, konnte eine Einwanderung von Zellen in den perivaskularen
und peribronchialen Raum detektiert werden. Der Inflammationswert, der fir die
Lungen von wildtyp Tieren ermittelt wurde, betrug im Durchschnitt 2,6 fur den
peribronchialen und 3,0 flUr den perivaskularen Raum. Auf Lungenschnitten von
mastzelldefizienten Mausen, die mit OVA-DC sensibilisiert wurden, konnte ein
Inflammationswert von 2,9 fur den peribronchialen und 3,0 fur den perivaskularen
Raum bestimmt werden. In Lungen von Mausen, sowohl von mastzelldefizienten als
auch von Wildtypen, denen PBS-DC zur Sensibilisierung appliziert wurden, waren
nur vereinzelt perivaskulare Zellinfiltrate in den Lungen nachweisbar. Der
Inflammationswert dieser Tiere betrug im Mittel peribronchial O und perivaskular 0,3
bei Wildtypen und 0,2 bei mastzelldefizienten Mausen (Anhang 6.9).
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Abb. 3.21: Histologische Analyse von Lungenschnitten. 24 Stunden nach der letzten Provokation
der Tiere mit OVA wurden die Lungen der Tiere in Parafin fixiert und Gewebsschnitte angefertigt.

Bild A zeigt exemplarisch HE gefarbte Lungenschnitte von Wildtypen und mastzelldefizienten
C57BL/6-Kit"*"™™" nach Sensibilisierung mit OVA- bzw. PBS-DC und anschlieRender Provokation mit
OVA. Von jeder Gruppe sind zwei unterschiedliche Vergroflerungen (100*/200*) dargestellt.
Zellinfiltrate sind auf den Lungenschnitten von OVA-DC behandelten Tieren peribrochial und
perivaskular als dunkle Zellansammlungen detektierbar.

Bild B zeigt die Inflammationswerte der analysierten Lungengewebe. Der Inflammationswert stellt
eine objektivierbare Grofle fir das Ausmal der Inflammation dar und nimmt Werte zwischen null und
vier an. Dabei steht null fir keine nachweisbaren inflammatorischen Zellinfiltrate und vier fir die
Infiltration aller auf dem Lungenschnitt vorhandenen Atemwege und Gefalte. Der Inflammationswert
wurde fiir Wildtypen und mastzelldefiziente C57BL/6-Kit"*""*" nach Sensibilisierung mit OVA- bzw.
PBS-DC und anschlieRender Provokation mit OVA analysiert und daraus die Mittelwerte berechnet.
Die Fehlerbalken geben den Standardfehler der Mittelwerte wieder. n=5-8 * p < 0,05 im Verlgeich von
C57BL/6-Kit”* und C57BL/6-Kit"*""*" OVA-DC mit C57BL/6-Kit”* und C57BL/6-Kit"*""*" PBS-DC.

Als weiteres Charakteristikum einer allergischen Atemwegsentzindung wurde die
Entstehung einer Becherzellmetaplasie untersucht. Mittels PAS-Farbung wurde die
Anzahl an Mukus-produzierenden Zellen pro Millimeter Basalmembran auf den
Lungenschnitten der Versuchstiere bestimmt. Sowohl mastzelldefiziente C57BL/6-
Kit"sM"Wsh als auch Wildtyp-Tiere, die mit OVA-DC intranasal sensibilisiert wurden,
entwickelten nach der Provokation mit dem Antigen eine Becherzellmetaplasie. Die

Anzahl der PAS-positiven Zellen/mm Basalmembran war in den beiden Gruppen
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vergleichbar. Auf Lungenschnitten von Wildtypen, die mit OVA-DCs sensibilisiert
wurden, konnten im Durchschnitt 81 PAS-positive Zellen/mm detektiert werden, bei
mastzelldefizienten Tieren 76 Zellen/mm. Die Behandlung mit PBS-DC und die
anschlielfende Provokation mit OVA flhrte sowohl in mastzelldefizienten als auch in
Wildtyp Tieren nur zu einer schwachen Becherzellmetaplasie

Mit im Durchschnitt 13 PAS positiven Zellen/mm Basalmembran bei Wildtpen und 20
PAS-positiven Zellen bei mastzelldefizienten Tieren war die Anzahl an Mukus-
produzierenden Zellen im Vergleich zu den OVA-DC behandelten Tieren deutlich
reduziert (siehe Abbildung 3.22). In mastzelldefizienten WBB6FI-Kit"""¥ Mausen und
den entsprechenden Wildtyp- Tieren war die Entstehung einer Becherzellmetaplasie
vergleichbar mit den ebenso behandelten mastzelldefizienten C57BL/6-Kit"/s"\Vs"
Mausen. Auf Lungenschnitten von sowohl mastzelldefizienten- als auch Wildtyp-
Tieren waren nach Sensibilisierung mit OVA- DC und Provokation mit OVA im
Vergleich zu den Mausen die mit PBS-DC behandelt wurden, deutlich erhéhte Zahlen
von PAS-positiven Zellen/mm Basalmembran detektierbar. Die zwischen den beiden
OVA-DC behandelten Gruppen konnten jedoch keine Unterschiede festgestellt
werden (Anhang 6.10)
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Abb. 3.22: Histologische Analyse von Lungenschnitten. 24 Stunden nach der letzten Provokation
der Tiere mit OVA wurden die Lungen der Tiere in Parafin fixiert und Gewebsschnitte angefertigt.

Bild A zeigt exemplarisch PAS-gefarbte Lungenschnitte von Wildtypen und mastzelldefizienten
C57BL/6-Kit"*"™™" hach Sensibilisierung mit OVA- bzw. PBS-DC und anschlieRender Provokation mit
OVA. Von jeder Gruppe sind zwei unterschiedliche Vergrofterungen (20*/40*) dargestellt. PAS-
positive Zellen sind auf dem Atemwegsepithel als lila gefarbte Zellen dargestellt. Bild B zeigt die
Anzahl an PAS-positiven Zellen pro mm Basalmembran von allen analysierten Lungengeweben. Die
Anzahl der Mukus-produzierenden Zellen wurde mit Hilfe einer speziellen Software auf die Lange der
Basalmembran bezogen. Die Anzahl an PAS-positiven Zellen'/mm Basalmembran wurde fir
Wildtypen und mastzelldefiziente C57BL/6-Kit"*""¥*" nach Sensibilisierung mit OVA- bzw. PBS-DC
und anschlieender Provokation mit OVA analysiert und daraus die Mittelwerte berechnet. Die
Fehlerbalken geben den Standardfehler der Mittelwerte wieder. n=5-8 * p < 0,05 im Verlgeich von
C57BL/6-Kit" und C57BL/6-Kit"*""*" OVA-DC mit C57BL/6-Kit"* und C57BL/6-Kit"*""*" PBS-DC.

3.4.2 Analyse der trachealen Lymphknoten auf konventionelle DC

Um zu uberprifen, ob es Unterschiede am Anteil von konventionellen Dendritischen
Zellen in den drainierenden Lymphknoten nach Applikation von OVA-DC zwischen
mastzelldefizienten- und Wildtyp-Tieren gibt, wurden Einzelzellsupensionen der
Lymphknoten mittels FACS analysiert. 24 Stunden nach der letzten Provokation
konnten sowohl in den Lymphknoten von mastzelldefizienten C57BL/6-Kit"/sMWsh
(Abb. 3.24) und WBBG6FI-Kit"""" (Anhang 6.11) als auch den entsprechenden
Wildtyp-Mausen, die mit OVA-DC behandelt wurden, eine im Vergleich zu PBS-DC

behandelten Tieren erhohte Anzahl an konventionellen DC detektiert werden. In
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mastzelldefizienten- und Wildtyp-Tieren die mit OVA-DC sensibilisiert wurden ist die
Anzahl der CD11¢*/MHCII*/B220"-Zellen vergleichbar hoch.
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Abb. 3.24: FACS Analyse der trachealen Lymphknoten. 24 Stunden nach der letzten Provokation
mit OVA wurden die drainierenden Lymphknoten prapariert und mittels FACS die Anzahl an
konventionellen DC untersucht. Dargestellt ist die absolute Anzahl von CD11c¢’/MHCII*/B220°
konventionellen Dendritischen Zellen in den drainierenden Lymphknoten von mastzelldefizienten
C57BL/6-Kit"*"™" und Wildtyp-Tieren, nach Sensibilisierung mit OVA- bzw. PBS-DC und
anschlieRender Provokation mit OVA. n=4-7 * p < 0,05 im Verlgeich von C57BL/6-Kit"* und C57BL/6-
Kit"*"*" OVA-DC mit C57BL/6-Kit"* und C57BL/6-Kit"*""*" PBS-DC.
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4. Diskussion

Uber 300 Millionen Menschen leiden weltweit unter Asthma bronchiale. Es wird
geschatzt, dass innerhalb der nachsten zwei Jahrzehnte die Zahl der betroffenen
Patienten um weitere 100 Millionen ansteigen wird [117]. Ca. 80-90% der Patienten
reagieren gut auf die aktuellen Therapieoptionen wie inhalative Kortikosteroide oder
B2-Agonisten, jedoch 10% der Patienten, hierunter vor allem solche mit starkem
Asthma, antworten nicht auf diese klassischen Therapieansatze [118]. Es ist daher
wichtig die genaue Funktion und Mechanismen die zur Entstehung von der
multifaktoriellen Erkrankung Asthma bronchiale beitragen zu analysieren. Das
Wissen welche Zellpopulationen wann und wie zur Ausbildung der chronischen
Erkrankung der Atemwege beitragen bietet die Moglichkeit neue Therapieansatze zur
Behandlung zu entwickeln. In dieser Arbeit wurde die Rolle und Funktion der
Mastzelle von ihr produzierter Mediatoren bei der Entstehung von einer allergischen
Atemwegsentziundung untersucht.

Im letzten Jahrzehnt konnte in vielen Studien gezeigt werden, dass die
immunologischen Funktionen der Mastzelle weit komplexer sind als nur Effektorzelle
der IgE vermittelten allergischen Sofortreaktion oder in der Helmintenabwehr. Die
grol3e Bandbreite an Rezeptoren und Mediatoren, die von der Mastzelle expremiert
werden, lasst die Zelle zu einem wichtigen Bindeglied zwischen angeborener und
adaptiver Immunantwort werden.

Die Rolle der Mastzelle bei der Entstehung einer allergischen Erkrankung wie
Asthma bronchiale wird noch kontrovers diskutiert. Studien der letzten Jahre
verdeutlichen, dass die richtige Wahl des Sensibilisierungs- und Provokationsmodells
wichtig ist, um mastzellspezifische Effekte bei der Entstehung einer allergischen
Atemwegsentzindung zu identifizieren. Sowohl mastzelldefiziente- als auch
entsprechende Wildtyp-Tiere entwickeln nach systemischer Sensibilisierung mit
Antigen in Kombination mit einem Adjuvans (Aluminiumhydroxid) und inhalativer
Provokation mit dem Antigen eine vergleichbar starke allergische Entzindung der
Atemwege [102]. Aluminiumhydroxid (Alum) wird in vielen adaptiven
Immunisierungsmodellen als Adjuvans in der Sensibilisierungsphase eingesetzt. Der
exakte Wirkmechanismus konnte bisher jedoch nur im Ansatz geklart werden. Alum
scheint als Gefahrensignal zu wirken und so die Aktivierung und Antigenaufnahme
von Dendritischen Zellen zu beeinflussen [119]. AuRerdem konnte gezeigt werden,

dass Alum Uber IL-4 und IL-13 unabhangige Wege Thy-spezifische Immunantworten
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induzieren und verstarken kann [120]. Es ist daher anzunehmen, dass Alum in
Sensibilisierungsmodellen die Funktion wichtiger physiologischer Mediatoren
kompensiert und somit maskiert. Williams et al. bestatigten in ihrer Arbeit, dass bei
Koapplikation von Alum keine mastzellspezifischen Effekte bei der Entstehung einer
allergischen Lungenerkrankung nachgewiesen werden kénnen. Die Gruppe konnte
aber auch demonstrieren, dass Mastzellen flr die Entstehung einer chronischen
allergischen Atemwegsentziundung notwendig sind, wenn die Sensibilisierung mit
Antigen ohne zusatzliches Adjuvans durchgefuhrt wird. Nach Behandlung mit diesem
schwacheren Sensibilisierungsprotokoll entwickeln Wildtyp-Mause eine im Vergleich
zu mastzelldefizienten Tieren deutlich verstarkte allergische Entziindung der
Atemwege [104]. In vielen weiteren Studien, die unterschiedliche weniger potente
Sensibilisierungsprotokolle verwendeten, konnte gezeigt werden, dass die Mastzelle
eine wichtige Rolle bei der Entstehung einer nicht-allergischen [121], aber auch einer
allergischen Atemwegsentziindung spielt [92;107;122;123]. Die vorliegende Arbeit
bestatigt, dass Mastzellen an der Entwicklung einer allergischen
Atemwegsuberempfindlichkeit beteiligt sind. Nach systemischer Sensibilisierung und
Provokation mit dem Modellallergen OVA entwickelten sowohl Wildtyp als auch
mastzelldefiziente Tiere vergleichbar hohe Konzentrationen an OVA spezifischen
Immunglobulinen der Isotypen IgE, IgG1 und IgG2b. In den Tieren konnten deutlich
hohere Titer des Immunglobulins 1IgG1 im Vergleich zu 1gG2b detektiert werden. Die
erhdohte sytemische Freisetzung von 1gG1, dessen Isotypenwechsel durch IL-4
induziert wird, lasst auf die Entstehung einer Thy-spezifischen Immunantwort
schlielen. Diese Ergebnisse stimmen mit Daten vorheriger Arbeiten [107] Uberein
und fuhren zu dem Schluss, dass die Sensibilisierung in mastzelldefizienten Mausen
nicht gestort ist. Im Gegensatz hierzu konnte weder in sensibilisierten und
provozierten mastzelldefizienten Tieren des Stammes C57BL/6-Kit"s""Vs" noch in
Tieren des Stammes WBB6FI-Kit"""" ein asthmaahnliches Krankheitsbild induziert
werden, welches mit ebenso behandelten Wildtyp-Tieren vergleichbar ware. Die
Atemwegsuberempfindlichkeit, Atemwegsentziindung, charakterisiert unter anderem
durch die Eosinophilie der BAL und die Becherzellmetaplasie waren in den
mastzelldefizienten Mausstammen deutlich schwacher ausgepragt. Diese Ergebnisse
lassen darauf schlieBen, dass Mastzellen auch an der Induktion der allergischen

Atemwegserkrankung im akuten Asthma-Modell beteiligt sind.
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Um zu Uberprifen, ob die beobachteten Effekte auf das Fehlen von Mastzellen bei
diesen Tieren zurlckzuflhren sind oder allgemein mit der gestdrten Signalgebung
uber den c-Kit Rezeptor zusammenhangen, ist es wichtig eine Rekonstitution der
Tiere mit Mastzellen durchzuflihren. Durch intravendse, intraperitoneale aber auch
intradermale Applikation von Mastzellen, die in vitro aus dem Knochenmark von
Wildtyp-Tieren generiert wurden, ist es moglich mastzelldefiziente Tiere mit
Mastzellen zu rekonstituieren. Um eine Besiedlung der Lunge mit Mastzellen in
mastzellosen Tieren zu erreichen, die Vergleichbar mit Wildtyp-Tieren ist, ist es
notwendig die Tiere 8-12 Wochen nach Applikation sitzen zu lassen [45].

Yu [107] und Williams [104] zeigten ihrem chronischen Asthmamodell, dass der
Transfer von Mastzellen in mastzelldefiziente Tiere zur Ausbildung einer allergischen
Atemwegsentzindung nach entsprechender Sensibilisierung und Provokation flhrt.
Die Rekonstitution von mastzelldefizienten Mausen fuhrte auch in dem hier
vorgestellten akuten  Asthmamodell zur Entstehung einer allergischen
Atemwegsentzindung in sensibilisierten und provozierten Mausen. Die intravendse
Applikation mit BMMC fuhrte zu einer Anzahl an Mastzellen in der Lunge, die mit
Wildtyp-Tieren vergleichbar war. Nach Sensibilisierung und Provokation entwickelten
mastzelllose Mause, die mit Wildtyp-Mastzellen rekonstituiert wurden ein Asthma-
ahnliches Krankheitsbild, dass mit dem von sensibilisierten und provozierten
Wildtypen vergleichbar war. Wie die Wildtypen reagierten die rekonstituierten Mause
auf steigende Dosen mit Methacholin mit einem erhdohten Atemwegswiderstand.
Auch ist eine vergleichbar starke Eosinophilie in der BAL und Entzindung in der
Lunge zu beobachten. Die Ergebnisse bestatigen, dass die beobachteten
Unterschiede in der Ausbildung einer allergischen Atemwegserkrankung zwischen
Wildtypen und mastzelldefizienten Tieren auf Mastzellen zurickzufuhren sind. Da nur
Mastzellen rekonstituiert wurden, kann davon ausgegangen werden, dass weitere
Nebeneffekte der Mutation keine wesentliche Rolle spielen.

Die Mastzelle kann Uber eine groRe Bandbreite an Rezeptoren aktiviert werden.
Abhangig von der Art und Starke des Stimulus konnen unterschiedliche
Aktivierungswege initiiert werden. Die Aktivierung Uber Rezeptoren, die mikrobielle
Bestandteile erkennen (z.B. TLR) flhrt zur Freisetzung von Mediatoren die
unabhangig von der Degranulation der Mastzelle ist. Je nach Art des Reizes werden

hierbei unterschiedliche Mediatorenprofile freigesetzt.
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Die Kreutzvernetzung von membrangebundenem IgE durch Antigen und die darauf
folgende Degranulation der Zelle ist der am besten analysierte Aktivierungsweg der
Mastzelle. Prasynthetisierte Botenstoffe wie Histamin und TNF werden innerhalb von
Minuten freigesetzt und die de novo Synthese von Lipidmediatoren, Zytokinen und
Chemokinen induziert. Dieser Prozess ist fur Ausbildung einer allergischen Reaktion
vom Typ | bereits weit reichend beschrieben. Auch im Zusammenhang mit der
Entstehung allergischer Erkrankungen der Atemwege konnte bereits gezeigt werden,
dass die Kreutzvernetzung von membrangebundenem IgE auf Mastzellen wichtig ist
[2;24]. Die mastzellspezifische Expression der Fcy Rezeptorkette, welche essentiell
fur die funktionelle Ausbildung der Rezeptoren FcyRI, FcyRIIl und FceRI ist, zeigte
sich als wichtig fur die Induktion vieler Charakteristika einer allergischen
Atemwegsentzindung [107]. Taube et al bestatigten die wichtige Funktion des FceRI
Rezeptors bei der Entstehung einer allergischen Atemwegsentzindung. In der Studie
konnten sie unter Verwendung eines Adjuvans-freien Sensibilisierungsmodells
demonstrieren, dass die Expression des FceRI-Rezeptors wichtig fur die Ausbildung
eines asthmatypischen Krankheitsbildes ist. Das Vorhandensein des Rezeptors, der
vor allem von Mastzellen und Basophilen expremiert wird, scheint essentiell bei der
Entstehung einer erhdhten Reaktivitat der Atemwege zu sein [106].

Unser Modell, aber auch die bereits vorgestellten Modelle anderer Arbeitsgruppen
konnen bestatigen, dass Mastzellen an der Entstehung akuter und chronischer
allergischen Erkrankungen der Atemwege beteiligt sind. Es ist jedoch noch unklar
welche mastzellproduzierten Mediatoren eine Rolle bei der Induktion der Erkrankung
spielen. Wie bereits erwahnt kénnen Mastzellen nach Aktivierung eine grolde
Bandbreite an Effektormolekulen, wie Histamine, Lipidmediatoren, Zytokine und
Chemokine, freisetzen. Diese koénnen das Immunsystem indirekt oder direkt
beeinflussen. Indirekt kann die Mastzelle durch die Aktivierung und Regulierung von
nicht immunologischen Zellen, wie Endothel-, Epithel-, Nerven- oder Muskelzellen
auf die Entstehung einer angeborenen oder adaptiven Immunantwort einwirken.

FUir eine grolRe Anzahl der Mediatoren konnte jedoch auch eine direkte
immunologische Wirkung, also direkte Regulation von Zellen des Immunsystems, wie
Dendritischen Zellen, B-Zellen, T-Zellen, Monozyten und Granulozyten aufgezeigt
werden. Mastzellproduzierte Botenstoffe konnen die Migration, Polarisierung und
Aktivierung sowie weitere biologische Effekte der Zellen des Immunsystems

beeinflussen. Histamin, welches in prasynthetisieter Form in den Granula
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gespeichert und nach Aktivierung innerhalb von Minuten freigesetzt werden kann ist
wahrscheinlich der am besten untersuchte Mediator der Mastzelle. Die Freisetzung
nach IgE Kreutzvernetzung in der Typ | Allergie fuhrt zu den klassischen Symptomen
vieler allergischer Krankheitsbilder wie Heuschnupfen und Asthma. Histamin wirkt auf
die glatte Muskulatur, die Bronchien und die Gefalte, was zu Bronchospasmen,
Krampfen, Durchfall, Hautdatteln, Fieberreaktionen und im systemischen Fall zu
einem anaphylaktischem Schock fuhren kann. All diese Symptome finden innerhalb
kUrzester Zeit nach Freisetzung statt und werden als Sofortreaktion der allergischen
Reaktion bezeichnet. Histamin kann aber auch direkt auf Zellen des Immunsystems
einwirken, was flir Makrophagen, Dendritische Zellen, T Zellen und B-Zellen gezeigt
werden konnte. Histamin wirkt auf diese Zelltypen Uber die Histaminrezeptoren H1-4
welche von diesen Zellen unterschiedlich stark expremiert werden [124]. Fur
Dendritische Zellen konnte gezeigt werden, dass Histamin eine wichtige Rolle bei der
Ausreifung und Modulation der DC Vorlauferzellen zu Th1 oder Th2 induzierenden
maturen DC spielt [76;125]. Neben der indirekten Beeinflussung durch DC konnten
auch direkte Effekte von Histamin auf T-Zellen beobachtet werden. Je nach
Expressionsmuster der Rezeptoren H1 bzw. H2 induziert Histamin die Produktion
von Th1 spezifischen Zytokinen wie IFN-y oder Th2 spezifischen Zytokinen wie IL-4
und IL-13 [126]. In vivo konnte Bryce et al. interessanterweise demonstrieren, dass
H1R-defiziente Mause nicht in der Lage waren eine allergische Entzindung der
Atemwege gegenuber OVA auszubilden. In ihrem Modell war die Migration von
antigenspezifischen CD4" und CD8" T-Zellen an den Ort der Antigenprasentation
und somit auch die Ausbildung einer allergischen Atemwegsentzindung gestort
[108]. Die Gruppe zeigte damit, dass Histamin und die Expression des H1-Rezeptors
fur die Entstehung einer T-Zell-spezifischen adaptiven Immunantwort wichtig ist.
Neben Histamin konnten auch flr weitere mastzellproduzierten Mediatoren wichtige
immunmodulatorische Funktionen aufgezeigt werden. Prostaglandin D, kann
ebenfalls DC, und somit auch die Differenzierung von T-Zellen beeinflussen [75]. Die
Funktion fur die Entstehung einer allergischen Erkrankung der Atemwege ist hierfur
jedoch noch unklar. Ein weiteres mastzellproduziertes Effektormolekul, welches bei
der Induktion von Asthma eine Rolle spielt ist TNF. Fur mastzellproduziertes TNF
konnte bereits in einer Vielzahl von in vivo Studien gezeigt werden, dass es einen
wichtigen immunomodulatorischen Effekt sowohl in der angeborenen als auch

adaptiven Immunitat besitzt. Echtenacher et al. zeigten in einem Modell der
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bakteriellen Sepsis, dass mastzellproduziertes TNF wichtig flir die Abwehr der
Bakterien und das Uberleben der Versuchstiere ist [59;127]. TNF scheint hierbei fur
den Influx von neutrophilen Granulocyten an den Entziundungsort notwendig zu sein
[60]. McLachlan et al. unterstreichen in ihrer Studie, dass mastzellproduziertes TNF
nach einer bakteriellen Infektion auch fur die Entstehung einer adaquaten T-
Zellantwort notwendig ist. Nur in Wildtyp-Mausen, bzw Mausen, die mit Wildtyp-
Mastzellen rekonstituiert wurden konnten sie eine Hypertrophie der Lymphknoten
nach bakterieller Infektion detektieren, die auf eine Zunahme von T-Zellen
ruckzufuhren war. Weder in mastzelldefizienten, noch in mastzelldefizienten Tieren,
die mit TNF-Mastzellen Rekonstituiert waren, war dieser Effekt zu beobachten [81].
Dass Mastzellen ein Bindeglied zwischen angeborener und adaptiver Immunantwort
darstellen, konnte in der Arbeit von Heib et al. bestatigt werden. In ihrer
Veroffentlichung zeigte die Gruppe, dass Uber den TLR-7 aktivierte Mastzellen fur die
Sensibilisierung und die Induktion einer adaptiven Immunantwort gegeniuber OVA
notwendig sind. Mastzellproduziertes TNF und IL-1B zeigten sich hierbei als wichtige
Botenstoffe fur die effektive Migration von Langerhanszellen aus der Haut in die
regionalen Lymphknoten und adaquate Induktion einer CD8"-spezifischen
Immunantwort [72]. In einem Kontaktallergiemodell gegeniber dem Hapten FITC
waren Mastzellen und mastzellproduziertes TNF ebenfalls fir die effiziente Migration
von Langerhanszellen aus der Haut in die regionalen Lymphknoten notwendig [71].
In der Arbeit konnte in mastzelldefizienten Tieren eine deutlich verminderte Migration
von antigenbeladenen DC im Vergleich zu Wildtyp Tieren Uber die ersten 24 Stunden
nach FITC-Applikation beobachtet werden. Zu spateren Zeitpunkten war die Anzahl
der FITC-positiven Zellen in den Lymphknoten der Tiere jedoch vergleichbar. Die
vorgestellten Studien zeigen, dass mastzellproduziertes TNF ein wichtiger Mediator
fir angeborene und adaptive Immunantworten ist. Mastzellen stellen zwar nicht die
einzige zellulare Quelle fir TNF dar, besitzen jedoch die einzigartige Fahigkeit es in
prasynthetisierter Form zu speichern und es innerhalb von Minuten freizusetzen
[19;128;129].

Die in der vorliegenden Arbeit vorgestellten Daten bestatigen die wichtige Rolle fur
mastzellproduziertes TNF bei der Entstehung einer allergischen Erkrankung.
Mastzelldefiziente Mause, die mit TNF™~ Mastzellen rekonstituiert wurden
entwickelten nach  Sensibilisierung und Provokation mit OVA keine

Atemwegsuberempfindlichkeit. Im Vergleich zu Wildtyp-Tieren oder mit Wildtyp-
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Mastzellen rekonstituierten mastzelldefizienten Tieren waren in diesen Tieren auch
weitere asthmatypische Charakteristika, wie Becherzellmetaplasie, verstarkte
Mukusproduktion, Eosinophilie der BAL und inflammatorischer Influx in das
Lungengewebe deutlich schwacher ausgepragt. Die Daten lassen darauf schliefen,
dass mastzellproduziertes TNF eine wichtige Funktion fir die Entstehung einer
allergischen Atemwegserkrankung hat. In anderen Krankheiten, wie Immunkomplex-
induzierter Inflammation, akuter septischer Peritonitis, Kolitis, Hautentzindung und
pulmonalen Uberempfindlichkeitsreaktionen konnte bereits gezeigt werden, dass
mastzellproduziertes TNF eine wichtige Funktion bei der Initiierung primarer
Entziindungsreaktionen hat. Humane aber auch murine Studien gaben bereits
Indizien, dass TNF eine wichtige Funktion bei der Initiierung einer allergischen
Atemwegserkrankung besitzt. Protein und mRNA Konzentrationen sind in den
Atemwegen von Asthmatikern im Vergleich zu Gesunden erhdht [112;130]. Die
intratracheale Applikation von rekombinanten TNF flhrt bei gesunden Probanden zur
Ausbildung einer Atemwegsiberempfindlichkeit und Neutrophilie [110;131]. In
humanem Lungengewebe kann durch Behandlung mit IgE die Sekretion von
biologisch aktiven Konzentrationen von TNF nachgewiesen werden [132]. Im
murinen Modell konnte bestatigt werden, dass die intratracheale Applikation von
TNF-a zu einer verstarken Expression von Mukusgenen [133] und fir die Ausbildung
einer spate Atemwegsreaktion notwendig ist [134]. In einer neueren Studie konnte
gezeigt werden, dass TNF” Tiere nicht dazu in der Lage sind nach Sensibilisierung
und Provokation mit OVA ohne zusatzliches Adjuvans eine allergische
Atemwegserkrankung auszubilden. Unabhangig von unserer Arbeitsgruppe konnten
Nakae et al. ebenso bestatigen, dass mastzellproduziertes TNF wichtig fur die
Entstehung einer Atemwegsuberempfindlichkeit ist [135]. In ihrem chronischen
Asthmamodell waren mastzelldefiziente Mause, die mit TNF defizienten Mastzellen
rekonstituiert wurden, nicht in der Lage waren ein asthmatypisches Krankheitsbild
auszubilden. Diese Ergebnisse konnten in dem hier beschriebenen akuten
Asthmamodell bestatigt werden, was die wichtige Rolle von mastzellproduziertem
TNF bei der Entstehung einer allergischen Atemwegserkrankung unterstreicht.

Die Mechanismen, uber die TNF zur Induktion einer allergischen
Atemwegserkrankung beitragen konnten noch nicht im Detail geklart werden. Als
proinflammatorisches Molekll kann es Uber eine gro3e Bandbreite an Rezeptoren

wirken. Immunmodulatorische Effekte werden hauptsachlich Uber die beiden
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Rezeptoren TNF-R1 (CD120a) und TNF-R2 (CD120b) vermittelt. Die anderen
Rezeptoren tragen groftenteils eine Todesdomane und ihre Aktivierung ist mit TNF
vermittelter Cytotoxitat assoziiert [136;137]. Die Expression dieser Rezeptoren
konnte in der BAL auf Monozyten, Macrophagen, Lymphozyten und Granulozyten
bestatigt werden [138]. TNF kann je nach Zelltyp auf den es einwirkt eine grofRe
Bandbreite von Mechanismen induzieren, die die Entstehung einer
proinflammatorischen Immunantwort fordern. In der Lunge fuhrt TNF zu einer
Expression von Adhasionsmolekulen, wie E-Selektin, dem Vaskularen-Zell-
Adhasions-Molekil-1  (VCAM-1) und dem Interzellularen-Adhasions-Molekul-1
(ICAM-1) auf Lungenepithelzellen erhdht [139;140]. Die erhdhte Expression dieser
Adhasionsmolekle ist wichtig fur die Imigration von Eosinophilen, Neutrophilen und
vermutlich auch aktivierten T-Zellen in das Lungengewebe [141;142]. Diese Arbeiten
bestatigten erste Beobachtungen uUber die chemotaktische Funktion von TNF von
Ming et al.[143]. In vitro konnte gezeigt werden, dass TNF auf die Reaktivitat von
sowohl humaner als auch muriner glatter Muskulatur einwirkt. Nach Inkubation in
TNF reagierten tracheale Ringe der Maus aber auch humane Bronchi mit einer
verstarkten Kontraktion bei Stimmulation im elektrischen Feld oder gegenuber
Bronchokonstriktoren [144;145]. Es wird vermutet, dass TNF durch indirekte und
direkte Mechanismen die Umstrukturierung der Atemwege, ein typisches
Charakteristikum von chronischem Asthma, beeinflussen kann. TNF ist beteiligt an
der Induktion der Proliferation von Myofibriblasten [146] und kann in Eosinophilen die
Freisetzung von Matrix-Metalloprotease 9 (MMP-9) ausldsen [147]. Beide Prozesse
konnen zur Entstehung einer subepithelialen Atemwegsfibrose beitragen.
Zusammengefasst zeigen die erwahnten Studien, dass TNF auf viele Arten zur
Entstehung einer proinflammatorischen Antwort beitragen kann. Die direkte
Beeinflussung von Zellen der adaptiven Immunitat ist jedoch die effektivste Art die
Induktion und Modulation einer allergischen Immunatwort zu steuern. Cumberbatch
et al. konnten zeigen, dass exogen appliziertes TNF die Migration von
Langerhanszellen aus der Haut in die drainierenden Lymphknoten beeinflussen kann
[148]. Die Migration von antigenbeladenen DC in die drainierenden Lymphknoten ist
ein essentieller Schritt fir die Induktion einer adaptiven Immunantwort. Neuere
Studien spezifizierten, dass mastzellproduziertes TNF hierbei eine wichtige Rolle
spielt. Suto et al. konnten in ihrer Kontaktallergie Studie zeigen, dass

mastzellproduziertes TNF wichtig fur eine adaquate Migration von antigenbeladenen
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DC aus der Lunge in die drainierenden Lymphknoten ist [71]. Diese Beobachtung
bestatigt die Ergebnisse die bereits flr die Rolle von mastzellproduziertem TNF fur
die Migration von Langerhanszellen aus der Haut in die regionalen Lymphknoten
gemacht wurden. Neben der Modulation von DC konnte auch gezeigt werden, dass
Mastzellen und mastzellproduziertes TNF T-Zellen aktivieren kdnnen. Nakae et al.
zeigten in zwei in vitro Studien, dass Mastzellen Uber Zellkontakt-abhangige und -
unabhangige Mechanismen in der Lage sind T-Zellen zu aktivieren. Dies war sowohl
Uber IgE abhangige, als auch Uber unabhangige Funktionen mdglich. Sowohl die
Proliferation von CD4" als auch von CD8" T-Zellen war durch Mastzellen induzierbar.
Versuche mit TNF”-defizienten Mastzellen zeigten, dass die beobachteten Effekte
hauptsachlich von mastzellproduzietem TNF abhangig waren [149;150]. Die
dargestellten Studien verdeutlichen, dass TNF eine wichtige Funktion in der Induktion
inflammatorischer Immunantworten spielt. TNF kann von einer Vielzahl von Zellen
produziert werden, jedoch nur Mastzellen besitzen die Fahigkeit es in bereits
prasynthetisierter Form zu speichern. Mastzellen konnen nach Aktivierung TNF
innerhalb von Minuten freisetzen. Sie sind somit in der Lage ihr Mikromillieu zu
verandern und die Entstehung von angeborenen und adaptiven Immunantworten zu
induzieren und modulieren. Die vorliegende Arbeit zeigt, dass Mastzellen und
mastzellproduziertes TNF eine wichtige Rolle bei der Entstehung einer adaptiven
Immunantwort besitzt.

Der wohl wichtigste Prozess zur Induktion einer adaptiven Immunantwort ist die
Aufnahme und Prasentation von Antigen durch spezialisierte antigenprasentierende
Zellen. Die Dendritische Zelle stellt zurzeit die effizienteste professionelle
antigenprasentierende Zelle des Immunsystems dar. DC bilden im Atemwegsepithel
ein dichtes Netzwerk aus und fungieren als eine Art Wachterzelle [151;152]. Sie sind
in der Lage Antigen, das das Epithel nicht durchdringen kann, aus dem
Atemwegslumen aufzunehmen [153;154]. Unter homeostatischen Bedingungen, also
bei Kontakt mit harmlosen Antigenen, wandern die in der Peripherie noch immaturen
DC in die regionalen Lymphknoten. Dort angekommen prasentieren sie das
prozessierte Antigen T-Zellen. Bei Kontakt mit antigenspezifischen T-Zellen wird
durch diese Prasentation zwar Proliferation induziert, jedoch fihrt diese zu einer

immunologischen Toleranz [155]. In Gegenwart eines zusatzlichen Gefahrensignals
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Abb 4.1: Wirkung von TNF im respiratorischen Trakt. TNF kann als Chemokin auf Granulocyten
wie Eosinophile und Neutrophile und auf Monozyten wie Makrophagen wirken. Es fordert die
Aktivierung und Zytokinfreisetzung von T-Zellen und induziert indirekt und mittels autokriner
Aktivierung die Histaminfreisetzung von Mastzellen. TNF ist an der Emigration von Dendritischen
Zellen und Langerhanszellen beteiligt. Aulierdem stimuliert es die Proliferation von Fibroblasten und
die Kontraktion der glatten Muskulatur. TNF induziert die Expression von Adhasionsmolekilen auf

respiratorischen und vaskularen Endothelzellen.

nehmen DC wahrend der Migration in den Lymphknoten einen maturen Phanotyp an.
Die Expression von MHC [I-Komplexen und costimmulatorischen Molekulen wird
hochreguliert und die Zellen sind in der Lage antigenspezifische T-Zellantworten zu
induzieren.[155]. In Abwesenheit von starken polarisierenden Signalen (z.B. hohe
Dosen LPS) entstehen durch DC der Lunge vorwiegend Thy-spezifische
Immunantworten [156]. Lambrecht et al konnten demonstrieren, dass die
Dendritische Zelle eine essentielle Rolle bei der Entstehung einer allergischen
Atemwegsentziindung hat [115;116]. Die Depletion von DC wahrend der
Provokationsphase  verhindert die  Ausbildung eines  asthmatypischen
Krankheitsbildes in Mausen [157]. Die Studien verdeutlichen die wichtige Funktion
der DC bei der Entstehung einer allergischen Entzindung der Atemwege. Die

Migration der antigenbeladenen Zelle in die drainierenden Lymphknoten und die
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effektive Prasentation des Antigens gegenuber antigenspezischen T-Zellen ist
hierbei ein Schlisselpunkt in der Induktion einer adaptiven Immunantwort. In der
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Applikation von
fluoreszensmarkierten Antigen die Migration von antigenbeladenen Dendritischen
Zellen aus den Lunge in die drainierenden Lymphknoten in sensibilisierten Wildyp-
Tieren erhoht. In mastzelldefizienten Mausen war die Anzahl an antigenpositiven
Dendritischen Zellen in den regionalen Lymphknoten jedoch deutlich niedriger.
Vermaelen et al. demonstrierten, dass fluoreszensmarkiertes Antigen nach
intratrachealer Applikation Uberwiegend von Dendritischen Zellen der Lunge in die
regionalen Lymphknoten transportiert wird. Das Antigen wird dabei in Granula der
DC befordert und ein passiver Transport von fluoreszensmarkiertem Antigen fand
nicht statt. Die Dendritische Zelle war der einzige Zelltyp, der mit Antigen in die
Lymphknoten migrierte und die DC waren in der Lage eine antigenspezifische T-
Zellantwort zu initileren [153]. Wie in der vorliegenden Arbeit konnte Vermaelen, den
starksten Anstieg an OVA-positiven DC 24 Stunden nach Applikation des Antigens
detektieren. Die Anzahl der OVA-postitiven Zellen fallt danach wieder deutlich ab.
Nakae et al. fanden entsprechend dieser Studie in ihrem chronischen Modell
ebenfalls 24 Stunden nach Applikation von OVA den héchste Anzahl an positiven
Zellen in den trachealen Lymphknoten, parallel konnten auch sie zu diesem
Zeitpunkt den grolten Unterschied zwischen Wildtyp und mastzelldefizienten
Mausen detektieren [135]. Nach Rekonstitution mit Wildtyp-Mastzellen war die
Anzahl der OVA-positiven DC in den regionalen Lymphknoten vergleichbar mit
Wildtyptieren. Diese Ergebnisse lassen darauf schlieRen, dass die Mastzelle in
sensibilisierten Mausen zu einer verstarkten Migration von antigenbeladenen DC aus
der Lunge in die regionalen Lymphknoten beitragt. Die Fahigkeit Antigen
aufzunehmen und es zu prozessieren ist in sensibilisierten Tieren erhdht. Die
Aufnahme ist hierbei antigenspezifisch und konnte durch passive Immunisierung mit
Immunglobulinen auf naive Tiere Ubertragen werden [158]. Diese Daten lassen auf
eine wichtige Funktion von IgE und auf die Beteiligung von Mastzellen an der
Entstehung einer allergischen Atemwegsentzindung schliellen. Mastzellen
exprimieren wie bereits beschrieben den flr IgE hochaffinen Rezeptor FceRI auf ihrer
Oberflache. Taube et al konnten zeigen, dass die Expression des FceRI und
Mastzellen wichtig fur die Entstehung einer erhdhten Atemwegsreaktivitat sind [106].

Zusammengenommen kann durch diese Ergebnisse und die Bobachtungen in der
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vorliegenden Arbeit folgende Hypothese fir die Rolle der Mastzelle bei der
verstarkten Migration von Dendritischen Zellen entwickelt werden; durch die
systemische Sensibilisierung wird das Immunsystem sensitiver gegenuber dem
Antigen. Bei Erstkontakt in der Lunge kommt es zur Aktivierung der Mastzelle, die
daraufhin prasynthetisierte Mediatoren freisetzt. Diese verandern das Mikromillieu
des Atemwegsepithels und fordern eine verstarkte Antigenaufnahme und
Prozessierung der Dendritischen Zellen. Die DC der Lunge wandern verstarkt in die
regionalen Lymphknoten und treffen dort auf antigenspezifische T-Zellen. Durch das
verstarkte Signal der Mastzelle konnte eine verstarkte Aktivierung der Dendritischen
Zellen induziert werden. Ein Schwellenwert in der Aktivierung der DC wird
Uberschritten und statt der Induktion von Toleranz werden T-Zellen aktiviert und eine
Thy-spezifische Polarisierung induziert. Diese wiederum fordert die Entstehung eines
asthmatypischen Krankheitsbildes in den Mausen. Wie beschrieben ist diese
Hypothese bereits in Teilen bestatigt, einzelne Punkte sind jedoch noch unklar bzw.
kontrovers diskutiert und mussen noch im Detail geklart werden. Die Mastzelle kann
nach Aktivierung eine grol3e Bandbreite an Effektormolekulen freisetzen. Je nach Art
und Stimulus ist das sezernierte Mediatorenprofil unterschiedlich. Die Botenstoffe
konnen allein aber auch synergistisch auf unterschiedliche Zelltypen einwirken
wodurch meist ein proinflammatorisches Millieu induziert wird, welches die
Entstehung allergischer Antworten fordern kann. Neue Studien zeigen jedoch auch,
dass die Mastzelle antiinflammatorische Mediatoren freisetzen und somit auch zur
Regulierung einer Entziindungsantwort beitragen kann [159]. Inwieweit die Mastzelle
als zentrale Quelle einzelner Mediatoren wichtig ist bedarf noch Klarung. Es ist
jedoch bestatigt, dass die Mastzelle die einzige residente Zelle ist die
prasynthetisierte Mediatoren innerhalb von Minuten nach Aktivierung freisetzen kann
und somit fUr die schnelle Induktion und Modulation einer adaptiven Immunantwort
eine wichtige Rolle spielt. Durch Verwendung schwacher Stimuli, die eher
physiologischen Bedingungen widerspeigeln, konnte gezeigt werden, dass die

Mastzelle bei der Entstehung einer Immunantwort eine Rolle spielt.
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Abb 4.2: Die Funktion der Mastzelle bei der Induktion einer allergischen Erkrankung der
Atemwege: Durch die groRe Bandbreite an Botenstoffen konnen Mastzellen indirekt und direkt das
Immunsystem beeinflussen. Fir mastzellproduzierte Mediatoren konnt demonstriert werden, dass sie
nicht immunologische Zellen, wie z.B. Endothel-, Epithel-, Nerven- und Muskelzellen aktivieren und
regulieren konnen. Diese setzen daraufhin Molekiile frei, die die Ausbildung van angeborenen und
adaptiven Immunantworten beeinflussen kdnnen. Fur eine grofle Anzahl von mastzellproduzierten
Mediatoren konnte aber auch gezeigt werden, dass sie direkt die Aktivierung, Migration und
Modulation von Zellen der adaptiven Immunitat, wie T-Zellen, B-Zellen und Dendritischen Zellen
beeinflussen kdnnen. Mastzellen sind somit in der Lage adaptive Immunantworten zu induzieren und

zu modulieren.

Starke Stimuli scheinen mastzellspezifische Effekte jedoch umgehen zu kénnen.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Applikation von bereits in
vitro antigenbeladenen und aktivierten Dendritischen Zellen zu einer
mastzellunabhangigen Induktion einer allergischen Atemwegsentzindung fuhren.
Die Ergebnisse starken auch die Beobachtungen von Lambrecht et al, dass
allergenbeladene Dendritische Zellen wichtig flur die Ausbildung eines
astmaahnlichen Krankheitbildes sind [115]. Die intranasale Applikation von in vitro
generierten und antigenbeladenen Dendritischen Zellen fuhrte nach inhalativer
Provokation sowohl in Wildtyp- als auch mastzelldefizienten Tieren zu einer

Eosinophilie und erhohter Anzahl an T-Zellen in der BAL, zu einem
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inflammatorischen Influx in den peribronchialen und perivaskularen Raum des
Lungengewebes und zu einer verstarkten Mukusproduktion von Becherzellen. Die
Ergebnisse unterstreichen die wichtige Funktion der Dendritischen Zelle, zeigen aber
auch das bereits voll aktivierte Dendritische Zellen mastzellunabhangig eine
Entzindung der Atemwege induzieren kénnen.

Diese Beobachtung konnte von Heib et al bestatigt werden, in ihrem die bereits
beschriebenen Modell der mastzellabhangigen Langerhanszellmigration und
Induktion adaptiver CD8" T-Zell-Antworten konnten mastzellspezifische Effekte
maskiert werden, wenn zur Sensibilisierung in vitro generierte und antigenbeladene
Dendrititsche Zellen in die Haut appliziert wurden [72].

Die Wahl des richtigen Protokolls, welches zur Sensibilisierung und Provokation
verwendet wird, ist somit ein essentieller Punkt um mastzellspezifische Effekte
darstellen zu kénnen.

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse verdeutlichen, dass die Mastzelle und
mastzellproduziertes TNF bei der Entstehung einer allergischen
Atemwegsentzundung beteiligt sind. Mastzellen scheinen hierbei fur die effektive
Prasentation von Antigen durch Dendritische Zellen in den Lymphknoten wichtig zu
sein. Da diese Beobachtungen in murinen Modellen gemacht wurden, ist es wichtig
die gewonnen Erkenntnisse auf das humane System zu Ubertragen. Die bereits
beschriebenen Studien konnten zeigen, dass der Mastzelle eine wichtige Funktion in
der Pathogenese von humanem Asthma bronchiale zugesprochen wird. Im Vergleich
zwischen murinen und humanen Mastzellen lassen sich viele Ubereinstimmungen
jedoch auch einige Unterschiede finden. Humane Mastzellen stammen ebenso wie
murine von myeoliden Vorlauferzellen ab. Sie differenzieren unter dem Einfluss von
SCF und IL-4, im Gegensatz zu der Maus jedoch unabhangig von IL-3 in den
Zielgeweben aus [160;161]. Wie murine Mastzellen kédnnen auch humane Uber die
Kreuzvernetzung von IgE, aber auch uber mikrobielle Bestandteile aktiviert werden.
Dabei konnen sie bereits prasynthetisierte Mediatoren freisetzen, aber auch
Botenstoffe de novo synthetisieren. In ihrer Zusammensetzung an Mediatoren
unterscheiden sich humane Mastzellen je nach Gewebe. Im Gegensatz zur Maus
sind in humanen Mastzellen zwar mehrere Tryptasetypen bekannt, jedoch nur einen
Chymasetyp [162]. Wie fur die Maus konnte auch fur humane Mastzellen gezeigt
werden, dass sie die Sofort- und Spatreaktion einer allergischen Entzindung

beeinflussen kbnnen. Humane Mastzellen kdnnen die Migration und Aktivierung von
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Eosinophilen durch IL-5 abhangie Mechanismen und die Migration von Neutrophilen
mittels TNF und IL-8 induzieren [163;164]. Im Gegensatz zur murinen haben humane
Mastzelle geringere Mengen an prasynthetisiertem TNF in den Granula gespeichert
[164], konnen dieses jedoch ebenso innerhalb von Minuten freisetzen und somit die
Induktion und Modulation von adaptiven Immunantworten beeinflussen. In vitro
Studien bestatigten, dass auch humane Mastzellen anhand ihrer Mediatoren Zellen
des Immusystems beeinflussen konnen. So konnte gezeigt werden, dasss
mastzellproduziertes IL-13 den Isotypenwechsel von B-Zellen Richtung IgE
induzieren kann. T-Zellfunktionen kdnnen durch Prostaglandin D, reguliert werden,
welches hauptsachlich von Mastzellen freigesetzt wird [163;165]. Fiur diesen
Lipidmediator konnte ebenfalls gezeigt werden, dass es eine chemoatatktische
Wirkung auf Thy-Zellen, Basophile und Eosinophile hat [166;167]. Die beschriebenen
Daten verdeutlichen, dass viele Beobachtungen, die im murinen System gemacht
wurden auch auf die humane Situation Ubertragbar sind. Das humane System ist aus
ethischen und funktionellen Grinden nur begrenzt flir die Untersuchung von
komplexen Ablaufen die zur Entstehung einer allergischen Atemwegserkrankung
fuhren einsetzbar. Daher ist es wichtig Tiermodelle zu entwickeln, die es ermoglichen
einen genauen Einblick in Mechanismen und funktionelle Ablaufe zu gewinnen. Das
murine System, mit seinen vielen unterschiedlichen Mausstammen und der grof3en
Bandbreite an etablierten Methoden zur Analyse immunologischer Prozesse bietet
daher ein gutes Werkzeug, die Wirkung einzelner Mediatoren und Zelltypen bei der
Entstehung von Asthma zu untersuchen. Da es grol’e Unterschiede zwischen dem
humanen und murinen Immunsystem gibt und in murinen Modellen zwar viele,
jedoch nicht alle klinischen Syndrome eines humanen Asthmas nachzubilden sind, ist
es wichtig die gewonnenen Hypothesen auf das humane System zu transferieren.
Nur so ist es mdglich neue therapeutische Ansatze zu entwickeln und auf ihre

klinische Wirksamkeit hin zu Uberprifen.
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5. Zusammenfassung

Innerhalb des letzten Jahrzehnts hat es sich gezeigt, dass die Mastzelle neben ihrer
klassischen Funktion als Effektorzelle der IgE vermittelten Typ | Allergie und
Wirtsabwehr gegenlber Helminten Uber ein weitaus grof3eres Wirkspektrum verfugt.
So konnte gezeigt werden, dass sie eine wichtige Rolle in der angeborenen
Immunitat besitzt, aber auch fur die Induktion und Modulation adaptiver
Immunantworten wichtig ist. Anhand des grof3en Repertoirs an Mediatoren die Uber
IgE abhangige aber auch unabhangige Mechanismen freigesetzt werden kann die
Mastzelle pro- und antiinflammatorisch auf das Immunsystem einwirken.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle der Mastzelle und mastzellproduzierter
Mediatoren bei der Entstehung einer allergischen Erkrankung der Atemwege
untersucht. Unter Verwendung der beiden mastzelldefizienten Mausstamme
C57BL/6-Kit"*""s" und WBB6FI-Kit"""" konnte demonstriert werden, dass Mastzellen
fur die Entstehung asthmatypischer Symptome notwendig sind. Nach
Sensibilisierung und Provokation mit dem Modellantigen Ovalbumin, zeigte es sich,
dass in diesem akutem Asthmamodell nur Wildtyp-Tiere eine erhohte
Atemwegsreaktivitat, eine Eosinophilie der BAL, einen inflammatorischen Influx in
den perivaskularen und peribronchialen Lungenraum und eine Becherzellmetaplasie
entwickelten. Die wichtige Rolle der Mastzelle in diesem System wurde durch
Rekonstitution mastzelldefizienter Tiere mit aus dem Knochenmark von Wildtyp
Tieren generierten Mastzellen bestatigt. Mastzelldefiziente Tiere entwickelten nach
Rekonstitution und Sensibilisierung und Provokation ein asthmaahnliches
Krankheitsbild, dass mit Wildtyp Tieren vergleichbar war. Durch die Rekonstitution
der mastzelldefizienten Tiere mit Mastzellen die von TNF™ Tieren stammten konnte
demonstriert werden, dass mastzellproduziertes TNF eine wichtige Funktion als
Botenstoff in dem hier verwendeten akuten Asthmamodell hat. Im Vergleich zu
Wildtyp-Tieren und mastzelldefizienten Tieren die mit Wildtyp-Mastzellen
rekonstituiert wurden, konnte in den mastzelllosen Tieren, die mit TNF” Mastzelle
rekonstituiert wurden nur eine abgeschwachte allergische Entzindung der
Atemwege induziert werden. Die Ergebnisse verdeutlichen, dass Mastzellen und
mastzellproduziertes TNF eine wichtige Funktion bei der Ausbildung einer

allergischen Atemwegsentzindung haben.
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Um zu klaren welche Prozesse durch Mastzellen beeinflusst werden, die zu diesen
Unterschieden in der Ausbildung einer adaptiven Immunantwort fihren, wurde die
Migration von antigenbeladenen Dendritischen Zellen aus der Lunge in die
drainierenden Lymphknoten untersucht. 24 Stunden nach intra nasaler Applikation
von fluoreszensmarkierten OVA konnten sowohl in sensibilisierten Wildtyp Tieren als
auch in mastzelldefizienten Tieren die mit WT-Mastzellen rekonstituiert wurden eine
im Vergleich zu sensibilisierten mastzelldefizienten oder nur provozierten Tieren
erhohte Anzahl an antigentragenden Dendritischen Zellen festgestellt werden. Die
Daten lassen darauf schlielen, dass Mastzellen eine wichtige Funktion bei der
Modulation der Migration Dendritischer Zellen haben, die fur die Ausbildung adaptiver
Immunantworten essentiell ist.

Nach intra nasaler Applikation von invitro generierten und antigenbeladenen
Dendritischen  Zellen  konnten  jedoch  keine  Unterschiede  zwischen
mastzelldefizienten und Wildtyp-Tieren detektiert werden. Die Sensibiliserung mit
bereits in vitro antigenbeladenen und aktivieten DC und die anschlieRende
Provokation mit Antigen fuhrt sowohl in mastzelldefizienten als auch Wildtyp-Tieren
zu einer Eosinophilie, einer entzindlichen Infiltrat im Lungengewebe und einer
Becherzellmetaplasie. Die Ergebnisse verdeutlichen, dass die richtige Wahl des
Sensibilisierungs und Provokationsmodells wichtig ist um mastzellspezifische Effekte
bei der Entstehung von Immunantworten aufzeigen zu konnen. Zu potente kdnnen
Effekte korpereigener Aktivierungswege umgehen und somit maskieren.

Die vorliegende Arbeit zeigt die wichtige Rolle der Mastzelle und von
mastzellproduziertem TNF bei der Ausbildung einer allergischen Entzundung der
Atemwege. Die Mastzelle und deren Mediatoren stellen somit mogliche Angriffsziele

fur die therapeutische Behandlung der chronischen Entzindung der Atemwege dar.
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6. Anhang

prov

sens/prov

Anhang 6.1: Analyse der Inflammation des Lungengewebes. Die Entziindung des
Lungengewebes wurde 48 Stunden nach der letzten Provokation untersucht. Mittels Hdmatoxylin und
Eosinfarbung (HE) konnten einzelne Lungenbereiche verdeutlicht und Zellinfiltrate hervorgehoben
werden. Die abgebildeten Bilder geben exemplarisch die Situation in Wildtyp-Tieren und
mastzelldefizienten WBB6FI-Kit""""" nach Sensibilisierung und Provokation, sowie den nur

provozierten Tieren wieder. 100 fache VergréRerung.
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Anhang 6.2: Verhaltnis der IgG1 Titer zu den IgG2b Titern. Die dargestellten Graphen gebne das
Verhaltnis der IgG1 zu den IgG2b Titern wider. Graph A zeigt das Verhaltnis der Antikdrper in
WBB6FI-Kit""™" . * p < 0,05 im Verlgeich von WBB6FI -Kit"* und WBB6FI -Kit"""' sens/prov mit
WBB6FI -Kit™ und WBB6FI-Kit"" nur prov. Graph B in C57BL/6-Kit"*""*" Mausen und
entsprechenden Widtypen. Es sind provozierte (sens) und sensibiliserte und provozierte (sens/prov)
Gruppen dargestellt verdeutlicht und Zellinfiltrate hervorgehoben werden. n=8-12 Tiere, dargestellt
sind Mittelwerte + Standarfehler. * p < 0,05 im Verlgeich von C57BL/6-Kit"* und C57BL/6-Kit"'s""/s
sens/prov mit C57BL/6-Kit”"* und C57BL/6-Kit"*""V*" nur prov.
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Anhang 6.3.: FACS-Analyse der invitro aus Knochenmarkzellen von Wildtyp bzw. TNF"
generierten Mastzellen. Invitro generierte Mastzellen wurden nach 3 bis 4 Wochen Kultur auf die
Expression des Kit-Rezeptors und des FceRI-Rezeptors hin mittels FACS-Untersucht. Doppelpositive
Zellen wurden als Mastzellen charakterisiert. Mastzellen die aus dem Knochenmark von Wildtypen
und TNF” -Mausen generiert wurden hatten nach 4 Wochen eine vergleichbare Expression der

beiden Rezeptoren.
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Anhang 6.4: FACS-Gating Strategie zur Analyse von OVA-positiven konventionellen DC. In der
Ansicht Foward- gegen Sidescatter wurde als erstes ein grobes Gate um die Lymphozytenpopulation,
die als kleine unkranulare Zellen gut zu definieren sind gesetzt. Innerhalb dieses Gates wurde sich per
Histogramm die B220 expremierenden Zellen angeschaut. Die B220 negativen Zellen wurden in
einem neuen Gate zusammengefasst. Innerhalb dieser Population wurde sich anschlielend die
Expression von CD11c und MHCII anzeigen lassen. Zellen die Doppelpositiv flr beide Marker waren
wurden als konventionelle dendritische Zellen charakterisiert und in einem neuen Gate betrachtet. Im
Histogramm wurde innerhalb dieser Population die Expression von dem fluoreszierenden OVA
analysiert. Mit Hilfe einer Negativkontrolle konnte ein neues Gate gesetzt werden, welches alle OVA

positiven DC zusammenfasst.

117



Anhangq

A unbehandelt ROy

sens/prov
MHCII

Kit**
cDi1e

M

OVA-Alexa 647
MHCII

KitWshWsh
cD11c

A

W

60000 -

50000 -

absolute Zellzahl

10000 -

40000 -

30000 -

20000 -

OVA-Alexa 647

s cDC
[ OVA-Alexa P**cDC

‘ ndd ‘ ndd ‘ ndd lndd Indd
T T T T T

ndd
T d
|

‘ Kit**  Kit! | Kit#*  Kit |Kit+’+ Kit
I l I

unbehandelt prov sens/prov

Anhang 6.5: Untersuchung der inguinalen Lymphknoten auf OVA-Alexa positive cDC mittels

FACS. Zu jedem Zeitpunkt wurden die inguinalen Lymphknoten der untersuchten Mause mit prapariert

und auf OVA-positive konventionelle Dendritische Zellen hin untersucht. Abbildung A zeigt

exemplarisch Dotplots und Histogramme von unbehandelten, nur mit OVA-Alexa provozierten (prov)

und sensibilisierten und provozierten (sens/prov) mastzelldefizienten und entsprechenden Wildtyp-
Tieren. In Abbildung B ist die absolute Anzahl der cDC und der OVA-Alexa positiven cDC in den

inguinalen Lymphknoten dargestellt. n=4-8 Tiere.
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Anhang 6.6.: FACS-Analyse der in vitro aus Knochenmarkzellen von Wildtyp generierten
Dendritischen Zellen. In vitro generierte Dendritische Zellen wurden nach 8 Tagen mit OVA bzw.
PBS Uber Nacht inkubiert. Abbildung A: AnschlieRend wurden die Zellen auf die Expression von
CD11c und MHCII hin mittels FACS-Untersucht. Doppelpositive Zellen wurden als Dedritische Zelllen

charakterisiert. Abbildung B: Auf den doppelpositiven Zellen wurde die Expression der

Kostimulatorischen Molekile CD86, 83, 80 und 40 analysiert. Bei der gestrichelten Linie handelt es
sich um eine Isotypkontrolle, grau unterlegt sind PBS behandelte, rote Linie OVA behandelte DC

(Exemplarische Darstellung).
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Anh. 6.7: Analyse der zelluliren Zusammensetzung der bronchoalveolaren Lavage. 24 Stunden
nach der letzten Provokation der Tiere wurde eine bronchoalveolare Lavage durchgefihrt. Die Zellen
der Lavage wurden fixiert, eine Differentialfarbung durchgefihrt und mittels Lichtmikroskop die
zelluldre Zusammensetzung bestimmt. Auf dem Bild ist die absolute Zellzahl (TCC) sowie die absolute
Anzahl der in der BAL differenzierten Zellpopulationen dargestellt. Die Zelldifferenzierung wurde fur
mastzelldefiziente WBB6FI-Kit""™" die mit OVA-DC oder mit PBS-DC intranasal sensibilisiert wurden,
bzw. fir entsprechend behandelte Wildtyp Tiere durchgefiihrt. Bei den Werten handelt es sich um
Mittelwerte, die Fehlerbalken geben den Standardfehler wieder. n= 12-15. Die absolute Zellzahl ist als
Tausendstel angegeben. * p < 0,05 im Verlgeich von WBB6FI-Kit"* und WBB6FI-Kit"""¥ OVA-DC mit
WBB6FI-Kit"”"* und WBB6FI-Kit"""* PBS-DC.
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Anh. 6.8: Analyse der T-Zellpopulationen in der bronchoalveolaren Lavage mittels FACS. 24
Stunden nach der letzten Provokation der Tiere wurden die T-Zellpopulationen der bronchoalveolare
Lavage mittels FACS bestimmt. Lymphozyten wurden als CD45°/CD3" Zellen charakterisiert, T-Helfer
Zellen wurden durch die zusatzliche Expression von CD4, T-Effekterzellen durch die Expression von
CD8 bestimmt (Bild B). Anhand der FACS-Daten wurde die absolute Anzahl von T-Helfer und T-
Effektorzellen in der Lavage von Wildtypen und mastzelldefizienten wBB6FI-Kit""" nach
Sensibilisierung mit OVA- bzw. PBS-DC und anschlieiender Provokation mit OVA bestimmt (Bild A).
n= 8-10. * p < 0,05 im Verlgeich von WBB6FI-Kit"* und WBB6FI-Kit"""¥ OVA-DC mit WBB6FI-Kit"*
und WBB6FI-Kit"""" PBS-DC.
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Anh. 6.9: Histologische Analyse von Lungenquerschnitten. 24 Stunden nach der letzten
Provokation der Tiere mit OVA wurden die Lungen der Tiere in Parafin fixiert und Gewebsschnitte
angefertigt.

Bild A zeigt exemplarisch HE-gefarbte Lungenschnitte von Wildtypen und mastzelldefizienten
WBB6FI-Kit""™" nach Sensibilisierung mit OVA- bzw. PBS-DC und anschlieRender Provokation mit
OVA. Von jeder Gruppe sind zwei unterschiedliche VergréRerungen (gesamt 100*/200*) dargestellt.
Zellinfiltrate sind auf Lungenschnitten von OVA-DC behandelten Tieren peribrochial und perivaskular
als dunkle Zellansammlungen detektierbar.

Bild B zeigt den Inflammationswert von allen analysierten Lungengeweben. . Der Inflammationswert
stellt eine objektivierbare Grofde fir das Ausmafd der Inflammation dar und nimmt Werte zwischen null
und vier an. Dabei steht null fir keine nachweisbaren inflammatorischen Zellinfiltrate und vier fiir die
Infiltration aller auf dem Lungenschnitt vorhandenen Atemwege und Gefalte. Der Inflammationswert
wurde fir Wildtypen und mastzelldefiziente WBB6FI-Kit""™" nach Sensibilisierung mit OVA- bzw. PBS-
DC und anschlieBender Provokation mit OVA analysiert und daraus. Die Fehlerbalken geben den
Standardfehler der Mittelwerte wieder. n=12-15 * p < 0,05 im Verlgeich von WBB6FI-Kit"* und
wBB6FI-Kit"""* OVA-DC mit WBB6FI-Kit"”* und WBB6FI-Kit"""* PBS-DC.
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Anh. 6.10: Histologische Analyse von Lungenquerschnitten. 24 Stunden nach der letzten
Provokation der Tiere mit OVA wurden die Lungen der Tiere in Parafin fixiert und Gewebsschnitte
angefertigt.

Bild A zeigt exemplarisch PAS gefarbte Lungenschnitte von Wildtyp und mastzelldefizienten WBBG6FI-
Kit"™ nach Sensibilisierung mit OVA- bzw. PBS-DC und anschliefender Provokation mit OVA. Von
jeder Gruppe sind zwei unterschiedliche Vergréf3erungen (gesamt 200*/400%) dargestellt. PAS positive
Zellen sind auf dem Atemwegsepithel als lila gefarbte Zellen dargestellt.

Bild B zeigt dieAnzahl an PAS-positiven Zellen/mm Basalmembran von allen analysierten
Lungengeweben. Die Anzahl der Mukus-produzierenden Zellen wurde mit Hilfe einer speziellen
Software auf die Lange der Basalmembran bezogen. Die Anzahl an PAS positiven Zellen/mm
Basalmembran wurde fir Wildtypen und mastzelldefizienten WBB6FI-Kit""™" nach Sensibilisierung
mit OVA- bzw. PBS-DC und anschlieRender Provokation mit OVA analysiert und Mittelwerte
berechnet. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler der Mittelwerte wieder. n=8-10. * p < 0,05 im
Verlgeich von WBBG6FI-Kit"* und WBB6FI-Kit""" OVA-DC mit WBB6FI-Kit"* und WBB6FI-Kit"'""
PBS-DC.
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Anh. 6.11.: FACS Analyse der trachealen Lymphknoten. 24 Stunden nach der letzten Provokation
mit OVA wurden die drainierenden Lymphknoten prapariert und mittels FACS die Anzahl an
konventionellen DC untersucht. Dargestellt ist die absolute Anzahl von CD11c’/MHCII"/B220
konventionellen Dendritischen Zellen in den drainierenden Lymphknoten von mastzelldefizienten
wBB6FI-Kit"™" und Wildtyp-Tieren, nach Sensibilisierung mit OVA- bzw. PBS-DC und
anschlieBender Provokation mit OVA. n=7-8 * p < 0,05 im Verlgeich von WBB6FI-Kit"* und WBB6FI-
Kit"™ OVA-DC mit WBB6FI-Kit"* und WBB6FI-Kit"""" PBS-DC.
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8. Abkilirzungsverzeichnis

lg Immunglobulin

DC Dendritic cell - Dendritische Zelle

MC’ Tryptase positive Mastzelle

MC®T Chymase und Tryptase positive Mastzelle

IL Interleukin

CD Cluster of Differentiation

TNF Tumornekrosefaktor

TLR Toll like Receptor

BMMC Bone marrow derived Mast cell

BMDC Bone marrow derived Dendritic cell

MHC Major Histocompatibility Complex —
Haupthistokopatilitatskomplex

WT Wildtyp

TSLP Thymic stromal lymphopoeitin

Th Zelle T-Helferzelle

OVA Ovalbumin

AHR Airway Hyperreactivity - Atemwegsuberempfindlichkeit

BAL Bronchoalveolare Lavage

ELISA Enzyme-linked Immunosorbant Assay

OD Optische Dichte

V Volumen

VF Verdunnungsfaktor

KF Kammerfaktor

PBS Phosphate buffered saline — Phosphat-gepufferte Salzlésung

HBSS Hank's balanced salt solution

FACS Fluorescence activated cell sorting

MEM Minimal essential Medium

FCS Fetal calf serum

GM-CSF Granulocyte macrophage colony-stimulating factor

KM Kulturmedium

i Mikroliter

mi Milliliter

°C Grad Celcius

U/min Umdrehungen pro Minute

min Minute

Std Stunde

um Mikrometer

mm Millimeter

cm Centimeter

mg Milligramm

RT Raumtemperatur

HE Hamatoxylin-Eosin

PAS Periodic Acid-Schiff Stain -

EtOH Ethanol

i.p. Intra peritoneal

i.n. Intra nasal
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tLN Trachealer Lymphknoten

iLN Inguinaler Lymphknoten

LN Lymphknoten

Abb Abbildung

sens Sensibilisiert

prov Provoziert

SCF Stem cell factor - Stamzellfaktor
WT Wildtyp
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