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,Die Neugier steht immer an erster Stelle eines Problems, das gelést werden will.“

Galilieo Galilei (1564-1642)
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2. ZUSAMMENFASSUNG

Die Anaphylaxie, eine potentiell lebensbedrohliche Reaktion, kann durch Kofaktoren
beeinflusst werden. ACE-Inhibitoren, 3-Blocker und Acetylsalicylsaure (ASS) werden
haufig in der Therapie von Herz-Kreislauferkrankungen eingesetzt. In der
vorliegenden Arbeit wurde Uberpruft, ob diese anaphylaktische Reaktionen
begunstigen. Das Modell der passiv systemischen Anaphylaxie (PSA) wurde speziell
angepasst, um die Behandlung einer Herz-Kreislauf-Therapie nachzubilden. Die
orale Gabe von Metoprolol oder Ramipril verstarkte die Anaphylaxie geringfugig. Die
Kombination der Medikamente steigerte die Anaphylaxie deutlich, was im Modell der
passiv kutanen Anaphylaxie (PCA) bestatigt werden konnte. Gleichzeitig waren
Mastzellmediatoren im Serum der Tiere erhdht. Die Inkubation muriner Mastzellen
(MZ) mit den Medikamenten, steigerte die FceRI-vermittelten Histaminfreisetzung in
vitro. ASS-Vorbehandlung der Mause verstarkte die Auspragung der PSA und der
PCA, was mit einer Steigerung von MZ-Mediatoren im Serum assoziiert war. Die
FceRl-induzierte Histaminfreisetzung muriner MZ wurde hingegen nach ASS-
Inkubation gehemmt, was auf einen indirekten Mechanismus hinweist. Die Reduktion
der Prostaglandine (PG) durch ASS ist mit einer gesteigerten Leukotriensynthese
verbunden. Der Leukotrienantagonist Montelukast konnte die, durch ASS verstarkte,
PSA nicht mildern, was zeigt, dass dieser Effekt unabhangig von Leukotrienen ist.
PGE, kann die MZ-Degranulation Uuber EP1-EP4-Rezeptoren modulieren.
Tatsachlich schwachten EP3- und EP4-Rezeptoragonisten die durch ASS
gesteigerte Anaphylaxie ab. PGE; nimmt somit eine wichtige Rolle in der pro-
anaphylaktischen Wirkung von ASS ein.

Zusammenfassend wurde erstmals gezeigt, dass Metoprolol und Ramipril die
Anaphylaxie uUber eine Steigerung der MZ-Reaktivitat verstarken. ASS hingegen
erhoht anaphylaktische Reaktionen uber einen indirekt steigernden Effekt auf die MZ.

PGE:; ist zumindest teilweise an der pro-anaphylaktischen Wirkung von ASS beteiligt.
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3. SUMMARY

Cofactors contribute to the severity of anaphylaxis, a potential life-threatening
hypersensitivity reaction. ACE-inhibitors, R-blockers and acetylsalicylic acid (asa)
are frequently used drugs in cardiovascular therapy. Whether they affect systemic
anaphylactic reactions has been addressed within this thesis. To this aim, the
passive systemic anaphylaxis model (PSA) was employed here and specially
designed to mimic a long term treatment in cardiovascular therapy. The data
demonstrate that oral treatment of mice with ramipril or metoprolol alone slightly
aggravated anaphylaxis. However, the combination clearly potentiated anaphylactic
reactions, which was also confirmed in the passive cutaneous anaphylaxis model
(PCA). In line with this, elevated amounts of mast cell (MC) mediators were detected
in mice sera upon combined drug treatment. In vitro, FceRIl-mediated histamine
release of murine MCs was likewise enhanced by the respective drugs. Pre-
treatment of mice with asa aggravated the symptoms of PSA and PCA;
simultaneously MC-mediators in sera were elevated. In contrast, FceRI-mediated
histamine release of MCs was reduced by asa in vitro, pointing to an indirect
mechanism. Asa reduces prostaglandins (PGs) and increases leukotriene synthesis.
The leukotriene antagonist montelukast failed to attenuate PSA, aggravated by asa,
suggesting that the pro-anaphylactic effect of asa might be independent of
leukotrienes. PGE, can modulate MC degranulation via EP1-EP4 receptor. Indeed,
EP3 and EP4 receptor agonists alleviated anaphylaxis enhanced by asa. Therefore
PGE; might play an important role in the pro-anaphylactic effect of asa.

In conclusion, the data demonstrate for the first time that metoprolol and ramipril
exacerbate anaphylactic symptoms by a direct increase in MC reactivity. In contrast,
asa aggravates anaphylactic reactions by priming MCs through an indirect

mechanism. PGE; is at least partly involved in this process.

Schlagworter:

Anaphylaxie, Kofaktoren, Herz-Kreislauferkrankungen, Mastzellen

Keywords:

Anaphylaxis, cofactors, cardiovascular diseases, mast cells
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4. EINLEITUNG

4.1 Allergische Reaktion

Allergische Reaktionen beruhen auf einer Hypersensitivitat des Immunsystems1. Zu
den klassischen Immunglobulin (Ig) E vermittelten Sofortreaktionen (Typ |
Reaktionen) gehoren allergische Erkrankungen wie Asthma, Rhinitis, Urtikaria,
Nahrungsmittelallergien oder Anaphylaxiez, welche die schwerste Manifestation®
einer allergischen Erkrankung darstellt. Beim Erstkontakt mit dem Allergen erfolgt
durch eine TH2-spezifische Immunantwort die Differenzierung der B-Zelle zur
Plasmazelle, welche daraufhin antigenspezifische IgE Antikorper bildet!. Diese
binden an hochaffine IgE-Rezeptoren (FceRIl) auf Mastzellen (MZ) oder Basophilen.
Durch erneuten Kontakt mit dem Allergen erfolgt eine Quervernetzung der IgE-
Rezeptoren und in Folge dessen die Aktivierung von Effektorzellen. Diese setzen
pro-inflammatorische Mediatoren (siehe 4.2.2) frei, welche die Symptome der
allergischen Reaktion bedingen™ * °. Die Pravalenz der Allergieerkrankungen nimmt

weltweit kontinuierlich zu® .

4.2 Die Mastzelle

¥

Abb. 1 Lichtmikroskopische Aufnahme einer Mastzelle. Murine Mastzellen wurden 4-6 Wochen kultiviert und
mit Toluidinblau angefarbt. (A) zeigt die MZ in 400-facher und (B) in 1000-facher Vergréf3erung.

Die Bezeichnung ,Mastzelle® wurde 1878 erstmals von dem Wissenschaftler Paul
Ehrlich gepragt, der dafiir 1908 den Nobelpreis erhielt®. Nach histologischer Farbung

%1% und

der Zellen mit Anilin entdeckte er zahlreiche Granula innerhalb der Zellen
grenzte sie aufgrund ihrer Morphologie und ihres Farbeverhaltens gegenuber Anilin
von Plasmazellen ab'® ":  Bei chronischen Entziindungen findet man

aulRerordentlich haufig eine bedeutende Vermehrung der granulierten Zellen...Man
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kann von diesem Standpunkt aus die granulierten Zellen gewissermallen als
Produkte der Mastung der Bindegewebszellen und sie dementsprechend als

“ Des Weiteren beschrieb Ehrlich, eine intensive

Mastzellen bezeichnen.
Lokalisation dieser Zellen in der Nahe von BlutgefaRen' . 1966 konnte Lennart
Enerback durch spezifische Farbungen von MZ im Bindegewebe und im Darm der
Ratte zeigen, dass MZ abhangig von ihrer Lokalisation Heterogenitaten im
Phanotypen aufweisen'® '*. Basierend auf diesen Untersuchungen werden MZ bis
heute in Bindegewebsmastzellen (engl. connective tissue mast cell, CTMC) und in
mukosale MZ (engl. mucosal mast cell, MMC) eingeteilt, welche sich aufgrund ihrer
GroRe, Lokalisation und ihrer Granulazusammensetzung unterscheiden' ™.
Histologisch lassen sich CTMCs durch eine Farbung mit Safraninrot von MMCs
abgrenzen'® 3. Alle MZ leiten sich von pluripotenten hamatopoetischen Stammzellen
aus dem Knochenmark ab. Sie zirkulieren als Vorlauferzellen im Blut und wandern
schlieRlich zu ihrem Zielgewebe, wo die Differenzierung zu CTMCs oder MMCs
erfolgt’®®°. Von besonderer Bedeutung fiir die Ausdifferenzierung der MZ ist der

)2" 22 welcher unter anderem von

Stammzellfaktor (engl. stem cell factor, SCF
Fibroblasten oder Stromazellen gebildet wird. Dieser bindet an den Rezeptor Kit
(CD117) auf der MZ-Oberflache und garantiert so die Reifung und die Homoostase
der MZz%> %,

MZ sind sowohl an einer Immunantwort des nativen als auch des adaptiven
Immunsystems beteiligt*>%. Sie spielen eine entscheidende Rolle bei allergischen

Erkrankungen und entziindlichen Reaktionen®?°.

Zahlreiche tierexperimentelle
Studien belegen eine Rolle von MZ bei der Abwehr von Pathogenen®=2. Im Zuge der
Immunantwort kommt es zu einer erhohten MZ-Dichte in den peripheren Geweben,
welche zum einen durch die Proliferation der MZ im Gewebe und zum anderen durch
die Rekrutierung von MZ-Vorlauferzellen aus dem Knochenmark zustande kommt®*

|28, 36

% Die Expression von Kit® %2 und FceR ist charakteristisch fiir MZ.

4.2.1 Aktivierungsweg der Mastzelle

Der sogenannte klassische Aktivierungsweg wird Uber IgE und seinen hochaffinen
Rezeptor FceRI ausgeldst” ?*. Dieser Rezeptor besteht aus vier Untereinheiten: Die
a-Untereinheit bindet IgE, wahrend die R-Untereinheit und y-Untereinheiten fur die
Signaltransduktionen verantwortlich sind” 24 Zu diesem Zweck weisen die R-und die

y-Untereinheiten Aktivierungsmotive (engl. immunoreceptor tyrosine-based activation
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motifs, ITAMs)?* auf. Durch Bindung eines Allergens an rezeptorgebundenes IgE
erfolgt die Quervernetzung des Rezeptors. Dies hat eine Aktivierung der
Tyrosinkinase Lyn zur Folge, welche eine Phosphorylierung der ITAMs der 3- und y-
Untereinheiten des Rezeptors bewirkt. Daraufhin kommt zur Bindung und Aktivierung
der Kinasen Fyn und Syk37, welche die nachfolgende Immunantwort modulieren
kénnen, indem sie entweder das Adaptermolekll LAT (engl. linker for activation of T
cell) oder NTAL (non T cell activation linker) phosporylierenzs. In der Zellmembran
bedingt die Aktivierung von Phosphoinositol-3 Kinase (PI3K) die Bildung von
Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate (PIP3), welches die Phospholipase (PL) C
rekrutiert?®. LAT aktiviert die PLC, welche daraufhin Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat zu Inositol-1,4,5-trisphosphat (InsP3) und Diacylglycerol (DAG)
hydrolysiertzs. InsP3; bindet an seinen Rezeptor am Endoplasmatischen Retikulum
und vermittelt so den Anstieg der intrazellularen Calciumkonzentration, wahrend
DAG die Translokation der Proteinkinase (PK) C bewirkt?®. Beides sind
Schliisselmerkmale fiir die Degranulation der MZ%.

Neben dem klassischen Aktivierungsweg durch IgE und FceRlI, kann die MZ auch
durch IgE-unabhangige Faktoren aktiviert werden. Dies geschieht beispielsweise
durch Bindung von SCF an seinen Rezeptor Kit*, durch Pathogene uber “Toll like
Rezeptoren”, oder Uber Aktivierung von Zytokinrezeptoren, Komplementrezeptoren
und Neuropeptidrezeptoren®' *°. Zudem sind einige basische oder polybasische
Substanzen (Bradykinin, Substanz P), Medikamente (Codein, Morphin) oder
synthetische Peptide (Compound 48/80) in der Lage, MZ-Degranulationen zu
induzieren®® “°. Im Fall von Compound 48/80, welches im Zuge dieser Arbeit in einer
tierexperimentellen Untersuchung eingesetzt wird, erfolgt dies Uber eine direkte
Aktivierung G-Protein-gekoppelter Rezeptoren. Diese zeichnen sich durch ihre
sieben Transmembrandomanen aus und sind mit GTP-regulierten Signalmolekulen
(G-Proteinen) verbunden, welche aus einer membrangebundenen a- und y-
Untereinheit und einer zytosolischen B-Untereinheit bestehen*'. In Folge der
Aktivierung wird GTP an die a-Untereinheit gebunden, woraufhin diese von der 3/y-
Untereinheit dissoziiert. Sowohl die a-Untereinheit als auch die R/y-Untereinheit
kénnen die Immunantwort der MZ regulieren*’. Basierend auf Sequenzhomologien
und funktionalen Ahnlichkeiten wird die Familie der Ga-Untereinheiten in vier Klassen
(Gai, Gagq, Gas und Gayy13) unterteilt. Gag und Gaiy13 kdnnen unter anderem die

PLC aktivieren*!, was (iber einen Anstieg der Calciumkonzentration und (iber eine
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Translokation der PKC eine MZ-Degranulation bewirkt**. Die cAMP-Konzentration in
der Zelle kann Uber Aktivierung von Ga; und Gas moduliert werden. Ga; hemmt die
Adenylatcyclase (AC), wahrend Gas diese stimuliert*'. Eine Akkumulation von cAMP
induziert die Aktivierung von PKA, welche inhibierend auf die MZ-Degranulation
wirkt*? 4. Welcher Mechanismus hinter der inhibierenden Wirkung von PKA auf die
MZ-Degranulation steht, ist nicht genau bekannt. Fir humane neutrophile Zellen
konnte gezeigt werden, dass PKA die Aktivierung von PI3K unterbindet**. Durch
Aktivierung G-Protein-gekoppelter Rezeptoren kann die Degranulation der MZ
reguliert werden®'.

Beispiele fur G-Protein-gekoppelte Rezeptoren sind unter anderem der Beta-
adrenerge Rezeptor (siehe 4.4.1) oder auch die vier Rezeptoren des Prostaglandins

E, (siehe 4.5)*", welche im weiteren Verlauf dieser Arbeit ndher erlautert werden.
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Abb.2 Aktivierungswege der Mastzelle, enthommen aus*'. Allergenbedingte Quervernetzung des FceRlI hat
eine Aktivierung der ITAMs durch Lyn zur Folge. Durch Rekrutierung der Kinase Syk kommt es zur Aktivierung
des Adaptermolekils LAT, welches wiederum PLC aktiviert. Durch anschlieRende Hydrolyse kommt es zur
Bildung von InsP3 und DAG, welche durch Ausldsung eines Calciuminfluxes und Translokation von PKC die MZ-
Degranulation induzieren, woraufhin es zur Freisetzung inflammatorischer Mediatoren kommt. Die Degranulation
der MZ kann zudem Uber KIT und G Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR) erfolgen bzw. reguliert werden.

Es existieren zahlreiche Mechanismen, die der Immunantwort von MZ
entgegenwirken kénnen*®. Zum einen tragt die relativ kurze Halbwertszeit der MZ-
Mediatoren selbst dazu bei, die akute Phase der Reaktion zu beenden, zum anderen
kommt es zur Produktion anti-inflammatorischer Zytokine, wie IL-10 oder TGF-R*.
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Zusatzlich exprimieren MZ auch Rezeptoren, die inhibierende Motive (engl.
Immunoreceptor tyrosine-based inhibition motifs, 1TIMs) enthalten*®  wie
beispielsweise den niedrig affinen IgG-Rezeptor FcyRIIB oder CD300a*.
Aktivierungen dieser Motive fihren zur Rekrutierung der Tyrosin-Phosphatase SHIP,
welche durch Dephosphorylierung von InsP3; den Calciumeinstrom ins Cytoplasma

unterbricht®, wodurch die MZ-Aktivierung inhibiert wird*®

. Die MZ-Stimulierung kann
zudem durch Rekrutierung weiterer Tyrosinphosphatasen (SHP-1/2) negativ reguliert
werden. Diese dephosphorylieren die 3- und y-Untereinheiten des FceRI sowie die

Syk-Kinase und verhindern auf diese Weise eine MZ-Aktivierung37' 47,

4.2.2 Mediatoren der Mastzelle

Wahrend der MZ-Degranulation werden zahlreiche pro-inflammatorische Mediatoren
ausgeschuttet, welche in 3 Klassen unterteilt werden konnen: 1) Praformierte
Mediatoren*® wie Histamin, Serotonin (letzteres wird (iberwiegend von MZ der Maus

und Ratte produziert*

) oder Proteasen (Tryptase, Chymase), die in den
cytoplasmatischen Granula gespeichert vorliegen. 2) De novo produzierte
Lipidmediatoren*® wie Leukotriene und Prostaglandine, die aus Arachidonsaure
gebildet werden. Prostaglandin D, wird in gro3er Menge von MZ freigesetzt, wahrend
unter den Leukotrienen vorwiegend LTC,4 gebildet wird, welches zu LTD4 und LTE4
metabolisiert wird®. Zu der letzten Klasse gehoren 3) Zytokine, Chemokine und
Wachstumsfaktoren*®. Wahrend die ersten beiden Klassen innerhalb von Minuten
nach Antigenkontakt ausgeschuttet werden, erfolgt die Freisetzung von Zytokinen
und Chemokinen erst mehrere Stunden nach der MZ-Aktivierung® 2> *’. Die
inflammatorischen Mediatoren erhdhen unter anderem die vaskulare Permeabilitat
und filhren zu Vasodilatation, was in Angioddemen und Urtikaria resultiert> °°°2,
Zudem koénnen sie Bronchokonstriktion und Hypotension bewirken und im

schlimmsten Fall zum anaphylaktischen Schock filhren® °0-%2

. In nachfolgender
Tabelle ist eine Auswahl an MZ-Mediatoren dargestellt, welche hauptsachlich nach

Aktivierung von MZ sezerniert werden.
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Mediatorklasse Mediatoren Physiologischer Effekt

Praformierte Mediatoren  Histamin, Serotonin, -Vasodilatation
Tryptase, Chymase
-Erhéhung der vaskularen
Permeabilitat

-Inflammatorische Prozesse
-Bronchokonstriktion

De novo synthetisierte LTC,, PGD, -Kontraktion der Bronchien
Lipidmediatoren
-Erhéhung der vaskularen
Permeabilitat

-Vasokontraktion der Atem-
und Koronargefalle

-Peripherale Vasodilatation

-Verengung der Arterien
und intestinalen glatten
Muskulatur

Cytokine/Chemokine/ TNF-a, IL-3, IL-4, Inflammatorische Prozesse
Wachstumsfaktoren IL-5, IL-6, IL-8

Tabelle 1 Murine und humane Mastzellmediatoren. Diese Mediatoren werden Uberwiegend nach MZ-

Aktivierung freigesetzt. Neben diesen Mediatoren werden noch weitere Mediatoren sezerniert, welche in dieser

Tabelle nicht dargestellt werden. Die Tabelle basiert auf® 23, 28.47.53

Wie bereits erwahnt unterscheiden sich MZ je nach Lokalisation und Spezies®,
weshalb auch das Mediatorprofil der Zellen variiert. So wird der praformierte
Mediator Serotonin beispielsweise in groRen Mengen von murinen MZ ausgeschuttet,
wahrend humane MZ nur eine geringe Konzentration an Serotonin enthalten*. Auch
im Gehalt der Tryptasen und Chymasen unterscheiden sich die MZ beider Spezies.
Bei der Maus sind eine Vielzahl an Tryptasen und Chymasen (mMCP-1 bis mMCP-
14) bekannt?®, wahrend humane MZ nur 3 Tryptasen und eine Chymase freisetzen>*.
Humane und murine MZ unterscheiden sich zudem in der Sekretion einiger Zytokine
wie beispielsweise dem Interleukin (IL)-4, welches unter physiologischen

Bedingungen nur von murinen MZ gebildet wird® 2% 2847,

4.3 Ausloser und Kofaktoren der Anaphylaxie

Das Phanomen der Anaphylaxie wurde erstmals 1902 von Portier und Richet®

beschrieben, die schwere allergische Reaktionen mit fatalem Ausgang wahrend ihrer
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Immunisierungsstudien an Hunden beobachteten. Der Begriff Anaphylaxie ist aus
dem griechischen abgeleitet und bedeutet so viel wie ,das Gegenteil von
Schutz* (ana= gegen; phylaxis= Schutz)®. Die Anaphylaxie stellt die
schwerwiegendste Manifestation einer allergischen Erkrankung dar. Bislang liegt
keine einheitliche Definition der Anaphylaxie vor’’. Laut verschiedener
Konsensustreffen aus den Jahren 2004 und 2005 wird sie als eine ,schwere und
potenziell lebensbedrohliche allergische Sofortreaktion* definiert®®. Dabei handelt es
sich vorwiegend um IgE-vermittelte Typ-l Reaktionen, welche sich in multiplen
Organsystemen manifestieren. Neben kutanen und gastrointestinalen Symptomen
kédnnen auch der Respirationstrakt und das Herz-Kreislaufsystem involviert sein® 2%
%60 Anhand der Auspragung der klinischen Symptome und involvierten
Organsysteme werden anaphylaktische Reaktionen in Schweregrade -eingeteilt,
wobei es keine einheitliche Regelung fiir die Klassifizierung der Schweregrade gibt®".
MZ und ihre Mediatoren spielen eine Schlusselrolle bei der Entstehung einer
Anaphylaxie*® %2, So konnte anhand muriner Studien gezeigt werden, dass Mause,
die MZ defizient sind, keine Symptome der passiv induzierten Anaphylaxie
entwickeln®. Mause bei denen die Histidindecarboxylase ausgeschaltet ist und die
somit kein Histamin produzieren konnen, zeigen ebenfalls keine anaphylaktischen
Symptome im Vergleich mit ihren Wildtypkontrollen®?. Zu den haufigsten Auslésern
der Anaphylaxie gehdren Nahrungsmittel, Medikamente und Insektengifte?® 5% 836°,
Die Auspragung der anaphylaktischen Reaktion hangt dabei nicht nur von der Menge
des Allergens ab, sondern kann durch Risikofaktoren wie Alter und Geschlecht,
sowie durch Vorerkrankungen wie allergisches Asthma oder Mastozytose verstarkt
werden® . Zudem treten 30%°’ aller anaphylaktischer Reaktionen nur in Gegenwart
eines sogenannten Kofaktors auf. Dabei I0st ein Allergen allein keine Reaktion aus,
wahrend die Kombination aus Allergen und Kofaktor zur Auspragung einer
Anaphylaxie fiihrt®”. Welche Mechanismen hinter diesem Effekt stehen, ist bisher
nicht genau bekannt®®. Es wird jedoch vermutet, dass der Kofaktor die
Bioverfugbarkeit des Allergens erhoht und/oder den Schwellenwert fir die Auslésung
der allergischen Reaktion senken kann®® ® ®_|n Abbildung 3 ist die Auspriagung
einer Anaphylaxie in Abhangigkeit eines Kofaktors schematisch dargestellt. Zu den
haufigsten Kofaktoren gehdren korperliche Anstrengung, Alkohol und Medikamente®’,

wobei letztere im Fokus der vorgelegten Arbeit stehen.
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Kofaktor+
geringe Allergendosis

chwellenwert fir die Induktion der Anaphylaxie

geringe Allergendosis

Auspragung der Anaphylaxie

Zeit

Abb. 3 Induktion der Anaphylaxie in Abhéangigkeit eines Kofaktors. Eine geringe Dosis des Allergens reicht
nicht aus, um eine Anaphylaxie zu induzieren, wahrend eine hohe Allergendosis eine starke Immunantwort
auslost. Ein Allergen, welches allein unterhalb des Schwellenwertes flr die Induktion einer Anaphylaxie bleibt,

kann in Gegenwart eines Kofaktors schwere allergische Reaktionen induzieren. Die Darstellung basiert auf®’.

4.4 Herz-Kreislauf-Medikamente

Bei schweren anaphylaktischen Reaktionen mit Hypotension und Schock ist das
Herz-Kreislaufsystem involviert’®. Einige Studien weisen darauf hin, dass koronare
Herzerkrankungen Risikofaktoren fiir die Auspragung einer Anaphylaxie darstellen®.
Betroffene Patienten missen meist taglich mit Antihypertensiva wie R-Blockern,
ACE-Inhibitoren oder Acetylsalicylsaure behandelt werden’""3. Die Einnahme dieser
Medikamente wird in der Literatur in einigen Fallen mit dem Auftreten
anaphylaktischer Symptome assoziiert’* " und ihr Gebrauch ist wihrend der letzten

Jahre stetig angestiegen’ 7.

4.41 Ramipril und Metoprolol

R-Blocker inhibieren die 3-Adrenozeptoren und verhindern dadurch die aktivierende
Wirkung von Adrenalin und Noradrenalin’® ’®. Der R-Adrenozeptor ist ein G-Protein-
gekoppelter Rezeptor, der in einen B1 und R2 Subtypen unterteilt ist?® 8'. Die
Aktivierung des 1 Subtyps wirkt sich positiv inotrop und chronotrop auf das Herz
aus und steigert den Blutdruck, wahrend der R2 Subtyp eine Vasodilatation der
Bronchialmuskulatur, der Muskeln der Gebarmutter und der Blutgefalde nach sich
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zieht® 81 Beide Subtypen kdnnen (iber eine Aktivierung der AC den cAMP-Spiegel
erhdhen und dadurch die PKA aktivieren** "8, Diese fiihrt (iber mehrere nachfolgende
Signalkaskaden zu der positiv ionotropen und chronotropen Wirkung auf das Herz®.
Durch R-Blocker wird dieser Effekt inhibiert und es kommt in Folge dessen zur
Senkung der Ruheherzfrequenz und des Blutdrucks. Der in dieser Arbeit verwendete
R-Blocker Metoprolol inhibiert selektiv den R1- Adrenozeptor”.

Metoprolol

Adrenalin

[ pe——
g e B

PKA = - =» Erregung und Kontraktion
1 des Herzens

OO0 |

Abb. 4 Wirkmechanismus des selektiven B1-Antagonisten Metoprolol. Aktivierung des R-Adrenozeptors
bewirkt durch Aktivierung der Adenylatcyclase (AC) eine Akkumulation von cAMP, welche die PKA induziert.
Diese Aktivierung bewirkt Gber mehrere Signalkaskaden die Erregung und Kontraktion des Herzens. Durch

Metoprolol wird dieser Effekt unterbunden und es kommt zur Senkung des Blutdrucks. Die Darstellung basiert

aufSO, 81

Eine Herz-Kreislauf-Therapie besteht Uberwiegend aus Kombinationen von
Medikamenten aus unterschiedlichen Wirkstoffgruppen, da eine Monotherapie oft
nicht ausreicht, um den Blutdruck hinreichend zu kontrollieren® 8.

Zusammen mit Metoprolol wird haufig der ACE-Inhibitor (engl. Angiotensin
converting enzyme, ACE) Ramipril verschrieben. Dieser hemmt das Angiotensin
konvertierende Enzym (ACE), welches Angiotensin | zu Angiotensin || metabolisiert.
Angiotensin |l bindet an seine Rezeptoren und vermittelt so eine Kontraktion der
Blutgefale, wodurch der Blutdruck und auch die Herzfrequenz steigen. ACE-
Inhibitoren bewirken demnach eine Senkung des Blutdrucks, da weniger Angiotensin

Il vorhanden ist®®. Als Nebeneffekt der ACE-Blockade kommt es zu einer Anhaufung



Einleitung 22

des vasoaktiven Kinins Bradykinin, welches im Korper zur Bildung von Angio6demen

fuhren kann®

Angiotensin | Bradykinin
Ramipril  =—— @ ——— Ramipril
[Anglotensm I » [ inaktives Peptid ]

l

AT1 Rezeptor

l

ﬁlasokonstriktion

Abb. 5 Wirkmechanismus des ACE-Inhibitors Ramipril. Ramipril hemmt das Angiotensin konvertierende
Enzym (ACE). In Folge dessen kommt es zu einer Verringerung von Angiotensin Il und konsequenterweise zur
Senkung des Blutdrucks. Ramipril verhindert zudem den Abbau des vasoaktiven Bradykinins, welches im Korper

akkumuliert wird. Die Darstellung basiert auf®’.

Ob eine Therapie mit B-Blockern und ACE-Inhibitoren anaphylaktische Reaktionen
verstarken kann, wird in der Literatur kontrovers diskutiert. So sind mehrere
Fallstudien beschrieben worden, in denen nach Einnahme der Medikamente
anaphylaktischer Symptome aufgetreten sind”™ 8 jedoch gibt es auch gegenteilige
Berichte, die zeigen, dass diese Medikamente keinen Einfluss auf die Anaphylaxie

haben®®

4.4.2 Acetylsalicylsaure

ASS gehort zu den nicht steroidalen Antiphlogistika (NSAIDs) und ist beim Menschen

ein weit verbreitetes Schmerzmittel®® °'

. In geringer Dosierung wird sie in der
Prophylaxe von Herz-Kreislauf-Erkrankungen eingesetzt. Die Einnahme kann bei
empfindlichen Individuen MZ-abhangige Reaktionen, wie Asthma oder Urtikaria
auslosen®® 927 Bei Patienten mit Aspirin induziertem Asthma wurden erhdhte Werte
an LTC4 im Serum und in der bronchoalveolaren Lavage gefunden. Dies basiert auf

der Hemmung der Cyclooxygenase (COX), wodurch die Prostaglandinsynthese
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vermindert wird und sich das Gleichgewicht vermutlich zugunsten des Lipoxygenase-
Weges verschiebt. Dadurch wird die Arachidonsaure zur verstarkten Bildung von
Leukotrienen herangezogen, die in akute und chronische Entziindungsreaktionen
involviert sind (siehe Abb.6). Es wird vermutet, dass die Leukotriene zu einem
grol3en Teil fur die Symptome des Aspirin induzierten Asthmas verantwortlich sind**
98101 " Tatsachlich belegen einige Studien, dass die Bronchokonstriktion, induziert
durch die Einnahme von ASS, nach Gabe von Leukotrienantagonisten verbessert

102103, 104 | Gegensatz dazu stehen andere Untersuchungen, die

werden kann
belegen, dass Leukotriene nicht fur die Symptome des Aspirin induzierten Asthmas
verantwortlich sind'® % Vielmehr favorisieren sie die Hypothese, dass durch
Hemmung der COX unter anderem die Bildung des Prostaglandins E; inhibiert wird,

welchem eine regulatorische Funktion in der Immunantwort zugesprochen wird®®.
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Abb. 6 Biosynthese von Prostaglandinen und Leukotrienen. Arachidonsdure wird entweder durch die
Lipoxygenase zu Leukotrienen oder (iber die Cyclooxygenase zu Prostaglandinen und Thromboxan A2
metabolisiert. ASS hemmt die Cyclooxygenase, was zur Reduktion von Prostaglandinen fihrt. Im Zuge dessen
kommt es auch zur Reduktion von PGE;, welches die Immunantwort modulieren kann. Als Nebenwirkung von

ASS kommt zu einer Akkumulation von Leukotrienen. Diese Darstellung basiert auf'o""%,

4.5 Prostaglandin E; und seine Rezeptoren

Prostaglandine gehdren zu den Eicosanoiden''?. Sie bestehen aus mehrfach
ungesittigten 20-Carbonfettsduren, welche aus Arachidonsiure gebildet werden'™.
Dabei sind 3 Enzyme'"" beteiligt: Die Phospholipase A2 katalysiert den Abbau von
Arachidonsaure aus Membranphospholipiden. Im Anschluss erfolgt die Oxidation

zum PGG;'"? durch die Cyclooxygenase (COX), welche in zwei Isoformen exprimiert

t113, 114

wird. Die COX-1 wird konstitutiv exprimiert und ist ubiquitar verteil , wahrend

die COX-2 erst durch inflammatorische Prozesse induziert werden muss''®. Durch
spezifische Synthasen werden im letzten Schritt die Endprodukte PGE;, PGD,, PGl,,
PGF''" und das verwandte Molekiil Thromboxan A2 gebildet''®. Die Prostaglandine

nehmen eine wichtige Funktion bei der Aufrechterhaltung der Homobostase ein und

sind zudem an verschiedenen entziindlichen Reaktionen beteiligt''" 8.

8

Das Prostanoid PGE, ist das meistproduzierte Prostanoid des Kérpers'® und ist

73,119,120

unter anderem bei der Entstehung von Schmerzen und Fieber sowie bei der

Mukussekretion und entziindlichen Prozessen beteiligt'?'. Dieses Prostaglandin wird
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unter anderem von Epithelzellen, Fibroblasten, uberwiegend jedoch von Monozyten
und Makrophagen gebildet'™ ' Im Immunsystem werden PGE, sowohl pro-
inflammatorische als auch anti-inflammatorische Funktionen zugesprochen. So

113,123 und kann auf

vermittelt es beispielsweise den Anstieg von Th1 und Th17 Zellen
B-Zell Ebene den Klassenwechsel zu IgE verstarken'®. Im Gegensatz dazu besitzt
es auch eine anti-inflammatorische Funktion, da es unter anderem die MZ-
Freisetzungsfahigkeit herabsetzen kann® % 125126,

Seine ambivalente Wirkung entfaltet PGE, uUber vier G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren (EP1, EP2, EP3, EP4), wobei es abhangig vom Rezeptor zu
unterschiedlichen intrazelluldren Signalkaskaden kommt'® 12”128 Eine Aktivierung
des EP1 Rezeptors erhdht die PLC und bewirkt dadurch einen Anstieg der
intrazellularen Calciumkonzentration in der Zelle. Der EP2 und der EP4 Rezeptor
vermitteln einen Anstieg der zellularen AC, wodurch die Konzentration an cAMP
steigt'®®. Uber den EP3 Rezeptor kann die AC sowohl inhibiert als auch aktiviert
werden und infolgedessen die cAMP-Konzentration der Zelle moduliert werden'?°.
Da die meisten Zellen mehr als einen Rezeptor fir PGE, exprimieren, hangt seine
Wirkung von der Expressionsrate der Rezeptoren und ihrem Expressionsverhaltnis
zueinander ab'®® ' Zudem bindet PGE; je nach Spezies mit unterschiedlicher
Affinitat an seine Rezeptoren'®.

Viele Studien weisen einen Zusammenhang zwischen der Inhibierung der COX und
einer erhdhten MZ-Aktivitat auf®® % 1. Ein Abfall von PGE,, induziert durch die
Hemmung der COX, kann somit zu einer erhohten Mediator-Ausschuttung aus MZ
fihren, was in zahlreichen in vitro-Experimenten bereits demonstriert wurde'®® '2°
132 Tatsachlich lieR sich fiir das Aspirin induzierte Asthma zeigen, dass die Gabe von
PGE; oder seines Analogons Misoprostol betroffene Patienten gegen Asthmaanfalle
schiitzen und Bronchokonstriktion verhindern kann'® . Zudem wurden bei diesen
Patienten geringere Basalwerte von PGE; detektiert, verglichen mit Asthmatikern,
welche keine Symptome bei ASS-Einnahme zeigten'. Zusatzlich konnte eine
verringerte Expressionsrate des EP2 Rezeptors festgestellt werden'*. Bei Patienten
mit Aspirin induzierter Urtikaria wurde eine genetische Variation im EP4 Rezeptor
detektiert, welche ebenfalls in einer reduzierten Expressionsrate resultiert’°. Diese
Studien sprechen fur eine Uberwiegend anti-inflammatorische Rolle von PGE; in
Hypersensitivitasreaktionen, welche durch die Inhibierung der COX aufgehoben wird.

NSAIDs, welche selektiv die COX-2 inhibieren, werden von ASS-intoleranten
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Patienten gut vertragen'®. Daher wird vermutet, dass lberwiegend die COX-1 fir

den protektiven Effekt von PGE; verantwortlich ist'% %7, Dafiir spricht auch, dass die

COX-1 sensitiver gegenliber einer Hemmung durch ASS ist'?’.
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5. ZIELSETZUNG DER ARBEIT

Die Anaphylaxie, eine potentiell lebensbedrohliche Reaktion, stellt die schwerste
Manifestation einer allergischen Erkrankung dar. Die Einnahme von Herz-Kreislauf-
Medikamenten ist in der Vergangenheit mit dem Auftreten anaphylaktischer
Reaktionen assoziiert worden. Ob diese Medikamente tatsachlich Kofaktoren flur die
Anaphylaxie darstellen, wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Ziel dieser Arbeit
war es daher, den Einfluss von Ramipril (ACE-Inhibitor), Metoprolol (3-Blocker) und
ASS auf die Auspragung einer anaphylaktischen Reaktion zu untersuchen.

Zu diesem Zweck wurden zunachst zwei Anaphylaxiemodelle in der Maus etabliert,
welche die Behandlung wahrend einer medikamentdsen Therapie nachahmen.

Folgende Fragen wurden mit Hilfe der beiden Modelle beantwortet:

1. Wird die Auspragung der Anaphylaxie durch Ramipril und/oder Metoprolol
beeinflusst?

2. Welche Auswirkung hat eine Kombination beider Medikamente auf die Starke
der Anaphylaxie?

3. Welche Wirkung hat ASS auf die Anaphylaxie?

Die Aktivierung von MZ stellt eine Schlusselfunktion bei der Auslésung einer
Anaphylaxie dar. Welche Bedeutung MZ bei dem Einfluss von Antihypertensiva auf
die Anaphylaxie haben, ist bisher nicht bekannt. Um dies naher zu charakterisieren

wurden im Rahmen dieser Arbeit folgende Fragen beantwortet:

4. Beeinflussen die Medikamente die Ausschittung von MZ-Mediatoren nach
einer anaphylaktischen Reaktion?

5. Welche Auswirkungen haben die Medikamente auf die FceRl induzierte
Histaminausschuttung muriner MZ in vitro?

6. Welche Mechanismen sind mafl3geblich beteiligt?
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6. MATERIAL UND METHODEN

6.1 Material

6.1.1 Reagenzien und Chemikalien

Reagenzien/Chemikalien

Hersteller

3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin (TMB)
100 bp DNA Leiter

a- Monothioglycerol (aMTG)
Acetylsalicylsdure

Agarose

Aqua steril
3-Mercaptoethanol

Bovines Serumalbumin (BSA)
Bradykinin

Butanol

Compound 48/80

DNAse
Dinatriumhydrogenphosphat, Na,HPO,
Ethidiumbromid

EDTA

Ethanol

Evans Blue Farbstoff

FCS

Glucose

Heptan

Histamin

Hydrogenperoxid, H,O,
Isoflurane (Forane)
Kaliumchlorid, KCL
Kaliumdihydrogenphosphat, KH,PO,
Kaiser’'s Glycerol Gelantine
Magnesiumchlorid, MgCl,
Metoprolol

mriL-3

mrSCF

Sigma-Aldrich, D
New England BiolabsR Inc.,
USA
Sigma-Aldrich, D
Sigma-Aldrich, D
Biozym, D
Braun, D
Sigma-Aldrich, D
PAA, A
Sigma-Aldrich, D
Merck, D
Sigma-Aldrich, D
Macherey-Nagel, D
Merck, D
Invitrogen, D
PAA, A

J.T. Baker, D
Sigma, D

PAA, A
Sigma-Aldrich, D
Merck, D
Sigma-Aldrich,
Merck, D

Abott

Merck, D

Merck, D

Merck, D

Merck, D
Sigma-Aldrich, D
Immunotools, D

Immunotools, D
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Reagenzien/Chemikalien Hersteller

Natriumchlorid, NaCl Merck, D

0,9% NaCl (physiologische Losung) Braun, D

ONO-DI-004 EP1 ONO Pharmaceutical Co., JP
ONO-AE1-259-01 EP2 ONO Pharmaceutical Co., JP
ONO-AE-248 EP3 ONO Pharmaceutical Co., JP
ONO-AE1-329 EP4 ONO Pharmaceutical Co., JP
o-Phthaldialdehyd Sigma-Aldrich, D

PIPES Sigma-Aldrich, D

P/S Biochrom, D

Ramipril Sanofi Aventis, D

Ramiprilat Sanofi Aventis, D

Salzsaure, HCL Merck, D

Schwefelsaure, H,SO,4 Merck, D

TAE-Puffer (50x) Genaxxon, D

TNP-BSA Biocat, D

Toluidinblau Merck, D

TritonX-100 Merk, D
Trypsin/EDTA-L6sung Gibco, D

Tween 20 Sigma-Aldrich, D
Zitronensaure Sigma-Aldrich, D

6.1.2 Antikorper

Antikorper Hersteller

Ratte anti-Maus CD117 (Kit)-FITC BD Pharmingen, D

Ratte anti-Maus FceRI-PE eBiosciences, USA
Fc Block (anti-CD16/CD32) eBiosciences, USA
Maus anti-TNP-IgE BD Pharmingen, D

Ratte anti-Maus-IgE BD Pharmingen, D

Ratte anti-Maus 1gGay,k Isotypenkontrolle BD Pharmingen, D

Ratte anti-Maus 1gG,, Isotypenkontrolle R&D Systems, USA
Rattte anti-Maus IgG,,-FITC, Istotypenkontrolle eBioscience, USA

Ratte anti-Maus 1gG,,-PE Isotypenkontrolle eBioscience, USA
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6.1.3 Verbrauchsmaterialien

Material Typ Hersteller
Zellkulturplatten, steril 12, 48, 96 Kavitaten Nunc, D
Biosphere Filter Tips 0.5-20 L Sarstedt, D

2-100 pL

100-1000 L
Hautstanze, steril 5 mm Durchmesser Stiefel, D
Combitips Plus 0,5ml, 5ml, 10 ml, 12,5 ml  Eppendorf, D
Deckglaser Peha-haft, 6 cm width Hartmann, D
Descosept AF Dr. Schumacher GmbH, D
Einwegrasierer Wilkinson, D
FACS Roéhrchen Sarstedt, D
Falcon 15ml, 50 ml BD, Pharmingen, D
Kandulen, steril 21G, 25G, 26G, 27G, 30G  BD, Pharmingen, D
Kryokassette (Einweg) Sakura, NL
Kryo-Spray (Einfrierspray) Instant freezing spray Bio-Optica, |
LightCycler Kapillaren 20 pl Roche, D
Objekttrager Superfrost plus Langenbrinck, D
O.C.T. Kryoeinbettmedium Tissue-Tek Sakura, NL
Petrischale Greiner Bio-One, D
Pipettenspitzen, steril Eppendorf /Sarstedt
Reagiergefalie, steril 0,5ml, 1,5ml, 2 ml BD Pharmingen, D
Skalpell, steril No. 20 Feather, D
Spritzen, steril 1,10, 20, 60 ml BD Pharmingen, D
Zellkulturflaschen, steril 25 cm?, 75 cm?, Greiner Bio-One, D

175 cm?

6.1.4 Laborgerate

Technische Gerate Modell Hersteller
Autoanalyzer Il Borgwald Technik, D
Autoklav Melag, D

CASY Technology Casy 1, Model TT Roche, D

Cell Counter

Digitalkamera EOS20D Canon, D

Dynatech MRX Microplate Version 1.33 Dynex Technologies, D

Reader
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Technische Gerate Modell Hersteller
Elektronische Waagen LA 4200 und PT120 Sartorius, D
FACS MACSQuant Analyzer Miltenyi Biotec, D

Gelkammer
Gradiententhermocycler
Heizblock
Inkubator

Kryostat
Lichtmikroskop
LightCycler
Magnetrihrer
Mehrkanalpipette
Mikroskop und
Kamera

NanoDrop
Spectophotometer
pH-Elektrode
pH-Meter

Pipetten
Pipettierhilfe
Precellys 24 lysis
Homogenisator
Schattler
Sicherheitswerkbank

Thermocycler

Px2 Therma Cycler
Thermomixer 5436
HERA cell

Jung frigocut 2800N
Axiovert 10
LightCycler 1.5
Magnetmix 2070

AxioPlan 2
AxioCam HRC
1000

MV 870 Digital
10ul, 100ul, 200ul; 1000l
Pipetus

IKA-Vibrax-VXR
HeraSafe

Primus 96 plus

Bio-Rad Laboratories, D
Thermo Technologies, D
Eppendorf, D

Heraeus, D

Leica Biosystems, D
Carl Zeiss AG, D
Roche,D
Hecht-Assistent, D
Eppendorf

Carl Zeiss AG, D

Carl Zeiss AG, D

Thermo Fisher Scientific, US

NeolLab GmbH, D
Pracitronic, D
Eppendorf, D

Hirschmann Laborgerate. D

Berlin Technologies, D

IKA Werke GmbH & Co. KG, D

Heraeus, D

Thermo Technologies, D

Tischzentrifuge 5417 C Eppendorf, D
5417R

Wasserbad U3 Julabo, D

Vortexer Reax 2000 Heidolph, D

Zentrifuge Varifuge RF Heraeus, D
Megafuge 1.0R Heraeus , D

6.1.5 Software

Software Version Hersteller

AxioVision 4.6.3 Carl Zeiss AG, D

CASY-Messgerat 1.5 Scharfe System, D
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Excel 2003, 2007,2010
FlowdJo

LightCycler Software
NCBI Databases

ND-1000

GraphPad Prism
Primer 3

ELISA Reader Software

Dynex Revelation

7.6.1
3.00

V3.7
5.00

4.0.0
G3.2

Microsoft Corporation
Tree Star, US

Roche, D

National Center for
Biotechnology Information
NanoDrop, US

GraphPad Software USA
SourceForge

Dynex Technologies GmbH, D

UCSC Databases UCSC Genome Bioinformatics
Group

6.1.6 Kits

Kits Hersteller

Histamin ELISA Labor Diagnostika Nord, D

LTC, EIA Cayman, USA

PGD, EIA Cayman, USA

PGE; EIA ENzZO

mMCP-1 ELISA eBioscience, USA

Serotonin-ELISA IBL, D

NucleoSpin RNA I Kit

TagMan Reverse Transcriptions Reagents
LightCycler Fast Start DNA

Master SYBR Green

Macherey-Nagel, D
InvitrogenTM, D
Roche, D
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6.1.7 Puffer und Losungen

Puffer/Lésungen Zusammensetzung Hersteller
PBS, pH 7,4 137 mM NaCl
7,7 mM KCI
10mM Na;HPO,
1,8 mM KH,PO,
TMB, pH 5 0,05 M Na;HPO,
0,02 M Zitronensaure
PBS mit Mg,+ und Cax+ PAA, A
PBST 0,05% Tween /1x PBS
50x PIPES, pH 7,4 1,1 M NaCl
50 mM KCI
250 mM PIPES
PAG-CM 1x Pipes
0,1% Glucose
0,1% BSA
FACS Puffer 1% BSA/ 1x PBS
MACS Puffer 0,2% BSA/ 1x PBS
20 mM EDTA
IMDM PAA, A
Medium BMcMCs IMDM Medium
10% FCS
1% PIS
0,002% oMTG
10 ng/ml IL-3
Medium PcMCs/PMCs RPMI Medium
5% FCS
0,002% oMTG
10 ng/ml IL-3
30 ng/ml SCF
RPMI IMDM-Medium PAA, A
Transportmedium 10% P/S

FACS Flow

BD, Pharmingen
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6.2 Methoden

6.2.1 Tierexperimentelle Untersuchungen

6.2.1.1 Méuse

Far die tierexperimentellen Untersuchungen wurden weibliche Balb/c Mause (10-12
Wochen alt) von der Firma Charles River bezogen. Balb/c Mause sind durch eine

rt'¥. Die Tiere wurden unter

TH, dominierende Immunantwort charakterisie
spezifischen pathogenfreien Bedingungen in einem 12-stindigen Hell-Dunkel-
Rhythmus gehalten und hatten jederzeit Zugang zu Wasser und Futter. Samtliche, in
dieser Arbeit durchgeflhrten, tierexperimentellen Untersuchungen wurden vom

Landesamt fur Gesundheit und Soziales genehmigt (G0035/08, G0200/11).

6.2.1.2 Passive Anaphylaxie

Um die pro-anaphylaktische Wirkung von Herz-Kreislauf-Medikamenten in vivo zu
untersuchen, wurden zwei Mausmodelle verwendet, die beide den IgE-abhangigen
Signalweg nutzen, um anaphylaktische Reaktionen hervorzurufen. Hierbei werden
die Effektorzellen initial mit einem Antikdrper sensibilisiert und die Anaphylaxie 24
Stunden (h) spater durch ein Antigen ausgelost. Die Dosen von Antikorper und
Antigen fur die Induktion der passiven Anaphylaxie mussten zunachst durch Dosis-

Wirkungskurven fur die vorliegenden Untersuchungen optimiert werden.

6.2.1.3 Die passiv kutane Anaphylaxie (PCA)

Die PCA ist ein passives, lokal auf das Ohr beschranktes Anaphylaxie-Modell™*® und
wird haufig angewandt um anaphylaktische Reaktionen zu untersuchen. Hierbei
wurde den Tieren intradermal in ein Ohr anti-TNP-IgE injiziert und zur Kontrolle in
das zweite Ohr PBS. Nach 24 h erfolge eine intravendése Gabe von TNP-BSA
zusammen mit 1% des Farbstoffes Evans Blue. Dies ist ein Marker fur die vaskulare
Permeabilitat und somit ein Parameter fur die Starke einer anaphylaktischen
Reaktion. Nach 30 min wurden die Tiere euthanasiert, der Farbstoff aus den Ohren
mittels Dimethylformamid extrahiert und die Intensitat anschlie®end photometrisch

bei 600 nm bestimmt.
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6.2.1.4 Die passiv systemische Anaphylaxie (PSA)

Im Unterschied zur PCA flhrt die PSA zu einer systemischen Anaphylaxie. Die MZ
wurden dabei intravends mit anti-TNP-IgE sensibilisiert und am folgenden Tag durch
intravendse Gabe von TNP-BSA stimuliert. Die systemische Anaphylaxie ist durch
eine Hypothermie gekennzeichnet. Die Abnahme der Koérpertemperatur gilt hierbei

*1.13% ynd wurde Uber einen Zeitraum von 70 min in 10 min

als wichtigster Parameter
Intervallen nach Auslosung der Reaktion bestimmt. AnschlieRend wurden die Tiere
euthanasiert und Serumproben sowie verschiedene Organe fur weitere Analysen

enthommen.

6.2.1.5 Vorbehandlung der Méduse mit Ramipril und Metoprolol und Induktion der
PCA

Nach erfolgreicher Etablierung der Methode, wurden die Tiere jeweils fur 14 Tage mit
2,5 mg/kg Ramipril (freier Zugang uber das Trinkwasser), 30 mg/kg Metoprolol (Gabe
Uber Schlundsonde) oder mit einer Kombination aus beiden Medikamenten
behandelt. Ein Behandlungszeitraum von 14 Tagen wurde gewahlt, um eine
Langzeitmedikation wahrend einer Herz-Kreislauf-Therapie, zu imitieren. Die hier
verwendeten Konzentrationen der Medikamente wurden so gewahlt wie sie
ublicherweise in einer Herz-Kreislauf-Therapie eingesetzt werden und wurden nach
einer Formel von Reagan-Shaw et. al.'*® fiir die Maus berechnet. Um zu
gewahrleisten, dass die Tiere die korrekte Menge Ramipril erhalten, wurde die
tagliche Flussigkeitsaufnahme pro Kafig zwei Wochen vor Beginn und wahrend der
Untersuchungen jeden Tag bestimmt. Als Kontrolle wurde Trinkwasser Uber eine
Schlundsonde appliziert. An Tag 14 wurden 3 ng anti-IgE-TNP oder PBS in je ein
Ohr der Mause injiziert und die passiv kutane Anaphylaxie an Tag 15 durch

intravenose Injektion von 7 uyg TNP-BSA, zusammen mit 1% Evans Blue ausgelost.

6.2.1.6 Vorbehandlung der Méduse mit Ramipril und Metoprolol und Induktion der
PSA

Nach erfolgreicher Etablierung der PSA, erhielten die Tiere 14 Tage Ramipril (freier
Zugang Uber das Trinkwasser), Metoprolol (Gabe Uber Schlundsonde) oder eine
Kombination aus beiden Medikamenten. An Tag 14 wurden die MZ intravenos mit 7
Mg anti-IgE-TNP sensibilisiert und die PSA am darauffolgenden Tag durch
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intravendse Gabe von 7 pg TNP-BSA ausgelost. AnschlieRend wurde die rektale

Korpertemperatur iber 70 min in 10 min Intervallen bestimmt.

|Analyse

Babe  ['TTTTTTTTTTITTT i
Tag 1 14 15
4 4
1
1

anti-TNP-IgE TNP-BSA
(i.d.fiv.) (iv.)

Abbildung 7 Experimentelles Modell zur Vorbehandlung der Mause mit Ramipril und Metoprolol und
anschlieBendem Auslosen der PCA oder PSA. Weibliche Balb/c Mause erhielten Uber 14 Tage eine orale
Gabe von Ramipril und/oder Metoprolol oder Trinkwasser (Placebo) als Kontrolle. An Tag 14 erfolgte eine
Sensibilisierung der MZ mittels anti-TNP-IgE (i.d. bei der PCA und i.v. bei der PSA) und 24 h spéater wurde die
PSA durch intravendse Applikation von TNP-BSA induziert. Zum Auslésen der PCA wurde TNP-BSA zusammen

mit 1% Evans Blue in die Schwanzvene injiziert.

6.2.1.7 Vorbehandlung der M&use mit Acetylsalicylsdure und Induktion der PCA

Die Behandlung mit ASS erfolgte Uber einen Zeitraum von 3 Tagen, da langerfristige
orale Gaben bei Mausen zu einer Schadigung der Magenschleimhaut fuhren
kénnen''. Die Tiere erhielten liber 3 Tage ASS (50 mg/kg) oder Trinkwasser als
Kontrolle (Placebo) per os. Die hier verwendete Konzentration von ASS wurde so
gewahlt wie sie Ublicherweise wahrend einer Herz-Kreislauf-Therapie eingesetzt wird
und wurde nach einer Formel von Reagan-Shaw et. al."* fiir die Maus berechnet. An
Tag 3 wurden 3 ng anti-TNP-IgE oder PBS i.d. in je ein Ohr der Maus injiziert und die
PCA durch intraventse Gabe von TNP-BSA, zusammen mit 1% Evans Blue 24 h
spater ausgelost. Die Extravasation des Farbstoffes wurde photometrisch bei einer
OD von 600 bestimmt.

6.2.1.8 Vorbehandlung der Méuse mit Acetylsalicylsdure und Induktion der PSA

Nach 3-tagiger Vorbehandlung der Tiere mit ASS (50 mg/kg) oder Trinkwasser
(Placebo) mit Hilfe einer Schlundsonde, wurden die MZ an Tag 3 mit 7 pyg anti-TNP-
IgE intravends sensibilisiert und am darauffolgenden Tag durch intravendse Injektion

von 7 ug TNP-BSA aktiviert. Die rektale Koérpertemperatur wurde uber einen
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Zeitraum von 70 min in 10 min Intervallen bestimmt. Die Parameter fur dieses Modell
(Applikationsroute/Konzentration von ASS sowie die Dosisangaben des Antigens/
Antikérpers und die Bestimmung der rektalen Korpertemperatur) waren, wenn nicht
explizit im Text erwahnt, gleichbleibend in allen Folgeexperimenten.

—~
ek : Ve %

.lfv_"‘_. ,/'\l.

Doy

|Analyse
| 2

Balb/c | I

I

Tag 1 2 4
+
1

1

anti-TNP-IgE TNP-BSA
(i.d.fiv.) (i.v.)
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Abbildung 8 Experimentelle Modell fiir die Vorbehandlung der Mause mit ASS und Auslésen der PCA und
PSA. Weibliche Balb/c Mause erhielten Gber 3 Tage eine orale Gabe von ASS oder Trinkwasser (Placebo) als
Kontrolle. An Tag 3 wurden die MZ mittels anti-TNP-IgE sensibilisiert (i.d. bei der PCA und i.v. bei der PSA) und
nach 24 h erfolgte die Induktion der PSA durch intravendse Applikation von TNP-BSA. Fiir das Ausldsen der PCA

wurde TNP-BSA zusammen mit 1% Evans Blue in die Schwanzvene injiziert.

6.2.1.9 Behandlung der Méduse mit Leukotrienantagonisten

Nach 3-tagiger Applikation von ASS oder Trinkwasser Uber eine Schlundsonde,
wurden die MZ wie oben beschrieben an Tag 3 sensibilisiert. An Tag 4 wurde den
Tieren 20 min vor Ausldsen der PSA der selektive Leukotrienantagonist Montelukast
(10 mg/kg'*?) Uber eine Schlundsonde verabreicht und die PSA wie oben
beschrieben ausgeldst. Zur Kontrolle erfolgte eine orale Applikation von Trinkwasser

mittels Schlundsonde.

6.2.1.10 Behandlung der Mé&use mit EP-Agonisten

Die Tiere erhielten eine 3-tagige orale Gabe von ASS oder Trinkwasser. An Tag 4,
erfolgte 30 min vor dem Auslosen der Anaphylaxie eine subkutane Gabe von je
einem EP-Rezeptoragonisten (10 pg/kg'®)

Rezeptoren EP1-EP4 binden'**. Zur Kontrolle wurde PBS injiziert.

, welche hochspezifisch an die PGE;-
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Abbildung 9 Experimentelles PSA-Modell zur Vorbehandlung der Mause mit ASS und Applikation von
Montelukast oder eines EP-Agonisten. Weibliche Balb/c Mause erhielten Uber 3 Tage eine orale Gabe von
ASS oder Trinkwasser (Placebo) als Kontrolle. Vor Induktion der Anaphylaxie, erfolgte eine orale Gabe von
Montelukast (20 min vor Auslosen der PSA) oder eine subkutane Applikation spezifischer EP-Rezeptoragonisten
(30 min vor Auslésen der PSA).

6.2.1.11 Auslésen der Anaphylaxie durch Compound 48/80

Nach 3-tagiger oraler Applikation von ASS oder Trinkwasser (Placebo), wurde am
folgenden Tag der MZ-Liberator Compound 48/80 [5 mg/kg'*’] i.p. injiziert. Dieser
ersetzt die durch anti-TNP-IgE/TNP-BSA ausgeloste Anaphylaxie. Die rektale

Korpertemperatur wurde far 70 min bestimmt.

6.2.1.12 Auslésen der Anaphylaxie durch Histamin

Nach 3-tagiger oraler Gabe von ASS oder Trinkwasser (Placebo), wurde am
folgenden Tag die Anaphylaxie durch intravendse Gabe von Histamin ausgeldst.

Dieser Weg ist unabhangig von Effektorzellen'®

und gibt Aufschluss dartber, ob
durch die ASS-Gabe die Ansprechbarkeit des umliegenden Gewebes (Fibroblasten,
Endothelzellen) auf Mediatoren der MZ verandert ist. An Tag 4 wurden 4 mg/kg
Histamin in die Schwanzvene der Tiere injiziert und die Temperaturabnahme Uber

einen Zeitraum von 70 min bestimmt.
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Abbildung 10 Experimentelles Modell zur Vorbehandlung der Mause mit ASS und Induktion der
Anaphylaxie durch Histamin oder Compound 48/80. Weibliche Balb/c Mause erhielten 3 Tage eine orale Gabe
von ASS oder Trinkwasser (Placebo) als Kontrolle. Die Induktion der Anaphylaxie erfolgte durch intraperitoneale

Gabe von Compound 48/80 oder durch intravendse Applikation von Histamin an Tag 4.

6.2.2 Zellbiologische Methoden

Alle Zellkulturexperimente wurden unter sterilen Bedingungen durchgefthrt und die
Zellen bei 37 °C und 5% CO; in humider Atmosphare kultiviert.

6.2.2.1 Generierung von Mastzellen aus dem Knochenmark der Maus

Die Gewinnung muriner MZ (engl. bone marrow-derived cultured mast cells,
BMcMCs) erfolgte nach dem Protokoll von Mrabet-Dahbi et al."*". BMcMCs kdnnen
als MZ-Progenitor-Zellen'® bezeichnet werden. Sie gehdren zu den unreifen Mz

', BMcMCs wurden aus murinen

und werden den mukosalen MZ zugeordne
Knochenmarkszellen in einer 4-6-wochigen Kultur unter Zusatz von murinem,
rekombinanten Interleukin 3 (mrlL-3) generiert, welches die Zellen in ihrem
Wachstum und ihrer Differenzierung fordert*’.

Femora und Tibiae einer Maus wurden sorgfaltig von Geweberesten befreit und bis
zur weiteren Verwendung in 50 ml Transportmedium aufbewahrt. Alle weiteren
Schritte wurden unter sterilen Bedingungen durchgefuhrt. Die Kondylen wurden
abgeschnitten, das Knochenmark mit einer 25 Gauge Kanule herausgespult und mit
einer 10 ml Pipette durch mehrmaliges Resuspendieren aufgebrochen. Anschliel3end
wurden die Zellen bei 1300 rpm, 4 °C fur 10 min zentrifugiert, in 20 ml Kulturmedium
aufgenommen und in eine 75 cm? Gewebezellkulturflasche dberfiihrt. Um die
adharenten Stromazellen von den suspensiven MZ zu separieren, wurde an Tag 5,

8, 10 und 15 der Kultur ein vollstandiger Mediumwechsel durchgefuhrt. Ab Tag 19
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wurde das Medium zweimal wochentlich gewechselt, wobei einmal ein 50%iger
Mediumwechsel und einmal ein vollstandiger Mediumwechsel durchgefuhrt wurde.
Der Wachstumsfaktor mriL-3, wurde bei jedem Mediumwechsel in einer
Endkonzentration von 10 ng/ml frisch hinzugegeben. Die Vitalitat der Zellen wurde
mittels Trypanblaufarbung mikroskopisch Uberprift und zusatzlich Uber den CASY
Cell Counter bestimmt. Um die Reinheit der Zellen zu Uberprifen, erfolgte eine
Farbung mit Toluidinblau, welches die Granula der MZ metachromatisch anfarbt.
Zusatzlich wurde die Reinheit der Zellen Uber die Expression von FceRI und Kit im

Durchflusszytometer (siehe 6.2.3.5) bestimmt.

Abbildung 11 Lichtmikroskopische Aufnahme einer murinen Mastzellkultur. Isolierte Knochenmarkszellen

(A) 5 Tage nach Kultivierung (B) Mastzellkultur nach 4-wéchiger Kultivierung bei einer 200-fachen Vergréf3erung.

6.2.2.2 Isolierung und Kultivierung von Mastzellen aus dem Peritoneum der Maus

Die Isolierung von MZ aus dem Peritoneum wurde ebenfalls nach Protokoll von
Mrabet-Dahbi et al. durchgefiihrt'’. Im Gegensatz zu BMcMCs &hneln peritoneale
MZ phanotysch den Bindegewebsmastztellen*” 10,

Frisch isolierte Zellen aus der peritonealen Lavage (engl. peritoneal lavage cells,
PLC) bestehen zu maximal 5% aus MZ'°. Um eine méglichst reine MZ-Population
zu erhalten ist die Kultivierung mit den Zytokinen mrlL-3 und murinem,
rekombinantem SCF (mrSCF) erforderlich™” . Zu diesem Zweck wurde die Maus
zunachst durch zervikale Dislokation euthanasiert, das Peritoneum freigelegt und
sofort desinfiziert. Mit einer 26 Gauge Kanule wurden 5 ml 2 mM EDTA/PBS
zusammen mit 5 ml Luft in den Bauchraum der Maus injiziert ohne das Gewebe zu
verletzen. Um die peritonealen Zellen zu I6sen, wurde die Maus fir 3 min hin und her
bewegt und die Suspension mit einer 20 Gauge Kanule aus dem Bauchraum der

Maus in ein Falcon uberfuhrt, was bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C gelagert
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wurde. Alle weiteren Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen durchgefuhrt. Die
Zellen wurden bei 1300 rpm fur 10 min bei 4 °C pelettiert, in 5 ml Kulturmedium

aufgenommen und in eine Gewebekulturflasche mit 25 cm2 Wachstumsflache
uberfuhrt. Um die Ausbeute der MZ zu erhéhen, wurden fir die Herstellung einer
Kultur 2-3 Mause genutzt. Die Zellen wurden frisch mit mriL-3 (10 ng/ml) und mrSCF
(30 ng/ml) versetzt'™. Am 2. Tag wurden die Suspensionszellen abgenommen und
die Kultur mit 5 ml frischem Medium und Zytokinen versorgt. Am 5. Tag wurden
erneut 5 ml Medium hinzugefugt und die Kultur erneut mit Zytokinen versetzt. Nach
8-9-tagiger Kultivierung konnten die Zellen flr Experimente genutzt werden. Unter
diesen Kultivierungsbedingungen ist es moglich eine Reinheit der Kultur von 95% zu

erreichen'’

6.2.2.3 Vorbehandlung von Mastzellen mit Ramipril/Metoprolol und Analyse der

Histaminfreisetzung

Eine haufig angewandte Methode zur Uberpriifung einer MZ- Degranulation ist die
Quantifizierung des MZ-Mediators Histamin. Dafiur wurden pro Reaktionsansatz
mindestens 2x10° BMcMCs verwendet. Die Zellen wurden {ber Nacht mit IgE (1
pgg/ml) beladen, am folgenden Tag mit PAG-CM Puffer gewaschen und mit
verschiedenen Konzentrationen Ramiprilat (die aktive Form von Ramipril),
Metoprolol oder Bradykinin (akkumuliert wahrend der Einnahme von Ramipril im
Organismus) allein und in unterschiedlichen Kombinationen fur 20 min bei 37° C
vorinkubiert. Die verwendeten Konzentrationen der Medikamente basieren auf
klinischen Plasmakonzentrationen, welche bei Einnahme der Medikamente wahrend
einer Herz-Kreislauf-Therapie entstehen konnen™' ', Je 3 unbehandelte
Reaktionsansatze dienten als Kontrolle und wurden fur die Analyse gemittelt. Die MZ
wurden fur weitere 25 min bei 37 °C mit 0,4 pyg/ml oder 4 pg/ml anti-IgE aktiviert (=
Stimulierte Histaminfreisetzung). Der entsprechende Isotyp wurde mitgefihrt und
Calcium lonophor A23187 (2 pM) diente in allen in vitro Experimenten als
Positivkontrolle  fur eine erfolgreiche Degranulation. Um die spontane
Histaminfreisetzung zu bestimmen, wurden die Zellen nicht mit anti-IgE stimuliert,
sondern fur 25 min in PAG-CM belassen. Der Gesamtgehalt von Histamin wurde
durch Zelllyse mit 1% Perchlorsaure bestimmt. Alle Reaktionsansatze wurden nach

25-minutiger Inkubation mit kaltem PIPES abgestoppt, bei 1300 rpm, 4 °C fur 10 min
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zentrifugiert und die Histaminfreisetzung in den Uberstanden der Zellen im Histamin-
Autoanalyzer bestimmt'* '°°. Die Net Histaminfreisetzung wurde nach folgender
Formel berechnet: Net Histaminfreisetzung (%)= [(Stimulierte Histaminfreisetzung -

spontane Histaminfreisetzung /Gesamthistamingehalt]*100.

6.2.2.4 Vorbehandlung von Mastzellen mit Acetylsalicylsdure und Analyse der

Histaminfreisetzung in vitro

BMcMCs oder PcMCs wurden Uber Nacht mit IgE (1 pg/ml) beladen, am folgenden
Tag mit PAG-CM gewaschen und fur 20 min bei 37 °C mit unterschiedlichen
Konzentrationen ASS inkubiert. Je 3 unbehandelte Reaktionsansatze dienten als
Kontrolle und wurden fur die Analyse gemittelt. Die Stimulation der Zellen erfolgte mit
anti-IgE (4 pg/ml) far weitere 25 min bei 37 °C, wahrend die Zellen fur die spontane
Histaminfreisetzung in PAG-CM belassen wurden. Um den Gesamthistamingehalt zu
bestimmen wurden die Zellen mit Triton X-100 aufgeschlossen. Die Uberpriifung der
Histaminfreisetzung im Histamin-Autoanalyzer und im Histamin-ELISA zeigte, dass
die Detektion des Histamins mit beiden Methoden vergleichbare Ergebnisse lieferte.
Da die Ausbeute von PcMCs gering war, musste die Bestimmung des
Histamingehalts mit dem sensitiveren Histamin ELISA durchgeflihrt werden. Die Net-
Histaminfreisetzung wurde nach obiger Formel berechnet und auf den
unbehandelten Zellansatz normiert.

6.2.2.5 Vorbehandlung der Mduse mit Acetylsalicylsdure und ex vivo Stimulation der

Mastzellen

Bei diesem Experiment wurden nicht die Zellen, sondern die Mause direkt mit ASS
(50 mg/kg) fur 3 Tage behandelt. Am 3. Tag wurden die Zellen des Peritoneums wie
in 6.2.2.2 beschrieben isoliert und die Mischzellkultur (MZ, Fibroblasten, Leukozyten,
Makrophagen)'® direkt nach Entnahme unter sterilen Bedingungen mit 10 ug/ml anti-
IgE stimuliert, um eine mdglichst hohe MZ Degranulation zu erzielen. Die Net
Histaminfreisetzung wurde mittels Histamin ELISA nach Herstelleranweisungen

bestimmt und auf den unbehandelten Zellansatz normiert.
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6.2.3 Analytische Verfahren

6.2.3.1 Quantitative Bestimmung von Histamin mittels Autoanalyzer

Im Autoanalyzer kann Histamin quantitativ bestimmt werden'® '*”. Hierbei erfolgt
zunachst eine Reinigung der Losung durch Butanol. Aufgrund der geringen
Molekulgrofle wird Histamin anschlielend in einem alkalischen Milieu an o-
Phthaldialdehyd gekoppelt und anschlieBend in einem sauren Milieu zum
fluoreszieren angeregt. Die relative Fluoreszenz verhalt sich proportional zum
Histamingehalt in der Probe und wird von einem Schreiber aufgezeichnet'*® 7. Mit
Hilfe einer Referenzreihe aus bekannten Histaminkonzentrationen wird der

Histamingehalt in der Probe bestimmit.

6.2.3.2 Der ,enzyme immunosorbent assay“ (EIA)

Zur Quantifizierung der MZ-Mediatoren PGD,, PGE;, und LTC4 wurden kompetitive
,enzyme immunosorbent assays” durchgefuhrt. Hierbei wird das nachzuweisende
Antigen einer Probe in Konkurrenz zu einem enzymmarkierten Antigen von einem
spezifischen Antikdrper auf einer Mikrotiterplatte gebunden. Nach Zugabe eines
chromogenen Substrats, kommt es zum Farbumschlag, welcher photometrisch
detektiert werden kann. Die quantitative Bestimmung der nachzuweisenden Probe
erfolgte durch den Vergleich der optischen Dichte mit einer Referenzkurve aus
bekannten Antigenkonzentrationen, wobei die Farbintensitat umgekehrt proportional
zur Konzentration ist'®. Alle in dieser Arbeit verwendeten ElAs sind kommerziell

erhaltlich und wurden gemal den Empfehlungen der Hersteller durchgeflhrt.

6.2.3.3 Quantifizierung von Mastzellmediatoren lber ,Enzyme linked immunosorbent
assay” (ELISA)

Zur Quantifizierung von Histamin, Serotonin und der mukosalen Mastzellprotease-1
(mMCP-1) im Serum wurde ein ,Sandwich“-ELISA durchgeflihrt. Hierbei bindet das
nachzuweisende Antigen aus der Probe an einen spezifischen Antikorper auf einer
Mikrotiterplatte. Ein 2. Antikorper, der an ein Reporterenzym gekoppelt ist, bindet
spezifisch an das bereits gebundene Antigen. Nach Zugabe eines chromogenen
Substrats, kommt es zum Farbumschlag, der photometrisch bestimmt werden kann.
Die Quantifizierung des nachzuweisenden Antigens erfolgte durch den Vergleich der
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optischen Dichte mit einer Referenzkurve aus bekannten Antigenkonzentrationen'®,
Die ELISAs sind kommerziell erhaltlich und wurden gemafl den Herstellerangaben
durchgefuhrt.

6.2.3.4 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie (engl. fluorescence activated cell sorting, FACS) ist ein
optisches Messverfahren zur Analyse von Einzelzellen in Zellsuspensionen. Dabei
werden die Zellen in einem FlUussigkeitsstrahl vereinzelt und an zwei Lasern
vorbeigefuhrt. Das dabei entstehende Streulicht ist flr jede Zelle spezifisch und wird
detektiert. Das Vorwartsstreulicht (engl. forward scatter, FSC) gibt Auskunft Uber die
Grolle und das Seitwartsstreulicht (engl. side scatter, SSC) gibt Aufschluss Uber die
Granularitdit der Zelle™®. Somit wird eine Unterscheidung verschiedener
Zellpopulationen ermdglicht. Die Durchflusszytometrie bietet zusatzlich die
Mdglichkeit Fluoreszenzen zu detektieren. Auf diese Weise kann man die Expression
spezifischer intrazellularer und extrazellularer Antigene von Einzelzellen untersuchen,
die zuvor mit Fluorochrom-gekoppelten Antikorpern markiert wurden. Die
Flurochrome werden dabei durch einen Laserstrahl angeregt und emittieren Licht

einer bestimmten Wellenlange, welches detektiert werden kann'®°.

6.2.3.5 Durchflusszytometrische Analyse der Mastzellen

Um die Reinheit der BMcMCs zu bestimmen, wurden 1x10° Zellen pro
Reaktionsansatz verwendet, mit MACS-Puffer gewaschen und bei 2400 rpm, 4 °C fur
10 min pelletiert. Um eine spezifische Bindung der fluoreszenzmarkierten Antikorper
zu gewahrleisten, wurden die Zellen flr 15 min bei 4 °C mit einer FcR-Block-Ldsung
versetzt. Nach erneutem Waschen wurden die Zellen mit den spezifischen
Antikorpern fur 30 min gefarbt, wobei je ein Reaktionsansatz gegen CD117 (Kit-
Rezeptor), FceRI (IgE-Rezeptor) und CD117/ FceRI in Kombination gerichtet war. Die
entsprechenden Isotypen sowie ein Ansatz mit ungefarbten Zellen wurden zur
Kontrolle mitgeflhrt. Nach der Farbung wurden die Zellen gewaschen und sofort am
MACSQuant Analyzer gemessen. Die Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe der

FlowJo Software.
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6.2.3.6 Gewebepréparation und Mastzellfarbung mit Toluidinblau

Hautproben vom rasierten Bauch der Maus wurden mit einer Hautstanze (5 mm
Durchmesser) entnommen, in Kryomedium eingebettet und vorsichtig in flussigem
Stickstoff eingefroren. Die Zunge und das Herz wurden entnommen, mit einem
Skalpell zerteilt und ebenfalls, eingebettet in Kryomedium, in flissigem Stickstoff
eingefroren. Mit Hilfe eines Kryotoms wurden bei -30 °C 5 yM Semidunnschnitte
angefertigt und sofort auf einen Objekttrager uberfuhrt. Die Schnitte wurden
getrocknet und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert. Um die MZ-Granula
sichtbar zu machen, wurden die Proben mit 0,1% Toluidinblau in 0,5 N HCI fur 1 h
inkubiert und anschlielend kurz mit Leitungswasser gewaschen. Die Praparate
wurden mit Glycin-Losung eingedeckelt und bei Raumtemperatur aufbewahrt. Zur
Quantifizierung der MZ wurden die Praparate mit Hilfe des Axioplan Lichtmikroskops

fotografiert und die Anzahl an MZ bestimmt.

6.2.4 Molekular biologische Methoden

Um die Expessionsrate der EP-Rezeptoren zu bestimmen wurde eine quantitative
Polymerasekettenreaktion (qPCR) durchgefuhrt. Dafur musste Ribonukleinsaure
(engl. ribonucleic acid, RNA) zunachst isoliert werden und in komplementare DNA
(engl. complementary DNA, cDNA) transkribiert werden, welche dann in der gPCR

bestimmt werden konnte.

6.2.4.1 Isolierung von Ribonukleinséure

1x10° murine Zellen (BMcMCs oder PMCs) wurden mit 1x PBS gewaschen und bei
1300 rpm, 4 °C fur 10 min zentrifugiert. AnschlielRend wurde das Pellet in 350 pl
Lyse-Puffer (RA1, NucleoSpin RNA Il) aufgenommen, welcher frisch mit 3,5 pl 8-
Mercaptoethanol (3-ME) versetzt wurde und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C
gelagert. Als Positivkontrolle wurde die Niere einer Maus in 500 ul Lyse-Puffer (RAT,
NucleoSpin RNA II) aufgenommen, frisch mit B-ME versetzt und mit Hilfe eines
Homogenisators bei 5000 rpm flr 2x30 sec lysiert. Die Isolierung der RNA wurde
unter Verwendung des NucleoSpin RNA Il Kits nach Anleitung des Herstellers
durchgefuhrt. Die Eluation der RNA muriner MZ erfolgte mit 30 yl RNAse freiem
Wasser und wurde zweimal mit demselben Eluat durchgefuhrt. Die RNA der Niere

wurde in 60 yl RNAse freiem Wasser eluiert.
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6.2.4.2 Synthese von komplementédrer DNA

Die Synthese der cDNA erfolgte mit Hilfe von TaqMan reverse Transkriptase
Reagenzien, welche eine MultiScribe reverse Transkriptase beinhalten. Dabei wurde
maximal 1 ug RNA in einem Volumen von 7,7 ul mit 12,3 yl Reaktionsansatz (Tabelle
3) versetzt und in einem Thermocycler nach Anweisung des Herstellers zu cDNA

umgeschrieben. Die cDNA wurde bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

Reagenz Volumen [pl] Endkonzentration
10x TagMan RT Puffer 2,0 1x

25 mM MgCl; (oder vorverdunnt) 4,4 3-6 mM

10 uM desoxyNTPs 4 2 uym

50 uM RandomHexamer Primer 0,5 1,25 um

50 uM Oligo d(T )¢ Primer 0,5 1,25 um

20 U/pl RNAse Inhibitor 0,4 0,4 U/ul

50 U/ul Multiscripe reverse Transkriptase 0,5 1,25 U ul

Tabelle 3 Reaktionsansatz fiir die Reverse Transkription.

6.2.4.3 Quantitative Polymerase Kettenreaktion

Bei der quantitativen PCR (gPCR) kann die Expressionsrate von Genen auf RNA-
Ebene bestimmt werden. Dazu wurde der Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green
verwendet, welcher sich mit hoher Spezifitdt an doppelstrangige DNA anlagert und
griines Licht bei einer Wellenldnge von 521 nm'® emittiert. Die Fluoreszenz wird
wahrend der PCR in jedem Zyklus gemessen und nimmt proportional mit der Menge
der amplifizierten DNA zu, was in Echtzeit (engl. Real-Time) detektiert werden kann.
Alle Proben wurden als Doppelbestimmung gemessen und Wasser als
Negativkontrolle verwendet. Die gPCR wurde mit Hilfe des QuantiTect SYBR green
PCR Kits nach Anleitung des Herstellers durchgefuhrt. Alle verwendeten Primer
waren Oligo (dt)-Primer und wurden mit Hife der Primer3 Software'®

(http://frodo.wi.mit.edu/cgibin/primer3/primer3_www.cqi) hergestellt. Alle in dieser

Arbeit verwendeten Primer wurden von der Firma TIB MOLBIOL bezogen. Je nach
Primerspezifitat wurde die Magnesium-Konzentration im gPCR-Mix, die
Anlagerungstemperatur sowie die Elongationszeit der Primer wahrend der

Amplifikation angepasst. Die Spezifitat der PCR-Produkte wurde durch eine


http://frodo.wi.mit.edu/cgibin/primer3/primer3_www.cgi
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Schmelzpunktanalyse Uberpruft. Hierbei wird kontinuierlich die Temperatur erhoht,
was zur Strangtrennung der DNA und zur Freisetzung des Fluoreszenzfarbstoffs
SYBR green fuhrt. Die Temperatur, bei der es zur Strangtrennung kommt, ist fur
jedes PCR-Produkt spezifisch, wodurch sich unspezifische Nebenprodukte
ausschlieRen lassen'®?,

Far die gqPCR wurden 2 pyl verdinnte cDNA (1: 4) mit 3 pl Reaktionsansatz (Tabelle
4) in einer Glaskapillare vermischt und im LightCycler gemessen. Der

Reaktionsansatz fur eine Probe setzte sich wie folgt zusammen:

Reagenz Volumen [pl]] Endkonzentration
10x FastStart DNA Master SYBR Green| 0,5 1X

25 mM MgCl, 0,8 3-5mM

10 yM Primer, vorwarts 0,25 100-500 nm

10 yM Primer, revers 0,25 100-500 nm

H,0O 1,20

Tabelle 4 Reaktionsansatz fiir eine qPCR.

Die Primersequenzen sind in nachfolgender Tabelle angegeben.

Amplifikation
Gen Sequenz (5°-3") GroRe Toen:/Tan:/Teiong  Effizienz
tDen:/tAn:/tEIon_q
mEP1 vor: ATCCATCACTTCAGCCACAG 214 bp 95/65/72 [°C] 1,68
rev: GCGTACAGCCAGAAAGAGTG 10/10/9 [sec]
mEP2 vor: GACGGACCACCTCATTCTC 180 bp 95/64/72 [°C] 1,82

rev: CTAAGTATGGCAAAGACCCAAG 10/10/6 [sec]

mEP3 vor: GTGTGTGCTGTCCGTCTGTT 108 bp 95/65/72 [°C] 2
rev: TCCTTCTCCTTTCCCATCTGT 10/10/5 [sec]

mEP4 vor: ATCTTACTCATCGCCACCTCTC 120 bp 95/63/72 [°C] 1,97
rev: ATCTGGGTTTCTGCTGATGTCT 10/10/5 [sec]

mHPRT  vor: CGTCGTGATTAGCGATGATG 221 bp 95/65/72 [°C] 1,91
rev: AATCCAGCAGGTCAGCAAAG 10/10/15 [sec]

Tabelle 5 Murine Primersequenzen fiir die qPCR.

Die relative Genexpression wurde auf das Referenzgen Hypoxanthin-
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Guanin-Phosphoribosyltransferase (HPRT) normiert und nach der Effizienzkorrektur-

Methode'®® %4 perechnet.

6.2.5 Statistische Auswertung

Die statistischen Analysen wurden mit GraphPad Prism durchgeflhrt. Bei
Normalverteilung wurde ein ungepaarter T-Test oder eine One way Anova-
Varianzanalyse mit anschlieBendem Bonferroni-Test durchgefuhrt. Lag keine
Normalverteilung vor, wurde der Mann-Whitney U Test oder eine One way Anova-
Varianzanalyse mit anschlieRendem Dunns Test durchgefuhrt. Ein p-Wert < 0,05
wurde als statistisch signifikant angesehen Waren die Ergebnisse statistisch

signifikant, wurden die Signifikanzen in den Graphen angegeben.



Ergebnisse 49

7. ERGEBNISSE

7.1 Etablierung der Anaphylaxiemodelle in der Maus

Um den Einfluss von Herz-Kreislauf-Medikamenten auf die Anaphylaxie zu
untersuchen, wurden das passiv kutane, sowie das passiv systemische
Anaphylaxiemodell eingesetzt. Ziel war es in beiden Modellen eine suboptimale
Anaphylaxie zu induzieren, um eventuelle pro-anaphylaktische Effekte der
Medikamente messen zu kdnnen. Zu diesem Zweck mussten die Dosen von Antigen
und Antikdrper zunachst fir beide Modelle optimiert werden (Daten fir die
Etablierung des PCA Modells sind nicht dargestellt). Fur das PSA-Model wurde eine
gleichbleibende Menge von anti-TNP-IgE injiziert, 24 h spater folgte die Applikation
verschiedener Dosen von TNP-BSA. Wie in Abbildung 13 dargestellt folgte die
anaphylaktische Reaktion (dargestellt als Temperaturabnahme) dem Verlauf einer
Gaulschen Glockenkurve. Die anaphylaktische Reaktion nahm dabei mit steigender
Allergendosis zu, erreichte ein Maximum bei 50 pg und fiel anschlieRend wieder ab
(Abb. 13 B). Geringe Unterschiede in der Dosis des Allergens flhrten zu deutlich
sichtbaren Differenzen im Abfall der Kérpertemperatur. So fluhrten 4 ug des Allergens
zu einer maximalen Temperaturdifferenz von 2,4 °C, wahrend 7 uyg TNP-BSA die
Temperatur um 3 °C verringerte. Die grof3te Temperaturabnahme von 5,8 °C wurde
mit 50 pg des Allergens erreicht. Eine Temperaturdifferenz von 3-4 °C st
ausreichend, um den potentiell steigernden Einfluss von Kofaktoren auf die
Anaphylaxie bestimmen zu konnen. Daher wurde die Dosis von 7 ug TNP-BSA in

allen weiteren Untersuchungen zur PSA verwendet.
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Abbildung 13 Dosiswirkungskurve von TNP-BSA. Weibliche Balb/c M&use wurden mit anti-TNP-IgE
sensibilisiert und am folgenden Tag wurde die PSA durch Gabe verschiedener Dosen TNP-BSA induziert. (A) Die
rektale Korpertemperatur wurde Uber einen Zeitraum von 70 min bestimmt. (B) Die maximale

Temperaturabnahme wurde fiir jede Dosis berechnet.

7.2 Ramipril und Metoprolol verstarken die Symptome der

Anaphylaxie im Mausmodell

Um zu untersuchen, ob die Anaphylaxie durch die Einnahme von Herz-Kreislauf-
Medikamenten beeinflusst wird, wurden weibliche Balb/c Mause fur 14 Tage mit
Ramipril und/oder Metoprolol oral behandelt, bevor die PSA an Tag 15 ausgeldst
wurde. Anhand der Graphik (Abb. 14A) st eine geringfugig starkerer
Temperaturabnahme (um 0,75 °C) nach Einnahme von Ramipril im Vergleich zur
Placebo-Gruppe zu verzeichnen, wahrend die Einnahme von Metoprolol zu einer
signifikanten Temperaturabnahme um 1,18 °C flhrte. Die groRte Steigerung der
Temperaturabnahme (um 2,22 °C) war nach Kombination beider Medikamente zu
beobachten. Auch im PCA-Modell verstarkte die kombinierte Gabe von Ramipril und
Metoprolol das Ausmal® der Anaphylaxie deutlich, was anhand der erhdhten

Farbintensitat zu erkennen und photometrisch messbar war.
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Abbildung 14: Kombinierte Gaben von Ramipril und Metoprolol verstirken die PSA und die PCA.
Weibliche Balb/c Mause erhielten 14 Tage eine orale Gabe von Ramipril (R), Metoprolol (M) oder beide
Medikamente in Kombination (R+M), wahrend die Kontroligruppe Trinkwasser (Placebo) erhielt. (A) Die PSA
wurde wie beschrieben ausgeldst und die rektale Kérpertemperatur fur 70 min bestimmt. (B) Die PCA wurde wie
beschrieben induziert und die Extravasation des Farbstoffes bei 600 nm bestimmt. Dargestellt sind die
Mittelwerte + SEM (n= 4-6, *P< 0,05, **P< 0,01, ***P< 0,001).

7.21 Ramipril und Metoprolol erhohen die Ausschiittung von

Mastzellmediatoren durch direkte Kostimulation der Mastzelle

Wahrend einer anaphylaktischen Episode kommt es zur Ausschuttung verschiedener
MZ-Mediatoren, die im Serum bestimmt werden kdnnen. Die Analyse des Serums
ergab, dass die praformierten Mediatoren Histamin und Serotonin nach Auslosen der
PSA (Placebo) im Vergleich zu einer Kontrollgruppe, bei der keine Anaphylaxie
ausgelost wurde, erhoht vorlagen (ohne ANA, Abb. 15 AB). Der
Arachidonsauremetabolit LTC4 war nur geringflgig erhoht, wahrend die
Prostaglandine PGD; und PGE; deutlich verstarkt im Serum messbar waren. Die
kombinierte Gabe von Ramipril und Metoprolol flhrte zu einer verstarkten
Ausschuttung der MZ-Mediatoren, wobei sowohl die praformierten Mediatoren, also
auch die de novo synthetisierten Mediatoren erhéht im Serum messbar waren.
mMCP-1, eine MZ-Protease, welche primar von MZ des Darms produziert wird, war

nach Behandlung mit Ramipril und Metoprolol vermindert messbar.
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Abbildung 15 Kombinierte Gaben von Ramipril und Metoprolol fiihren zu einer Akkumulation von
Mastzellmediatoren im Serum wahrend einer Anaphylaxie. (A-F) Weibliche Balb/c Mause wurden fir 14 Tage
mit einer Kombination von Ramipril und Metoprolol (R+M) behandelt und anschlieRend wurde die PSA induziert.
Die Mastzellmediatoren wurden im Serum der Tiere bestimmt. Tiere ohne anaphylaktische Symptome dienten als
Referenz. Als Kontrolle erhielten die Tiere Trinkwasser (Placebo). Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM (n= 4-6,
*P< 0,05, **P< 0,01, ***P< 0,001).

Da die MZ-Mediatoren nach Vorbehandlung mit den Medikamenten erhdht vorlagen,
sind wir der Frage nachgegangen, ob die Medikamente direkten Einfluss auf die MZ
ausuben. Zu diesem Zweck wurden BMcMCs mit Metoprolol, Ramiprilat (der aktiven

Form von Ramipril) oder Bradykinin behandelt. Die Reinheit der verwendeten
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Mastzellen wurde vor jeder Untersuchung durchflusszytometrisch uber die
Expression von Kit (CD 117) und FceRI bestimmt und betrug mindestens 90% (Abb.
16).
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Abbildung 16: Durchflusszytometrische Uberpriifung der Reinheit von BMcMCs. 4 bis 5 Wochen nach
Kultivierung wurden BMcMCs mit (A) einem Antikérper gegen KIT (anti-CD 117-FITC), (B) gegen den FceRI (anti-
FceRI-PE) oder (C) mit einer Kombination aus anti-CD 117-FITC und anti-FceRI-PE gefarbt  und
durchflusszytometrisch Gberprift. Zellen, die sowohl KIT als auch FceRI exprimieren, sind Mastzellen. Die hier

gezeigte Kultur bestand zu 90,5% aus Mastzellen.

Um das Ausmal® der MZ-Degranulation zu bestimmen, wurden die Zellen mit
Calcium lonophor stimuliert. Die induzierte Histaminausschittung lag in allen
durchgefuhrten Experimenten zwischen 31,4 und 42,3%. Wie aus Abbildung 17
deutlich wird, fuhrten steigende Konzentrationen der Medikamente und auch
Bradykinin zu einer geringen Erhohung der Histaminausschittung im Vergleich zu

unbehandelten Zellen, welche jedoch statistisch nicht signifikant war.
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Abbildung 17 Metoprolol, Ramiprilat oder Bradykinin als Einzelbehandlung verdandern die FceRI-induzierte
Histaminfreisetzung geringfiigig. BMcMCs wurden fiir 24 h mit IgE sensibilisiert und am folgenden Tag fiir 20
min mit den angegebenen Reagenzien inkubiert. Die Mastzellen wurden mit 4 pg/ml anti-IgE fur weitere 25 min
stimuliert und die Histaminfreisetzung im Uberstand der Zellen bestimmt. Der Net-Histamingehalt ist auf den
Gesamthistamingehalt der Zellen normiert und als Mittelwert + SEM dargestellt (n= 10-14). Die Daten weisen

keine statistischen Signifikanzen auf.
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Wurden die Zellen mit einer Konzentration von 150 ng/ml Metoprolol bei
gleichzeitiger Inkubation mit ansteigenden Konzentrationen Ramiprilat oder
Bradykinin behandelt, fihrte dies zu einer deutlichen Erhdhung der FceRI-induzierten
MZ-Degranulation im Vergleich zu einer Kontrolle ohne medikamentdse Behandlung.
Eine Aktivierung der MZ mit 0,4 pug/ml IgE fuhrt zu einer maximalen Steigerung der
Histaminfreisetzung um 92% im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle, wahrend
eine IgE Konzentration von 4 pg/ml eine maximale Erhéhung um 69% erzielt (Abb.18
A+B).

Anhnliche Ergebnisse wurden beobachtet, wenn die Konzentrationen von Metoprolol
und Ramiprilat variiert wurden. Auch hier zeigte sich der grofte Einfluss auf die
Histaminfreisetzung nach Kombination beider Medikamente (Abb. 18 C+D). Eine
Aktivierung der MZ mit 0,4 pg/ml anti-IgE steigerte die Histaminausschittung um
maximal 156% im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrolle und war entsprechend
niedriger (111%) nach Stimulation mit 4 pg/ml anti-IgE.
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Abbildung 18: Die kombinierte Gabe von Ramipril und Metoprolol erhéht die FceRI-induzierte
Histaminfreisetzung. BMcMCs wurden mit IgE sensibilisiert und nach 24 h fur 20 min mit den angegebenen
Reagenzien inkubiert. Die Stimulation erfolgte mit 4 pg/ml anti-IgE (A, C) oder mit 0,4 pyg/ml anti-IgE (B, D) fur
weitere 25 min. Die Histaminfreisetzung wurde im Uberstand der Zellen bestimmt. Der Net-Histamingehalt ist auf

den Gesamthistamingehalt der Zellen normiert und als Mittelwert + SEM dargestellt (n= 10-14, *P< 0,05, **P<
0,01, ***P< 0,001).

7.3 Acetylsalicylsaure verstarkt die Anaphylaxie im Mausmodell

Das Auslosen der PSA flhrte zur Abnahme der Képertemperatur um maximal 3,9 °C
im Vergleich zu einer Kontrollgruppe ohne Auslésen der Anaphylaxie. Nach 3-tagiger
Vorbehandlung mit ASS konnte eine gesteigerte Hypothermie mit einer maximalen
Temperaturdifferenz von 5,3 °C detektiert werden (Abb. 19A). Auch im PCA-Modell
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war die Intensitat des Farbstoffes und somit die Starke der anaphylaktischen
Reaktion nach Vorbehandlung mit ASS deutlich héher als in der Placebogruppe.
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Abbildung 19 ASS verstirkt die Symptome der PSA und der PCA. Weibliche Balb/c Mause erhielten 3 Tage
eine orale Gabe von ASS oder Trinkwasser (Placebo). Am 4. Tag wurde die (A) PSA ausgeldst und die rektale
Képertemperatur fur 70 min bestimmt. (B) Die PCA wurde an Tag 4 induziert und die Extravasation des
Farbstoffes bei einer OD von 600 nm bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM (n= 5, *P< 0,05, **P< 0,01,

Placebo versus ASS, "< 0,01, ohne ANA versus Placebo).

7.3.1 Acetylsalicylsdaure erhoht die Mastzellmediatorausschittung in

vivo trotz inhibierender Wirkung auf die Mastzelle in vitro

Wahrend der PSA konnten, im Vergleich zu einer Kontrollgruppe ohne Auslosen der
Anaphylaxie, erhdhte Mengen der praformierten Mediatoren Histamin und Serotonin
im Serum der Tiere gemessen werden (Abb. 20A, B). Die
Arachidonsauremetaboliten LTC, und PGD, blieben jedoch wahrend der
anaphylaktischen Episode unverandert, wohingegen die Serumwerte von PGE;
deutlich anstiegen (Abb. 20 C-D). Nach 3-tagiger Vorbehandlung der Tiere mit ASS
waren Serum-Histamin und -Serotonin gegenlber der Placebogruppe deutlich erhoht.
Auch LTC4 und PGD,; waren vermehrt im Serum messbar, wahrend PGE;
geringfugig niedriger im Serum vorlag als in der Placebogruppe.
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Abbildung 20 ASS fiihrt zu einer Erh6hung der Mastzellmediatoren im Serum nach einer Anaphylaxie. (A-
E) Weibliche Balb/c Mause wurden fir 3 Tage mit ASS oder Trinkwasser (Placebo) behandelt, bevor die PSA

ausgelost wurde. Die Mastzellmediatoren im Serum der Tiere wurden mittels ELISA bestimmt. Tiere ohne

anaphylaktische Symptome dienten als Referenz. Dargestellt sind die Mittelwerte £+ SEM (n= 5, *P< 0,05, **P<

0,01, ***P< 0,001).

Um zu Uberprufen, ob ASS die MZ direkt stimuliert, wurden BMcMCs und PcMCs mit
ASS behandelt, mittels anti-IgE stimuliert und die MZ-Degranulation durch Analyse

der Histaminfreisetzung bestimmt. Wie der Abbildung 21 A+B zu entnehmen ist,

nahm die Histaminausschuttung mit steigender ASS-Konzentration ab.
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Abbildung 21 ASS vermindert die FceRI-induzierte Histaminfreisetzung in vitro. (A,B) BMcMCs und PcMCs

wurden mit IgE sensibilisiert und nach 24 h fir 20 min wie in der Graphik angegeben inkubiert. Die

Mastzellaktivierung erfolgte mit 4 ug/ml anti-IgE fir weitere 25 min. AnschlieBend wurde die Histaminfreisetzung

im Uberstand der Zellen bestimmt. Der Net-Histamingehalt ist auf den unbehandelten Zellansatz normiert und als

Mittelwert + SEM dargestellt (n= 3, *P< 0,05).
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Um das gegensatzliche Verhalten der Ergebnisse der in vivo- und in vitro-
Untersuchungen naher zu charakterisieren, wurden Balb/c Mause Uber 3 Tage mit
ASS oder Trinkwasser behandelt und die Zellen des Peritoneums direkt nach
Entnahme mit anti-IgE stimuliert. Dies fuhrte wiederum zu einem Anstieg der
Histaminfreisetzung im Vergleich zur Placebo-Kontrolle und spiegelt die Ergebnisse

der in vivo-Untersuchungen wider (Abb. 22).
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Abbildung 22 ASS erhoht die IgE-vermittelte Histaminfreisetzung ex vivo. Weibliche Balb/c Mause wurden
fir 3 Tage mit ASS (50 mg/kg) behandelt und PLCs isoliert. Die Zellen wurden direkt nach Entnahme mit 10 ug/mi

anti-IgE stimuliert und die Histaminfreisetzung im Uberstand der Zellen bestimmt. Der Net-Histamingehalt ist auf

den unbehandelten Zellansatz normiert und als Mittelwert + SEM dargestellt (n= 5, *P< 0,05).

Da ASS die Histaminfreisetzung in vitro hemmt, wurde Uberpruft, ob die
Vorbehandlung der Mause mit ASS die MZ-Dichte verandert und somit eine
Steigerung von MZ-Mediatoren im Serum der Tiere bewirkt wird. Zu diesem Zweck
erfolgte eine Quantifizierung der MZ in verschiedenen Organen der Tiere. Abbildung
23 zeigt je ein reprasentatives Exemplar einer Mauszunge nach Ausldsen einer
Anaphylaxie ohne ASS-Vorbehandlung (23 A) und mit ASS-Vorbehandlung (23 B).
Die MZ sind in violett zu sehen. Die MZ-Dichte blieb durch die ASS-Vorbehandlung
unverandert, was in allen analysierten Organen der Tiere der Fall war. Abbildung 23
C zeigt eine degranulierende MZ, wahrend in Abbildung 23 D die MZ nicht
degranuliert vorliegen. Abbildung 23 E demonstriert, dass die Vorbehandlung mit
ASS keinen Einfluss auf die MZ-Dichte aufweist. Zudem ist deutlich zu sehen, dass
die MZ-Dichte je nach Lokalisation unterschiedlich ist. So weist die Zunge mehr MZ

als die Haut auf.
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Abbildung 23 ASS hat keinen Einfluss auf die Mastzelldichte. (A-D) Nach der PSA wurden die Organe der
Tiere entnommen und mit einem Kryostaten Semidunnschnitte angefertigt. Die Mastzellen wurden mit
Toluidinblau sichtbar gemacht (violette Farbung) und mikroskopisch analysiert. (A) Dargestellt ist ein
reprasentatives Exemplar einer Mauszunge fiir die Placebogruppe mit einer Auflésung von 100 pM und in (B) fiir
die ASS vorbehandelte Gruppe. (C) Dargestellt ist eine degranulierende Mastzelle mit einer Aufldsung von 200
UM und in (D) nicht degranulierte Mastzellen. (E) Die Anzahl an Mastzellen pro mm? von Haut und Zunge der
Tiere sind als Einzel-und Mittelwerte dargestellt. Die Daten weisen keine statistischen Signifikanzen auf.

7.3.2 Die pro-anaphylaktische Wirkung von Acetylsalicylsaure ist

mastzellabhangig

Um zu untersuchen ob die pro-anaphylaktische Wirkung von ASS auf eine
gesteigerte Mediatorfreisetzung von MZ zurickzufihren ist oder ob die
Ansprechbarkeit des umliegenden Gewebes (Endothelzellen, Fibroblasten, Muskel-

und Nervenzellen...etc.) auf MZ-Mediatoren verandert wird, wurde die PSA neben
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dem klassischen IgE-vermittelten Weg zusatzlich durch Compound 48/80 (FceRI-
unabhangige Aktivierung) und Uber die exogene Applikation von Histamin induziert.
Abbildung 24 zeigt, dass die Anaphylaxie nur dann durch ASS verstarkt wird, wenn
die MZ uUber eine FceRI-vermittelte Kreutzvernetzung stimuliert wurde. Bei der
Induktion der Anaphylaxie durch Histamin hatte ASS keinen Einfluss auf die
Temperatur, wahrend bei der Anaphylaxie durch Compound 48/80 die

anaphylaktischen Symptome sogar signifikant abgeschwacht wurden.
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Abbildung 24 ASS verstarkt die Symptome der Anaphylaxie liber die Mastzelle. Weibliche Balb/c Mause
erhielten fir 3 Tage ASS oder Trinkwasser (Placebo) Uber eine Schlundsonde. Die Anaphylaxie wurde durch
Injektion von TNP-BSA, Histamin oder Compound 48/80 ausgelost. Dargestellt sind die maximalen
Temperaturabnahmen als Mittelwerte + SEM (n= 5, *P< 0,05, **P< 0,01).

7.3.3 Die orale Gabe eines Leukotrienantagonisten hat keinen Einfluss

auf die pro-anaphylaktische Wirkung von Acetylsalicylsaure

ASS fuhrt neben einer Reduktion der Prostaglandine auch zu einer Akkumulation von
LTC4. Um zu Uberprifen in wie weit diese Anhaufung fur die aggravierte
Symptomatik des pro-anaphylaktischen Effekts von ASS verantwortlich ist, wurde
den Mausen vor Auslosen der Anaphylaxie der selektive LTC,4-Rezeptorantagonist
Montelukast verabreicht. Montelukast hatte keinen Einfluss auf die PSA und konnte
dem pro-anaphylaktischen Effekt von ASS nicht entgegenwirken.
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Abbildung 25 Der selektive Leukotrienantagonist Montelukast kann die durch ASS aggravierte
Symptomatik der Anaphylaxie nicht vermindern. Weibliche Balb/c Mause erhielten fir 3 Tage ASS oder
Trinkwasser (Placebo) per os. Am 4. Tag wurde 20 min vor Induktion der PSA der selektive Leukotrienantagonist
Montelukast mittels einer Schlundsonde appliziert. Die rektale Koérpertemperatur wurde fiir 70 min bestimmt.

Dargestellt sind die maximalen Temperaturabnahme als Mittelwerte + SEM (n=5, *P< 0,05).

7.3.4 Die PGE, Rezeptoren EP2, EP3 und EP4 werden von murinen

Mastzellen exprimiert

Da ASS in die Prostaglandinsynthese eingreift, sollte im nachsten Schritt die Wirkung
von PGE; auf die MZ genauer untersucht werden. Zu diesem Zweck wurde zunachst
untersucht, ob murine MZ-Subtypen Rezeptoren fur PGE; exprimieren. Abbildung 26
zeigt deutlich, dass weder BMcMCs noch PcMCs den EP1 Rezeptor exprimieren.
Dieser war in der Positivkontrolle deutlich sichtbar (Daten nicht gezeigt). Die
Expressionsrate des EP3 Rezeptors war in BMcMCs um etwa 32-fach hoher als bei
PcMCs, wahrend der EP2 und der EP4 Rezeptor von beiden MZ Subtypen zu etwa

gleichen Teilen exprimiert wurden.
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Abbildung 26 Genexpressionsprofil muriner Mastzellen. BMcMCs und PMCs wurde auf die Expression der
EP-Rezeptoren mittels quantitativer PCR untersucht. Die relative Genexpression wurde auf das Referenzgen
HPRT normiert. Als Positivkontrolle wurde eine Mausniere verwendet (Daten nicht gezeigt, n= 6). Die Daten

waren statistisch nicht signifikant.

7.3.5 Die subkutane Injektion von EP3 und EP4-Agonist verringert den

pro-anaphylaktischen Effekt von Acetylsalicylsaure

Da murine MZ die PGE,- Rezeptoren EP2, EP3 und EP4 exprimieren, sollte
zunachst der Einfluss von spezifischen EP3- und EP4-Agonisten auf den pro-
anaphylaktischen Effekt von ASS untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden
weibliche Balb/c Mause 3 Tage mit ASS oder Placebo behandelt und erhielten vor
Auslosen der PSA eine subkutane Gabe des EP3 oder EP4 Agonisten. Die Induktion
der Anaphylaxie (Placebo) fuhrte zu einer Temperaturabnahme um ca. 3,3 °C,
wahrend eine Vorbehandlung mit ASS diese noch um 1,5 °C verstarkte. Weder der
EP3- noch der EP4-Agonist hatten Einfluss auf die Anaphylaxie ohne ASS-
Vorbehandlung. Die Gabe des EP3-Rezeptoragonisten vor der ASS-Behandlung,
fuhrte jedoch zu einer verminderten Auspragung der Anaphylaxie. Die Gabe des
Rezeptoragonisten EP4 war sogar noch effektiver. Die pro-anaphylaktische Wirkung

von ASS wurde aufgehoben und lag mit 3,1 °C im Bereich der Placebogruppe.
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Abbildung 27 Die spezifischen EP-Rezeptoragonisten EP3 und EP4 vermindern den pro-anaphylaktischen
Effekt von ASS. Weibliche Balb/c Mause wurden fur 3 Tage mit ASS oder Trinkwasser (Placebo) oral behandelt
und erhielten 30 min vor der Induktion der PSA eine einmalige, subkutane Gabe von EP3 oder EP4. Als
Negativkontrolle wurde NaCl subkutan injiziert. Die rektale Korpertemperatur wurde fir 70 min bestimmt.

Dargestellt ist die maximale Temperaturabnahme als Mittelwerte + SEM, (n= 5, *P< 0.05, **P< 0,01).
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8. DISKUSSION

Die Anaphylaxie stellt die schwerwiegendste Manifestation einer allergischen
Erkrankung dar®’, welche sich in multiplen Organsystemen manifestiert und
lebensbedrohliche Folgen haben kann®. Das Auftreten einer anaphylaktischen
Reaktion kann sowohl durch Risikofaktoren wie Alter und Geschlecht als auch durch
Kofaktoren beeinflusst werden®. Tatsachlich treten etwa 30% aller anaphylaktischen
Reaktionen nur in Gegenwart eines Kofaktors auf®’. Neben physischer Belastung
und Alkohol gehdren Medikamente zu den haufigsten Kofaktoren'®. In der Literatur
gibt es Hinweise darauf, dass Herz-Kreislauf-Medikamente das Auftreten
anaphylaktischer Reaktionen begiinstigen kénnen’® 8 1% Es sind jedoch auch
gegenteilige Studien beschrieben®. Der Einsatz dieser Medikamente ist im Laufe der
letzten Jahre stetig gestiegen’® 77, wobei (iberwiegend Kombinationen aus
verschiedenen Wirkstoffgruppen verschrieben werden”" "2, da eine Einzelmedikation
oft nicht ausreicht, um die Beschwerden zu verringern®® 8. Welche Bedeutung die
Einnahme der Medikamente beim Auftreten anaphylaktischer Reaktionen einnimmt,
ist bisher nicht detailliert untersucht worden und sollte Gegenstand der vorgelegten
Arbeit sein. Zu diesem Zweck wurden zwei Anaphylaxiemodelle in der Maus etabliert,
welche die medikamentdse Behandlung wahrend einer Herz-Kreislauf-Therapie beim
Menschen widerspiegeln. Daflir war es wichtig, zunachst eine suboptimale
anaphylaktische Reaktion zu induzieren, welche in Gegenwart der Medikamente
potentiell verstarkt werden konnte. Mit Hilfe dieser Modelle wurde der Einfluss des
ACE-Inhibitors Ramipril, des [3-Blockers Metoprolol und von ASS auf die Anaphylaxie
untersucht. Die Medikamente werden effektiv in der Behandlung von Herz-Kreislauf-

Erkrankungen eingesetzt® 1¢7.

8.1 Ramipril und Metoprolol verstarken die passiv systemische
Anaphylaxie

Die Ergebnisse der passiv systemischen Anaphylaxie zeigen eine geringfugige
Verstarkung der anaphylaktischen Reaktion durch Einzelmedikation von Ramipril
oder Metoprolol. Die Kombination beider Medikamente konnte diesen Effekt deutlich
intensivieren. Die Beobachtungen decken sich mit Ergebnissen, die demonstrieren,
dass ein Zusammenspiel mehrerer Kofaktoren notig sein kann, um eine Anaphylaxie

zu induzieren®”. Im Zentrum der weiteren Untersuchungen stand daher die



Diskussion 65

Kombination beider Medikamente in Abhangigkeit der Auspragung einer Anaphylaxie
zu analysieren. Die pro-anaphylaktische Wirkung von Ramipril und Metoprolol konnte
durch das passiv kutane Modell bestatigt werden. Gestltzt werden die Ergebnisse
von Daten aus dem Anaphylaxieregister (www.anaphylaxie.net), die belegen, dass
durch die gleichzeitige Einnahme beider Medikamente das relative Risiko fur das
Auftreten schwerer anaphylaktischer Symptome erhdht wird'®. Vorangegangene
Studien haben gezeigt, dass die IgE-vermittelte passive Anaphylaxie MZ-abhangig
ist'®*""". So konnten Ohnmacht et al.'” beispielsweise zeigen, dass Mause, die MZ-
defizient sind, keine passive Anaphylaxie entwickeln, wahrend eine Depletierung von
Basophilen keinen Einfluss auf den Verlauf der Anaphylaxie hatte. Im nachsten
Schritt sollte daher die Bedeutung von MZ fir die pro-anaphylaktische Wirkung der
Medikamente Uberpruft werden. Zu diesem Zweck wurde die Menge an MZ-
Mediatoren im Serum der Tiere, welche typischerweise wahrend einer
anaphylaktischen Episode ausgeschiittet werden bestimmt®®. Wie in der Literatur
beschrieben? 4, lagen die praformierten Mediatoren Histamin und Serotonin nach
Anaphylaxie deutlich erhdht vor, verglichen mit einer Kontrollgruppe ohne
anaphylaktische Symptome. Diese Daten bestatigen, dass das Modell der PSA trotz
suboptimaler Auspragung der Anaphylaxie das typische MZ-Mediatorprofil nach
Aktivierung zeigt und somit fir weitere Untersuchungen geeignet war. Da MZ nach

23,47 \wurde zusatzlich die Akkumulation

Aktivierung auch Lipidmediatoren freisetzen
von Prostaglandinen und Leukotrienen im Serum der Tiere bestimmt. PGD, und
PGE; waren nach Auslosen der Anaphylaxie ebenfalls erhoht, wahrend das LTC4
unverandert blieb. Lipidmediatoren sind sehr instabil in vivo, weshalb sie bisher im
Zusammenhang mit Anaphylaxie nur im Urin bestimmt wurden'™ "2, Dies lasst
vermuten, dass LTC4 zum Zeitpunkt der Blutentnahme bereits zu seinen Metaboliten
(LTD4, LTE4) umgewandelt worden ist?® "2, Eine Vorbehandlung der Tiere mit
Ramipril und Metoprolol steigerte die Menge an MZ-Mediatoren gegenuber der
Placebogruppe deutlich, wobei nun auch eine Akkumulation von LTC4 im Serum
detektiert werden konnte. Dies lasst auf eine generelle Steigerung der MZ-Reaktivitat
durch Vorbehandlung mit den Medikamenten schlieRen. Die Chymase mMCP-1 wird
ebenfalls wahrend einer anaphylaktischen Episode ausgeschuttet und stellt einen
Marker fir MZ-Aktivierungen dar'’®. Nach Induktion der PSA lag die mMCP-1
deutlich erhéht im Serum vor verglichen mit der Gruppe ohne anaphylaktische

Symptome. Dies steht im Einklang zu vorherigen Studien, welche nach Auslosen der
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PSA ebenfalls eine Erhohung von mMCP-1 detektieren konnten
Vorbehandlung der Tiere mit Ramipril und Metoprolol und anschlieRendem Auslosen
der Anaphylaxie flhrte zu einer tendenziellen Verminderung von mMCP-1. mMCP-1
wird im Gegensatz zu den Ubrigen bestimmten Mediatoren Uberwiegend von MZ des
Intestinums gebildet'”®. Das kontroverse Verhalten dieses Mediators kann vermutlich
dadurch erklart werden, dass sich MZ je nach ihrer Lokalitat unterscheiden und somit
auch unterschiedlich auf eine Substanz reagieren kénnen? °% "7 Um zu Uberpriifen,
ob Ramipril und Metoprolol die Freisetzungsfahigkeit von MZ steigern kdnnen,
wurden kultiviete MZ aus dem Knochenmark (BMcMCs) in vitro mit
unterschiedlichen Kombinationen der Medikamente inkubiert. Da ACE-Inhibitoren
aufgrund ihres Wirkmechanismus zu einer Steigerung von Bradykinin fiihren'"8'8°,
wurde auch der Einfluss von Bradykinin auf die MZ-Degranulation analysiert. Die
verwendeten BMcMCs wurden anhand der Expression von FceRl und Kit als MZ
definiert und das Ausmald der MZ-Degranulation Uber die Histaminfreisetzung
bestimmt. Steigende Konzentrationen der Medikamente oder Bradykinin allein
fuhrten zu einer geringfligigen Erhdéhung der IgE-vermittelten MZ-Degranulation,
wahrend die Kombination der Medikamente zu einem deutlichen Anstieg fuhrte, der
signifikant war. Dies deckt sich mit den Ergebnissen der in vivo-Untersuchungen, die
gezeigt haben, dass die Kombination von Ramipril und Metoprolol die Anaphylaxie
signifikant verstarkte. Zudem war ein groRerer Effekt auf die MZ-Degranulation zu
verzeichnen, wenn die Stimulation mit anti-IgE gering war. Dies wird von klinischen
Beobachtungen gestutzt, die belegen, dass geringe Mengen eines Allergens in
Kombination mit einem Kofaktor schwere allergische Reaktionen auslésen kénnen®’.
Eine Verstarkung der Histaminfreisetzung durch die Medikamente war nur maoglich,
wenn die MZ zuvor durch FceRI-Aggregation stimuliert worden waren, was zeigt,
dass weder die Medikamente noch Bradykinin, in den hier verwendeten
Konzentrationen, eine MZ-Degranulation auslosen konnten (Daten nicht gezeigt).
Auch in den durchgefuhrten in vivo-Untersuchungen |0ste die orale Gabe von
Ramipril und/oder Metoprolol ohne Induktion der Anaphylaxie keine Hypothermie aus
(Daten nicht gezeigt), was beweist, dass eine vorherige MZ-Aktivierung notig ist, um
die Symptome zu verstarken. MZ exprimieren [-Adrenozeptoren, welche bei
Aktivierung zu einer Anhaufung von cAMP flhren, wodurch wiederum die cAMP/PKA
Signalkaskade aktiviert wird. Dies fuhrt zur Inhibierung von PKC und somit zu einer

42, 43, 81

Verminderung der MZ -Degranulation . Durch Anlagerung des [-Blockers
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Metoprolol an den R-Adrenozeptor wirde diese Signalkaskade inhibiert, so dass die
negative Regulation auf die MZ wegfallt. Dies konnte die pro-anaphylaktische
Wirkung von Metoprolol auf die MZ erklaren. Neben der Translokation von PKC'®': 182
hangt die MZ-Degranulation auch vom Calciumeinstrom in das Zytosol ab'®. Fiir den
ACE-Inhibitor Captopril konnte gezeigt werden, dass dieser die Permeabilitat der MZ
fiir Calcium erhéht und auf diese Weise die Degranulation der MZ steigert'® 8°,
Demnach kann vermutet werden, dass die pro-anaphylaktische Wirkung von Ramipril
auf einem ahnlichen Wirkmechanismus basiert. Zudem ist bekannt, dass das
vasoaktive Peptid Bradykinin, welches bei der Einnahme von Ramipril im
Organismus angehauft wird'’®'8% 183 ‘Mz Degranulationen verstarken kann'® 87,

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass eine kombinierte Gabe von
Ramipril und Metoprolol die IgE-vermittelte passive Anaphylaxie verstarkt. Dies
beruht zumindest zum Teil auf einer erhohten MZ-Reaktivitat, welche vermutlich
durch Modulation des cAMP-Haushalts und der Calciumkonzentration in der Zelle

verursacht wird.

8.2 ASS verstarkt die passiv systemische Anaphylaxie

Im Fokus der weiteren Untersuchungen stand die Charakterisierung von ASS als
moglicher Kofaktor der Anaphylaxie. ASS ist in geringer Dosierung ein weltweit
eingesetztes Medikament in der Herz-Kreislauf-Therapie'®. Eine Vorbehandlung der
Mause mit ASS verstarkt sowohl die PSA als auch die PCA. Nach Auslésen der PSA
lagen die MZ-Mediatoren Histamin und Serotonin wie zu erwarten erhoht im Serum
der Tiere vor. Die Arachidonsauremetaboliten LTC4 und PGD, blieben weitgehend
unverandert, was wahrscheinlich wie oben beschrieben durch die rasche
Metabolisierung dieser Molekiile zu erklaren ist'* 2. Diese Hypothese wird dadurch
untermauert, dass im Serum von Patienten (maximal 2 h) nach einer
anaphylaktischen Episode ebenfalls kein Anstieg von LTC4 oder PGD, detektiert
werden konnte. |hre Metaboliten (LTD4 und LTE4 fir LTC4 und 9a,113-PGF, flr
PGD;) hingegen waren nach einer anaphylaktischen Reaktion deutlich erhdht (Daten
nicht gezeigt). Fur weiterflhrende Untersuchungen ware es daher sinnvoll die
Metabolite von LTC4 und PGD,; im Serum der Tiere zu bestimmen. Eine
Vorbehandlung der Tiere mit ASS hatte eine Steigerung von Histamin und Serotonin

sowie auch von LTC,4 und PGD; zur Folge. Der Anstieg an LTC4 war zu erwarten, da
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der Wirkmechanismus von ASS durch Hemmung der COX eine Steigerung der
Leukotrienproduktion verursacht®®. Diese sind auch in der bronchoalveoldren Lavage
und im Urin von Patienten mit Aspirin induziertem Asthma erhoht® 18
Interessanterweise war PGD, nach ASS-Vorbehandlung verstarkt im Serum messbar.
Der erhohte Serumspiegel von PGD, deckt sich mit vorherigen Studien, die zeigen,
dass der PGD»-Metabolit 9a,113-PGF; im Urin von Patienten mit Aspirin induziertem
Asthma erhoht vorlag'™?. Es ist nicht bekannt, warum ASS zu einer Erhéhung und
nicht zu einer Reduktion von PGD, flhrt. Ein mdglicher Erklarungsansatz ware, dass
PGE; eine hohere Sensitivitat gegenuber der COX-Inhibierung aufweist als PGD,"
%0 PGE, steigt nach Auslésen der Anaphylaxie im Serum deutlich an, wird jedoch
durch ASS-Vorbehandlung tendenziell gesenkt. Dies ist durch den Wirkmechanismus
von ASS bedingt®, da die Senkung von PGE, die analgetische und antipyretische
Wirkung von ASS induziert”™ ''°. Der maximale Plasmaspiegel von ASS wird nach
oraler Gabe innerhalb von 30-60 min erreicht’®. Dass der PGE,-Gehalt im Serum
nach ASS Vorbehandlung nicht starker gesenkt wurde, kann vermutlich mit dem
spaten Zeitpunkt der Blutentnahme (24 h nach ASS-Gabe) erklart werden.

Um zu Uberprifen, ob ASS die Reaktivitat der MZ steigert, wurden BMcMCs in vitro
mit zwei verschiedenen Konzentrationen ASS inkubiert, welche wahrend der
medikamentdésen Behandlung auch im Serum von Patienten erreicht werden
kénnen”. Die IgE-vermittelte Histaminfreisetzung in vitro wurde durch ASS jedoch
inhibiert. Um Heterogenitaten von MZ-Subtypen als Ursache zu berucksichtigen,
wurde der Effekt von ASS auf die Histaminfreisetzung der reiferen PcMCs uberpruft
und auch hier war eine Hemmung der MZ-Degranulation nach Behandlung mit ASS
zu sehen. Die hemmende Wirkung von ASS auf die MZ-Degranulation steht im
Einklang mit Ergebnissen vorangegangener Studien® ', Die Reduktion der
Histaminfreisetzung steht jedoch im Gegensatz zu der gesteigerten Freisetzung von
MZ-Mediatoren im Rahmen der durch ASS verstarkten Anaphylaxie. Dies legt die
Vermutung nahe, dass der pro-anaphylaktische Effekt von ASS durch eine indirekte
Aktivierung der MZ zu erklaren ist. Um dies zu uberprifen, wurden Mause mit ASS
behandelt und peritoneale Zellen entnommen, ohne zuvor eine Anaphylaxie zu
induzieren. Diese peritoneale Zellpopulation besteht hauptsachlich aus B-
Lymphozyten, Makrophagen und zu ca. 5% aus MZz™" ' 192 gje reflektiert die
Situation der Zellen in vivo. Tatsachlich fuhrte die ex vivo Stimulation dieser

Zellpopulation mit anti-IgE zu einer Steigerung der Histaminfreisetzung nach ASS-
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Vorbehandlung gegenuber einer unbehandelten Kontrollgruppe. Somit konnten die
Ergebnisse der in vivo-Untersuchungen reproduziert werden. Diese Daten kdnnten
zum einen damit erklart werden, dass ASS auf umliegende Zellen wirkt, die
stimulierend auf MZ wirken kdnnen. Dass die MZ-Mediatoren im Serum der ASS-
vorbehandelten Tiere erhoht waren, lasst auf eine bedeutende Rolle von MZ in dem
pro-anaphylaktischen Effekt von ASS schlieRen. Die Hemmung der MZ-Aktivierung
durch ASS in vitro und die Tatsache, dass die MZ-Dichte der Tiere von der ASS-
Behandlung unbeeinflusst blieb, stehen dem wiederum entgegen. Um die Rolle von
MZ genauer zu charakterisieren, wurde die passive Anaphylaxie neben dem
klassischen IgE-vermittelten Weg auch uber alternative Wege induziert. Hierbei
wurde ein Aktivierungsweg gewahlt, der unspezifisch Uber die Einlagerung von
Compound 48/80 in die Plasmamembran mit anschlieliender Induktion bestimmter
G-Proteine operiert'® und zusatzlich wurde die Anaphylaxie (ber die exogene
Applikation von Histamin ausgelost, welches das Symptomprofil der Anaphylaxie
imitieren kann®% . Lediglich bei der FceRlI-vermittelten MZ-Degranulation war ein
aggravierender Effekt in der Symptomstarke der Anaphylaxie durch ASS zu
beobachten, wahrend eine Induktion der Anaphylaxie durch Gabe von Histamin oder
Compound 48/80 die Symptome nach ASS-Gabe sogar reduzierte. Diese Ergebnisse
bestatigen erneut, dass MZ fur die pro-anaphylaktische Wirkung von ASS von grofer
Bedeutung sind. MZ der Haut sind mafdgeblich an einer allergischen Episode beteiligt,
was sich auch in der Manifestation klinischer Symptome wie Angioddemen oder
Urtikaria widerspiegelt> '®. Daher wurde die Reaktivitit von MZ in der Haut
allergischer Patienten nach Allergenapplikation mittels Hautpricktests bestimmt,
wobei die GroRe der entstehenden Quaddel die Wahrscheinlichkeit fur eine
Sensibilisierung angibt195. Diese Untersuchungen demonstrierten eine verstarkte
Lokalreaktion (vergroRerte Quaddel) nach Allergenapplikation unter ASS-Einnahme
(Daten nicht gezeigt), was nochmals die bedeutende Rolle von MZ bei der pro-
anaphylaktischen Wirkung von ASS unterstreicht. Hierbei spielt vermutlich ein
indirekter Mechanismus von ASS auf die MZ eine Rolle, der noch weiterer
Aufklarung bedarf.

In den folgenden Untersuchungen sollte udberpruft werden, in wieweit der
Wirkmechanismus von ASS fur die pro-anaphylaktischen Wirkung von ASS
verantwortlich ist. Da Leukotrienantagonisten erfolgreich bei Patienten mit Aspirin

induziertem Asthma verwendet werden98, wurde der Einsatz von Montelukast in



Diskussion 70

Bezug auf die Auspragung der Anaphylaxie. Dieser inhibiert selektiv den LTC4
Rezeptor cysLTR1'%. Montelukast konnte die aggravierende Wirkung von ASS bei
der Anaphylaxie nicht vermindern, was darauf hindeutet, dass LTC4 nicht malRgeblich
an der pro-anaphylaktischen Wirkung von ASS beteiligt ist. Ein weiterer Mediator, der
durch ASS beeinflusst wird ist PGE, was durch ASS reduziert wird”®. Aus
vorangegangenen Studien ist bekannt, dass eine Reduktion von PGE; in einer

verstarkten MZ-Aktivierung resultieren kann® 37,

Beispielsweise bewirken
verminderte PGE,-Werte bedingt durch die Hemmung der COX bei Patienten mit
Aspirin induziertem Asthma eine Aktivierung von MZ'®®. Zudem kann die Gabe von
exogenem PGE; Bronchokonstriktion bei diesen Patienten verhindern®®. Dies wirft die
Frage auf, ob PGE, auch dem pro-anaphylaktischen Effekt von ASS entgegenwirken
kann. Da PGE; seine Funktionen Uber vier verschiedene Rezeptoren (EP1-EP4)
vermittelt, wurden hochselektive PGE,-Agonisten eingesetzt, die jeweils einen der
Rezeptoren spezifisch aktivieren konnen und bereits in zahlreichen Studien
charakterisiert wurden'? '+ 197 Dje Analyse der Rezeptorexpression zeigte, dass
murine MZ die PGE,-Rezeptoren EP2-EP4, jedoch nicht den EP1-Rezeptor
exprimieren, was sich mit Daten aus der Literatur deckt'®®. Zudem war der EP2-
Rezeptor nur gering exprimiert, weshalb zunachst die orale Gabe eines spezifischen
EP3- und EP4-Agonisten auf die Anaphylaxie Uberpruft wurde. Tatsachlich konnte
eine einmalige Gabe des EP3- oder EP4-Agonisten das Ausmal® der Anaphylaxie,
aggraviert durch ASS, deutlich verringern. In einer vorherigen Studie von Kunikata’?
und Kollegen mit Mausen, die eine Defizienz fir den EP3-Rezeptor aufwiesen,
konnte bereits gezeigt werden, dass diese Tiere eine starkere lokale Anaphylaxie
entwickelten als ihre Wildtypkontrollen. Eine weitere Studie belegt, dass ein
selektiver Agonist fir den EP3-Rezeptor die Histamin- und Leukotrienfreisetzung von
MZ der Lunge inhibiert und bei Mausen, das durch Ovalbumin induzierte, Asthma
verringert'. Von einer Hemmung allergischer Reaktionen {iber Aktivierung des EP3-
Rezeptors wurde auch bei murinen Modellen der allergischen Konjunktivitis und

19 200 Die hier in dieser Arbeit

Kontakthypersensitivitatsreaktionen berichte
gezeigten Ergebnisse der PSA weisen ebenfalls auf eine protektive Wirkung des
EP3-Rezeptors im Zusammenhang mit der Anaphylaxie hin. Die Gabe des EP4-
Agonisten konnte die gesteigerte Hypothermie durch ASS sogar auf das gleiche
Ausmal wie in der Placebokontrolle reduzieren. Dies wird von Studien unterstitzt,

die belegen, dass die effektive Wirkung von PGE; bei Patienten mit Aspirin
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induziertem Asthma durch Aktivierung des EP4-Rezeptors vermittelt wird, was bei
diesen Patienten zu einer Bronchodilatation fiihrt?®'. Bei Patienten mit Aspirin
induziertem Asthma oder Aspirin induzierter Urtikaria konnte zudem eine genetische
Variation des EP4 Gens identifiziert werden, die in einer reduzierten Expression von
EP4 resultiert'®®. Dies unterstiitzt die Hypothese einer protektiven Rolle dieses
Rezeptors bei allergischen Erkrankungen. Auch die Ergebnisse der hier
durchgefuhrten Untersuchungen weisen auf eine anti-inflammatorische Funktion
dieses Rezeptors hin. Inwieweit die exogene Gabe eines spezifischen EP2-
Agonisten die durch ASS aggravierte Anaphylaxie beeinflussen kann, soll in
weiterfuhrenden Studien naher untersucht werden.

PGE: stellt eine Mdglichkeit dar, die in dieser Arbeit nachgewiesene Verstarkung der
Anaphylaxie durch ASS zu erklaren. Folgende Hypothese ware maglich:

ASS reduziert den Basalwert von PGE,. In der Tat wurden reduzierte Basalwerte von
PGE; auch bei Patienten mit Aspirin induziertem Asthma detektiert'®*. Da PGE; die

202, 203 grhght das kontinuierliche Fehlen von

MZ-Responsivitat vermindern kann
PGE, die Ansprechbarkeit von MZ auf einen aktivierenden Impuls (wie die
Kreutzvernetzung des IgE-Rezeptors), so dass bei Auslosen der anaphylaktischen
Reaktion MZ verstarkt reagieren und somit erhohte Mengen von Mediatoren in das
Gewebe und die Zirkulation abgeben. Um den Mechanismus genauer zu
charakterisieren Bedarf es noch weiterer Untersuchungen, welche im Folgenden

naher erlautert werden.
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9. SCHLUSSFOLGERUNG UND AUSBLICK

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit erstmals in detaillierten in vivo und in vitro
Studien gezeigt werden, dass die Herz-Kreislauf-Medikamente Ramipril, Metoprolol
und ASS den Verlauf einer anaphylaktischen Reaktion verstarken kdnnen. Ramipril
und Metoprolol stellen besonders in Kombination Risikofaktoren fur die Auspragung
einer Anaphylaxie dar. Mit Hilfe von in vitro-Untersuchungen konnte belegt werden,
dass diese Medikamente die Reaktivitat FceRI-aktivierter MZ Uber eine direkte
Wechselwirkung mit der MZ beeinflussen konnen. Dies geschieht vermutlich Gber ein
Eingreifen in die cAMP/PKA-Signalkaskade und uber eine Modulation des
Calciumhaushalts. Gleichzeit kann Bradykinin, was bei der Einnahme von ACE-
Inhibitoren akkumuliert, zu einer erhdéhten MZ-Degranulation beitragen. Die pro-
anaphylaktische Wirkung der Medikamente sollte beachtet werden, wenn sich
sensible Individuen einer Herz-Kreislauftherapie unterziehen mussen. Wenn maglich
sollte der R-Blocker durch ein Herz-Kreislauf-Medikament einer anderen
Wirkstoffgruppe ersetzt werden, da dieser auch die Wirkung von Adrenalin hemmt,
was als Notfalltherapie zur Behandlung der Anaphylaxie eingesetzt wird.

Der Mechanismus, der dem pro-anaphylaktischen Effekt von ASS zugrunde liegt, ist
weitaus komplexer und bedarf noch weiterer Untersuchungen. Die in vivo-Sudien im
Mausmodell demonstrieren, dass die pro-anaphylaktische Wirkung von ASS MZ-
abhangig ist, da eine ASS-Vorbehandlung der Tiere weder auf die Auslosung der
Anaphylaxie mit Compound 48/80 noch auf die exogene Gabe von Histamin einen
Einfluss hatte. Die Behandlung kultivierter, muriner MZ-Subtypen mit ASS hemmte
die IgE-vermittelte MZ-Degranulation. Dies fuhrte zu der Hypothese, dass die in vivo
zu beobachtende Wirkung von ASS auf indirekten Mechanismen beruht. Vermutlich
wirkt ASS auf umliegende Gewebszellen, welche die Freisetzungsfahigkeit der
Effektorzellen durch Erhdhung aktivatorischer oder Inhibition suppressorischer
Mediatoren erhéhen kdnnen. PGE; stellt einen mdglichen Kandidaten dar, um die
pro-anaphylaktische Wirkung von ASS zu erklaren. Um die Rolle von PGE; bei dem
pro-anaphylaktischen Effekt von ASS genauer zu charakterisieren, gibt es mehrere
Herangehensweisen: Zur ldentifikation der EP-Rezeptoren, welche fur den pro-
anaphylaktischen Effekt von ASS maligeblich von Bedeutung sind, kdnnte der
Einsatz von Mausen, bei denen jeweils einer der Rezeptoren fur PGE; ausgeschaltet
wurde, zur Aufklarung beitragen. Dadurch wirde die Frage beantwortet, in wieweit
der pro-anaphylaktische Effekt von ASS durch das Fehlen des Rezeptors revidiert
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werden kann. Weiterhin kdnnte man beispielsweise Reagenzien einsetzen, welche
die Prostaglandinhydroxygenase inhibieren und so einen Abbau von PGE,;
verhindern®®*. Auf diese Weise wiirde das endogene PGE, stabilisiert. Sollte dies
dem pro-anaphylaktischen Effekt von ASS entgegenwirken, ware dies ein weiterer
Hinweis fir die Bedeutsamkeit dieses Mediators. In vitro-Untersuchungen mit
verschiedenen MZ-Subtypen konnten zusatzlich die Ergebnisse der oben
beschriebenen in vivo-Experimente untermauern. Eine Behandlung muriner MZ mit
PGE,;, sowie mit den spezifischen EP-Agonisten sollte die IgE-induzierte
Histaminfreisetzung sowohl positiv als auch negativ beeinflussen, da PGE; je nach

132,205 415 auch

Rezeptoraktivierung die Histaminfreisetzung sowohl stimulieren
inhibieren'?® 2% kann. Ist der Rezeptor, der maRgeblich an der pro-anaphylaktischen
Wirkung von ASS beteiligt ist, identifiziert, kdnnte der Einsatz des entsprechenden
EP-Rezeptoragonisten dazu dienen das Risiko betroffener Individuen eine (schwere)
allergische Reaktion zu entwickeln, abzuschwachen. Die in dieser Arbeit pra-
optimierten Mausmodelle zur Anaphylaxie kdnnen zuklnftig dazu genutzt werden,
andere Medikamente bezuglich ihrer anaphylaktischen Wirkung zu untersuchen und
somit mogliche Risiken fur betroffene Patienten frihzeitig zu erkennen. Auf diese
Weise konnte der Einsatz bei bestimmten Risikopersonen (beispielsweise bei
Patienten, die genetisch bedingt vermehrt MZ aufweisen) verhindert werden. Zudem
konnen mit Hilfe der Modelle weitere Kofaktoren der Anaphylaxie identifiziert werden
und ihre zugrundeliegenden Mechanismen aufgedeckt werden. Da die Anaphylaxie
potentiell lebensbedrohlich verlaufen kann, ist die Kenntnis der Kofaktoren von

grol3er Bedeutung.
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