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2 Zusammenfassung

21 Deutsche Zusammenfassung

Gegenstand der hier vorgestellten Arbeit ist die Rolle dreier Rezeptoren (TRPVA1,
TRPA1, FceRl) in der Pathogenese allergischen Asthmas. Die Behandlung aller Mause
erfolgt nach dem gleichen Protokoll eines HDM-Mausmodells mit der Zielsetzung, ein
mdglichst mit den Mechanismen der Natur vergleichbares allergisches Asthma auszul6-
sen. Dabei nutzt die vorliegende Arbeit sowohl Lichtmikroskopie als auch ELISA, um
die Unterschiede zwischen TRPV1”-Mé&usen und Kontrollgruppe zu quantifizieren, ins-

besondere wird jedoch mit immunhistochemischen Farbungen gearbeitet.

Bei der Analyse der BAL zeigt sich eine deutliche Zunahme der Zahl eosinophiler Gra-
nulozyten HDM-behandelter Tiere und bei der Untersuchung der Spiegel an Immunglo-
bulin E im Blut mittels ELISA findet sich eine signifikant gesteigerte Eosinophilie dersel-
ben. Dabei findet sich kein Unterschied zwischen TRPV1” und Kontrollgruppen-Mast-

zellen.

Eine Rolle kann jedoch angenommen werden fur den TRPA1-Rezeptor und den hoch-
affinen Mastzellrezeptor FceRI. So kdnnen in bis zu 90% der Lungenmastzellen immun-
histochemisch der Rezeptor FceRI und in bis zu 80% der TRPA1-Rezeptor angefarbt
werden, weiterhin kann demonstriert werden, dass TRPA1 auf Lungenmastzellen HDM-
behandelter Mause vermindert und bei TRPV17- C57BL6/J vermehrt nachweisbar ist.

Diese Arbeit tragt somit dazu bei, die Rolle dieser Kanale in Mastzellen im Rahmen von
allergischem Asthma weiter einzugrenzen. Dabei rickt sie weiter ab von dem bisher
vielfach postulierten TRPV1-Rezeptor und weist eher auf eine Rolle des strukturell ver-
wandten, aber funktionell distinkten TRPA1-Rezeptors hin. Sie legt damit die Grundlage

fur weitere Untersuchungen, um dessen genaue Funktion weiter zu klassifizieren.

Schlagwéorter: Asthma; HDM-Mausmodell; TRPV1; TRPA1, FceRI; Immunhistochemie;
ELISA; BAL
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2.2 Summary

The subject of this work is the role which the 3 receptors TRPV1, TRPA1 and FceRI play
in the pathogenesis of allergic asthma. Every mouse was treated following the same
protocol, an HDM-mice-model, aiming to cause allergic asthma. In doing this, the present
work uses as well light microscopy as also ELISA to quantify the differences between
TRPV1”-mice and the control group, although mainly it used immunohistochemical col-

orations.

In analysing the BAL, a significant increase in the number of eosinophilic Granulocytes
was demonstrated in animals which were treated with HDM and regarding the levels of
immunoglobulin E in the blood of the animals using ELISA a significant increase in HDM-
treated mice can be noted. There is no difference visible between TRPV1"-mast cells

and the controls.

An important role can be assumed for the the high-affinity IgE receptor FceRI and the
TRPA1-receptor, though. FceRI can be stained immunohistochemically in up to 90% of
mast cells in the lung and TRPA1 in up to 80%. Furthermore it can be demonstrated,
that in the asthma-control-group TRPA1 is expressed to a lesser extent, but in TRPV1™
- C57BL6/J significantly more.

Hence, this work helps in narrowing down the role of these channels in allergic asthma.
In doing so it moves away from the TRPV1-channel and suggests a major role of the
structurally related, but functionally different TRPA1-channel. Thereby, it lays the foun-

dation for further studies to classify this role more precisely.

Keywords: asthma; HDM-mice-model; TRPV1; TRPA1, FceRl; immunohistochemy;
ELISA; BAL
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3  Einleitung

3.1 Asthma bronchiale

Asthma ist eine chronisch-entzundliche Erkrankung der Atemwege, die gekennzeichnet

ist durch die Kardinalsymptome:

- anfallsartige Atemnot mit exspiratorischer Atemflussobstruktion durch bronchiale
Hyperreagibilitat

- Husten

- Brustenge

- Fehlen von Symptomen im beschwerdefreien Intervall

Klinisch wird die Krankheit in 3 Schweregrade (mild, moderat und schwer) unterteilt. [70]

3.1.1 Epidemiologie

Man geht davon aus, dass weltweit etwa 300x10° Personen und in manchen Regionen
der Erde mehr als 25% aller Bewohner betroffen sind, dabei gilt Asthma bronchiale als
verantwortlich fur ca. 0,4 % aller Todesféalle und 1% aller disability-adjusted life years
(DALYs). [70,71,162]

3.1.2 Atiologie und Pathophysiologie

Man unterscheidet im Wesentlichen 2 Arten von Asthma: das extrinsische oder allergi-
sche Asthma, das insbesondere im Kindesalter auftritt (30%), sowie das intrinsische,
bzw. endogene Asthma, welches vorwiegend im fortgeschrittenen Lebensalter auftritt
(30%), wobei Mischformen (40%) die Regel sind. Asthma, das erst beim Erwachsenen

auftritt, wird als ,late-onset-Asthma“ bezeichnet. [110,137]

3.1.2.1 Extrinsisches Asthma

Die Atiologie ist multifaktoriell. Die hohe Pravalenz bei Kindern asthmatischer Eltern (60-
80%, falls beide Elternteile betroffen sind) Iasst auf eine genetische Komponente schlie-
Ren, wobei die Gene ORMDL3 und CC16 als dafur bedeutsam identifiziert wurden. Zum
Ausbruch des Asthmas kommt es aber erst nach Antigenexposition, gefolgt von einer
durch Immunglobulin E (IgE) vermittelten (=Typ1) Entzindung der Atemwege, die in wei-
teren Schritten zu unspezifischer bronchialer Hyperreagibilitat, Schleimhautédem, Bron-
chospasmus, Epithelschaden, bronchialem Remodeling und UberschieRender Mukus-
produktion mit in der Folge gestdrter bronchialer Selbstreinigung (=Clearance) fuhrt.
[35,110]
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Besonders wichtig erscheinen fur den Mechanismus Mastzellen (Freisetzung von Medi-
atoren wie Histamin, ECF-A [= Eosinophil chemotactic factor of anaphylaxis], Leuko-
triene, Bradykinin), Eosinophile sowie T-Lymphozyten. Meist beginnt die Krankheit mit
einem einzelnen, immunologisch wirksamen Antigen, weitet sich im Laufe der Zeit je-

doch auf ein gréReres Spektrum an Antigenen aus. [44,110]

3.1.2.2 Intrinsisches Asthma

Beim intrinsischen (auch nicht-allergischen Asthma) besteht kein Zusammenhang der
Symptome mit Umweltantigenen. Diese Form tritt gehauft auf nach Atemwegsinfektio-
nen und ist typischerweise von schwererer Natur mit verstarkter, insbesondere eosino-
philer Entzindung der Luftwege, aber geringer ausgepragter Airway
hyperresponsiveness (=AHR). [21,38,197]

In jungerer Vergangenheit sind daruber hinaus weitere Asthma-Formen beschrieben
worden, welche nicht klar einem der beiden oben genannten Typen zugeordnet werden
kénnen und mdglicherweise eine eigene Kategorie darstellen. Dazu zahlt beispielsweise
durch Medikamentenunvertraglichkeiten (v.a. Analgetika), gastrosophagealen Reflux
(GERD) und chemisch-irritative Stoffe ausgeldstes Asthma. [158]

3.1.3 Zelltypologie beim Asthma bronchiale

In verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass kein signifikanter Unterschied zwischen
Personen mit bzw. ohne Asthma die Zahl an Entzindungszellen (v.a. Lymphozyten) im
Epithel und der Lamina propria betreffend besteht, dagegen kénnen bei Asthmatikern
aber vermehrt atypisch geformte Lymphozyten und Neutrophile gefunden werden.
[36,127]

Weiterhin konnte eine Vermehrung der eosinophilen Granulozyten in der BAL, ein Shift
innerhalb der Eosinophilenpopulation hin zu mehr aktivierten (EG?*) Eosinophilen sowie
ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen aktivierten T-Lymphozyten (CD**)
und EG*-Eosinophilen nachgewiesen werden, was darauf hindeuten kdnnte, dass unter
anderem T-Lymphozyten verantwortlich sind fur die Rekrutierung der eosinophilen Gra-
nulozyten. [36]

Dabei wechseln die Eosinophilen zu einem ,hypodensen®, autoaggressiven Phanotyp,
welcher Superoxide und Leukotriene produziert und somit einen zytotoxischen Effekt
auf benachbarte Zellen ausibt. AuRerdem wurde auch eine positive Rlickkopplung
durch Produktion von IL-3, IL-5 und GM-CSF beschrieben. [75,124]

Inoue et al. zeigten 2016, dass eosinophilenreiches Asthma tendenziell langer dauert,

zu schwereren Symptomen und einem verstarkten Remodeling flhrt. [57,93]
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Mastzellen galten lange Zeit als die entscheidenden Vermittler der Immunantwort beim
Asthma bronchiale. Aufgrund ihrer Fahigkeit zur Bindung des konstanten Anteils von IgE
- Antikdrpern Uber die Mas-related-G-Protein-gekoppelten Rezeptoren

und FceRI- Oberflachen-Rezeptoren und in der Folge einer Degranulation verschiede-

ner Entziindungsmediatoren schrieb man ihnen eine zentrale Rolle zu. [89,175]

Eine Studie von Williams et al. aus dem Jahr 2000 zeigt allerdings, dass Mause, wel-
che keine Mastzellen und keine IgE exprimieren, ebenfalls Asthma entwickeln kénnen.
Dabei wird aber auch zu bedenken gegeben, dass dies auf einen Effekt der Adjuvan-
tien, die bei der Sensibilisierung der Mause benutzt werden, zurtickzufiihren sein
konnte. [251] In anderen Studien wird namlich das Gegenteil beschrieben, und zwar,
dass Mause ohne Mastzellen keine AHR entwickeln, dies aber nach Injektion mit muri-
nen Knochenmarksmastzellen doch tun. In der gleichen Studie wurde ebenfalls die
funktionelle Rolle der Mastzellen bei Asthma untersucht und es konnte gezeigt werden,
dass Mause unter Behandlung mit Mastzellstabilisatoren (Ketotifen) keine AHR entwi-
ckeln. [117]

3.1.4 Beteiligte Zytokine

3.1.4.1 TH2 - Zytokine

Antigenprasentation an TH2-Lymphozyten flhrt zu einer Freisetzung von IL-3, IL-4, IL-5
und GM-CSF. IL-4 induziert einen Isotypenswitch hin zu IgE, welche an den high-affinity-
Rezeptor FceRI binden und somit eine Mastzelldegranulation auslésen. IL-3, IL-5 und
GM-CSF dagegen scheinen einen direkten Effekt auf die Proliferation, Differenzierung

und Migration der eosinophilen Granulozyten zu haben. [75]

3.1.4.2 Mastzellmediatoren

Mastzellen sind eine heterogene Gruppe gewebsstandiger Zellen, die in 2 Populationen
unterteilt werden: MC+ (Tryptase-positiv, Chymase-negativ) und MCr+c (Tryptase — und
Chymase-positiv), wobei erstere bevorzugt in Schleimhauten vorkommen und eine Rolle
bei allergischen/parasitéaren Erkrankungen einnehmen, wahrend letztere eher in Binde-

gewebe zu finden sind und bei Fibrosen wichtig zu sein scheinen. [53]

Mastzellen stammen ab von hamatopoetischen Progenitorzellen, welche insbesondere
im Knochenmark, aber beispielsweise auch in weillem Fettgewebe zu finden sind, die
Ausreifung erfolgt im Gewebe. [104] In allergischem Asthma scheint hierbei insbeson-

dere der hochspezifische Mastzellrezeptor FceRI eine Rolle zu spielen, welcher Uiber ein
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Crosslinking zu einer Aktivierung der Mastzellen und einer Migration ins Gewebe flhrt.
[62,167]

Lokalisiert sind diese vor allem in direkter Nachbarschaft zu Epithel, BlutgefalRen und
Nerven sowie in Luftwegen und im Gastrointestinaltrakt auch in der Nahe glatter Mus-

kelzellen und Drusen. [90]

Mastzellen enthalten Granula mit verschiedenen Mediatoren (Histamin, Heparin, Pro-
teasen wie Chymase und Tryptase, Plattchenaktivierender Faktor [PAF],
Tumornekrosefaktor alpha [TNF- a] und sind Uberdies Produzenten fettldslicher Arach-
idonsauremetaboliten (IL-1/4/5/6/13/33, Prostaglandine, Leukotriene). Diese Signal-
stoffe fihren in der Summe zu gesteigerter IgE-Produktion, Leukozytenadhasion, -akti-
vierung und —migration, Fibroblastenaktivierung, Bronchokonstriktion, Mukusproduktion,
Vasodilatation sowie Nervenstimulation, zusammengefasst also zu entscheidenden Ef-
fekten in der Pathophysiologie allergischer Erkrankungen. [53,82,174] Eine besondere
Rolle kommt den beiden Proteasen Chymase und Tryptase (benannt nach ihrer Ahnlich-
keit zu Trypsin/Chymotrypsin) zu, welche zusammen ca. 25% der Gesamtproteinmenge

in Mastzellen ausmachen.

Tryptase ist in allen Mastzellen zu finden und wird als moéglicher Mastozytose-Indikator
gesehen. Es wird im Komplex mit Heparin gespeichert und bisher konnte dieses Enzym
in keiner anderen Koérperzelle nachgewiesen werden. Das Protein liegt in Mastzellen in
aktivierter Form vor, eine Selbstverdauung wird verhindert durch das protonenreiche Mi-
lieu innerhalb der Granula. Mastzelliberstand I6st eine nicht unbeachtliche Verengung
der Bronchien aus, welche durch Aprotinin, einem Tryptase-Antagonisten, deutlich ab-
geschwacht wird. Aullerdem wirkt Tryptase vasoaktiv, proinflammatorisch, chemotak-
tisch und als Stimulanz der Gewebeheilung. [122,204] Es ist Uberdies bedeutend beim
Airway-Remodeling. Es wurde gezeigt, dass es, vermittelt Gber eine Aktivierung der Mat-
rix Metalloprotease-1, zu einer gesteigerten Produktion extrazellularer Matrix fihrt und

weiterhin Asthmasymptome verschlechtert. [178]

Chymase ist nicht in allen Mastzellen vorhanden und in den menschlichen Alveolen geht
man nur von etwa 6% Chymase-positiver Mastzellen aus, wohingegen in kleineren Luft-
wegen fast 50 Prozent der Mastzellen positiv anfarbbar fir Chymase sind. Hautmastzel-
len enthalten fast zu 100%, Mastzellen in der Submukosa des Dinndarms zu 77% (wo-
hingegen in der Mukosa nur zu 19%) und Knochenmarksmastzellen zu 50% Chymase.
Es wird zusammen mit Histamin wahrend der Exozytose der Mastzellen aus deren Gra-
nula freigesetzt und potenziert den Effekt ebendieses Molekiils. Aulerdem spielt es eine
entscheidende Rolle in der glanduldren Sekretion. In der BAL von Mukoviszidose-Pati-

enten werden Werte von bis zu 87% Chymase-exprimierender Mastzellen gefunden
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(normal: 0-7%), sodass insbesondere bei diesem Krankheitsbild eine wichtige Rolle an-
zunehmen ist. [17,122,134]

Sowohl Chymase als auch Tryptase besitzen Peptidase-Aktivitat und sind in der Lage,
das vasoaktive intestinale Peptid (VIP; beide, vor allem aber Tryptase), Substanz P (SP)
(Chymase) und Angiotensin | (Chymase, 20x potenter als das Angiotensin-Converting-
Enzym ACE) zu aktivieren. Chymase spielt weiterhin eine Rolle beim Prozessieren ver-
schiedener Matrix-Proteine (z.B. Laminin, Fibronectin, Gap junctions, Insulin-like growth
factor 1) sowie Enzymvorstufen (Matrix-Metalloproteasen, Transforming growth factor
beta, Stem cell factor (SCF), Kallikrein u.a.). [54,69,89,243]

3.2 Die TRP - Kanile — Ubersicht

Zuerst beschrieben wurden Transient receptor potential cation - Kanale (TRPC) 1969
bei einer Mutante der Fruchtfliege Drosophila melanogaster. [105] Dabei stammt der
Name des ,transient receptor potential® von dem beobachteten schnellen Abfall des
Membranstroms bei anhaltender Lichtstimulation. [171,172] Bis heute wurden 8 Unter-
familien mit innerhalb jeder Familie jeweils ahnlichem Aufbau und Aktivierungsmecha-
nismus dieser Kanale identifiziert, darunter die Vanilloid-Rezeptoren (TRPV) und die
Ankyrin-Unterfamilie. [109,153]

~\‘ ‘.."‘.‘9‘

(V]

Abbildung 1 Modell eines TRP-Kanals

Zur Familie der TRP-Kanale gehdren mindestens 28 Proteine [65], denen gemeinsam
ist, dass sie aufgebaut sind aus 6 Transmembrandomanen, flankiert von der variablen
zytoplasmatischen Domane, von denen jeweils 4 Homo- oder Hetero-Tetramere formen

und Kationen (v.a. Ca?") bereits nach leichter Konformationsanderung das Durchqueren
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der Membran durch einen lonenkanal zwischen Domane 5 und 6 ermdglichen.
[65,109,200]

TRP — Kanale konnten bereits in Hefezellen nachgewiesen werden, was daflrspricht,
dass sie schon sehr lange existieren. [109] Bekannt ist, dass sie in vielen unterschiedli-
chen Geweben des menschlichen Kérpers exprimiert werden (Haut, ZNS, Gastrointesti-
naltrakt, Mukosa, Atmungssystem) und eine wichtige Rolle bei der Wahrnehmung von
Umweltreizen spielen. [226] Auch wurde, der Entdeckung der Expression im endoplas-
matischen Retikulum (ER) folgend, eine Rolle bei der Calciumhomdostase und Apoptose
postuliert. [231] Mutationen in bestimmten TRP-Kanalen kdnnen zudem zur Entwicklung
eines Nephrotischen Syndroms sowie endstandigem Nierenversagen fuhren, bzw. wei-
tere Nierenkrankheiten (z.B. im Rahmen eines Diabetes oder autoimmuner Prozesse)
beeinflussen. [76,103]

3.3 Transiente Rezeptor-Potential-Kationenkanal Subfamilie V

TRPV1 gilt als der bekannteste Rezeptor der TRP-Familie und wurde 1997 zum ersten
Mal mithilfe humaner embryonaler Nierenzellen isoliert. [40] Der humane Rezeptor, wel-
cher aufgebaut ist aus 839 Aminosauren, ist insbesondere bekannt fiir seine Rolle in der
Schmerzwahrnehmung und als Ansatzpunkt in der Entwicklung neuer Analgetika. [40]
Aufgrund verschiedener Probleme, darunter einer gefahrlichen Hyperthermie unter Blo-
ckade des Rezeptors, gelang es bisher nicht, ein systemisches Medikament zur klini-
schen Reife zu bringen. [91] Dagegen wird Capsaicin mit vielversprechenden Ergebnis-
sen in verschiedenen Pflastern und Cremes bereits verwendet, z.B. zur Behandlung von

Pruritus und verschiedenen Arten von Schmerz. [108]

3.3.1 Funktionsweise

Nach der Aktivierung von Nervenfaser-assoziierten-TRPV1 durch einen der zahlreichen
Agonisten kommt es zu einer Signalkaskade, die letztendlich zu einer Freisetzung ver-
schiedener Neuropeptide aus der Nervenfaser, z.B. SP, Neurokinin A (NKA) und
Calcitonin Gene-Related Peptide (CGRP) fuhrt. SP vermittelt Vasodilatation, Plasma-
exsudation und Mukussekretion, wahrend NKA beispielsweise Bronchokonstriktion und

eine Verstarkung cholinerger Reflexe verursacht. [20]

3.3.2 Capsaicin /| Wahrnehmung von Scharfe

Capsaicin ist ein potenter Agonist des TRPV1-Rezeptors und Bestandteil von scharfen
Speisen und verschiedenen Paprikaarten. In Sdugetieren konnte nachgewiesen werden,

dass eine Capsaicin - Exposition terminaler Nervenendigungen zu Aktivierung
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ebendieser und damit zu einem Gefuhl brennenden Schmerzes fuhrt. [41] Dies aber nur
initial, sekundar konnte eine Desensibilisierung und somit, wie weiter unten weiter aus-

geflihrt, eine mdgliche Anwendung als Analgetikum nachgewiesen werden. [27,43,95]

3.3.3 Temperaturempfinden

In verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass eine Temperatur, die 43°C Ubersteigt und
damit schmerzhaft fir den Menschen ist, in der Lage ist, den TRPV1-Rezeptor zu akti-
vieren. [41,43,233] Bereits Gber 20°C konnte ein Anstieg der Calciumkonzentration im
Zytoplasma verzeichnet werden, aber erst bei Uberschreiten der 42°C — Schwelle war
diese Antwort signifikant groRer als die Antwort der Kontrollgruppe auf die gleiche Tem-
peratur. [41] Dabei korrelieren Temperatur- und Capsaicin-abhangige Stroéme auf statis-
tisch signifikantem Niveau miteinander (r=0,82). Weiterhin kann eine Cross-Desensibili-
sierung und eine Abnahme der Hitzestrome in Anwesenheit von TRPV1-Antagonisten
(Ruthenium rot / Capsazepin) beobachtet werden. [232] In vivo kommen diese Tempe-
raturen z.B. vor bei exzessiver sportlicher Betatigung. In einem pathologischen Setting
kann es bei Verbrennung der Haut, bei Fieber und auch in von Asthma vorbelasteten

Atemwegen zu solchen Temperaturen kommen. [186,226]

Uberdies wurden mehrere Substanzen identifiziert, beispielsweise Ethanol und
Progstaglandine (die bei Inflammation eine entscheidende Rolle spielen), welche die
Temperaturschwelle fiir die Aktivierung des Rezeptors absenken (von 43° auf 34°C) und
den Stromfluss verstarken kdnnen. [100,191,234,240]

Gleichzeitig existieren allerdings auch Studien, welche demonstrieren, dass die Rolle
des Rezeptors nicht absolut zu sein scheint. 2014 wiesen Woodbury et al. eine normale

Antwort TRPV1-negativer Mause auf Temperaturanderungen nach. [254]

3.3.4 H+-lonen

Es wurde beobachtet, dass ein Abfall des pH in den Bereich 7,0-5,5, ein Bereich der
durchaus auch physiologisch ist bei auRergewohnlicher Laktatbelastung oder im Falle
von Krankheiten wie COPD und Asthma [119,198,226,246], eine Aktivierung des
TRPV1-Rezeptors und einen Strom uber die Zellmembran bewirken kann, welcher durch

Capsazepin signifikant verringert wird. [31,232,233]

3.3.5 Modulatoren

Versuche mit H89, einem Antagonisten der Proteinkinase A, zeigten, dass dieser Anta-

gonist die Prostaglandin-induzierte Antwort komplett unterdriickte. [100]
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Ahnliche Effekte wurden fiir die Proteinkinase C beschrieben, die dariiber hinaus auch
selbst zu einer Offnung des TRPV1-Kanals fiihrt. Die Proteinkinase C ist beispielsweise
von Bedeutung in der durch Bradykinin und Anandamide in Gang gesetzten Signal-
kaskade. [191,240]

3.3.6 Schmerzwahrnehmung
Definition Schmerz = ,,An unpleasant sensory and emotional experience associated

with actual or potential tissue damage, or described in terms of such damage.“[228]

Die Expression von TRPV1 in Hinterhorn- und trigeminalen Ganglien sowie C- und Ad-
Fasern zusammen mit seiner Aktivierung von toxischen Substanzen |asst eine Rolle in
der polymodalen Integration verschiedener Stimuli und der Schmerzempfindung vermu-
ten und zahlreiche Studien untermauern diese These. [1,42,43,96,151,180,232]

In mehreren Studien aus den Jahren 1987-1989 konnte ein analgetischer Effekt nach
der topischen Administration von Capsaicin bei verschiedenen Krankheitsbildern gezeigt
werden, darunter diabetische Polyneuropathie, Cluster-Kopfschmerz, Herpes Zoster,
Psoriasis sowie Post-Mastektomie-Schmerz  und  lokaler  Stumpf-Schmerz.
[26,27,114,194,196,208,249]

Auch neuere Studien bestatigen dies, beispielsweise konnte eine Antagonisierung des
TRPV1-Rezeptors E.Coli-infizierter Mause ein Auftreten des chronischen pelvinen
Schmerzsyndroms verhindern, der gleiche Effekt konnte ebenfalls beobachtet werden
bei TRPV1”-Mausen. [195]

3.3.7 Bronchokonstriktion und Hustenreflex

Bei Patienten mit chronischem Husten sind, im Vergleich zu einer asymptomatischen
Kontrollgruppe, signifikant vermehrt (p<0,01) TRPV1-positive glatte Muskelzellen in den
Bronchien vorzufinden. [106,169]

Weiterhin kann bei asthmatischen Patienten durch Gabe von Capsaicin eine Verminde-
rung des FEV1 erreicht werden, wohingegen bei gesunden Probanden dieser Effekt
nicht nachweisbar ist. [107] Auch eine Unterdriickung des Hustenreflexes durch TRPV1-

Antagonisten kann beobachtet werden. [68]

Darlber hinaus konnte in einem Ovalbumin-Maus-Modell aus dem Jahr 2018 objektiviert
werden, dass eine Ausschaltung des TRPV1-Rezeptors durch Capsazepin und TRPV1-
siRNA zu einer verringerten Hyperreaktivitat der Atemwege, verminderten Leveln an Ent-
zindungsmediatoren und geringerem Remodeling fiihrt. [51] Dieser Effekt der verringer-

ten AHR bei ACh-Inhalation und verminderter Inflammation nach Behandlung mit
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TRPV1-Antagonisten wurde in weiteren Studien im Zusammenhang mit feinen Luftpar-
tikeln bestatigt. [155,256]

3.3.8 Mukussekretion

Applikation von Capsaicin als Aerosol in die Trachea von Ratten fuhrt zu einer signifi-
kanten Zunahme der Mukusmenge im MRT und in der BAL. Sowohl Capsazepin als
auch Neurokinin 1 - und Neurokinin 2 - Antagonisten unterdricken diesen Effekt.
[133,226]

3.3.9 Darmmukosa

Die Darmmukosa wird innerviert von Hinterhornganglien sowie Ganglien des N. Vagus.
Viele dieser Neurone sind TRPV1-positiv und man nimmt eine Rolle bei der Entstehung

alkoholinduzierter Magen-Darm-Ulzera an. [92]

3.3.10 Apoptose

Es konnte nachgewiesen werden, dass Capsaicin auf einem statistisch signifikanten Ni-
veau (p<0,05) zu Zelltod in kortikalen Neuronen von Ratten flhrt. Dieser Effekt konnte
aufgehoben werden durch Capsazepin. Weitere Studien bestatigen diese proapoptoti-
sche Wirkung durch ER-Stress, vermittelt durch Calcium-Influx aus dem endoplasmati-
schen Retikulum durch Aktivierung des TRPV1-Pools der ER-Membran. [7,183,221]

Weitere Untersuchungen zeigten, dass L-Typ-Ca**-Kanal-Blocker das Ausmaf der Zy-
totoxizitat verringern kénnen. [207] Ebenfalls konnte die Zytotoxizitat verringert werden
durch Inhibitoren der ERK (Extracellular signal-regulated kinase) und Antioxidantien, so-
dass der apoptotische Effekt von TRPV1 vermutlich vermittelt wird durch L-Typ-Ca?*-
Kanale, ERK und reaktive Sauerstoffspezies (ROS). [207]

Partikel-induzierte Apoptose durch kleinste Partikel in der Luft sind ein weltweites Ge-
sundheitsproblem, hauptsachlich weil sie kardiovaskulare sowie pulmonale Probleme
verursachen. Eine Studie aus dem Jahr 2004 konnte zeigen, dass der Partikel-induzierte
Zelltod durch Blockierung des TRPV1-Rezeptors mit Capsazepin verhindert werden
kann und TRPV1 damit ein wichtiger Bestandteil in der Signalkette sein muss. Die glei-
che Studie bestéatigt das Ergebnis ebenfalls fir TRPV1". [2]
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3.4 TRPA1 - ein weiterer Kanal der TRP-Familie

Isoliert wurde der TRPA1-Rezeptor zum ersten Mal im Jahr 1999 von humanen Lungen-
fibroblasten. Das Gen ist lokalisiert auf 8q13 und codiert fir ein 1119 Aminosauren lan-
ges Protein. [126] Seinen Namen erhalt das Protein daher, dass es in seiner N-termina-
len Domane 13 -18 Ankyrin-Wiederholungen enthalt, wobei jede Wiederholung aus 33
Aminosauren besteht. Der generelle Aufbau entspricht dem aller TRP-Kanale.
[23,126,257]

Zum aktuellen Zeitpunkt wurden 5 Antagonisten des TRPA1-Rezeptors in klinischen Stu-
dien zugelassen, die meisten davon wurden in Phase 1 abgebrochen, eine davon er-
reichte jedoch auch Phase 2 (Glenmark GRC 17536 zu diabetischer Neuropathie) und
erbrachte laut Hersteller statistisch signifikante und klinisch relevante Effekte.
[46,48,93,97,184]

3.4.1 Aktivierung und Funktion

3411 Funktionsweise

TRPA1 kann direkt aktiviert werden durch verschiedene Liganden, was zu einer Konfor-
mationsanderung und somit zu einem Membranstrom fuhrt. Der Rezeptor kann aber
auch aktiviert werden durch die Phospholipase-C-assoziierte Signalkaskade. Viele Neu-
rotransmitter und Wachstumsfaktoren aktivieren die Phospholipase C (z.B. Bradykinin),

sodass eine Verstarkung der Entziindungsreaktion iber TRPA1 mdglich erscheint. [22]

Diese wird am ehesten vermittelt iber einen Ca**-Einstrom in die Zelle und verstarkte
Ausschittung verschiedener Zytokine (NKA, SP, CGRP, ATP, Leukotriene, TNF-a, und
IL-18), welche die Inflammation und verstarkte Kontraktion glatter Muskelfasern der
Bronchien beglinstigen. [128,256,257]

3.4.1.2 Chemosensor

TRPA1 kann aktiviert werden von allyl-Isothiocyanat, besser bekannt als Senfél, sowie

Zimtaldehyd, welches aus Zimtél gewonnen wird. [230,257]

Weiterhin erfolgt eine Aktivierung durch Molekile, welche insbesondere bei oxidativem
Stress auftreten, wie zum Beispiel ROS, reaktive Stickstoffverbindungen, Akrolein (ent-
halten in Tranengas) und andere elektrophile Molekdle (z.B. 4-Hydroxynonenal und 4-
Oxynonenal). [25,230,257] Auch viele in der Luft enthaltene Schadstoffe regen TRPA1
an, darunter Formaldehyd, H.S, CO;, H20,, UV-Licht und Schwermetalle. [257] Ebenfalls

scheint eine wichtige Rolle des Rezeptors in Bezug auf die schadlichen Effekte von
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Tabak mdglich, da er aktiviert wird von einer Reihe Molekiile, welche enthalten sind in
Tabakrauch (z.B. Krotonaldehyd, Akrolein, Acetaldehyd und Nikotin). [10,34,227]

Auch einige Medikamente wie NSAR, manche Anasthetika (Isofluran, Lidocain), nitrierte
Fettsauren und Entziindungsmediatoren wie Prostaglandine und Bradykinin (Uber G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren und die Phospholipase C) fihren zu einem Stromfluss
Uber die Membran. [19,23,230,257]

3.4.1.3 Temperatur

Fur den TRPA1-Rezeptor wurde eine direkte Aktivierung durch Kalte postuliert, die Stu-
dienlage hierzu ist aber noch uneinheitlich. Einige Paper konnten diesen Effekt nachwei-
sen [19,74,132,144,146,209,220,242,253], wohingegen andere, ebenfalls sehr hochka-
ratig publizierte Studien, diesen widerlegen. [22,47,59,129,138,147,266,268] Insbeson-
dere aktuellere Studien beschreiben ebenfalls eine Rolle in der Reaktion des Koérpers
auf Hitze, ahnlich TRPV1. [113,209,239,259]

3.4.1.4 Mechanotransduktion und Schmerz

Gleiches gilt fur die Mechanotransduktion in Haarzellen des Innenohrs, die zwar vorge-
schlagen und durch den Nachweis von TRPA1-mRNA im Innenohr, dem Nachweis von
TRPA1 in Stereozilien, sowie dem Nachweis eines verringerte Stroms bei TRPA1-
knockdown — Haarzellen der Maus und des Zebrafisch untermauert wurde, aber in

Knockout-Mausen nicht zweifelsfrei nachgewiesen werden konnte. [60,146]

Dariiber hinaus zeigten TRPA1” Mause eine verringerte Antwort auf schmerzhafte Na-
delstiche. [146] Dieses Ergebnis konnte in einer weiteren Studie bestatigt werden, wobei

hierbei keine Nadelstiche, sondern mechanischer Druck verwendet wurde. [188]

Weitere Studien zeigen ebenfalls eine mdgliche Rolle in weiteren Formen des Schmer-
zes wie neuropathischem und dysfunktionalem Schmerz und krebsassoziierter Hyperal-
gesie. [12,15,125,214,244]

3.4.1.5 Juckreiz

Eine Behandlung mit TRPA1-Antagonisten flhrt zu einer verringerten Hyperalgesie bei
M&ausen im Rahmen der Behandlung von Juckreiz und auch eine direkte Rolle in der

Signalkaskade Histamin-induzierten Juckreizes wurde beschrieben. [235,252,262]

Neuere Studien bestatigen ebenfalls diese Rolle des Rezeptors in der Pathogenese des
Histamin-induzierten, aber auch Histamin-unabhangigen Juckreizes im Rahmen ver-

schiedener Erkrankungen, darunter atopischer Erkrankungen wie der atopischen
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Dermatitis und allergischen Kontaktdermatitis, aber auch verbrennungsinduzierten Juck-
reizes und parasitater Erkrankungen wie Skabies. [161,202,252,258,261]

Fur Psoriasis dagegen konnte ein protektiver Effekt des TRPA1-Rezeptors demonstriert
werden und auch in der Pathogenese des Zimtaldehyd-induzierten Juckreizes konnte
eine Rolle des TRPA1-Rezeptors nicht bestatigt werden. [73,267]

3.4.1.6 Hypoxie

Hypoxie fihrt Gber eine Inhibition der Prolyl-Hydroxylase und damit einer Dehydroxylie-
rung von Prolinmolekiilen der N-terminale Ankyrin-repeats zu einer Offnung des Kanals.
[170,225] Uber den gleichen Pathomechanismus vermutet eine japanische Forscher-
gruppe (So et al.) ebenfalls eine Rolle in der Entwicklung von Dyséasthesie bei Mausen

im Rahmen eines verminderten Blutflusses bei vaskularen Erkrankungen. [212,213]

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass eine schnelle Anderung von chronischer Hypoxie
zu Normoxie in Mausen zu einer Mastzellaktivierung Uber den TRPA1-Rezeptor und

Degranulierung fuhren kann. [163]

3.4.1.7 Bedeutung von TRPA1 bei Asthma

In einem spezifischen OVA-Mausmodell zu nicht-allergischem Asthma, das CIO™( einen
TRPA1-Agonisten) beinhaltete, konnte gezeigt werden, dass TRPA1"-M&use in diesem
Modell keine bronchiale Hyperreagibilitdt entwickeln, wohingegen Wildtyp-Mause und

TRPV17-Mause eine signifikant starkere Reaktion zeigen. (p < 0.01)

Die Autoren schliellen daraus, dass die bronchiale Hyperreagibilitat in ihrem Modell das
Resultat einer Interaktion zwischen dem Nervensystem und dem Immunsystem Gber
TRPA1 sein muss. Dabei scheint SP ebenfalls eine entscheidende Rolle zu spielen.
[85,117]

Anhnlich dem TRPV1-Rezeptor und in gegenseitiger Beeinflussung flhrt auch die Akti-
vierung von TRPA1 zur spezieslUbergreifenden Auslésung des Hustenreflexes, bezie-

hungsweise unterdriicken entsprechende Antagonisten diesen. [30,33,94,157]

Funktionell kommt es bei einer Inhibition von TRPV1 und TRPA1, mdglicherweise auf-
grund eines verminderten Ca®*-Einstroms und geringeren Zytokin-Ausschittung, zu
deutlich verminderter AHR und Inflammation, wobei der Effekt von TRPA1 im Vergleich
zu TRPV1 deutlicher ausgepragt ist und eine weitere Studie diesen Effekt im Rahmen
eines OVA-Mausmodell bei TRPV1”-Mausen gar nicht nachweisen konnte, wohl aber
bei TRPA1” Mausen. [16,117,238,256]

Auch in einem Modell zur allergischen Rhinitis konnte gezeigt werden, dass ein TRPA1-

Anatgonist (namentlich HC-030031) zu einer geringeren Entzindungsreaktion
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(gemessen Uber Zelldifferenzierung und Quantifizierung von Typ-2-Zytokinen in nasaler
und bronchialer Lavage sowie direkter histopathologischer Beurteilung), verringertem
Juckreiz und weniger bronchialer Hyperreagibilitat in den oberen Atemwegen mit Oval-

bumin behandelter Mause zu flihren scheint. [85]

In einer weiteren Studie wurde ebenfalls untersucht, ob TRPV1 und TRPA1 Uber nicht-
neuronale Mechanismen zu einer Inflammation der Atemwege fuhren kénnen und im
Ergebnis wurde dies nur fir TRPA1 bestatigt. Hierzu wurden Fibroblasten, Epithelzellen
und glatte Muskelzellen der Lunge in Kultur getrennt mit TRPA1- und TRPV1-Antago-
nisten behandelt und ihre Reaktion auf Akrolein und Zigarettenrauch beobachtet. Nur
bei TRPA1-Antagonisten kam es zu einer Reduktion der IL-8-Ausschiittung. [177] Dies
stimmt Gberein mit den Ergebnissen anderer zu diesem Thema veroffentlichter Publika-
tionen. [72,223,224]

3.4.2 Expression von TRPV1 und TRPA1 im Korper

Tabelle 1 Expression von TRPV1 und TRPA1 im Kdrper

TRPV1 TRPA1
Respi- Im oberen Respirationstrakt, bevor- In Epithel und glatten Muskelzellen
rati- zugt in und in der Nahe glatter Mus- der Luftwege und der Lunge [177]

ons- L
rakt kelzellen sowie in und unter dem In Afferenzen des N.vagus [176]

Epithel [247]

In den unteren Luftwegen, v.a. im
GefaRendothel, im glatten Muskel
der Gefalle, in submukdsen Driisen,
in zilientragenden Epithelzellen und
in Rezeptoren des Respirationstrakts
[248]
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Ner-
ven-
system

Gast-
roin-
testi-
nal-
trakt

Mast-
zellen

weitere

TRPV1

In Hinterhornganglien des Ruicken-
marks (35-50%) [168]

In Trigeminusganglien (35-50%) und
trigeminalen Nervenfasern [131,229]

In den Schichten 3 + 5 der Hirnrinde
[168]

Im Limbischen System [168]
In Thalamus + Hypothalamus [168]

In Striatum, Mesencephalon, Forma-
tio reticularis und Substantia nigra
[168]

Im Zerebellum [168]
In der unteren Olive [168]

In Hinterhornganglien sowie Gang-
lien des N. Vagus [92]

In murinen + humanen Mastzellen,

insbesondere im Zytoplasma
[31,263]
Bei Mastozytose sind anndhernd

100% der Mastzellen positiv [216]

In  Urothelium [29],
[120],  Epithel
mandibuléren Ubergangs [121], Kar-

Keratinozyten

des temporo-

diomyozyten [11]

TRPA1

In sensorischen, insbesondere
schmerzbezogenen Neuronen von
Trigeminus-, Hinterhorn- sowie
Vagusnervganglien

[28,56,85,220,230]
In Haarzellen des Innenohrs [60]
In Astrozyten [206]

Im sympathischen Nervensystem
[211]

Insbesondere in enterochromaffine
Zellen [181] und parasympathi-
sches Efferenzen des Kolon/Blind-
darm [148]

In  Hinterhorn- sowie Vagus-
nervganglien [28,56,220,230]

In Mastzellen der menschlichen
Haut [182]

In Fibroblasten der Submukosa des
Oropharyngealtrakts [6]

In Keratinozyten, Prostata [99], En-
dothel und weiteren vaskularen Zel-
len [77,78], Odontoblasten und im
Zahnfleisch [79,80], Harnblase
[123,141]

In Kardiomyozyten [11]
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3.4.3 Colokalisation und Interaktion von TRPA1 und TRPV1

Eine Studie aus dem Jahr 2016 demonstriert, dass sowohl TRPV1 als auch TRPA1 ex-
primiert und colokalisiert sind in Kardiomyozyten, sowie in 30-50% aller TRPV1-positiven
Neuronen. Dagegen exprimieren Neuronen kaum jemals TRPA1 isoliert ohne TRPV1.
[86,139,219,220,241]

Beide Rezeptoren scheinen sich gegenseitig zu beeinflussen. In verschiedenen Studien
wurde postuliert, dass TRPA1 TRPV1 desensibilisieren kann und umgekehrt. [3,4,129]
Allerdings wurde auch gezeigt, dass TRPA1-Aktivierung die Sensitivitdt von TRPV1-Ka-
nalen erhéhen kann. [215,264] Als mdglicher Signalweg wurde in verschiedenen Publi-
kationen vorgeschlagen, dass, da TRPA1 aktiviert werden kann durch einen intrazellu-
laren Anstieg der Calcium-Konzentration, dieser vermittelt sein kénnte durch TRPV1.
[22,129,215]

Es ist bekannt, dass TRP-Kanéale in der Lage sind, Homotetramere zu formen. [135] In
der Folge wurden fur verschiedene Kanale auch Heteromere nachgewiesen, so 2014
von Fischer et al. auch fir TRPV1 und TRPA1, wobei TRPA1 in diesem Heteromer eine
inhibierende Wirkung auf TRPV1 auszuiben scheint. [49,87,112,140,218]

3.5 FceRI - high-affinity IgE receptor

Der hochaffine IgE-Rezeptor (auch FceRl/ Fc epsilon RI) gehért funktionell und struktu-
rell zur Familie der B- und T-Zell-Rezeptoren und ist aufgebaut aus 4 transmembranaren
Domanen, begrenzt von den proteintypischen Amino- und Carboxygruppen. Dabei Uber-
nimmt die alpha-Untereinheit antigenbindende Funktionen, die beta-Untereinheit dient
der Signalverstarkung und die 2 gamma-Untereinheiten vermitteln das Signal. Im Allge-
meinen bildet der Rezeptor Homodimere, welche Uber Disulfidbriicken verbunden sind,
wobei in Menschen auch eine alternative trimere Form existiert. [192] Er bindet hochaffin
die konstante Fc-Region von Immunglobulin E (IgE), einem Antikérper der vor allem eine
Rolle in der Parasitenabwehr sowie bei Erkrankungen des allergischen Formenkreises
spielt. [143,237,255]

Im Unterschied dazu bindet der auf vielen Zellen lokalisierte FceRII-Rezeptor, ein struk-
turell nicht verwandtes C-Typ-Lektin, auch bekannt unter CD23, mit niedriger Affinitat an
IgE. [45]

Auch l6sliche, nicht-zellgebundene Formen beider Rezeptoren sind beschrieben. [189]
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3.5.1 Aktivierung und Funktion

Die Aktivierung des Rezeptors erfolgt entweder direkt durch den konstanten Teil eines
IgE-Antikorpers (im Verhaltnis 1:1), dabei ist ein Crosslinking mehrerer Rezeptoren Uber
multivalente Antigene oder Uber das IgE- und FceRI-bindene Protein Galection 3 vonno-
ten. [136,189,205,237] Dies flhrt Gber Phosphorylierung der alpha- und gamma-Einheit
zu einer Signalkaskade, die unter anderem die Phospholipase C aktiviert und damit még-

licherweise auch Einfluss auf TRPA1 nimmt.

Weiterhin kommt es zu einer intrazellularen Calciumfreisetzung aus dem endoplasmas-
tischen Retikulum, damit zu einer Aktivierung der Proteinkinase C und Uber den Anstieg
der intrazellularen Calciumkonzentration ebenfalls zu einer mdglichen direkten Wirkung
auf TRPA1. Ebenfalls festgestellt werden kann eine Aktivierung verschiedener Kinasen
(ERK, c-Jun-N-terminale Kinasen, mitogen-activated protein-Kinasen u.a.), eine Hista-
minfreisetzung aus der Zelle und eine gesteigerte Zytokinproduktion der Zelle.
[13,22,129,215]

Das Endresultat all dieser Prozesse ist eine Mastzellaktivierung und die Exozytose oben

bereits beschriebener Mastzellgranula. [192]

3.5.2 Lokalisation von FceRI

Bis zu diesem Zeitpunkt wurde FceRl in seiner tetrameren Form nachgewiesen auf Mast-
zellen und basophilen Granulozyten. [143,192,255] Die trimere Form wird insbesondere
exprimiert von antigenprasentierenden Zellen (Dendritische Zellen, Langerhanszellen
der Haut, Monozyten) und eosinophilen Granulozyten. [159,164,192,255] Dabei schei-
nen nahezu alle Knochenmarks-Mastzellen positiv flir FceRI zu sein (untersucht durch

Durchflusszytometrie), was flr die enorme Wichtigkeit des Proteins spricht. [134]

Besonders dicht ist die FceRI-Dichte in Gewebsmastzellen (bis zu
500 000 Kopien / Zelle), vermutlich als Folge einer Hochregulation durch IgE.
[98,143,159]

Es wurde gezeigt, dass der Grofdteil der FceRI-Rezeptoren intrazellular lokalisiert sind.
Bei Expression auf der Zelloberflache ohne Bindung eines IgE-Antikdrpers werden 50%
der Rezeptoren innerhalb von 24h zurick in die Zelle verlagert. Kommt es dagegen zu

einer Bindung, persistiert der Rezeptor auf der Zelle. [160]
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3.5.3 Bedeutung von FceRI bei Asthma

Die Sofortreaktion beim allergischen Asthma wird im Wesentlichen vermittelt durch IgE.
Es gibt bereits Medikamente (z.B. der IgE-spezifische Antikdrper Omalizumab), welche
mit grolRem Erfolg Uber eine Verringerung der IgE-Spiegel zu einer Verbesserung des
allergischen Asthmas flhren. Dabei reduziert Omalizumab die FceRI-Expression asth-
makranker Patienten auf basophilen Granulozyten um 95% und verringert signifikant die
Spiegel von IL-4, IL-8 und IL-13 als Antwort auf FceRI-Aktivierung. Bei Mastzellen kam
es durch Omalizumab ebenfalls zu einer Reduktion der FceRI-Expression von 89% nach
einer Woche, Tendenz mit der Zeit steigend und einer um mehr als 90% verringerten
Histaminausschittung. [24,98,260]

Fur die allergische, IgE-vermittelte Sofortreaktion beim Asthma scheint in erster Linie der
FceRI-Rezeptor verantwortlich zu sein, welcher Gber ein Crosslinking mit anderen FceRI-
Rezeptoren zu Mastzelldegranulation sowie der Neusynthese von Lipidmediatoren fihrt.
[13,98]

3.6 Ziel der Doktorarbeit

Es ist bekannt, dass Mastzellen eine wichtige Rolle in der Entwicklung von Asthma und
im Besonderen der friihen Phase spielen. Ein entscheidender Rezeptor hierflr ist der

hochaffine Mastzellrezeptor FceRI.

Die beiden Rezeptoren TRPV1 und TRPA1 sind von grofder Bedeutung als polymodale
Integrationszentren fur verschiedene chemische, thermische und physikalische Stimuli.
Es wurde bereits gezeigt, dass TRPV1 und TRPA1 in Neuronen und zumindest TRPA1
vermutlich auch in nicht-neuronalen Zellen eine wichtige Funktion in der Pathogenese
allergischen Asthmas spielen und dort auch als méglicher Therapieansatz gelten. Da
weiterhin insbesondere zur Expression der Rezeptoren in Lungenmastzellen bisher
keine Arbeiten publiziert wurden, soll in dieser Arbeit hierzu ein erster Grundstein gelegt

werden.

Ebenfalls ist bekannt, dass sowohl FceRI als auch TRPV1 und TRPA1 auf Mastzellen
exprimiert werden und Uber verschiedene Signalwege eine Interaktion wahrscheinlich
ist. Es ist daher gut denkbar, dass Uber die Vermittlung der Interaktion zwischen neuro-
nalem System und Immunsystem hinaus die Rezeptoren ebenfalls als Werkzeug der
Mastzellen dienen, um schadliche Einflisse in der Umgebung wahrzunehmen und da-

rauf zu reagieren.

Der erste Teil dieser Publikation beschéaftigt sich damit, die bronchoalveolare Lavage,

die IgE-Level im Blut sowie das bronchiale Remodeling gesunder Kontrolltiere mit dem
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an Asthma erkrankter Tiere sowie gesunden und erkrankten TRPV17- C57BL6/J zu ver-

gleichen.

Im zweiten Teil der Arbeit wird untersucht, ob und welcher Anteil der Mastzellen TRPV1,
TRPA1 und FceRI exprimiert, inwieweit diese miteinander colokalisiert sind, auf welcher
der Mastzellpopulationen Mtc und My sie bevorzugt vorkommen und inwiefern das Aus-
schalten des TRPV1-Rezeptors in Knockout-Mausen zu einer Veranderung des Vertei-

lungsmusters der beiden verbleibenden Rezeptoren fuhrt.

Das Ziel hierbei ist, naher zu untersuchen, auf welche Art und Weise Mastzellen mit ihrer
Umgebung in einer pathologischen Umgebung, wie beim Asthma bronchiale gegeben,
interagieren und welche Rolle dabei insbesondere ihre Populationen Mrund M+c einneh-
men sowie welchen Einfluss der TRPV1-Rezeptor in der Pathogenese und der Auspra-

gung des Schweregrades allergischen Asthmas nimmt.
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4 Material und Methoden

4.1 Mause

Es handelte sich um insgesamt 32 Versuchstiere (C57BL6/J; TRPV1” aus kongener
Inzucht), aufgeteilt auf 4 Gruppen a jeweils 8 Tieren. Bei der Halfte dieser Tiere handelte
es sich um TRPV1"-M&use (Gruppen C+D), bei der anderen um Wildtypmause (Grup-
pen A + B). Bei Versuchsbeginn waren diese 6-8 Wochen alt und klinisch gesund. Die
Mause wurden im Tag-Nacht-Rhythmus (12 h Licht / Tag) bei 22°C gehalten. Futterpel-
lets sowie Wasser waren zu jeder Tageszeit verfugbar. Vor Versuchsbeginn hatten alle
Tiere 1 Woche Zeit, um sich an ihre Umgebung zu gewéhnen. Die Bestimmungen des
Tierschutzgesetzes wurden zu jedem Zeitpunkt eingehalten und Gberwacht durch die

Tierschutzbeauftragte der Universitat des Saarlandes.

4.2 HDM-Mausmodell

Abbildung 2 HDM Modéell

HDM/NaCl Ruhetag HDM/NaCI Ruhetag HDM/NaCI ihetag HDM/NaCI Ruhetag HDM/NaCl uhetag

R R R

Analyse und
Auswertung

Abbildung 2 Behandlungsschema an 5 Tagen in der Woche mit Hausstaubmilben-Ex-

trakt Gber einen Zeitraum von 5 Wochen.

Die Mause wurden jeweils an 5 Tagen der Woche behandelt, danach folgten 2 behand-
lungsfreie Tage. Gruppe A und C wurden als Kontrollgruppe intranasal mit physiologi-
scher Kochsalzlésung behandelt, Gruppen B und D mit HDM-Hausstaubmilbenextrakt
(pro Behandlungstag intranasal 50 ul in der Konzentration 0,5 mg/ml Kochsalzlésung).
Um die Behandlung moglichst stressfrei fur die Tiere zu gestalten, wurden sie fur die
Dauer der Applikation mit Isofluran (abbvie) anasthesiert. Das gleiche Anasthetikum
wurde ebenfalls benutzt, um die Tiere vor Entnahme des gesamten zirkulierenden Blut-

volumens aus der Vena cava inferior einzuschlafern.

Das gleiche Modell wurde bereits in unserer Arbeitsgruppe etabliert und mehrmals mit
Erfolg verwendet. [149,203]
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4.3 Blutentnahme

Die Blutentnahme erfolgte aus der Vena cava inferior mithilfe einer diinnen, mit EDTA
vorbehandelten Spritze nach Betdubung der Tiere und Eréffnen des Bauchraums. Das
gewonnene Blut wurde bis zur Zentrifugation auf Eis gelagert. Nach Zentrifugation bei
4° C bei 3xG fir 20 Minuten wurde das Serum abpipettiert und bei -80°C gelagert. Das

Zellpellet wurde verworfen.

44 BAL

Vor Entnahme der Lungen wurden diese zur Zellgewinnung gesplilt. Hierzu wurde eine
dinne Kandule in die Trachea eingefihrt und mit 1 ml PBS-Lésung insgesamt 3 mal

durchsplilt. Zu Beginn erfolgte die Zellzdhlung mithilfe einer Neubauer- Zahlkammer.

Die gewonnene Suspension wurde bis zur Zentrifugation auf Eis gelagert. Nach Zentri-
fugation bei 4°C fur 10 Minuten mit 1200 rpm wurde der Uberstand abpipettiert und
bei -80°C eingefroren. Das Zellpellet wurde mit 1 ml PBS (Gruppe B + D), bzw. 0,5 ml
PBS (Gruppe A + C) resuspendiert. 250 ul dieser Suspension wurden weiterverdinnt
mit 750 pl PBS. Anschlieliend wurden jeweils 200 ul pro Zellfleck auf die Objekttrager
gegeben und bei 1300 rpm fiir 5 Minuten zentrifugiert. Die Fixation erfolgte in einem
Methanolbad fir 10 Minuten. Nach Trocknung wurden die Objekttrager bei -20°C gela-
gert. Die Farbung erfolgte mit Diff-Quick.

Zur Auswertung wurden Fotos in 20x VergréRerung gemacht, ca. 200 Zellen pro Tier
ausgezahlt und die prozentualen Anteile der einzelnen Zellpopulationen errechnet, die
absoluten Zahlen wurden rechnerisch aus diesen Ergebnissen und der Gesamtzellzahl

pro ml der bronchoalveolaren Lavage des jeweiligen Tieres ermittelt.

4.5 Entnahme und Praparation der Lungen

Nach Eréffnen des Brustkorbs wurde ein kleiner Teil der Lungen abgetrennt und in flis-
sigem Stickstoff eingefroren. Die Reste der Lungen wurden in Zamboni-Lésung (2%iges
Formaldehyd + 0,1 M Phosphatpuffer ph=7,4 + Pikrinsaure 15%) eingelegt und im Kuhl-
schrank bei 8°C gelagert. Nach 24h wurde die Zamboni-Lésung fir mehrere Tage aus
den Lungen mit PBS ausgewaschen, bis die Lungen nicht mehr gelb abfarbten, und fur
weitere 24h in 30%ige Sucrose-Ldsung bei 8°C zur Kryoprotektion eingelegt. Am Folge-
tag wurden die Lungen in Tissue-Tek (Sakura) eingebettet, mithilfe flissigen Stickstoffs

eingefroren und bei -20°C aufbewahrt.
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4.6 Beschichtung der Objekttrager

Die fUr die Kryoschnitte verwendeten Objekttrager wurden alle mit 3-Aminopropy-
Itriethoxysilan (APES) beschichtet. Dies ist sinnvoll, da durch kovalente Bindungen zwi-
schen der Glasoberflache sowie den Silanmolekuhlen eine positive Ladung geschaffen
wird, an der die Gewebe [d.h. die negativ geladenen Gruppen (Sialinsauren, Car-

boxylgruppen, Sulphatestergruppen)] besser haften bleiben. [116]

Zu Beginn wurden die Objekttrager fir 5 Minuten in Aceton gegeben. AnschlieRend er-
folgte die Beschichtung in 2% APES, ehe die Objekttrager fir weitere 5 Minuten in Ace-
ton und anschlielRend 5 Minuten in destilliertes Wasser gegeben wurden. Die Trocknung

der Objekttrager erfolgte bei Raumtemperatur.

4.7 Herstellung der Schnitte

Die Schnitte wurden bei - 24°C in einem Kryostat (LEICA CM 1950) hergestellt. Die ge-
frorenen Lungen wurden hierzu mit Tissue-Tek (Sakura) auf den entsprechenden Platten
fixiert. Uberschissiges Gewebe wurde mit der Klinge entfernt, bis ein glatter Schnitt
moglich war (TRIM-Modus). AnschlieRend wurden 8um-Schnitte (sect-Modus; mithilfe
eines Restrainers und Vakuumsaugers) hergestellt, auf dem APES-beschichteten Ob-

jekttrager fixiert und wieder bei -20° C eingelagert.

4.8 Histologische Farbungen

4.8.1 Diff-Quick

Zu Beginn wurden die Objekttrager mit der BAL 15 Minuten bei Raumtemperatur trock-
nen gelassen. Anschliefend erfolgte fur 45 Sekunden in Diff-Quick-L6sung 1 (eosino-
phil; Xanthen-Farbstoff + ph-Puffer + Natriumazid) die Farbung des Zytoplasmas und
direkt im Anschluss fur weitere 45 Sekunden in Diff-Quick-Losung 2 (basophil; Thiazin-
Farbstoff + ph-Puffer) die Farbung der Zellkerne. Das Auswaschen des iberschiissigen
Farbstoffes erfolgte anschlieRend im Wasserbad, bis keine blauen Schlieren mehr ent-
standen. Eingedeckt wurden die Objekttrager mit Entellan (Merck) und gelagert anschlie-

Rend bei Raumtemperatur.
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4.8.2 HE-Farbung

Vor Beginn der Farbung trockneten die Schnitte 20 min an der Luft bei Raumtemperatur.
Im Anschluss wurden sie fur 6 min in Hdmatoxylin gegeben. Nach einem kurzen Zwi-
schenschritt in destilliertem Wasser wurden die Objekttrager fur 5 min in lauwarmem
Leitungswasser geblaut und anschlieend ein weiteres Mal in destilliertem Wasser ge-
waschen (30 s). Danach erfolgte die Rotfarbung in Eosin G (0,5% wassrig) fur 2 min. Um
Wasser zu entziehen, wurden die nunmehr gefarbten Praparate in aufsteigender Rei-
henfolge erstin 70%, dann in 85% und schliel3lich in 99% Ethanol fur je 1 min belassen.
Der letzte Schritt bestand in einem Xylolbad flr 3 min und letztendlich dem Eindecken
mit Entellan (Merck).

4.8.3 PAS - Farbung

Fur die PAS-Farbung wurden die Schnitte 1,5 h bei Raumtemperatur trocknen gelassen.
Anschlie3end erfolgte eine Spulung mit PBS (ph 7,4) fir 5 min. Dann wurden die Schnitte
5 min lang in Periodsaure 0,1% (Merck Milipore 8222880100) gegeben und fur eine Mi-
nute in flieBendem, lauwarmem Wasser gewaschen, ehe sie flir 2 x 2 min in destilliertem
Wasser gespult wurden. Daraufhin lagen die Schnitte fir 20 min in Schiff Reagenz
(ROTH) bei 4°C. Gespult wurde in Sulfitwasser fir 3 x 2 min und anschlieend in destil-
liertem Wasser, in das die Schnitte 3x eingetaucht wurden. Im Anschluss wurden die
Schnitte fir 8 min in Hamatoxylin gegeben und kurz in H,O dest abgesplilt. Das Blauen
erfolgte in Ammoniakwasser unter Mikroskopkontrolle (ca. 6 min). Um Wasser zu ent-
ziehen, wurden die nunmehr gefarbten Praparate in aufsteigender Reihenfolge erst in
70%, dann in 85% und schlieBlich in 99% Ethanol flr je 1 min gegeben. Der letzte Schritt
bestand in einem Xylolbad fir 3 min und letztendlich dem Eindecken mit Entellan
(Merck).

4.8.4 Toluidinblau

Zu Beginn wurden die Schnitte 10 min bei Raumtemperatur trocknen gelassen und an-
schlielend 15 min in PBS (pH=7,4) rehydriert. Gefarbt wurden sie flr 2-3 min in Tolui-
dinblau-Lésung der Firma Roth Carl GmbH & Co. KG. Die gefarbten Praparate wurden
in der Folge in aufsteigender Reihenfolge 2 x 2 min in 70% Ethanol und 2 x 2 min in
reinen Ethanol gegeben. Dies dient dazu, den Praparaten Wasser zu entziehen. Im letz-
ten Schritt wurden die Objekttrager flir 2 min in einem Xylolbad belassen, unter dem

Abzug getrocknet und mit Entellan (Merck) eingedeckt.



Material und Methoden 33

4.9 IgE - ELISA Serum

Bei dem verwendeten ELISA handelte es sich um einen Sandwich-ELISA der Marke
invitrogen. Die Versuchsdauer erstreckte sich tUber 2 Tage. An Tag 1 erfolgte das Anset-
zen des Coating buffers auf PBS-Basis mit dem Capture-Antibody (Anti-IgE; 1:250 Ver-
dinnung). AnschlieRend wurden 100 ul/Well der Lésung verwendet und die Wells-Platte
bei 4°C Uber Nacht inkubiert.

An Tag 2 erfolgte ein zweimaliges Auswaschen der Wells-Platte (1x PBS fur 1 min) mit-
hilfe einer Wasch-Saug-Station. AnschlieRend wurde die Wells-Platte ausgeklopft und
pro Well 250 pl Blocking-Buffer hinzugegeben, welcher fir 2 h dort belassen wurde. In
der Wartezeit erfolgte das Verdiinnen der Serumproben (kranke Tiere 1:440; gesunde
Tiere 1:44) mit dem Assay-Buffer sowie das Ansetzen der Standards (insgesamt 8; von
250 ng/ml bis 0 ng/ml).

Nach einem erneuten 2-maligen Auswaschen der Wells-Platte wurden je 50 ul Assay-
Buffer mit 50 ul der Standards/Proben zusammen pipettiert und fir 2 h inkubiert. An-
schliel’end erfolgten 4 weitere Waschdurchgange und die Inkubation mit je 100 ul des

Detection-antibody fur 1 h (1:250 Verdlinnung; anti-IgE Biotin-gekoppelt).

Um eine Farbreaktion zu erhalten, wurden nach Ablauf der Wartezeit sowie dem vier-
maligen Waschen der Wells-Platte 100 pl / Well Streptavidin (1:400 Verdinnung mit As-
say-Buffer) hinzugegeben und fur 30 min belassen. Es wurde 4 weitere Male gewa-
schen, ehe das Substrat (TMB) hinzugefligt wurde. Nach einer Reaktionszeit von genau
15 min wurde die Farbreaktion gestoppt mit 1M H>SO4. Die Messung der Wells-Platte
erfolgte bei Licht der Wellenlange 450 nm.

4.10 Immunohistochemie mit 3 Antikorpern

Zu Beginn wurden die Kryoschnitte fur 15 min bei Raumtemperatur aufgetaut und an-
schlielend in PBS fur 5 min rehydriert. Nach dem Einspannen in die Shandon-Cover-
Plates erfolgte ein zweimaliges Waschen bei Durchflussgeschwindigkeit. Um unspezifi-
sche Farbung durch den Sekundarantikérper zu reduzieren, wurden diese Bindungsstel-
len anschlief3end fur mindestens 90 min mit 5% Esel-Serum (in PBS) geblockt. Der fol-
gende Schritt bestand in der Behandlung mit den 3 Primarantikérpern (in Esel-Serum;
100 pl) und der einstindigen Inkubation bei Raumtemperatur, ehe die Schnitte Uber

Nacht bei 4°C gelagert wurden.

Am néachsten Tag erfolgten am Anfang 2 Waschschritte mit PBS, anschlie3end die Be-

handlung mit den Sekundarantikérpern (geldst in Esel-Serum; 100 pl) fir 90min bei
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Raumtemperatur. Um Zellen besser identifizieren zu kénnen, erfolgte im Anschluss die
Farbung der Zellkerne mit DAPI flr 15 min.

Als letztes wurde erneut gewaschen (3x mit PBS + 1x mit H2O0pi¢) und die Gewebe mit
Fluoroshield eingedeckt. Die Schnitte wurden mindestens fir 5 h, maximal aber fir 5

Tage trocknen lassen, ehe sie erneut bei -20°C eingefroren wurden.

Zu jedem Zeitpunkt der Farbung und des Arbeitens mit den fertigen Schnitten wurde

darauf geachtet, die Antikbrper méglichst wenig Licht auszusetzen.

Die Isotypenkontrolle wurde bei jeder Farbung nach dem gleichen Prinzip behandelt,

wobei aber statt des Primarantikérpers 5%-Esel-Serum appliziert wurde.

4.11 Immunohistochemie bei 2 gleichen Hosts (Fab-staining)

Zu Beginn wurden die Kryoschnitte fur 15 min bei Raumtemperatur aufgetaut und an-
schliefend in PBS fur 5 min rehydriert. Nach dem Einspannen in die Shandon-Cover-
Plates erfolgte ein zweimaliges Waschen bei Durchflussgeschwindigkeit. Um unspezifi-
sche Farbung durch den Sekundarantikérper zu reduzieren, wurden diese Bindungsstel-
len anschlief3end fur mindestens 90 min mit 5% Esel-Serum (in PBS) geblockt. Der fol-
gende Schritt bestand in der Behandlung mit dem Primarantikérper (in Esel-Serum;
100 pl) und der einstindigen Inkubation bei Raumtemperatur, ehe die Schnitte Uber

Nacht bei 4°C gelagert wurden.

Am nachsten Tag erfolgten initial 2 Waschschritte mit PBS (5 min + 10 min), anschlie-
Rend die Behandlung mit dem Fab-Sekundarantikorper (geldst in Esel-Serum; 100 pl)
fur 2 h bei Raumtemperatur. Die beiden Waschschritte wurden wiederholt und dann Pri-
marantikoérper 2 + 3 (in Esel-Serum; 100 pl) hinzugegeben, fir eine Stunde bei Raum-

temperatur belassen und wieder Uber Nacht bei 4°C gelagert.

An Tag 3 wurden die Schnitte erneut mit PBS gewaschen (5 min + 10 min) und die
beiden Sekundarantikdrper (ebenfalls in Esel-Serum; 150 pl) fur 2 h inkubiert. Um Zellen
besser identifizieren zu kdnnen erfolgte anschlieRend die Farbung der Zellkerne mit
DAPI fir 15 min.

Als letztes wurde erneut gewaschen (3 x 5 min mit PBS + 1 x 5 min mit H2Oyi¢) und die
Gewebe mit Fluoroshield eingedeckt. Die Schnitte wurden mindestens fiir 5 h, maximal

aber fir 5 Tage trocknen lassen, ehe sie erneut bei -20°C eingefroren wurden.

Zu jedem Zeitpunkt der Farbung und des Arbeitens mit den fertigen Schnitten wurde

darauf geachtet, die Antikbrper méglichst wenig Licht auszusetzen.
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Die Isotypenkontrolle wurde bei jeder Farbung nach dem gleichen Prinzip behandelt,

wobei aber statt des Primarantikorpers 5%-Esel-Serum appliziert wurde.

Tabelle 2 Antikorperliste

el e -

Anti-Mast-Cell- 1:100 Donkey Anti- 1:400
Tryptase-Antibody, Mouse, 19G, Cy3,
mouse, abcam Jackson-Immuno-
Research
Anti-Chymase-An- 1:50 Donkey anti-rabbit, 1:100
tikérper,  Rabbit, Alexa-Fluor 647,
AF647, Biorbyt Jackson-Immuno-
Research
1:100 Donl.<ey Fab anti- 1:400
rabbit, Alexa-Fluor
488, Jackson-Im-
muno-Research
Donkey Anti- 1:100
sheep, IgG, Alexa
TRPV1 — Antibody, 1:50 Fluor 488, Jack-
Rabbit, Novus bio- son-Immuno-Re-
|Ogica|S search
1:100 Donkey anti-rabbit, 1:400
Alexa-Fluor 647,
Jackson-Immuno-
Research
TRPA1-Antikérper, 1:100 Donkey anti-rabbit, 1:400
sheep, abcam Alexa-Fluor 488,
Jackson-Immuno-
Research
Anti-FeeRI-Anti- 1:100 G:oat, Anti-Arme- 1:400
kérper, Armenian nian Hamster, AF
Hamster, abcam 488, Jackson-Im-
muno-Research
Serum Esel, un- 5:100
konj., Dianova
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4.12 Auswertung der Immunhistochemie

Zur Auswertung wurde das Mikroskop Olympus BX51 Fluoreszenz-Mikroskop sowie die
Olympus-DP72-Kamera und X-Cite Series 120Q-Fluoreszenzlampe (EXFO) in 20x-fa-
cher VergroRerung verwendet. Als Programm zur Auswertung diente AxioVision von

Zeiss.

Dieses Mikroskop und dieses Programm wurden ebenfalls benutzt fur die Bilder in 40x-

Vergroflerung sowie fur die Bilder der Lichtmikroskopie (Kamera von Zeiss).

Tabelle 3 : Filter fUr die Auflichtfluoreszenz

CY 3 Tryptase
CY 2 FceRI, TRPA1, TRPV1
CY5 Chymase, TRPV1, FceRI

Es wurden 15 Bilder in 20x-VergroRerung pro Tier gemacht und alle deutlich identifizier-
baren Mastzellen in die Auswertung mit einbezogen. Dabei wurde darauf geachtet, dass
verschiedene Anteile der Lunge (weiter kranial und weiter kaudal) verwendet wurden.
Eine Zelle war fur ihren Marker positiv, wenn eine deutliche Anfarbbarkeit im Vergleich

zum Isotyp vorlag.

Bestimmt wurde der Anteil der jeweils fur ihren Marker positiven Mastzellen an allen

Mastzellen.

Zur Bestimmung der Gesamtmastzellzahl pro Lungenflacheneinheit wurde die Flache
eines der Bilder in 20x Vergrélerung berechnet. Das Ergebnis wurde mit der Anzahl der
ausgezahlten Bilder multipliziert und die Anzahl der Mastzellen durch dieses Produkt

geteilt.



Material und Methoden 37

413 Statistik

Fur die Auswertung der statistischen Daten wurde das Programm GraphPad Prism 5,

bzw. vereinzelt GraphPad Prism 7 und 8 der Firma Graphpad Softwarte benutzt.

Bei allen Stichproben handelte es sich um unverbundene Stichproben (unterschiedliche

Tiere, zum gleichen Zeitpunkt gemessen).

Die Bestimmung der Verteilungsform (normalverteilt oder nicht-normalverteilt) erfolgte

mithilfe des Kolmogornov-Smirnov-Tests.

Waren die Daten normalverteilt und es waren 4 Datensatze vorhanden wurde anschlie-
Rend mithilfe eines One-way-Anova und des Bonferroni's Multiple Comparison — post-

Test auf Signifikanz hin untersucht.

Waren die Daten nicht normalverteilt und es waren 4 Datensatze vorhanden wurden der
Kruskal-Wallis test und der Dunn's Multiple Comparison Test verwendet, um auf Signifi-

kanz zu prufen.

Bei Normalverteilung und 2 Datensatzen wurde der ungepaarte T-Test zur Signifikanz-
testung verwendet und bei Nicht-Normalverteilung mit 2 Datensatzen der Mann Whitney
Test.

Fur alle Tests galt das Signifikanzniveau p < 0,05.
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5 Ergebnisse

5.1 Bronchoalveolare Lavage (BAL)

Die Auswertung erfolgte getrennt nach Makrophagen, eosinophilen Granulozyten,

neutrophilen Granulozyten und Lymphozyten.

Abbildung 3 BAL C57BL6/J / Saline

® Gruppe A, 40x

Abbildung 4 BAL C57BL6/J / HDM

Gruppe B, 40x

[ 100 pm i
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Abbildung 5 BAL C57BL6/J TRPV17/Saline

i -,Gwpe C, 40x

.
i T
$ ey -

Abbildung 6 BAL C57BL6/J TRPV17/HDM

a Gruppe 3, 40x

100 pm e

Abbildungen 3-6 zeigen einen exemplarischen Ausschnitt jeder Gruppe bei 40x Vergré-
Rerung (A = C57BL6/J mit Salinen behandelt, B = C57BL6/J mit HDM behandelt,
C = C57BL6/J TRPV1" mit Salinen behandelt, D = C57BL6/J TRPV1” mit HDM behan-
delt). Mit rot markiert wurden eosinophile Granulozyten, mit blau Lymphozyten, mit grin

neutrophile Granulozyten und mit grau Makrophagen
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Diagramm 1 Ubersicht BAL

Ubersicht
2.5x10°-
E3 C57BL6/J/ Saline
2 0x106- €23 C57BL6/J /HOM
z ‘ B3 cs578L6/) TRPVIY/ Saline
= e ﬁ [ c578L6/ TRPV1™/HDM
é 1.0x10%
5.0%10°%-
JodfA Bl \
(]
&é‘ o\\ &3" é"eo 6@\

Diagramm 1 zeigt die verschiedenen Gruppen (A = C57BL6/J mit Salinen behandelt,
B = C57BL6/J mit HDM behandelt, C = C57BL6/J TRPV1" mit Salinen behandelt,
D = C57BL6/J TRPV1” mit HDM behandelt), aufgeteilt nach Zellarten (Makrophagen,
eosinophile Granulozyten, neutrophile Granulozyten, Lymphozyten) und Gesamtzell-

zahl, aufgetragen nach Zellen / ml BAL

Der Ubersichtlichkeit halber schlieRt sich eine Aufteilung in die einzelnen Zellpopulatio-

nen an.
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Diagramm 2 Gesamtzellzahl

Gesamtzellzahl

2.5%106+ XXX

XXX

XXX

2.0x106+

1.5%x108-

1.0x106

Zellen / ml

5.0x105+

Diagramm 2 zeigt die Gesamtzellzahl der verschiedenen Gruppen (A = C57BL6/J mit
Salinen behandelt, B = C57BL6/J mit HDM behandelt, C = C57BL6/J TRPV1™ mit Sali-
nen behandelt, D = C57BL6/J TRPV1” mit HDM behandelt), aufgetragen nach
Zellen / ml BAL

In den mit HDM behandelten Gruppen zeigt sich ein signifikanter Anstieg der Gesamt-

zellzahl im Vergleich zu den beiden Kontrollgruppen.
(A: 233438 + 84091; B: 1,646 * 10° + 630547; C: 255938 + 102765;
D: 1,733 * 10° + 531992; A vs B *** Avs D ***, C vs B *** und C vs D ***)

Zwischen den TRPV1-Knockout-Mausen und den Wildtyp (WT)-Mausen zeigt sich bei
gleicher Behandlung jeweils kein signifikanter Unterschied beziglich der Gesamtzell-
zahl.
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Diagramm 3 Makrophagen Diagramm 4 Eosinophile Granulozyten
Makrophagen Eosinophile
4.0x105 x
- 2.0%106+ .
E — K %
~  3.0x105 - T ——
c E 15x108
]
& 2.0%105- 2 :
'§. ) £ 1.0x108] F
o
s c ]
s 1.0x105- 0 . .
= S 5.0x105
0-
0L r
& &
3 SN » 3
'@’\? & & 3 &
&P & & & &
O S )
Q O
& &

Diagramm 3 zeigt die Anzahl an Makrophagen in den verschiedenen Gruppen
(A = C57BL6/J mit Salinen behandelt, B = C57BL6/J mit HDM behandelt, C = C57BL6/J
TRPV1” mit Salinen behandelt, D = C57BL6/J TRPV1" mit HDM behandelt), aufgetra-
gen nach Makrophagen / ml BAL.

Diagramm 4 zeigt die Anzahl an eosinophilen Granulozyten in den verschiedenen Grup-
pen (A = C57BL6/J mit Salinen behandelt, B = C57BL6/J mit HDM behandelt,
C = C57BL6/J TRPV1" mit Salinen behandelt, D = C57BL6/J TRPV1" mit HDM behan-
delt), aufgetragen nach Eosinophile / ml BAL.

Die Anzahl an Makrophagen / ml BAL betreffend ist kein signifikanter Unterschied
(p=0,35) zwischen den verschiedenen Gruppen festzustellen. (A: 194367 + 56686 vs
B: 190336 + 121541 vs C: 251243 + 101887 vs D: 249149 + 130771)

In den mit HDM behandelten Gruppen zeigt sich ein signifikanter Anstieg der Anzahl an

Eosinophilen im Vergleich zu den beiden mit NaCl behandelten Gruppen.

(A: 31846 + 57236; B: 1,409 * 10°+006 + 530485; C: 3661 = 3325;
D: 1,474 * 10° +006 + 411925; Avs B*; Avs D *; Cvs B **; Cvs D **)

Auch bezuglich der Anzahl an Eosinophilen / ml BAL zeigt sich bei gleicher Behandlung
jeweils kein signifikanter Unterschied zwischen den TRPV1-Knockout-Mausen und den

Wildtyp-Mausen
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Diagramm 5 Lymphozyten Diagramm 6 Neutrophile Granulozyten

Lymphozyten Neutrophile
5.0x104+ 2.0%104-

4.0x1044 1.5%104

1.0%104

Neutrophile 7/ ml

5.0x1034

Lymphozyten / ml

Diagramm 5 zeigt die Anzahl an Lymphozyten in den verschiedenen Gruppen
(A = C57BL6/J mit Salinen behandelt, B = C57BL6/J mit HDM behandelt, C = C57BL6/J
TRPV1” / HDM, D = C57BL6/J TRPV1” mit HDM behandelt), aufgetragen nach Lym-
phozyten / ml BAL.

Diagramm 6 zeigt die Anzahl an neutrophilen Granulozyten in den verschiedenen Grup-
pen (A = C57BL6/J mit Salinen behandelt, B = C57BL6/J mit HDM behandelt,
C = C57BL6/J TRPV1" mit Salinen behandelt, D = C57BL6/J =TRPV1” mit HDM be-
handelt), aufgetragen nach Neutrophile / ml BAL.

Pro ml BAL sind die Lymphozyten in den beiden mit HDM behandelten Gruppen ver-
mehrt vorzufinden, allerdings auf einem statistisch nicht signifikanten Niveau. (p=0,09)
(A: 6932 £ 8948 und C: 662,4 + 729,3 vs B: 34811 £ 29590 und D: 6694 + 11316)

Pro ml BAL sind die Neutrophilen in den beiden mit HDM behandelten Gruppen vermehrt
vorzufinden, allerdings ebenfalls auf einem statistisch nicht signifikanten Niveau. (p>0,05
im Dunn-Test)

(A:292,3 +573,1 vs B: 12034 + 13145 vs C: 371,3 £ 698,9 vs D: 2769 + 3804)

Zwischen den TRPV1-Knockout-Mausen und den WT-Mausen zeigt sich bei gleicher
Behandlung jeweils kein signifikanter Unterschied bezuglich der Anzahl an Neutrophilen

bzw. Lymphozyten pro ml BAL.
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5.2 Gesamt - IgE — Spiegel im Serum

Diagramm 7 IgE Spiegel Serum

Gesamt - IgE- Level Blut

%

1000000+
v
100000 . o
— — v
E v —
A *
1000+ % %
Al .
100 T T T T
5 & 5 &
& \ % \
AD \? % AN
9 AP Ky &
Q& L & &S
% Q A
< N 65
& >
A
& G

Diagramm 7 zeigt die Menge an Gesamt-IgE im Blut der behandelten Mause in den
verschiedenen Gruppen (A = C57BL6/J mit Salinen behandelt, B = C57BL6/J mit HDM
behandelt, C = C57BL6/J TRPV1”" mit Salinen behandelt, D = C57BL6/J =TRPV1” mit
HDM behandelt) in ng / ml Serum.

In den mit HDM behandelten Gruppen zeigt sich ein signifikanter Anstieg der IgE-Spiegel

im Vergleich zu den beiden mit NaCl behandelten Gruppen.
(A: 1042 + 588 ng/ml; B: 42990 * 69433 ng/ml; C: 1036 + 690 ng/ml;
D: 33651 + 42318 ng/ml; Avs B**; Avs D*; Cvs B**; Cvs D *)

Zwischen den TRPV1-Knockout-Mausen und den WT-Mausen zeigt sich bei gleicher

Behandlung jeweils kein signifikanter Unterschied der Serum-IgE-Spiegel.
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5.3 HE - Farbung Gefrierschnitte

Abbildung 7 HE-Farbung C57BL6/J / Saline + C57BL6/J / HDM

Grup_pe

=
2

Gruppe A

» -,

Abbildung 7 zeigt lichtmikroskopische Aufnahmen unterschiedlicher Vergroflerungen
aus dem Bronchialgewebe der WT-Gruppen A und B nach HE-Farbung. (A = C57BL6/J
mit Salinen behandelt, B = C57BL6/J mit HDM behandelt). Es ist deutlich eine Akkumu-
lation inflammatorischer Zellen um die Bronchioli der mit HDM behandelten Tiere im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe zu beobachten. Auch das bronchiale Remodeling mit Dicken-

zunahme der Wande der Bronchioli kann festgestellt werden.
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Abbildung 8 HE-Farbung C57BL6/J TRPV1”/ Saline + C57BL6/J TRPV1™"/ HDM

" X '-‘ B
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Abbildung 8 zeigt lichtmikroskopische Aufnahmen unterschiedlicher VergrofRerungen
aus dem Bronchialgewebe der TRPV1” - Gruppen C und D nach HE-Farbung.
(C = C57BL6/J TRPV1”/ NaCl, D= C57BL6/J TRPV1"mit HDM behandelt) Es ist deut-
lich eine Akkumulation inflammatorischer Zellen um die Bronchioli der mit HDM behan-
delten Tiere im Vergleich zur Kontrollgruppe zu beobachten. Auch das bronchiale Re-

modeling mit Dickenzunahme der Wande der Bronchioli kann festgestellt werden.
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5.4 PAS - Farbung Gefrierschnitte

Abbildung 9 PAS-Farbung C57BL6/J / Saline + C57BL6/J / HDM

Abbildung 9 zeigt lichtmikroskopische Aufnahmen unterschiedlicher Vergroflerungen
aus dem Bronchialgewebe der WT-Gruppen A und B nach PAS-Farbung. (A = C57BL6/J
mit Salinen behandelt, B = C57BL6/J mit HDM behandelt) Es ist deutlich eine Mukusan-
sammlung im Lumen der Bronchioli sowie eine Becherzellhyperplasie der mit HDM be-
handelten Tiere im Vergleich zur Kontrollgruppe zu beobachten. Auch das bronchiale

Remodeling mit Dickenzunahme der Wande der Bronchioli kann festgestellt werden.
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Abbildung 10 PAS-Farbung C57BL6/J TRPV1™"/ Saline + C57BL6/J TRPV1”/ HDM

Abbildung 10 zeigt lichtmikroskopische Aufnahmen unterschiedlicher VergroRerungen
aus dem Bronchialgewebe der TRPV1" - Gruppen C und D nach PAS-Farbung.
(C = C57BL6/J TRPV1™" mit Salinen behandelt, D = C57BL6/J TRPV1" mit HDM behan-
delt)

Es ist deutlich eine Mukusansammlung im Lumen der Bronchioli sowie eine Becherzell-
hyperplasie der mit HDM behandelten Tiere im Vergleich zur Kontrollgruppe zu beobach-
ten. Auch das bronchiale Remodeling mit Dickenzunahme der Wande der Bronchioli

kann festgestellt werden.
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5.5 Toluidinblau

Abbildung 11 Toluidinblau-Farbung C57BL6/J / Saline + C57BL6/J / HDM

SR SR R SR
S, Gruppe A, 10x Vergrol‘&erung
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Abbildung 11 zeigt lichtmikroskopische Aufnahmen unterschiedlicher VergroRerungen
aus dem Bronchialgewebe der WT-Gruppen A und B nach Toluidinblau-Farbung.
(A = C57BL6/J mit Salinen behandelt, B= C57BL6/J mit HDM behandelt)

Rot angefarbt wurden die Granula der Mastzellen. Man beachte, dass sich diese (mit
roten Pfeilen markiert) vor allem in der Nahe von Bronchien (s. links) und groRer Gefale

(s. rechts) befinden.
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Abbildung 12 Toluidinblau-Farbung C57BL6/J TRPV1"-/ Saline
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Abbildung 12 zeigt lichtmikroskopische Aufnahmen unterschiedlicher Vergrof3erungen
aus dem Bronchialgewebe der Gruppe C (C57BL6/J TRPV1™" / Saline).

Rot angefarbt wurden die Granula der Mastzellen (markiert mit roten Pfeilen). Man be-

achte deren Nahe zur Trachea.
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5.6 Immunhistochemie

5.6.1 Tryptase + TRPV1 — Nachweis Knockout

Abbildung 13 Isotypen- + Positivkontrolle Tryptase + TRPV1 + DAPI

‘Positivkontrolle
Tryptase + TRPV1 + DAPI

Gruppe D
Tryptase + TRPV1 + DAPI

100 '/

Tryptase Isotyp

Abbildung 13 zeigt beispielhaft Bilder der Farbung. Dargestellt wurde ein Tier der Gruppe
D (C57BL6/J TRPV1” / HDM) im Vergleich zum Isotyp und zur Positivkontrolle
(C57BL6/J / NaCl). Rot leuchten die Tryptase-positiven Zellen, also Mastzellen und grin
die TRPV1-positiven Zellen. Cyanblau leuchtet die Kernfarbung DAPI.

Es ist festzustellen, dass wahrend die Positivkontrolle sowohl deutlich positiv ist fir Tryp-
tase als auch fiir TRPV1 im Vergleich zum Isotyp, die C57BL6/J TRPV1™ nur positiv sind
fur Tryptase und nicht fur TRPV1.
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Abbildung 14 C57BL6/J/ Saline Tryptase + TRPV1 + DAPI

Gruppe A, Tryptase + TRPV1 + DAPI Gruppe A, Tryptase + TRPV1

$

Gruppe A, TRPV1 Gruppe A, DAPI

} i

Abbildung 15 C57BL6/J TRPV1"/ HDM Tryptase + TRPV1 + DAPI

Gruppe D, Tryptase + TRPV1 + DAPI Gruppe D, Tryptase

' 4 {

Gruppe D, TRPV1 Gruppe D, DAPI

Abbildungen 14 und 15 zeigen beispielhaft Bilder der gleichen Farbung in 40x Vergro-

Rerung. Mit blauen Pfeilen sind beispielhaft jeweils 2 Mastzellen markiert.
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5.6.2 Gesamtmastzellzahl im Lungengewebe

Abbildung 16 C57BL6/J / HDM Tryptase + DAPI

Tryptase + DAPI

Tryptase, 20x

Tryptase, 40X

Abbildung 16 zeigt beispielhaft Bilder der Farbung. Dargestellt wurde ein Tier der Gruppe
B (C57BL6/J / HDM) im Vergleich zum Isotyp. Rot leuchten die Tryptase-positiven Zel-
len, also Mastzellen, Cyanblau leuchtet die Kernfarbung DAPI. Die wei3en Pfeile zeigen

beispielhaft einige Tryptase-markierbaren Zellen.

Es ist festzuhalten, dass die Farbung deutlich positiv ist fur Tryptase im Vergleich zum

Isotyp.



54 Ergebnisse

Diagramm 8 Gesamtzahl Mastzellen

Gesamtmastzellzahl

100- -
Mastzellen *
80+
60+
mm? T
40-
20+
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& Q°
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Diagramm 8 zeigt die 4 Gruppen (A = C57BL6/J mit Salinen behandelt, B = C57BL6/J
mit HDM behandelt, C = C57BL6/J TRPV1” mit Salinen behandelt, D = C57BL6/J
TRPV1” mit HDM behandelt) auf der X-Achse. Auf der Y-Achse sind die Gesamtmast-

zellen / mm? aufgetragen.

Es ist zu sehen, dass in den beiden Asthma-Gruppen B und D mehr Mastzellen im Lun-

genparenchym vorhanden sind als in den mit Salinen behandelten Kontrollgruppen.

Statistische Signifikanz erreicht diese Beobachtung beim Vergleich zwischen den Grup-
pen A und B (*) sowie A und D (**)

(A: 36,01 + 8,83; B: 63,58 + 15,55; C: 49,75 £ 18,15; D: 75,25 + 18,39)
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5.6.3 Expression des TRPV1-Rezeptors in den verschiedenen

Mastzellpopulationen

Abbildung 17 C57BL6/J/ HDM Tryptase + Chymase + TRPV1 + DAPI

Tryptase + Chymase + Tryptase
TRPV1 + DAPI

Chymase

Abbildung 17 zeigt beispielhaft Bilder der Farbung in 40x Vergrélterung. Dargestellt
wurde ein Tier der Gruppe B im Vergleich zum Isotyp. Rot leuchten die Tryptase-positi-
ven Zellen, also Mastzellen, und blau die TRPV1-positiven Zellen. Grin markiert wurde

das Mastzellenzym Chmyase. Cyanblau leuchtet die Kernfarbung DAPI.

Es ist festzustellen, dass die Farbung deutlich positiv ist sowohl fur Tryptase als auch fur

TRPV1 und Chymase im Vergleich zum Isotyp.

Mit Pfeilen markiert wurden beispielhaft einzelne Mastzellen (weil} = positiv fur Tryptase,
Chymase und TRPV1; blau = positiv nur fir Tryptase und Chymase; griin = positiv nur
fur Tryptase und TRPV1; rot = Chymase- und TRPV1-negative Mastzelle).
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Diagramm 9 Ubersicht Tryptase + Chymase + TRPV1 + DAPI

Ubersicht

50
Em C57BL6/J / Saline

Zellen e\ C57BL6/J / HDM

100 Mastzellen

Diagramm 9 zeigt die 2 Wildtypgruppen (A = C57BL6/J mit Salinen behandelt, B=
C57BL6/J mit HDM behandelt), aufgeteilt nach jeweils exprimierten Proteinen (nur Tryp-
tase, Tryptase + Chymase, Tryptase + TRPV1, alle 3) aufgetragen nach
Zellen / 100 Mastzellen.

Im Anschluss folgt die getrennte Darstellung zur besseren Ubersichtlichkeit.
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Diagramm 10 Prozentsatz TRPV1-positiver Mastzellen

TRPV1 +
80 -
Zellen

.3.3.3.3.3.3.3.
Lt !

100 Mastzellen

Diagramm 10 zeigt die 2 Wildtyp-Gruppen (A = C57BL6/J mit Salinen behandelt,
B = C57BL6/J mit HDM behandelt). Es wurden alle TRPV1-exprimierenden Mastzellen
aufgetragen nach Zellen / 100 Mastzellen. Im folgenden Diagramm wurden diese weiter

aufgeteilt in die beiden Populationen Mt und Mrc.

Bezuglich der prozentualen TRPV1-Expression zeigt sich zwischen gesunden und asth-

matischen Tieren kein statistisch signifikanter (p = 0,06) Unterschied.

(A:62.55 +4,94 % vs. B: 56.33 £ 6,18 %)
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Diagramm 11 TRPV1-Expression in den Mastzellpopulationen

XXX

mm C57BL6/J / Saline
=3 C57BL6/ / HDM

TRPV1* -Zellen

100 Mastzellen

& &

Diagramm 11 zeigt den Unterschied bezuglich der TRPV1-Expression zwischen den bei-
den Mastzellpopulationen (Mt = nur positiv fir Tryptase, Mrc = positiv flr Tryptase +
Chymase). Diese wurden weiter unterteilt in NaCl-behandelte Mause und solche, welche

mit HDM behandelt wurden, bei denen also Asthma ausgeldst wurde.

Es ist zu beobachten, dass Chymase-exprimierende Mastzellen auf einem statistisch

deutlich signifikanten Niveau prozentual vermehrt den TRPV1-Rezeptor exprimieren.

(Mr: 34,61 £ 3,48 %; Mt mit Asthma: 36,75 + 3,36 %; Mrc: 16,93 £ 4,63 %; Myc mit
Asthma: 19,59 + 7,05 %)

(Mrc vs M1 ***; Mrc vs Mt mit Asthma ***; Mrc mit Asthma vs My ***;
M. mit Asthma vs Mt mit Asthma ***)

Zwischen M+tc und Mrc mit Asthma sowie M+ ,na Mt mit Asthma zeigt sich kein statistisch

signifikanter Unterschied.
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5.6.4 Expression des TRPA1-Rezeptors in den verschiedenen

Mastzellpopulationen

Abbildung 18 Isotypenkontrolle: C57BL6/J/ NaCl Tryptase + Chymase + TRPA1 + DAPI

Tryptade +
Chynjase + ~ -
TRPAL+ DAPI .

Tryptase

Abbildung 18 zeigt Bilder in 20x Vergrofierung der Farbung der Gruppe A. Rot leuchten
die Tryptase-positiven Zellen, also Mastzellen, blau angefarbt wurde das Mastzel-
lenchym Chymase und griin der TRPA1-Rezeptor.

Dargestellt wurden sowohl jeder Kanal einzeln als auch alle miteinander und mit der
Kernfarbung DAPI kombiniert.

Man beachte, dass auf den Bildern der Gruppen A viele Zellen als positiv zu identifizieren
sind, wahrend dies bei der Isotypenkontrolle nicht der Fall ist, was ein Qualitatskriterium
fur die Farbung darstellt.
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Abbildung 19 C57BL6/J/ Saline Tryptase + Chymase + TRPA1

Tryptase + Chymase + TRPA1+ DAPI Tryptase

;; Gruppe A
: ¢ <
\/

Chymase

Abbildung 20 C57BL6/J/ HDM Tryptase + Chymase + TRPA1

Tryptase +
Chymase +
TRPA1 +
DAPI

Gruppe B

Chymase
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Abbildung 21 C57BL6/J TRPV1”/ Saline Tryptase + Chymase + TRPA1

Tryptase + thymase + TRPA1 + DAPI Gruppe C

-

Abbildungen 19-21 zeigen Bilder der gleichen Farbung in 40x Vergrofierung. Mit Pfeilen
wurden beispielhaft jeweils einzelne Mastzellen markiert. (weil = positiv fur Tryptase,
Chymase und TRPA1; blau = positiv nur fur Tryptase und Chymase; griin = positiv nur

far Tryptase und TRPA1; rot = Chymase-und TRPA1-negative Mastzelle)
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Diagramm 12 Ubersicht Tryptase + Chymase + TRPAT1

Ubersicht

E3 C57BL6/J / Saline
&3 C57BL6/J / HDM
B C57BL6/J TRPV1-/-/ Salin
@ C57BL6/J TRPV1-/-/HDN

Zellen

100 Mastzellen

Diagramm 12 zeigt die 4 Gruppen (A = C57BL6/J mit Salinen behandelt, B = C57BL6/J
mit HDM behandelt, C = C57BL6/J TRPV1" mit Salinen behandelt,
D = C57BL6/J TRPV1” mit HDM behandelt), aufgeteilt nach den jeweils exprimierten
Proteinen (nur Tryptase, Tryptase + Chymase, Tryptase + TRPA1, alle 3) aufgetragen

nach Zellen / 100 Mastzellen.

Im Anschluss folgt die getrennte Darstellung zur besseren Ubersichtlichkeit.
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Diagramm 13 Prozentsatz TRPA1-positiver Mastzellen

TRPA1 +
100- : -
Zellen B —
80- ——
60_ —— -
100 Mastzellen ”
40 E :
20- gﬁﬁ
0- S T
N @ S
) R Q9
\ N3 \6% ),\‘2‘
é@' Rl '\Qg
¢] S 6)
)
Q& Q"
0‘5\ &

Diagramm 13 zeigt die 4 Maus-Gruppen (A = C57BL6/J mit Salinen behandelt,
B = C57BL6/J mit HDM behandelt, C = C57BL6/J TRPV1" mit Salinen behandelt,
D = C57BL6/J TRPV1" mit HDM behandelt). Es wurden alle TRPA1-exprimierenden
Mastzellen aufgetragen nach Zellen / 100 Mastzellen. Im folgenden Diagramm wurden

diese weiter aufgeteilt in die beiden Populationen Mrund Mrc.

Bezuglich der Gesamtzahl der TRPA1-exprimierenden Mastzellen zeigt sich ein signifi-
kanter Abfall bei den mit HDM behandelten Wildtyp-Tieren im Vergleich zur entsprechen-
den Salin-Kontrollgruppe. (A: 62,58 + 7,49 % vs B: 49,95 + 11,7 %, *)

Dieser Abfall ist auch bei den TRPV1” Tieren zu verzeichnen, befindet sich aber nicht
im statistisch signifikanten Bereich. (C: 74,61 + 6,03 % vs D: 65,94 + 4,51 %, p>0,05)

Ein signifikanter Anstieg zeigt sich bei den TRPV1”" Tieren im Vergleich zu den TRPV1-
positiven Mausen. (A: 62,58 £ 7,49 % vs C: 74,61 £ 6,03 %, * und B: 49,95 + 11,7 % vs
D: 65,94 + 4,51 %, *)

Ein signifikanter Unterschied ist zwischen den mit HDM behandelten Wildtyp-Tieren und

den TRPV1” / mit Salinen behandelten Tieren zu beobachten.

(B: 49,95 + 11,7 % vs C: 74,61 £ 6,03 %, ***)
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Diagramm 14 Vergleich der Mastzellpopulationen bezuglich TRPA1

MT vs MTC
50-
E= C57BL6/J / Saline
. 40 - EXm C57BL6/J / HDM
TRPA1 " -Zellen I £3 C57BL6/J TRPVA+/ Saline
301 = o C57BL6/J TRPVA+ / HDM
100 Mastzellen 20 =
10 - =
0 l:l E

EEELE e
Diagramm 14 zeigt alle 4 Gruppen (A = C57BL6/J mit Salinen behandelt, B = C57BL6/J
mit HDM behandelt, C = C57BL6/J TRPV1" mit NaCl behandelt,
D = C57BL6/J TRPV1” mit HDM behandelt), aufgetragen nach TRPA1-markierbaren
Mastzellen / 100 Mastzellen. Diese wurden weiter aufgeteilt in die beiden Populationen

M+ (nur Tryptase-positiv) und Mrc (Tryptase + Chymase-positiv).

Es zeigt sich kein statistisch signifikanter Unterschied. Weder zwischen den einzelnen
Gruppen innerhalb der Mastzellpopulationen, noch zwischen den beiden Populationen
MT und MTC-

(Mr: A: 26,49 £ 6,05 %; B: 30,28 + 26,53 %; C: 34,43 +8,29 %; D: 28,54 £ 6,72 %)
(AvsB,AvsC,AvsD,BvsC,BvsDundC vs D; p jeweils >0,05)
(Mrc: A: 36,09 + 8,99 %; B: 33,19 + 15,36 %; C: 40,18 + 7,8 %; D: 37,41 £ 5,19 %)

(AvsB,AvsC,AvsD,BvsC,BvsDundC vs D; p jeweils >0,05)
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Diagramm 15 TRPA1- und Chymase-negative Mastzellen

nur Tryptase
60- .
Zellen e |

100 Mastzellen

- —T
] '
N @ N
QO R QO
AN N

Diagramm 15 zeigt alle 4 Gruppen (A = C57BL6/J mit Salinen behandelt, B = C57BL6/J
mit HDM behandelt, C = C57BL6/J TRPV1™, D = C57BL6/J TRPV1" mit HDM behan-
delt). Es wurden alle Zellen aufgetragen nach Mastzellen / 100 Mastzellen, welche weder

positiv markierbar fur TRPA1 noch fur Chymase waren.

Bezuglich der Gesamtzahl dieser Mastzellen zeigt sich ein signifikanter Anstieg bei den
mit HDM behandelten Wildtyp-Mausen im Vergleich zur entsprechenden Salin-Kontroll-
gruppe. (A: 30,27 + 9,36 % vs B 47,72 £ 18,35, )

Ein signifikanter Unterschied zeigt sich ebenfalls zwischen den Wildtyp- und mit HDM

behandelten Tieren und den TRPV17 - sowie mit Salinen behandelten Tieren.
(B47,72 + 18,35 % vs C 18,31 + 6,35 %, ***)

Weiterhin ist eine deutlich erhéhte Zahl doppelt negativer Mastzellen zu beobachten bei
mit HDM behandelten Wildtyp-Tieren verglichen mit TRPV1”, welche mit HDM behan-
delt wurden. (B 47,72 + 18,35 % vs C 25,51 + 6,64 %, *)
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5.6.5 Colokalisation von TRPA1 und TRPV1 auf Mastzellen

Abbildung 22 Isotypenkontrolle : C57BL6/J/ Saline Tryptase+TRPV1+TRPA1

Tryptase + TRPV1 + TRPAL + DAPI

Abbildung 21 zeigt Bilder in 20x Vergrofierung der Farbung der Gruppe A. Rot leuchten
die Tryptase-positiven Zellen, also Mastzellen, blau angefarbt wurde das Protein TRPV1
und grun der TRPA1-Rezeptor.

Dargestellt wurden sowohl jeder Kanal einzeln als auch alle miteinander und mit der
Kernfarbung DAPI kombiniert.

Man beachte, dass auf den Bildern der Gruppe A viele Zellen als positiv zu identifizieren
sind, wahrend dies bei der Isotypenkontrolle nicht der Fall ist, was ein Qualitatskriterium
fur die Farbung ist.
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Abbildung 23 C57BL6/J / Saline Tryptase+TRPV1+TRPA1

Tryptase + TRPV1 + TRPA1 + DAPI Tryptase Gruppe A

Abbildungen 23 und 24 zeigen Bilder der Farbung in 40x VergroRerung. Mit Pfeilen wur-
den beispielhaft jeweils einzelne Mastzellen markiert. (weild = positiv fir Tryptase,
TRPV1 und TRPAT1; blau = positiv nur flr Tryptase und TRPV1; griin = positiv nur fir
Tryptase und TRPA1, rot = TRPV1-und TRPA1-negative Mastzelle)
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Diagramm 16 Ubersicht Tryptase + TRPV1 + TRPA1 + DAPI

Ubersicht

E3 C57BL6/J / Saline

B3 C57BL6/J / HDM
Zellen

100 Mastzellen

Diagramm 16 zeigt die 2 Wildtyp-Gruppen (A = C57BL6/J mit Salinen behandelt,
B = C57BL6/J mit HDM behandelt), aufgeteilt nach jeweils exprimierten Proteinen (nur
Tryptase, Tryptase + TRPV1, Tryptase + TRPA1, alle 3) aufgetragen nach
Mastzellen / 100 Mastzellen.

Im Anschluss folgt die getrennte Darstellung zur besseren Ubersichtlichkeit.



Ergebnisse 69

Diagramm 17 Prozentsatz TRPV1 und TRPA1 - positiver - Mastzellen

Tryptase + TRPV1 + TRPA1

XXX

Zellen

100 Mastzellen

Diagramm 17 zeigt die 2 Wildtyp-Gruppen (A = C57BL6/J mit Salinen behandelt;
B = C57BL6/J mit HDM behandelt). Im oberen Abschnitt wurden die Mastzellen aufge-

tragen nach Zellen / 100 Mastzellen, welche beide Rezeptoren gleichzeitig exprimierten.

Es zeigt sich ein signifikant (p<0,0001) verringertes Vorkommen von Zellen, welche die
beiden Rezeptoren TRPA1 und TRPV1 colokalisiert exprimieren bei den mit HDM be-
handelten Tieren. (A: 54,47 + 4,19 % vs B: 35,29 + 7,45 %)

Diagramm 18 Prozentsatz einfach positiver Mastzellen (nur TRPA1 oder TRPV1)

Tryptase + TRPV1 Tryptase + TRPA1
30- 20-

Zellen

100 Mastzellen

Hier wurden die Mastzellen aufgetragen nach Zellen / 100 Mastzellen, welche jeweils

nur einen der beiden Rezeptoren exprimierten

Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied (p= 0,07) zwischen den Gruppen bezuglich
der TRPV1-Expression. (A: 13,54 £ 5,55 & vs B: 22,36 1+ 10,96%).

Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied (p= 0,69) zwischen den Gruppen bezuglich
der TRPA1-Expression. (A: 13,59 £ 7,87 % vs 12,17 £ 8,5 %).
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Diagramm 19 Prozentsatz TRPV1, bzw. TRPA1 — positiver Mastzellen

TRPV1+
Zellen
o
=
100 Mastzellen e
=

Zellen

100 Mastzellen

o, |

Diagramm 19 zeigt die 2 Wildtyp-Gruppen (A = C57BL6/J mit Salinen behandelt; B=
C57BL6/J mit HDM behandelt). Aufgetragen wurde jeweils die Gesamtzahl TRPV1, bzw.

TRPA1-exprimierender Mastzellen nach Zellen / 100 Mastzellen.

In dieser Farbung zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen den NaCl und HDM-
behandelten Tieren bezlglich der TRPV1-Expression.
(A: 68,01 £7,13 % vs B: 57.66 £ 9,85 %; *)

Der zuvor beschriebene Effekt der verminderten TRPA1-Expression bei Asthma-Tieren
konnte auch in dieser Farbung mit statistisch signifikantem Ergebnis reproduziert wer-
den. (A: 68,06 + 9,35 % vs B: 47,46 + 14,23 %; *)
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5.6.6 Expression des hochaffinen Mastzellrezeptors in den verschiedenen

Mastzellpopulationen

Abbildung 25 Isotypenkontrolle : C57BL6/J TRPV1”7/ HDM Tryptase + Chymase + FceRl

Tryptase +Chymase + FcERI + DAPI Typtase
47 R B :
- i -

Chymase

Abbildung 24 zeigt Bilder in 20x Vergrélierung der Farbung der Gruppe D. Rot leuchten
die Tryptase-positiven Zellen, also Mastzellen, blau angefarbt wurde das Mastzel-

lenchym Chymase und griin der FceRI-Rezeptor.

Dargestellt wurden sowohl jeder Kanal einzeln als auch alle miteinander und mit der
Kernfarbung DAPI kombiniert.

Man beachte, dass auf den Bildern der Gruppen D viele Zellen als positiv zu identifizieren
sind, wahrend dies bei der Isotypenkontrolle nicht der Fall ist, was ein Qualitatskriterium
fur die Farbung darstellt.
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Abbildung 26 C57BL6/J / HDM Tryptase + Chymase + FceRl

Gruppe B, 40x - ’ Gruppe B, 40x

Tryptase + Chymase + > " Tryptase
FcERI + DAPI e E

Chymase

Abbildung 27 C57BL6/J TRPV1"/ HDM Tryptase + Chymase + FceRl

Tryptase + Chymase + FcERI

5 U=

Tryptase Gruppe D

Chymase

Abbildungen 26 und 27 zeigen Bilder der gleichen Farbung in 40x VergroRerung. Mit
Pfeilen wurden beispielhaft jeweils einzelne Mastzellen markiert. (weil® = positiv fur Tryp-
tase, Chymase und FceRlI; blau = positiv nur fir Tryptase und Chymase; griin = positiv

nur fur Tryptase und FceRI; rot = Chymase- und FceRI-negative Mastzelle)
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Diagramm 20 Ubersicht Tryptase + Chymase + FceRl

Ubersicht

E3 C57BL6/J / Saline
&3 C57BL6/J / HDM
B8 C57BL6/J TRPV1-/-/ Salin
@ C57BL6/J TRPV1-/-/HDN

Zellen

100 Mastzellen

Diagramm 20 zeigt alle 4 Gruppen (A = C57BL6/J, mit Salinen behandelt; B = C57BL6/J
mit HDM behandelt, C = C57BL6/J TRPV1" mit Salinen behandelt,
D = C57BL6/J TRPV1™" mit HDM behandelt), aufgeteilt nach jeweils exprimierten Prote-
inen (nur Tryptase, Tryptase + Chymase, Tryptase + FceRlI, alle 3) aufgetragen nach
Zellen / 100 Mastzellen.

Im Anschluss folgt die getrennte Darstellung zur besseren Ubersichtlichkeit.
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Diagramm 21 Prozentsatz FceRI-positiver Mastzellen

FCERI+
80 - *
Zellen
60 o E ——
100 Mastzellen 40 :
20
0- :
R < N\
SR
3 D W
6\ A\ Y
Nl g &
& <& <
¢} N 6\5
Q
& &
P &

Diagramm 21 zeigt die 4 FceRI-positiven Gruppen (A = C57BL6/J mit Salinen behandelt,
B = C57BL6/J mit HDM behandelt, C = C57BL6/J TRPV1" mit Salinen behandelt,
D = C57BL6/J TRPV1” mit HDM behandelt). Es wurden alle FceRI-markierbaren Mast-

zellen aufgetragen nach Zellen / 100 Mastzellen.

Bezuglich der Gesamtzahl der exprimierten FceRI-Rezeptoren zeigt sich ein signifikanter

Unterschied zwischen Gruppe A und B. (*)

(A: 50,61 + 21,54 %; B: 66,29 + 6,93 %; C: 60,73 + 4,21 %; D: 62,42 + 5,55 %)
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Diagramm 22 Vergleich der Mastzellpopulationen beztiglich FceRl

MTvs MTC

C57BL6/J / Saline
C57BL6/J fHDM

C57BL6/J TRPV1™" f Saline
C57BL6/J TRPV1™ / HDM

FCERI*-Zellen

100 Masltzellen

Diagramm 22 zeigt alle 4 Versuchsgruppen (A = C57BL6/J mit Salinen behandelt,
B = C57BL6/J mit HDM behandelt, C = C57BL6/J TRPV1” mit Salinen behandelt,
D = C57BL6/J TRPV1”mit HDM behandelt), aufgetragen nach FceRI-positiven Mastzel-
len / 100 Mastzellen. Diese wurden weiter aufgeteilt in die beiden Populationen

Mrc (Tryptase + Chymase-positiv) und Mt (nur Tryptase-positiv)
Innerhalb der beiden Populationen Mt und Mrc zeigt sich kein signifikanter Unterschied.

(Mrc: A: 32,46 + 8,16 %; B: 36,23 + 4,5%; C: 27,97 + 7,28 %; D: 37,77 £ 5,59 %)
(M+: A: 25,38 £ 6,09 %; B: 30,05 + 9,49 %; C: 32,76 £ 6 %; D: 24,65 + 3,92%)

Zwischen den beiden Populationen besteht ein signifikanter Unterschied bei Betrachtung

der Gruppe D der Population Mrc sowie den Gruppen A (*) und D (*) der Population Mr.
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5.6.7 Colokalisation von TRPV1 und FceRI auf Mastzellen

Abbildung 28 Isotypenkontrolle : C57BL6/J/ Saline Tryptase + TRPV1 + FceRI

Tryptase + TRPV1 + FcERI Tryptase

+ DAPI

Abbildung 28 zeigt Bilder in 20x Vergrofierung der Farbung der Gruppe A. Rot leuchten
die Tryptase-positiven Zellen, also Mastzellen, blau angefarbt wurde das Protein TRPV1

und grun der FceRI-Rezeptor.

Dargestellt wurden sowohl jeder Kanal einzeln als auch alle miteinander und mit der
Kernfarbung DAPI kombiniert.

Man beachte, dass auf den Bildern der Gruppe A viele Zellen als positiv zu identifizieren
sind, wahrend dies bei der Isotypenkontrolle nicht der Fall ist, was ein Qualitatskriterium

fur die Farbung ist.
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Abbildung 29 C57BL6/J/ Saline Tryptase+TRPV1+ FceRI

"Gruppe A, Tryptase + TRPV1 + FCERI @ Gruppe A, Tryptase

¢

n
N

[“Gruppe A, TRPV1 F'Gruppe A, FcERI

¢

Gruppe @Tryptase + TRPV1 + FcERI

4 1.,“ ...v

LN

Gruppe B, TRPV1 Gruppg, FcERI

4

Abbildungen 29 und 30 zeigen Bilder der Farbung in 40x Vergréerung. Mit Pfeilen wur-
den beispielhaft jeweils einzelne Mastzellen markiert (weil3 = positiv fur Tryptase,
TRPV1 und FceRI; blau = positiv nur flr Tryptase und TRPV1; grin = positiv nur fir
Tryptase und FceRI, rot = TRPV1- und FceRI-negative Mastzelle).
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Diagramm 23 Ubersicht Tryptase + TRPV1 + FceRI + DAPI

Ubersicht

E3 C57BL6/J / Saline

Zellen &3 C57BL6/J / HDM

100 Mastzellen

Diagramm 23 zeigt die 2 Wildtyp-Gruppen (A = C57BL6/J / NaCl, B = C57BL6/J mit HDM
behandelt), aufgeteilt nach jeweils exprimierten Proteinen (nur Tryptase, Tryptase +
FceRlI, Tryptase + TRPV1, alle 3) aufgetragen nach Zellen / 100 Mastzellen.

Im Anschluss folgt die getrennte Darstellung zur besseren Ubersichtlichkeit.
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Diagramm 24 Prozentsatz doppelt und einfach positiver Mastzellen fir TRPV1 / FceRI

Tryptase + TRPV1 + FCERI
50

Zellen

100 Mastzellen

Tryptase + FCERI

40-

Zellen

100 Mastzellen

Diagramm 24 zeigt die 2 Wildtyp-Gruppen (A = C57BL6/J mit Salinen behandelt,
B = C57BL6/J mit HDM behandelt). Im oberen Abschnitt wurden Zellen aufgetragen nach
Zellen / 100 Mastzellen, welche beide Rezeptoren exprimierten. Im unteren Abschnitt
wurden die Zellen aufgetragen nach Zellen / 100 Mastzellen, welche jeweils nur einen

der beiden Rezeptoren exprimierten.

Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied (p= 0,15) zwischen den Gruppen beziglich
der Colokalisation der Rezeptoren. (A:42.16 + 10,94 % vs B: 34.78 + 4,82 %)

Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied (p= 0,21) zwischen den Gruppen beziglich
der TRPV1-Expression. (A:13.88 £ 7,25 % vs B: 9.776 + 2,19 %).

Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied (p= 0,36 flr FceRI) zwischen den Gruppen
bezlglich der FceRI-Expression. (A:19.56 + 13,26 % vs B:25.57 + 8,86 %).
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Diagramm 25 Prozentsatz TRPV1/ FceRI - positiver Mastzellen

TRPV1 + FCERI +
80- 80-
Zellen

100 Mastzellen

Diagramm 25 zeigt die 2 Wildtyp-Gruppen (A = C57BL6/J mit Salinen behandelt,
B = C57BL6/J mit HDM behandelt). Aufgetragen ist jeweils die Gesamtzahl TRPV1-,

bzw. FceRI-exprimierender Mastzellen nach Zellen / 100 Mastzellen.

Auch in dieser Farbung zeigt sich kein signifikanter Unterschied (p= 0,07) zwischen den
NaCl- und HDM-behandelten Tieren bezlglich der TRPV1-Expression. (A: 56.03 + 13,49
% vs B:44.55 + 4,42 %)

Es besteht kein signifikanter Unterschied (p= 0,75) zwischen den NaCl- und HDM-be-

handelten Tieren bezlglich der Expression des FceRI-Rezeptors.

(A:61.72 £ 8,3 % vs B:60,35 + 6,96 %)
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5.6.8 Colokalisation von TRPA1 und FceRI auf Mastzellen

Abbildung 31 Isotypenkontrolle : C57BL6/J/ Saline Tryptase + FceRI + TRPA1

s ;-’: ;’ -‘: F - ) 2
#Tryptase TRPAL+. : .| Tryptase
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-
oY 2
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et 3
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Abbildung 31 zeigt Bilder in 20x VergréRerung der Farbung der Gruppe A. Rot leuchtend
die Tryptase-positiven Zellen, also Mastzellen, blau angefarbt wurde der hochaffine

Mastzellrezeptor FceRI und griin der TRPA1-Rezeptor.

Dargestellt wurden sowohl jeder Kanal einzeln als auch alle miteinander und mit der
Kernfarbung DAPI kombiniert.

Man beachte, dass auf den Bildern der Gruppen A viele Zellen als positiv zu identifizieren
sind, wahrend dies bei der Isotypenkontrolle nicht der Fall ist, was ein Qualitatskriterium
fur die Farbung darstellt.
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Abbildung 32 C57BL6/J/ Saline Tryptase + FceRI + TRPA1
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Abbildung 34 C57BL6/J TRPV17/ Saline Tryptase + FceRl + TRPAT1

GruppeD, 40x ™ Grul
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ryptase + Fc 'k Tryptase

@'a “f“:‘\".
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Gruppe D, 40x Gruppe D, 40x
FCERI TRPA1

Abbildungen 32-35 zeigen Bilder der gleichen Farbung in 40x Vergréfierung.
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Diagramm 26 Ubersicht Tryptase + TRPA1 + FceRI + DAPI

Zellen

100 Mastzellen

Ubersicht

EZE C57BL6/J / Saline
EX3 C57BL6/J /HDM
E3 C57BL6/J) TRPV1-/-/ Saline
mm C578L6/J) TRPVA-/-/ HDM

Diagramm 26 zeigt alle 4 Versuchsgruppen (A = C57BL6/J mit Salinen behandelt,
B = C57BL6/J mit HDM behandelt, C = C57BL6/J TRPV1" mit Salinen behandelt,
D = C57BL6/J TRPV1™" mit HDM behandelt), aufgeteilt nach jeweils exprimierten Prote-
inen (nur Tryptase, Tryptase + TRPA1, Tryptase + FceRI, alle 3) aufgetragen nach

Zellen / 100 Mastzellen.

Im Anschluss folgt die getrennte Darstellung zur besseren Ubersichtlichkeit.
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Diagramm 27 Prozentsatz doppelt (fir TRPA1 und FceRlI) positiver Mastzellen

Tryptase + FCERI + TRPA1

80-
Zellen 604 1
-1 —
100 Mastzellen 1B ] o
20 i LN )
o i |} -I ) l
S N « o
P 5\’2‘ }cf\' N
\95 Q)é o &
4 S &L L
G R 6)
&> &
& ?

Diagramm 27 zeigt die 4 Gruppen (A = C57BL6/J mit Salinen behandelt, B = C57BL6/J
mit HDM behandelt, C = C57BL6/J TRPV1" mit Salinen behandelt,
D= C57BL6/J TRPV1"'mit HDM behandelt). Es wurden alle Zellen aufgetragen nach Zel-
len / 100 Mastzellen, die beide Rezeptoren coexprimieren. Auf dem 5%-Niveau zeigt

sich kein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen.

(A: 59,21 £ 15,60 %; B: 55,69 + 10,47 %; C: 48,35 + 9,88 %; D: 47,32 + 7,76 %)



86 Ergebnisse

Diagramm 28 Prozentsatz einfach positiver Mastzellen (entweder TRPA1 oder FceRlI)

Tryptase + TRPA1 Tryptase + FCERI

Zellen

100 Mastzellen

Diagramm 28 zeigt die 4 Versuchsgruppen (A = C57BL6/J mit Salinen behandelt,
B = C57BL6/J mit HDM behandelt, C = C57BL6/J TRPV1" mit Salinen behandelt,
D = C57BL6/J TRPV17 mit HDM behandelt). Es wurden alle Zellen aufgetragen nach
Zellen / 100 Mastzellen, die jeweils nur einen der Rezeptoren TRPA1, bzw. FceRI expri-
mieren. Auf dem 5%-Niveau zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwischen den
Gruppen.

(A:22,28 +13,4 %; B: 13,29 £ 11,27 %; C: 22,54 £ 9,92 %; D: 10,15 + 3,19 % fur TRPA1)
(A: 11,85 7,29 %; B: 24,00 + 8,31 %; C: 19,31 £ 13,63 %; D: 32,42 + 8,51 % fur FceRl)

Diagramm 29 Prozentsatz doppelt (fur TRPA1 und FceRlI) negativer Mastzellen

FcERI -/ TRPA1-negative Mastzellen
15

Zellen

100 Mastzellen

Diagramm 29 zeigt die 4 Gruppen (A = C57BL6/J mit Salinen behandelt, B = C57BL6/J
mit HDM behandelt, C = C57BL6/J TRPV1" mit Salinen behandelt,
D = C57BL6/J TRPV17 mit HDM behandelt). Es wurden alle Zellen aufgetragen nach
Zellen / 100 Mastzellen, die weder TRPA1 noch FceRI exprimieren. Auf dem 5%-Niveau

zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen.
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Diagramm 30 Prozentsatz TRPA1-positiver Mastzellen

TRPA1 +

1004

Zellen

100 Mastzellen

Diagramm 30 zeigt die 4 Gruppen (A = C57BL6/J mit Salinen behandelt, B = C57BL6/J
mit HDM behandelt, C = C57BL6/J TRPV1" mit Salinen behandelt,
D = C57BL6/J TRPV17 mit HDM behandelt). Es wurden alle Zellen aufgetragen nach
Zellen / 100 Mastzellen, die TRPA1 exprimieren.

Bezuglich der Gesamtzahl der exprimierten TRPA1-Rezeptoren zeigt sich ein signifikan-
ter Abfall bei den Wildtyp- und mit HDM behandelten Tieren im Vergleich zur entspre-
chenden Kontrollgruppe. (A: 62,58 + 7,94 vs B: 49.95 + 11,7; ¥)

Dieser Abfall ist auch bei den TRPV1” Tieren zu verzeichnen, befindet sich aber nicht

im statistisch signifikanten Bereich. (C vs D p>0,05)

Ein signifikanter Anstieg zeigt sich bei den TRPV1” Tieren im Vergleich zur Wildtyp-
Kontrollgruppe. (A: 62,58 £ 7,94; B: 49.95 + 11,7; C: 74,61 £ 6,03; D: 65,94 £ 4,22; A vs
C* BvsC ™™ BvsD¥

Zwischen Gruppe A und Gruppe D Iasst sich auf dem 5%-Niveau kein signifikanter Un-
terschied feststellen. (A: 62,58 + 7,94 vs D: 65,94 + 4,22, p>0,05)
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Diagramm 31 Prozentsatz FceRI -positiver Mastzellen

FcERI +
100
Zellen 80- =
= = ——
60-
100 Mastzellen e
40- - -
20+ s
0- : : T
S S
& ¢
65\ \\'\x\ X ;
& & &
< O G}
& &
& &

Diagramm 31 zeigt die 4 Gruppen (A = C57BL6/J mit Salinen behandelt, B = C57BL6/J
mit HDM behandelt, C = C57BL6/J TRPV1" mit Salinen behandelt,
D = C57BL6/J TRPV17 mit HDM behandelt). Es wurden alle Zellen aufgetragen nach

Zellen / 100 Mastzellen, die FceRI exprimieren.

Auf dem 5%-Niveau zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen

Gruppen.

(A: 71,07 £ 14,96; B: 79,69 + 11,50; C: 67,67 £ 10,33; D: 79,74 + 5,89)
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6 Diskussion

6.1 Kiritische Betrachtung des Studiendesigns

Mit der Gattung C57BL6/J standen homozygote TRPV1-Knockout-Mause aus kongeni-
taler Inzucht und eine entsprechende Wildtyp-Kontrollgruppe zur Verfugung. [5,42,130]
Die Wahl der Kontrollgruppe der gleichen Gattung diente unter anderem der Minimali-
sierung genetischer Variationen zwischen den einzelnen Gruppen auf die Studienergeb-
nisse. C57BL6/J ist einer der am besten charakterisierten und meistbenutzten Stamme
weltweit und insbesondere daflr bekannt, aggressiver und larm- und geruchsempfindli-

cher zu sein, als beispielsweise die Artgenossen der Gattung BALB/c. [58,61,185]

Spontan entwickeln Mause kein Asthma, was bedeutet, dass man es bei ihnen auslésen
muss, um verlassliche und auf den Menschen Ubertragbare Studien durchzuflihren.
[179] Dazu existieren verschiedene Substanzen und Protokolle, unter anderem das
OVA-Modell. Hierbei wird den Mausen ein Hiihnereiprotein (Ovalbumin), oft im Abstand
von 0, 7 und 14 Tagen, in die Bauchhdhle injiziert. An den Tagen 21- 23 wird das gleiche
Protein intranasal appliziert. [222] Dies fuhrt zu erhéhten IgE-Werten, einer lokalen In-

flammation der Lungen und signifikanten Veranderungen der BAL. [222]

Das OVA-Protein wird Ublicherweise mit Adjuvantien wie beispielsweise Aluminiumhyd-
roxid (welches historisch auch als Adjuvans in Impfungen genutzt wurde) gemeinsam
injiziert, um eine bessere T-Helferzell-2-Antwort zu erreichen, welche, wie in der Einlei-
tung bereits ausgeflihrt, eine entscheidende Rolle in der Pathogenese des Asthmas ein-
nimmt. [37,193] Dabei scheint die induzierte Antwort aber nicht abhangig zu sein von
Mastzellen oder Makrophagen. So konnte kein Unterschied gezeigt werden beziglich
der Induktion CD4- und CD8-positiver Zellen zwischen Wildtypmausen und Mausen, in

welchen der Mastzell- bzw. Makrophagen-Signalweg ausgeschaltet wurde. [165]

Wahrend die Vorteile des OVA-Modells die relativ kostengiinstige Durchfliihrung und
seine in vielen Studien untermauerte Wirksamkeit sind, lasst insbesondere der von Mast-
zellen scheinbar unabhangige Wirkungsmechanismus dieses Modell fur die Vorliegende
Arbeit ungeeignet erscheinen. [63,66,102,265]

Im HDM-Mausmodell werden die Tiere ausschliel3lich intranasal mit Hausstaubmilben-
Extrakt behandelt, was nicht nur weniger invasiv und fir die Mause damit stressfreier ist,
sondern auch dem menschlichen Asthma-Mechanismus naher zu kommen scheint. So
enthalt das Extrakt der Gattung Dermatophagoides pteronyssinus verschiedene Anti-
gene, welche weltweit zu den haufigsten Ausldsern allergischen Asthmas zahlen.
[67,179]
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Insbesondere in Bezug auf die vorliegende Arbeit war weiterhin eine vermehrte Mast-
zellzahl in der Lunge nach Behandlung mit HDM-Extrakt relevant. [154,203] In mit HDM-
Extrakt behandelten, Mastzell-defizienten Mausen konnte zudem eine statistisch signifi-
kant verringerte Anzahl an Entziindungszellen in der BAL im Vergleich zu Wildtypmau-
sen und normwertige IgE-Plasma-Level nachgewiesen werden. Dies spricht fur eine

wichtige Rolle der Mastzellen in der Pathogenese des HDM-induzierten Asthmas. [64]

Nichtsdestotrotz bleibt selbst das beste Modell nur das: ein Modell. Da sich aber ent-
sprechende Experimente an menschlichen Probanden aus naheliegenden ethischen
Grinden verbieten, soll in diesem Kapitel auf die wesentlichen Unterschiede zwischen
dem Asthma der Maus und des Menschen eingegangen werden und mdgliche Fehler-

quellen bei der Ubertragung von der Maus auf den Menschen beleuchtet werden.

Es konnte gezeigt werden, dass bei zeitlich eng gefassten Protokollen des OVA-Maus-
modells das Airway-remodeling nicht in gleichem Ausmalf} stattfindet wie bei Personen,
die jahrelang unter ihrem Asthma leiden und nach Beendigung der Antigenexposition
eines der Kardinalsymptome des Asthmas, die bronchiale Hyperreagibilitat, wieder zu-
riickgebildet wird. Ahnlich auch mit der eosinophilen Entziindung, welche merklich ab-

nimmt, auch wenn sie nach wie vor Uber dem Ausgangsniveau liegt. [156,166]

Relativierend muss hierzu gesagt werden, dass in OVA-basierten Protokollen, in wel-
chen die Mause Uber einen langeren Zeitpunkt sensibilisiert und ihrem Antigen exponiert
wurden, eine Persistenz des Remodelings festgestellt werden konnte. Aber auch in die-
sen Modellen war eine abnehmende AHR und Inflammation ohne weitere Antigenexpo-
sition zu beobachten. [145,152,166] Dagegen scheint es im HDM-Mausmodell zu einer

Persistenz der eosinophilen Entziindung und der AHR zur kommen. [193]

Darlber hinaus konnten in HDM-basierten Mausmodellen deutlich héhere IgE-Level des
Blutes demonstriert werden. AuRerdem verstarkt im Lungengewebe zu finden in diesem
Modell sind verschiedene Interleukine (IL-6, 13, 17) sowie IFN-y, was insgesamt eine

bessere Wirksamkeit des Protokolls wahrscheinlich erscheinen lasst. [32]

Weiterhin scheint die Inflammation in Menschenlungen hauptsachlich im Epithel lokali-
siert, wahrend das Epithel der Maus nicht in gleicher Weise betroffen zu sein scheint und
ebenfalls das Lungenparenchym und die umliegenden GefalRe betrifft.
[84,111,150,179,187]
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6.2 Interpretation der Ergebnisse und Vergleich mit ahnlichen
Studien

6.2.1 Bronchoalveolare Lavage (BAL)

Der in dieser Arbeit beschriebene signifikante Anstieg der Mittelwerte der Gesamtzell-
zahlen im Vergleich zu den Kontrollgruppen A und C um ca. den Faktor 7 pro ml BAL in
den mit HDM behandelten Gruppen (Gruppe B und D) wird durch verschiedene bereits
veroffentlichte Studien bestatigt. [34,50,199] Eine Studie der Arbeitsgruppe Dinh be-

schreibt dagegen noch deutlich héhere Gesamtzellzahlen. [203]

Auch bezuglich der Mittelwerte der Eosinophilenzahlen pro ml BAL findet sich in den mit
HDM behandelten Gruppen (Gruppe B und D) ein signifikanter Anstieg im Vergleich zu
den Kontrollgruppen A und C um mindestens den Faktor 50, maximal um den Faktor
400.

Dies deckt sich mit den Beobachtungen der bereits zitierten Studien [34,199,203] und
konnte ebenfalls an menschlichen, erwachsenen Patienten [210,245] und Kindern be-

statigt werden. [83]

Botelho und Schmit konnten ebenfalls eine Vermehrung von Neutrophilen und Lympho-
zyten in der BAL feststellen. [34,203] Bezuglich der Makrophagen-, Neutrophilen- und
Lymphozytenzahl konnte in dieser Arbeit kein signifikanter Unterschied beschrieben
werden, wobei die beiden letzteren vermehrt erscheinen, dabei aber keine statistische
Signifikanz erreichen. Dies war ebenfalls der Fall in einigen zuvor veroffentlichten Stu-
dien, in denen beinahe durchgehend die Ergebnisse bezlglich der Eosinophilen-Zahl
bestatigt werden konnte, aber nur in wenigen Fallen fiur Neutrophile und Lymphozyten.
[51,210] In OVA-Mausmodellen konnte bereits gezeigt werden, dass BALB/c-Mause wie
in den oben genannten Studien von Schmit und Botelho benutzt, eine verstarkte AHR
und hdhere Mastzellzahlen im Lungengewebe demonstrieren, wahrend bei der Gattung
C57BL6/J der vorliegenden Arbeit hohere Eosinophilenzahlen- und Neutrophilenzahlen
in der BAL nachweisbar sind. [101,115] Denkbar ist daher, dass die hohe Zahl an Eo-
sinophilen in der Auszahlung von 200 Zellen pro Tier zu einer Vernachlassigung kleine-

rer Zellpopulationen wie den Lymphozyten gefuhrt haben konnte.

Insgesamt lassen diese Ergebnisse darauf schliel3en, dass das HDM-Modell seine Funk-
tion erfullt und bei den Gruppen B und D Asthma ausgeldst werden konnte, was die

Grundlage der Interpretation aller folgenden Ergebnisse bildet.

Es existieren Studien, welche eine Reduktion der Gesamtzellzahl, Makrophagen und

eosinophilen Granulozyten in der BAL durch TRPV1-Blocker in einem Ovalbumin-Modell
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beschreiben. [51] In dieser Arbeit konnte zwischen den TRPV1"-M&usen und den Wild-
typmausen kein signifikanter Unterschied festgestellt werden, was vereinbar ist mit dem
Ergebnis von Caceres et al. von 2009, die in einem Ovalbumin-basierten Modell zum
gleichen Ergebnis gelangen. [39] Auch in der Arbeit von Baker et al. aus dem Jahr 2016
wurde, obwohl eine Richtung zu erkennen war, keine statistische Signifikanz bei

TRPV17 M&usen in einem HDM-Modell in Bezug auf die Eosinophilenzahl erreicht. [14]

Eine mégliche Erklarung fiir diese Diskrepanz waére, dass sich bei TRPV1"- M&usen al-
ternative Inflammations-Mechanismen zum TRPV1-Pfad entwickeln. Mdglicherweise ge-
schieht dies sogar Uber TRPA1, der den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit nach her-
aufreguliert wird bei TRPV1” Mausen, was eine Erklarung fir die normale Reaktion in
oben genannten Modellen sein kénnte. Bei kurzfristiger Blockade, beispielsweise durch
Capsazepin, ware dies nicht mdglich und die Inflammation ware in diesem Fall sehr wohl

verringert durch Ausschalten des TRPV1-Rezeptors.

6.2.2 Gesamt-IgE-Level im Serum

Die wichtige Rolle von IgE bei allergischen Geschehen, darunter auch dem atopischen

Asthma und speziell im Hinblick auf Mastzellen, ist seit langem bekannt. [45]

In den mit HDM behandelten Gruppen zeigt sich ein signifikanter Anstieg der Mittelwerte
der Gesamt- IgE-Spiegel im Vergleich zu den beiden mit NaCl behandelten Gruppen
mindestens um den Faktor 33. Im Vergleich zu weiteren Studien der Arbeitsgruppe Dinh
mit dem gleichen HDM-Mausmodell an Mausen der Gattung BALB/c ist dies ein aul3er-
gewohnlich hoher Anstieg [203], wobei die gattungsspezifischen Unterschiede bedacht
werden missen. So zeigen, wie weiter oben bereits ausgeflihrt, an Asthma erkrankte
C57BL/6 unter anderem héhere Eosinophilenzahlen- und Neutrophilenzahlen in der BAL
im Vergleich zu BALB/c.

In OVA-basierten Modellen konnten erhdhte OVA-IgE-Level bei BALB/c-Mausen im Ver-
gleich zu C57BL/6 demonstriert werden. [115] Andere Studien konnten dies nicht nach-
weisen. [101] Dieses Ergebnis kénnte somit auf eine bessere Wirksamkeit des HDM-
Protokolls in Bezug auf die Fahigkeit, allergisches Asthma bei C57BL/6 im Vergleich zu
BALB/c auszuldsen, hindeuten. In jedem Fall jedoch demonstrieren die Resultate das

allergische Asthma der mit HDM behandelten Gruppen.

Zwischen den TRPV17-Mausen und den WT-Mé&usen zeigt sich bei gleicher Behandlung
jeweils kein signifikanter Unterschied der Serum-IgE-Spiegel. Die Studienlage hierzu ist
noch uneinheitlich. In verschiedenen Studien konnten signifikant erniedrigte IgE-Level
im Blut HDM- bzw. Ovalbumin-behandelter C57BL/6 TRPV 17~ im Vergleich zur Kontroll-
gruppe demonstriert werden. [14,201]
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Andere Publikationen demonstrieren genau das Gegenteil, ndmlich eine erhdhte IgE-
Produktion bei TRPV1”- C57BL/6, welche auf intranasalem Weg sensibilisiert wurden.
Die gleiche Studie kann diesen Effekt aber nicht bei Mausen, welche i.p. sensibilisiert

wurden, feststellen, bei diesen blieb das Ergebnis unverandert. [173]

Caceres et al. untersuchten zwar nicht den TRPV1-Rezeptor, aber den strukturell ver-
wandten TRPA1-Rezeptor und konnten bei den mit Ovalbumin behandelten TRPA1 7
C57BL/6 ebenfalls keine Veranderung der Serum-IgE-Spiegel im Vergleich zur Kontroll-
gruppe feststellen. [39]

Die bisher veroéffentlichten Studien geben also zusammenfassend noch keine klare Rich-
tung vor. Die vorliegende Arbeit tragt dazu bei, das Resultat weiter einzugrenzen, fest-
zuhalten ist aber, dass weitere Publikationen zum gleichen Thema abzuwarten sind, ehe

eine Aussage getroffen werden kann.

6.2.3 Lichtmikroskopie

In der HE-Farbung I&sst sich eindeutig eine Ansammlung von Entziindungszellen in der
Nahe der Bronchien und Bronchioli, sowie ein ,Airway-Remodeling“ mit Dickenzunahme
der Wande und Hypertrophie der glatten Muskulatur der mit HDM behandelten Tiere im

Vergleich zur Kontrollgruppe beobachten.

Die PAS-Farbung bestatigt die postulierte Becherzellhyperplasie mit in der Folge ver-
mehrter Mukusansammlung in Lumen der Bronchioli. Auch das bronchiale Remodeling

kann in dieser Farbung beobachtet werden.

Diese Effekte wurden bereits in verschiedenen Studien und sogar Lehrblichern be-
schrieben und sind somit keine neuen Ergebnisse, bestatigen aber unser Modell.
[81,110,152,199,203]

Mastzellen konnten in der Toluidinblaufarbung nachgewiesen werden und sind bevor-
zugt in der Nahe der Trachea, grofRer Bronchien und grolier Gefalde zu finden. Auch dies
wird gedeckt von bereits publizierten Studien, darunter auch Studien unserer Arbeits-
gruppe. [57,203]

6.2.4 Gesamtmastzellzahl / mm?

In Bezug auf die Gesamtmastzellzahl differieren die Publikationen. Schmit et al. be-
schreibt 2017 in einer Publikation, die die Verteilung von Mastzellen innerhalb der Lun-
genkompartimente an Mauselungen untersucht, Mastzellzahlen, die von 5 / mm?im al-

veolaren Gewebe (iber 20/mm?im Bereich von Gefaen bis hin zu 25 / mm? in der Nahe
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von Bronchien reicht. Dabei wurden die Mause der Gattung BALB/c nach dem gleichen

Protokoll behandelt wie in der vorliegenden Arbeit. [203]

Andersson et al. beschreibt dagegen fir gesunde menschliche Lungen Zahlen von
150/mm? in zentralen Luftwegen bis hin zu 400/mm?in den Alveolen. [8] Auch Balzar et

al stutzen dieses Ergebnis. [18]

Die Beobachtungen dieser Arbeit liegen dazwischen, namlich bei 40 — 80 Zellen/mm?,
abhangig davon, ob es sich um Asthma-Lungen oder um gesunde Mauselungen han-
delte.

Es ist zu erwahnen, dass in dieser Arbeit keine Aufteilung in einzelne Lungenkomparti-
mente erfolgte, sondern ein Mittelwert Gber die gesamte Lunge gebildet wurde. Trotzdem

bleibt eine grolte Diskrepanz zwischen den Ergebnissen der 3 Studien.

Anzuflihren ist, dass Andersson et al. mithilfe eines Rechen-Algorithmus die luminale
Flache ausschliefien und somit nur die Septumoberflache betrachten. [8] Auch spezies-
spezifische Unterschiede missen bedacht werden zwischen Menschen- und Mauselun-
gen. Dabei scheinen groflere Saugetiere, wie beispielsweise Hunde (25,7 + 3,3) und
Schweine (23,7 + 7,9) oder entsprechend auch der Mensch eine groere Mastzelldichte
zu besitzen als beispielsweise Ratten und Mause. [8,18,118,236] In Kombination kénn-
ten diese beiden Tatsachen der Grund fur die mehr als deutlichen Unterschiede der Stu-

dien sein.

Nach Betrachtung der Abweichung der Ergebnisse dieser Arbeit von der Arbeit von
Schmit scheint es am wahrscheinlichsten, dass diese zuriickzufiihren sind auf eine un-
terschiedliche Auswahl der auszuzahlenden Schnitte. [203] Wahrend sich die vorlie-
gende Arbeit von Anfang an vor allem auf die prozentuale Verteilung der Mastzellpopu-
lationen sowie der Rezeptoren konzentriert hat und die Unterschiede zwischen WT /
Asthma und WT / Knockout zum Ziel hatte, ging es in der Arbeit von Schmit vor allem
um die verschiedenen Kompartimente der Lungen. Dies fiihrte dazu, dass in dieser Ar-
beit in erster Linie Bereiche ausgewertet wurden, in denen méglichst viele Mastzellen
vorkommen, wahrend Schmit et al. systematischer vorgingen und dabei beispielsweise
auch Bereiche der Lunge in die Auswertung mit einbezogen, in welchen uberhaupt keine

Mastzellen zu sehen waren.

Weiterhin wurden in allen 4 Arbeiten die Mastzellen nach immunhistochemischer Far-
bung manuell ausgezahlt, sodass untersucherabhangige Alterationen der Resultate na-
hezu unmdglich zu vermeiden sind. Ohne Zweifel werden weitere Studien dazu beitra-

gen, den wahren Wert weiter eingrenzen zu kénnen.
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Sowohl in der vorliegenden Arbeit als auch in der Publikation von Schmit et al., bzw.
einer weiteren von Andersson et al., lasst sich eine deutliche Zunahme der Mastzell-

dichte bei asthmatischen Patienten, bzw. Mausen feststellen. [9,203]

Ob die zuvor beschriebenen erhdhten IgE-Spiegel im Vergleich zur Publikation von
Schmit et al. ebenfalls im Zusammenhang mit den erhéhten Mastzellzahlen stehen, ist
denkbar, in OVA-basierten Protokollen allerdings konnte eine erhdhte Mastzellzahl in
Mauselungen der Gattung BALB/c gezeigt werden im Vergleich zu C57BL/6 der vorlie-
genden Arbeit. [101] Es erscheint jedoch gut mdglich, dass die verschiedenen Gattun-

gen auch unterschiedlich auf verschiedene Antigene reagieren.

6.2.5 Expression von TRPV1 bei Asthma und Vergleich zwischen Mt/ M+c

In einer Publikation aus dem Jahr 2004 von Stander et al. konnte bei einem Anteil aller
der Haut entstammenden Mastzellen immunhistochemisch und mithilfe von PCR der
TRPV1-Rezeptor nachgewiesen werden. [216] Weiterhin bestatigten Untersuchungen
an einer Mastzell-Leukdmie-Reihe die Expression von TRPV1 und weiteren TRP-Kana-
len in humanen Mastzellen. [263] Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde dieses
Ergebnis bestatigt und es fand sich, dass 50-65% aller untersuchten Mastzellen in der

Lunge positiv anfarbbar fir TRPV1 sind.

In keinem Fall findet sich eine vermehrte Expression des Capsaicin-Rezeptors nach Be-
handlung mit Hausstaubmilbenextrakt im Vergleich zur Salin-Kontrollgruppe. Dagegen
kann in allen 3 Farbungen eine Verringerung der Anzahl TRPV1-positiver Mastzellen
beobachtet werden. Der Effekt ist nicht sehr stark ausgepragt und erreicht nur in einer
der Farbungen statistische Signifikanz, die Richtung ist aber klar erkennbar und auch
bei den beiden nicht signifikanten Ergebnissen wird die Schwelle nur knapp verfehlt. (p=
0,07 und p= 0,06)

Zum aktuellen Zeitpunkt finden sich nach sorgfaltiger Literaturrecherche mit den Stich-
worten ,TRPV1“ jasthma“ und ,mast cell“ keine weiteren Publikationen bezliglich einer
Herauf- oder Herabregulation des TRPV1-Rezeptors auf Mastzellen im Rahmen von al-
lergischem Asthma. Dagegen existieren aber Publikationen aus dem Jahr 2017, welche
eine vermehrte Expression von TRPV1 in den Epithelien der Luftwege asthmatischer
Mause feststellen konnten. Da in der vorliegenden Arbeit aber Mastzellen untersucht
wurden, sind beide Ergebnisse problemlos miteinander vereinbar. Es ist gut vorstellbar,
dass TRPV1 zwar in den Luftwegen heraufreguliert wird, in Mastzellen dieser Effekt aber
ausbleibt. [142]

Untersucht wurde ebenfalls die Expression des TRPV1-Rezeptors zwischen den beiden

Mastzellpopulationen Mt und M+c. Dabei konnte festgestellt werden, dass 15-20% aller
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Mastzellen als TRPV1-positive Mt und 30-35% als TRPV1-positive M+c klassifiziert wer-
den kdnnen. Mrc sind klassischerweise eher verantwortlich fur Fibrosen als fur asthma-
tische Erkrankungen, inwiefern dieses Ergebnis also eine Rolle in Bezug auf Asthma

spielt, bleibt abzuwarten. [54]

Diese Verteilung war auch im Vergleich zwischen Asthma- und Kontrolltieren stabil. Bis-
her wurden keine Studien publiziert, welche den gleichen Sachverhalt untersuchen, so-

dass zum aktuellen Zeitpunkt ein Vergleich dieses Ergebnisses nicht mdglich ist.

6.2.6 Expression von TRPA1 bei Asthma und Vergleich zwischen M1/ Mrc
sowie TRPV1--und Wildtypmausen

Wie bereits in der Einleitung angedeutet, konnte in einer Studie aus dem Jahr 2012 von
Hox et al. keine funktionelle Expression des TRPA1-Rezeptors auf Mastzellen festge-
stellt werden. [117] Bedenkt man allerdings, dass in ruhenden Mastzellen TRPA1 in ers-
ter Linie in intravesikularen Vesikeln gelagert wird, die mit Sekretogranin Il interagieren
und die Arbeitsgruppe um Hox isoliert die Aktivierung von Mastzellen durch Senfdl als
einzige Positivkontrolle betrachtete, ohne dabei eventuelle Kreuzreaktionen mit anderen
Rezeptoren zu untersuchen, so ist dies kein Widerspruch. [88,190] Moglicherweise flhrt
Senfdl als einzelnes Molekl nicht zu einer Freisetzung von Mediatoren aus Mastzellen,
TRPA1 kann aber trotzdem von diesen exprimiert werden und als Teil einer Signal-
kaskade (zum Beispiel Gber Bradykinin und Phospholipase C) eine wichtige Rolle in der
Pathogenese des allergischen Asthma spielen. [22] Weiterhin wurde in der zuvor er-
wahnten Studie von Hox auf Mastzellen des Knochenmarks (BMMCs) zuruckgegriffen.
Es konnte demonstriert werden, dass Mastzellen das Knochenmark im Allgemeinen als
multipotente Mastzell-Progenitorzellen verlassen und sich erst im Zielorgan unter dem
komplexen Einfluss verschiedener Molekile, darunter Interleukine, SCF und STAT5
(Signal transducer and activator of transcription 5) in ihre endgultige Form differenzieren.
In Anbetracht dieser wichtigen Rolle, die die Umgebung bei der Entwicklung von Mast-
zellen spielt, ist es gut mdglich, dass Knochenmarkstammzellen keine TRPA1 exprimie-
ren, die in dieser Arbeit untersuchten Mastzellen der Lunge im Lauf ihrer Migration und

Differenzierung jedoch auch begannen, diesen Rezeptor zu produzieren. [62]

Dies wird unterstitzt von einer Arbeit an C57BL/6-Mausen mit atopischer Dermatitis, in
welcher in Knochenmarksmastzellen der TRPA1-Rezeptor nur in geringer Zahl nachge-
wiesen werden konnte, die Mastzellen diesen aber in vitro nach Inkubation mit Interleukin
13, Interferon gamma und H202 vermehrt zu exprimieren scheinen. Fir Interleukin 4
konnte sogar der gegenteilige Effekt, namlich eine Herabregulation, gezeigt werden.
[182]
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In dieser Arbeit konnte kein Unterschied gezeigt werden zwischen den einzelnen Mast-
zellpopulationen bezuglich der TRPA1-Expression. Es fand sich, dass 30-40% aller
Mastzellen positiv sind fur TRPA1 und ausschlieBlich Tryptase exprimieren, wahrend
ungefahr die gleiche Zahl (25-40%) an Mastzellen Tryptase, Chymase und TRPA1 pa-
rallel exprimieren. Aktuell finden sich in der Literatur (Stichworte , Tryptase®, ,Chymase*
und ,TRPA1“) keine weiteren Publikationen, welche ebenfalls die TRPA1-Expression in

Bezug auf die verschiedenen Mastzellpopulationen untersuchen.

Eine Studie an Patienten mit atopischer Dermatitis konnte eine vermehrte TRPA1-Ex-
pression auf Mastzellen im Vergleich mit einer asymptomatischen Kontrollgruppe fest-
stellen, was flir eine Rolle in atopischen Krankheitsbildern, wie beispielsweise dem un-

tersuchten allergischen Asthma bronchiale, spricht. [182]

Dies konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht nachgewiesen werden. In allen
Farbungen sind durchgehend 60-80% der Mause-Mastzellen positiv fir TRPA1 markier-
bar. Es findet sich reproduzierbar eine verminderte TRPA1-Expression bei mit HDM be-
handelten, somit an Asthma erkrankten Mausen. Insofern sollte bedacht werden, dass
Lungenmastzellen in Bezug auf TRPA1 anders reagieren konnten auf entztndliche Pro-
zesse als Hautmastzellen oder Knochenmarkmastzellen oder, dass die dem allergischen
Asthma zugrundeliegenden pathophysiologischen Prozesse sich unterscheiden in Be-
zug auf atopische Dermatitis. [117] Weiterhin ist es wahrscheinlich, dass ebenfalls die
Tatsache von Bedeutung ist, dass Mause TRPA1 anders exprimieren als die in oben
genannter Studie untersuchten menschlichen Patienten. Daher ist es sehr gut denkbar,
dass TRPA1 in menschlichem allergischem Asthma auch auf Mastzellen eine Rolle
spielt, selbst wenn dies aus den Ergebnissen der vorhandenen Untersuchungen nicht

direkt geschlossen werden kann.

In einer Publikation von 2009 wurde ein wichtiger Effekt des TRPA1-Rezeptors auf Neu-
ronen in der Pathogenese von Asthma in Mausen im Rahmen eines Ovalbumin-Modell
postuliert, was gut vereinbar ist mit den Ergebnissen dieser Studie. [39] Es ist sehr gut
mdglich, dass TRPA1, ahnlich wie TRPV1, Gber neuronale oder humorale Mechanismen
Einfluss auf die Pathogenese allergischen Asthmas nimmt, ohne dabei vermehrt auf

Mause-Lungenmastzellen nachgewiesen werden zu kénnen.

AbschlieRend ist festzustellen, dass der TRPA1-Rezeptor eine Rolle auch in Bezug auf
Mastzellen zu spielen scheint, die genaue Funktionsweise und die sich daraus ergeben-

den Konsequenzen bleiben allerdings Gegenstand weiterer Forschungen.

Ebenfalls findet sich ein signifikanter Anstieg bei TRPV1-Knockout-Mausen im Vergleich
zum Wildtyp. Auch dieses Ergebnis konnte im Rahmen der Arbeit mehrfach bestatigt

werden. Insofern scheint eine hemmende Funktion des TRPV1-Rezeptors in Bezug auf
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den TRPA1-Rezeptor in Mastzellen denkbar. Dies wird im folgenden Kapitel weiter be-
handelt.

6.2.7 Colokalisation von TRPV1 mit TRPA1

Obwohl der TRPV1-Rezeptor nach unseren ersten Ergebnissen quantitativ und qualitativ
eher eine untergeordnete Rolle in der Pathogenese von Asthma zu spielen scheint, so
scheint er doch eine Rolle zu spielen in Hinsicht auf den TRPA1-Rezeptor. Daher wurde
untersucht, ob und inwiefern diese miteinander colokalisiert werden kénnen und ob es
bei Behandlung der Mause mit Hausstaubmilbenextrakt zu einer quantitativen und/oder

qualitativen Anderung kommt.

Bei der Untersuchung der Mastzellen, welche nur TRPA1, nicht aber TRPV1 exprimie-
ren, fand sich ein Anstieg bei den Asthmatieren. Dieser Anstieg befand sich nicht auf
einem statistisch signifikanten Niveau, aber weist bei einem p von 0,09, zusammen mit
der statistisch signifikant verminderten Colokalisation von TRPA1 und TRPV1 bei mit
HDM behandelten Mausen in die Richtung unserer zuvor postulierten Hypothese der

Hemmung der TRPA1-Expression durch den TRPV1-Rezeptor.

Studien zeigen, dass TRPV1 und TRPA1 nicht nur beide Angriffsort gleicher Molekule
sind, namentlich Bradykinin, sondern ebenfalls miteinander reagieren und dies auch in-
nerhalb einer Zelle und nicht nur Uber extrazellulare Mechanismen. [19,52,217] Die Tat-
sache, dass TRPV1 und TRPA1 in der Lage sind sowohl Homo- als auch Heteromere
zu bilden, stellt eine Interaktion beider Rezeptoren aulRer Frage. [49,112,135,140,218]

Es konnte ebenfalls bereits beschrieben werden, dass TRPA1 eine funktionelle Inhibition
des TRPV1-Rezeptors bewirkt, dessen Sensitivitat unter anderen Umstanden aber auch
erhdhen kann. [86,215,264] Moglich erscheint also auch, dass TRPA1 reziprok durch
TRPV1 gehemmt wird und dies quantitative Auswirkungen auf die Rezeptorexpression
in TRPV17-Mastzellen hat. Eben diesen Effekt, namlich die Inhibition von TRPA1 durch
TRPV1, beschreiben Weng et al. 2015 in ihrer Publikation zu dem Protein Tmem100,
das vermutlich die Assoziation von TRPA1 und TRPV1 zueinander lockert, damit zu ei-
ner Verstarkung der Funktion von TRPA1 fuhrt. [250]

6.2.8 Expression von FceRI bei Asthma und Vergleich zwischen Mt/ M+c

sowie TRPV1--und Wildtypmausen

Ein Ergebnis der vorliegenden Arbeit lautet, dass 60-90 Prozent aller Mastzellen FceRI-
positiv sind. Eine quantitative, prozentuale Rolle bei Asthma scheint jedoch nicht zu be-
stehen. Dies widerspricht auf den ersten Blick den Beobachtungen der Publikation von

Andersson et al (2011), welche in zentralen Luftwegen keinen Unterschied fand, in
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alveolarem Gewebe aber einen sehr deutlichen. [9] Diese Diskrepanz in den beiden Stu-
dien kénnte zurlckzuflhren sein darauf, dass in der vorliegenden Arbeit kein Unter-

schied gemacht wurde zwischen zentralen Luftwegen und alveolarem Gewebe.

Der in der Einleitung beschriebene Anteil von 100 Prozent FceRI-positiver Mastzellen im
Knochenmark, welcher in einer Studie aus dem Jahr 2005 beschrieben wurde, konnten
weder Andersson noch die hier vorliegende Publikation flir die Lunge bestatigen, sodass
davon auszugehen ist, dass auf dem Weg vom Knochenmark zur Lunge im Rahmen der
Ausreifung viele Mastzellen ihre FceRI-Rezeptoren verlieren und erst wieder exprimie-
ren, wenn es zu einem Stimulus (beispielsweise IgE im Rahmen von allergischem
Asthma) kommt. Oder aber es liegt an dem Unterschied in den Untersuchungsmetho-
den, denn wahrend diese Arbeit sowie die Arbeit von Andersson sich der Immunhisto-
chemie bedienten, wurde in der Publikation von Kaur et al Durchflusszytometrie zur
Quantifizierung FceRl-exprimierender Mastzellen verwendet, welche deutlich sensitiver
ist. [134]

In Bezug auf die FceRI Expression in den Mastzellpopulationen zeigen sich einzelne auf
einem niedrigen Niveau signifikante Ergebnisse, eine klare Richtung ist jedoch nicht zu
erkennen. Die Publikation von Andersson et al. hat die gleiche Fragestellung untersucht,
konnte diesen Effekt jedoch nicht feststellen. [9] Daher bleibt die Bedeutung bisher un-

klar, weitere Studien bleiben abzuwarten, ehe eine Aussage getroffen werden kann.

6.2.9 Colokalisation von TRPV1 mit FceRI

Es zeigt sich, dass ca. 40 Prozent aller Mastzellen FceRIl und TRPV1 colokalisiert expri-
mieren, dagegen aber nur 20 Prozent FceRl isoliert, bzw 15 % TRPV1 isoliert exprimie-
ren. Dies kdnnte, wenn man den gréReren Anteil doppelt positiver Mastzellen bedenkt,
auf eine Interaktion beider Rezeptoren hinweisen, daraus eine Schlussfolgerung zu pos-

tulieren, erscheint aber verfriht.

Eine quantitative Beeinflussung der Expression von FceRI durch TRPV1 ist in den Er-
gebnissen nicht zu erkennen, entsprechende Vergleichsstudien fehlen. Auch zwischen

den Asthma- und den Kontrollgruppen zeigt sich kein signifikanter Unterschied.

Diese Ergebnisse unterstreichen die bisherigen Resultate, welche dem TRPV1-Rezep-

tor eine, zumindest in Bezug auf Mastzellen, untergeordnete Rolle zuordnen.
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6.2.10 Colokalisation von TRPA1 mit FceRI

Eine Colokalisation von TRPA1 mit FceRl ist in ca. 50 — 60 Prozent aller Mastzellen zu
erkennen. Dabei exprimieren ca. 10-20 Prozent aller Mastzellen TRPA1 isoliert und 20-

30 Prozent sind positiv fur FceRI, ohne dabei jedoch positiv fiur TRPA1 zu sein.

Auch hierbei erscheint, im Hinblick auf den erhéhten Anteil doppelt positiver Mastzellen,
eine Interaktion beider Rezeptoren méglich. Ein endgultiges Fazit ist aber auch hierbei

nicht zu ziehen.

Quantitativ besteht dabei kein signifikanter Unterschied zwischen Asthma- und Kontroll-

mausen. Entsprechende Publikationen zum Vergleich dieser Zahlen fehlen.

6.3 Schlussfolgerungen

Zusammenfassend lasst die vorliegende Arbeit auf eine Rolle der untersuchten Rezep-
toren in der Funktionsweise der Lungenmastzellen schlieRen. So konnte demonstriert
werden, dass die Anzahl der Lungenmastzellen nach der Allergiebehandlung zunimmt
und ein groer Anteil der Lungenmastzellen TRPV1 (bis zu 65%), TRPA1 (bis zu 80%)
und den hochaffinen Mastzellrezeptor FceRI (bis zu 90%) exprimiert und dies jeweils
Uberwiegend nicht isoliert, sondern in Kombination mit mindestens einem der beiden

anderen Rezeptoren.

Die Ergebnisse lassen eine wichtige Rolle der Mastzellenpopulation mit Expression von
TRPA1 und dem hochspezifischen IgE-Rezeptor bei allergischem Asthma bronchiale

vermuten.
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