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1. Zusammenfassung

Asthma bronchiale beschreibt eine sehr heterogene Krankheit mit stetig steigender
Pravalenz, die weltweit mehr als 300 Millionen Menschen betrifft. Durch eine chronische
Entziindung der unteren  Atemwege kommt es zu Symptomen  wie
Atemwegshyperreagibilitat, episodischer Obstruktion, morphologischen Veranderungen des
Lungengewebes und vermehrter Schleimproduktion. Die pathophysiologischen
Mechanismen sind sehr vielschichtig und komplex. Das Immunsystem spielt in Manifestation
und Verlauf der Erkrankung eine wesentliche Rolle. Makrophagen decken innerhalb des
Immunsystems eines Organismus eine Vielzahl an Aufgaben ab. Sie wirken modulatorisch
bei der Vermittlung der Immunantwort, indem sie Antigene phagozytieren und diese im
Anschluss T Helfer-Zellen prasentieren. Dadurch nehmen sie Einfluss auf die
Sekretionsmuster spezifischer Signalmolekule. Mit Hilfe von in vitro-Experimenten wurde die
Plastizitat der Makrophagen untersucht und diese anhand des Expressionsmusters ihrer
Oberflachenmolekile in M1 und M2 Makrophagen unterteilt. Dabei wurde gezeigt, dass das
Transmembranprotein CD38 von M1-Makrophagen exprimiert worden ist und dass cMyc
Makrophagen des Subtypes M2 charakterisiert hat. In der vorliegenden Arbeit wurde die
Makrophagen-Polarisation in einem Hausstaubmilben- (HDM-) Mausmodell fir die
allergische Atemwegsentziindung unter Einfluss zusatzlicher bakterieller bzw. viraler Trigger
analysiert. Es konnte gezeigt werden, dass die starre Klassifikation von Makrophagen in den
M1- bzw. M2-Subtyp als Nomenklatur in vivo nicht ausreicht. Neben den beiden
Polarisationsseiten M1 und M2 war der am haufigsten auftretende Phanotyp ein M1-M2-
Hybrid, welcher sowohl Merkmale des M1- als auch des M2-Expressionsmusters aufwies.
Dies fuhrte zu der Annahme, dass die Makrophagen-Plastizitdt ein hochdynamischer
Mechanismus ist, welcher sich spezifisch auf die jeweiligen Anforderungen einstellen kann,

um eine potente Immunantwort zu generieren.

Dendritische Zellen (DCs) stellen eine weitere wichtige Instanz innerhalb des Immunsystems
dar. Sie reifen durch Antigen-Kontakt und migrieren zu Effektor-Kompartimenten, um die
Immunantwort zu modulieren. Dabei spielen spezifische Chemokine, wie CXCL12, und
Chemokinrezeptoren, wie CXCR4, speziell bei der Migration zum Jugular Nodose Complex
und damit zur Initiilerung eines neuro-immunologischen Crosstalks eine wichtige Rolle. In der
vorliegenden Arbeit sollte der Effekt des artifiziell generierten Neutraliganden Chalcone 4, ein
Molekul, welches die Bindung vom Chemokin CXCL12 mit seinem Chemokinrezeptor
CXCR4 inhibiert, auf die Migration von Dendritischen Zellen zum Jugular Nodose Complex
untersucht werden. Dabei konnte gezeigt werden, dass Chalcone 4 eine signifikante

Reduktion der Migration der Dendritischen Zellen in den Jugular Nodose Complex bewirkt.



Zusammenfassend stltzen die vorliegenden Daten die Annahme, dass Makrophagen und
Dendritische Zellen wichtige Rollen in der Modulation einer spezifischen Immunantwort
einnehmen. Die Dynamik der Makrophagen-Polarisation ermdéglicht es dem Immunsystem,
schnell und gezielt auf dulRere und auch vielschichtige Reize angemessen und wirkungsvoll
zu reagieren. Dendritische Zellen ermdéglichen im Zusammenspiel mit Neuronen einen
neuro-immunologischen Crosstalk und somit die Verknlpfung zweier Systeme sowohl im
betroffenen Organ als auch in den peripheren Ganglien des Jugular Nodose Complex,
welche die unteren Atemwege innervieren. Ein besseres Verstandnis der grundlegenden
Mechanismen der Makrophagen-Plastizitat und des durch Migration der Dendritischen Zellen
initiierten Zusammenspiels von Immun- und Nervensystem kdnnte zur Entwicklung neuer,

potenter Behandlungsstrategien bei allergischen Atemwegsentziindungen dienen.



2. Summary

Bronchial asthma describes a very heterogeneous widespread disease with continually
increasing prevalence, which affects over 300 million people worldwide. The chronic
inflammation of the lower airways leads to symptoms like airway hyperresponsiveness,
episodic obstructive events, morphological changes of the airway tissue and mucus
hypersecretion. The pathophysiological mechanisms are very multi-layered and complex.
The immune system plays a pivotal role in the manifestation and progression of the disease.
Macrophages cover a variety of tasks within the immune system of an organism. They have
modulatory effects on the mediation of the immune response by phagocytizing antigens and
afterwards presenting them to T helper cells. Thus they influence the secretory pattern of
specific signalling molecules. With the help of in vitro experiments and based on the
expression patterns of their surface molecules, the plasticity of macrophages has been
divided into the M1 and M2 subtype. Thereby it was demonstrated that the transmembrane
protein CD38 was expressed on M1 macrophages while cMyc characterized macrophages of
the M2-subtype. In the present study, the macrophage polarization depending on additional
bacterial or viral triggers was analyzed in a house dust mite- (HDM-) mouse model for
allergic airway inflammation. It could be demonstrated, that the nomenclature of a strict
classification of macrophages into either the M1- or the M2-subtype is not sufficient in vivo.
Besides the two polarization types M1 and M2 there was the hybrid phenotype carrying both
M1 and M2 expression patterns, which was most abundant. Basing on these findings it could
be shown, that the macrophage plasticity is a highly dynamic and bivalent mechanism, which

can adapt specifically to the respective requirements to generate a potent immune response.

Dendritic cells represent another important instance in between the immune system. They
maturate by getting in contact with antigens and migrate to effector compartments to
modulate the immune response. Thereby specific chemokines like CXCL12 and chemokine
receptors like CXCR4 play a crucial role especially concerning the migratory behavior of
dendritic cells to the jugular nodose complex. They are very important for the initiation of a
neuro-immune crosstalk. The aim of the present study was the analysis of the effects of the
artificially generated neutraligand chalcone 4, a molecule which inhibits the binding of the
chemokine CXCL12 with its chemokine receptor CXCR4, on the migration of dendritic cells
to the jugular nodose complex. It was shown that chalcone 4 caused a significant reduction

of the migration rate of dendritic cells to the jugular nodose complex.

Together the present data indicate that macrophages and dendritic cells have pivotal roles in
the modulation of a specific immune response. The dynamics of the macrophage polarization
allows the immune system to react quickly, purposefully and effectively on external and

variable stimuli. Dendritic cells enable the interplay with neurons via a neuro-immune
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crosstalk and therewith the connection of two systems in both the affected organ and the

peripheral ganglia of the jugular nodose complex, which innervate the lower airways.

A better understanding of the basic mechanisms of the macrophage-plasticity and of the
interplay of immune system and nerve system initiated by the migration of dendritic cells may
lead to the development of new, potent and effective therapy strategies in allergic airway

diseases.



3. Einleitung

3.1 Asthma bronchiale

Asthma bronchiale beschreibt eine komplexe inflammatorische Erkrankung der unteren
Atemwege [1, 2], die in einer Vielzahl unterschiedlicher phanotypischer Auspragungen
resultiert [3, 4]. Weltweit leiden etwa 300 Millionen Menschen an Asthma bronchiale [5], die
Inzidenz ist steigend. Vor allem in Industrielandern steigt die Zahl Betroffener stetig an. Die
hauptsachlich auftretenden Symptome sind reversible, episodische Atemwegsobstruktion,
Atemwegshyperreagibilitat, vermehrte Schleimproduktion und Atemwegs-Remodelling
verursacht durch die chronische Entzindung im Atemwegsgewebe [6-8]. Neben der
Heterogenitat der verschiedenen Subtypen des Asthma bronchiale, deren Nomenklatur
darauf basiert, ob sie Th2-abhangig oder Th2-unabhangig sind [9, 10], werden in der Klinik
auch unterschiedliche Schweregrade definiert und entsprechend behandelt. Th2-getriggerte
Entzindungsreaktionen sind haufig durch eine erhdhte Anzahl an eosinophilen Granulozyten
im Blut nachweisbar [8]. Die extrinsische, also allergische, Form von Asthma bronchiale stellt
den dominierenden Subtyp dar und manifestiert sich in der Regel bereits im Kindesalter. Die
nicht-allergische Form kommt weitaus weniger haufig vor und tritt in der Regel erst in
fortgeschrittenem  Alter auf [10]. Abhangig vom  Atemwegsparameter der
Einsekundenkapazitdt FEV: werden eine milde Form, die sich nur sehr selten durch
Symptome &uBert, mittelschweres, schweres und sehr schweres Asthma bronchiale
unterschieden. Die pathophysiologischen Prozesse, die bei Asthma bronchiale ablaufen,
sind sehr heterogen und komplex, viele verschiedene Entzindungszellen und die
Komposition spezifischer Signalmolekiile vom angeborenen und adaptierten Immunsystem
haben einen grofden Einfluss auf die Progression und Schwere der Erkrankung [11-16]. Die
Umwelt spielt eine sehr wichtige Rolle bei allergischem Asthma bronchiale, da
Umwelteinflisse in Form von eigentlich harmlosen Molekilen als Antigene auf die Atemwege
und die assoziierten Atemwegsneurone einwirken konnen. Ausgeldst durch ein solches
Antigen reagiert das Immunsystem mit der Sekretion distinkter Zytokine und Chemokine [13,
17-20], welche verschiedene Immun- und Entzindungszellen rekrutieren, indem sie deren
Migrations- und Proliferationsverhalten beeinflussen. Zudem kann ein damit verbundenes,
erhohtes Vorkommen von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) zu einer abgeschwachten
Abwehr flhren [21-23]. Die anhaltenden entzindlichen Prozesse verursachen ein
fortwahrendes Ungleichgewicht von Metalloproteinasen MMPs und deren Inhibitoren (TIMPs,
Tissue Inhibitors of Metalloproteinases), was in pathologischen Veranderungen des
Lungengewebes, dem sogenannten Atemwegs-Remodelling, resultiert [24-27]. AulRerdem
wurde berichtet, dass eine genetische Komponente Einfluss auf die Anfalligkeit fur Asthma
bronchiale haben kénnte [28, 29]. Studien haben eine erhohte Pravalenz fir Asthma in

GroRbritannien festgestellt, welche in Australien und Neuseeland einen ahnlichen Wert
8



erreicht [30, 31]. Aufgrund geschichtlicher Migrationsereignisse und des daraus
resultierenden Genpools ware eine hdhere Pravalenz durch genetische Pradisposition
zumindest denkbar. Zudem gibt es auch Hinweise dafir, dass das Geschlecht mafRRgeblichen
Anteil an der Manifestation von Asthma bronchiale haben kann, da Frauen haufiger betroffen
sind als Manner [32-34]. Es ist denkbar, dass auch der Hormonhaushalt einen grof3en
Einfluss auf Asthma haben kann, da mannliche Kinder zwar haufiger an Asthma leiden als
weibliche, im Verlauf der Pubertat ,entwachsen” Jungen der Erkrankung allerdings in vielen
Fallen [35]. Die Heterogenitat der Erkrankung spiegelt sich auch in den vielfaltigen Strategien
fir neue Therapieansatzen gegen spezifische Signalmolekile bei den verschiedenen
Asthma-Phanotypen wider. Neben den bereits zugelassenen Therapie-Strategien mit Anti-
IgE- bzw. Anti-IL-5-Antikdrpern befinden sich viele weitere Ansatze fur eine Therapie mit
Antikérpern gegen spezifische, beim Asthma wichtige Interleukine in den verschiedenen
klinischen Phasen [8]. Asthma bronchiale tritt meist zusammen mit anderen
Begleiterkrankungen auf [36-38], was die Anforderungen an die Wahl der geeigneten
Therapie beeinflusst. Vor allem allergische Erkrankungen, wie allergische Rhinitis und
allergische Konjunktivitis, aber auch nicht-allergische Krankheiten, wie Osteoporose,
psychische Erkrankungen und Gastro-Osophagealer Reflux (GERD) wiesen in einer
retrospektiven Querschnittsstudie im Saarland und in Rheinland-Pfalz eine deutlich héhere

Chance auf, im Kontext von Asthma bronchiale aufzutreten [36].

3.2 Das respiratorische System

Das respiratorische System, bestehend aus den oberen und unteren Atemwegen, ist ein
essentieller Bestandteil des menschlichen Organismus. Es stellt die Versorgung des Korpers
mit Sauerstoff sicher, welcher zur Erhaltung jeglicher Kérperfunktionen notwendig ist, und
sorgt dafir, dass Kohlenstoffdioxid ausgeschieden wird. Der Prozess des Einatmens beginnt
in den oberen Atemwegen. Die Luft wird durch Nase, Pharynx und Larynx zur Trachea
weitergeleitet und dabei angewarmt und befeuchtet. Zudem werden in der Atemluft
enthaltene potentielle Antigene herausgefiltert. Die Atemluft gelangt ins funktionale
Lungengewebe, genauer in die Bronchien und Bronchiolen, wo in den Alveolen der
Gasaustausch stattfindet. Die Funktionen der Atemwege werden durch eine Vielzahl an
Nervenfasern gesteuert [39-41]. Neben der sensiblen spielt auch die autonome nervale
Innervation, welche sich aus parasympathischem und sympathischem Anteil zusammensetzt
[39, 42], eine wichtige Rolle. Die sensiblen Nervenfasern, welche die oberen Atemwege
innervieren, entspringen im Ganglion trigeminale [43, 44], die der unteren Atemwege in den
vagal-sensiblen Nervenzellen eines Komplexes bestehend aus dem Ganglion jugulare und

dem Ganglion nodosum [2, 39, 40, 45-48]. Zusatzlich ziehen sensible Nervenfasern durch
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das Ganglion stellatum zu Spinalganglien. Die atemwegsinnervierenden sensiblen Nerven
werden durch externe Stimuli wie Zigarettenrauch und Allergene aktiviert und induzieren
neben einer veranderte Sekretionsrate von Neurokininen und Neuropeptiden, was zu
Bronchokonstriktion, Hustenreiz und tbermafiger Schleimsekretion flhrt [46, 49], auch eine
Reaktion von verschiedenen Immunzellen [50-56]. Die Klassifizierung der sensiblen
Nervenendigungen basiert auf funktionalen Merkmalen und dem Kompartiment, in dem sie
vorkommen, und unterscheidet A-Fasern, bestehend aus RARs (Rapidly Adapting Stretch
Receptors) und SARs (Slowly Adapting Stretch Receptors), und C-Fasern. Die myelinisierten
Axone der schnell adaptierenden Dehnungsrezeptoren (RARs) innervieren die glatte
Atemwegsmuskulatur [57, 58] und das Atemwegsepithel. Die langsam adaptierenden
Dehnungsrezeptoren (SARs) weisen ebenfalls myelinisierte Axone auf [59], welche
Bronchus und Trachea innervieren. Ein charakteristisches Merkmal der C-Fasern, welche
das funktionale Lungengewebe, den Bronchus und die Trachea innervieren, ist das Fehlen
der Myelinscheide, was die Leitungsgeschwindigkeit der Fasern deutlich herabsetzt. Die
autonomen sympathischen Nervenfasern ziehen Uber die Vorderwurzel aus dem
Rickenmark zu den Ganglia cervicalia und Ganglia thoracica des Trunctus sympathicus, wo
sie mit postganglionaren Fasern im oberen Halsganglion Ganglion cervicale superius [60], im
zum Ganglion stellatum zusammengefassten unteren Halsganglion und oberen
Brustganglion und den Grenzstrangganglien T2 bis T4 verschaltet sind. Die
parasympathischen pragangliondren Fasern verlassen den Hirnstamm Uber den Nervus
vagus und enden in lokalen Ganglien an der Trachea und dem Bronchialbaum, von wo aus

postsynaptische Nervenfasern zum jeweiligen Effektorspot ziehen [61, 62].

3.3 Neuro-immunologische Interaktion

In vielen Studien wurde bereits das bivalente Zusammenspiel von Immunsystem und
Nervensystem bei allergischen Erkrankungen beschrieben [63, 64]. Nerven- und
Immunzellen kénnen, in rdumlichem Kontakt stehend, direkt miteinander kommunizieren
oder die Vermittlung erfolgt Uber die Sekretion von spezifischen Mediatoren. Dazu steht ein
vielfaltiges Repertoire an unterschiedlichen Neuropeptiden zur Verfliigung, durch welche die
vagal-sensorische Atemwegs-Neuronen Einfluss auf die neurogene Entziindung nehmen
kénnen [43, 65-68]. Diese Tachykinine, wie Substance P (SP), Neurokinin A (NKA) und B
(NKB), die Neuropeptide K (NPK) und Y (NKY) [69] und das Calcitonin-Gene Related
Product (CGRP) sind somit in der Lage, die Interaktion zwischen Nerven- und Immunsystem
zu triggern [45, 70-75]. Die Sekretion von Neurotrophinen bewirkt autokrine und parakrine
Reaktionen [76-79], welche zur Verstarkung der Entziindung und zu Remodeling fuhrt [80].

Eine erhdhte Konzentration von Neurotrophinen triggert die Ausschittung von
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Neuropeptiden, welche die Neurogene Inflammation modulieren und zu einer

Atemwegsverengung fihren [63].

3.4 Makrophagen und Asthma

Makrophagen stammen aus dem Knochenmark [81] und decken ein breites Spektrum an
Aufgaben innerhalb des Immunsystems und der Immunantwort ab [82]. Sie phagozytieren
Pathogene, welche in den Organismus gelangt sind, verarbeiten diese intrazellular, um sie
als Antigen an ihrer Zelloberfliche Th-Zellen zu prasentieren und dadurch weitere
Immunantworten zu vermitteln. In den Atemwegen wurden verschiedene Subgruppen von
Makrophagen — abhangig vom Lungenkompartiment, in dem sie auftreten — definiert:
alveolare und interstitielle Makrophagen. Eine weitere Spezifizierung der Makrophagen kann
durch die Zusammensetzung der Oberflachenmolekile erreicht werden [83-85]. Dadurch
lassen sich Makrophagen als M1- oder M2-Subtyp definieren [86, 87]. Diese Polarisation
ermoglicht es dem Organismus, zielgerichtete Immunantworten zu generieren und auf ein
breites Spektrum an Pathogenen effektiv zu reagieren [88, 89]. In vitro-Studien beschrieben
die Polarisation der Makrophagen als feste und definierte Pathways [90-93], bei in vivo-
Studien konnten jedoch ein hoher Grad an Plastizitat innerhalb dieses Mechanismus und das
Vorkommen von Hybrid-Makrophagen gezeigt werden [94-96]. Die ,auf gewdhnliche Art und
Weise“ aktivierten M1 Makrophagen werden vor allem durch eine hohe Konzentration von
IRF5 (Interferon Regulatory Factor 5) differenziert und vermitteln eine Th1-Th17-Antwort
[97], welche in der Expression verschiedener Chemokin-Liganden resultiert. Die ,alternativ”
aktivierten M2 Makrophagen unterscheiden sich hinsichtlich ihres Expressionsprofils vom
M1-Typ, was in der verstarkten Vermittlung einer Th2 Immunantwort resultiert. Basierend auf
dieser Nomenklatur lasst sich eine Charakterisierung des jeweilig vorliegenden Subtyps
anhand verschiedener M1- bzw. M2-spezifischer Oberflachenmarker durchfihren [98].
Bezuglich dieses Expressionsprofils konnte CD38 (cluster of differentiation 38) als M1-
Marker identifiziert werden [98]. CD38 ist ein Glycoprotein aus der Familie der Ribosyl-
Cyclasen, welches die Umsetzung von Nicotinamidadenindinukleotid (NAD) in zyklische
Adenosindiphosphat-Ribose (ADP-Ribose) katalysiert [161]. cMyc wurde als M2-Marker
beschrieben [98] und fillt im Organismus eine Vielzahl an Funktionen aus, welche von der

als Transkriptionsfaktor bis hin zu der als Proto-Onkogen reichen [161].

3.5 Dendritische Zellen und Asthma
Dendritische Zellen reprasentieren als Antigen-prasentierende Zellen (APC) eine Schlissel-

Instanz bei der Modulation einer spezifischen Immunantwort [99]. Die DCs Ubernehmen viele
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Aufgaben innerhalb der Immunantwort, beispielsweise phagozytieren sie in den Organismus
eingedrungenes Antigen. Nachdem das Antigen aufgenommen und prozessiert worden ist,
werden Bestandteile dieses auf MHCII-Molekilen den naiven T-Lymphozyten in
Lymphknoten prasentiert. Die daraus resultierenden Downstream-Mechanismen fiihren zu
einer Th2-lImmunantwort. Die Reifung der DCs wird durch verschiedene Zytokine, wie auch
Neuropeptide initiiert, somit ist eine Aktivierung dieser sowohl von Seiten des
Immunsystems, als auch von Seiten des Nervensystems mdglich. Da die Interaktion von
DCs mit Neuronen bivalent ist, kbnnen DCs durch die Ausschittung bzw. die Initiierung der
Sekretion von verschiedenen Neurotrophinen auch Einfluss auf die nervale Antwort in Form
der neurogenen Entziindung nehmen. Die Migration der DCs wird durch das Zusammenspiel
verschiedener Rezeptoren und Liganden ermdglicht [100, 101]. Eine wichtige Rolle bei der
zielgerichteten Migration zum Effektorort spielen beispielsweise der Rezeptor CXCR4 und
sein Ligand CXCL12 [102-105]. Dabei gibt es Hinweise daflr, dass auch weitere Chemokine
und Chemokinrezeptoren im weiteren Verlauf der Migration von DCs essentiell sind,
beispielsweise CCR7-Liganden wie CCL19 und CCL21 [106, 107], welche in hohen
Konzentrationen im direkten Umfeld von Lymphknoten bereits nachgewiesen wurden
(Abbildung 1).
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Abbildung 1: Reifung und Migration von Dendritischen Zellen: Chemokin- und Chemokin-Rezeptor-gesteuerte
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Rekrutierung von Precursor-Zellen, Migration und Antigen-Prasentation von Dendritischen Zellen im

Lymphknoten.

3.6 Die Rolle der CXCR4/CXCL12-Achse bei Asthma bronchiale

Durch eine Vielzahl an Studien wurde die Rolle des Chemokin-CXC-Motiv Rezeptors 4
(CXCR4) und seines Liganden, das Chemokin CXCL12, in bei Asthma bronchiale
beschrieben [108]. Neben verschiedenen Entziindungs- und Immunzellen ist der Chemokin-
Rezeptor CXCR4 auch auf Dendritischen Zellen (DCs) exprimiert. Durch die Bindung von
CXCL12 an CXCR4 wird die Rekrutierung verschiedener Immunzellen wie Eosinophile und
T-Lymphozyten durch Chemoattraktion initiiert [109, 110]. Es wurde gezeigt, dass das
Zusammenspiel von CXCR4 und CXCL12 eine wichtige Rolle bei der Migration von kutanen
DCs zum Effektorort spielt [63]. Zudem konnte im Mausmodell beschrieben werden, dass die
Vermittlung der Entziindungsreaktion durch CXCR4/CXCL12 uber die Aktivierung der Matrix-
Metalloproteinase 9 (MMP-9) ablauft [111]. Diese Matrix-Metalloproteinase ist auch im

Sputum und BALF von Asthmatikern nachgewiesen worden [112, 113].



3.7 Ziele der Arbeit

3.7.1 Pathogen-abhangige Plastizitat von Makrophagen in einem murinen Mausmodell
der allergischen Atemwegsentziindung

Die Heterogenitat und Spezifitdt von Immunantworten &ufern sich in nahezu jedem
Krankheits-Pathway, bei dem das Immunsystem beteiligt ist. Vielen verschiedenen Zelltypen
und Zell-Subtypen wird eine spezifische Aufgabe in der Modulation der Immunantwort zuteil.
Makrophagen spielen eine sehr wichtige Rolle bei der Vermittiung und Modulation der
Immunantwort. Es wurde gezeigt, dass M1 und M2 Makrophagen als Subtypen anhand ihres
spezifischen Expressionsmusters voneinander differenzierbar sind und dass die Polarisation
zu der einen oder der anderen Seite die Art der Immunantwort moduliert. Ziel der
vorliegenden Arbeit war die Evaluation der Makrophagen-Plastizitat im HDM-Mausmodell bei

gleichzeitiger Gabe von bakteriellen und viralen Triggern.

3.7.2 Verminderte Migration von Dendritischen Zellen zum Jugular-Nodose-Ganglion
durch den Einfluss des Neutraliganden Chalcone 4 im Ovalbumin-Mausmodell

Dendritische Zellen (DCs) nehmen bei der Modulation der Immunantwort eine Schlusselrolle
ein. Sie nehmen Antigen auf und prozessieren und prasentieren dieses in ihrer Funktion als
APC in angrenzenden Lymphknoten. In dieser Studie wurde der Neutraligand Chalcone 4
eingesetzt, um die Migrationsrate der DCs ins Jugular Nodose Ganglion zu verringern.
Dadurch sollte analysiert werden, ob die Strategie des Neutraliganden einen positiven Effekt
auf die Schwere der Atemwegsentziindung austiben kann. Der Einsatz eines Neutraliganden
und die damit verbundene Inhibierung eines Chemokins kdnnte eine vielversprechende

Therapieoption fur allergische Erkrankungen wie Asthma bronchiale darstellen.

4. Material und Methoden

4.1 Versuchstiere und Mausmodelle

Weibliche, jeweils zwischen 6 und 8 Wochen alte Wildtyp-BALBc (OVA-Mausmodell) und
C57BI/6 (HDM-Mausmodell) wurden von Janvier Labs (Saint-Berthevin Cedex, Frankreich)
bezogen. Die Versuchstiere wurden bei 22°C in einem 12-Stunden Hell-Dunkel-Zyklus im
Laboratoire d’innovation Thérapeutique Strasbourg, Frankreich bzw. im Institut fur
Experimentelle Chirurgie Uniklinikum Homburg gehalten. Wasser und Futtermittel waren ad
libitum verfugbar. Vor Beginn der jeweiligen Experimente hatte die Tiere eine
Akklimatisierungsphase von 2 Wochen. Samtliche rechtlichen Vorschriften der franzdsischen

bzw. deutschen Tierschutzgesetze wurden strikt befolgt, alle Tierversuche wurden durch die
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entsprechende staatliche Behdrde genehmigt (N° APAFIS#1341-2015080309399690 und
Tierversuchsantrag 14/2013).

4.1.1 Das Ovalbumin-Modell fiir allergisches Asthma

Die Ovalbumin-Studie zu den Effekten von Chalcone 4 auf das Migrationsverhalten von
Dendritischen Zellen ins Jugular Nodose Ganglion wurde in weiblichen BALBc-Mausen
durchgefuhrt. Dazu wurde ein 21-tdgiges Behandlungsprotokoll benutzt. Die Versuchstiere
erhielten zur Sensibilisierung an den Tagen 0 und 7 eine intraperitoneale Applikation von
1xPBS (Phosphate Buffered Saline) bzw. 50 pg Ovalbumin (Grad V, Sigma-Aldrich,
Frankreich) adsorbiert an 2 mg Aluminiumhydroxid (Sigma-Aldrich, Frankreich). Den
jeweiligen Behandlungsgruppen wurden — jeweils 2 Stunden vor der Provokation mit PBS
bzw. OVA (10 pg/25 ul PBS) — das Solvens CDx (10% 2-Hydroxypropyl-B-Cyclodextrin,
Sigma-Aldrich, Frankreich) bzw. 300 nmol/kg Kérpergewicht Chalcone 4 (synthetisiert durch
AG Prof. Nelly Frossard, Université de Strasbourg, Frankreich) verabreicht. Sowohl die
Provokation, als auch die Chalcone-4-Behandlung erfolgten intranasal. Die Tiere wurden 24

Stunden nach der finalen intranasalen Behandlung getétet [114].

Experimentelles Setup — 21-Tage-Ovalbumin-Mausmodell

; " ——+— —>
Do D7 D17 D18 D19 D2o D21
\ J \_'_I
i.p. Sensibilisierung } 2Sunden —>
PBS/OVA 50 pg + Al(OH)3
Chalcone 4 oder i.n.
Solvens i.n. PBS/OVA
300 nmol/kg

Inflammation

Abbildung 2: 21-Tage-Ovalbumin-Mausmodell: Behandlungsschema des Modells. Nach 2 i.p. Injektionen von
PBS bzw. OVA zur Sensibilisierung wurden die Tiere an den Tagen 17 bis 20 i.n. mit PBS/OVA provoziert.

Zusatzlich erhielten sie 2 Stunden vor der Provokation PBS/Chalcone 4 i.n. i.p. = intraperitoneal, i.n. = intranasal.

4.1.2 Das Hausstaubmilben-Modell fiir allergische Atemwegsentziindungen

Zur Durchfiihrung des Projekts zur Analyse der Makrophagen-Polarisation wurden weibliche
C57BL/6JRj-Mause verwendet. Das Hausstaubmilben-(HDM-) Mausmodell ist ein etabliertes
Tiermodell zur Darstellung von allergischen Atemwegsentziindungen. Die Behandlung fand

an 5 aufeinanderfolgenden Tagen Uber eine Gesamtdauer von 6 Wochen statt. Dabei wurde
15



der Kontrollgruppe intranasal mit isotoner 0,9% Kochsalz-Lésung (B. Braun AG,
Deutschland) und die HDM-Gruppe mit 25 ug Hausstaubmilben-Extrakt (Greer Inc., USA)
geloést in 50 pl intranasal behandelt. Zusatzlich wurden einzelnen Gruppen 10 pg/50 pl
bakterielle Lipopolysaccharide (LPS, Sigma-Aldrich, Deutschland) bzw. 5 ug/50 ul
Polyinosinic—Polycytidylic-Saure (PolylC, Sigma-Aldrich, Deutschland) intranasal an den
Tagen 26, 33 und 40 als Trigger 4 Stunden nach der HDM-Gabe appliziert. Die Tiere wurden

24 Stunden nach der finalen intranasalen Behandlung getétet [110].

Experimentelles Setup — 40-Tage-Hausstaubmilben-Mausmodell

Trigger-Applikation i.n.

(10 pg LPS, 5 pg PolylC)

40
v v v

>
A A A

29 36

HDM-Applikation i.n.
(25 pg HDM-Extrakt)

Abbildung 3: 40-Tage-Ovalbumin-Mausmodell: Behandlungsschema des Modells. Pro Woche erfolgen je eine
Applikation von 50 pl NaCl/25 uyg HDM in 25 pl NaCl intranasal an 5 aufeinanderfolgenden Tagen fiir 6 Wochen.
Zusatzlich wurden an den Tagen 26, 33 und 40 intranasal Trigger verabreicht (19 ug LPS oder 5 ug PolylC bzw.
NaCl).

4.2 Probenprozessierung und —aufbereitung

Nach der Probenentnahme wurden diese Uber Nacht in Zamboni-Lodsung (Morphisto —
Evolutionsforschung und Anwendung GmbH, Deutschland) fixiert, bevor sie an den
Folgetagen 2 Mal fur je 24h in 0,1iM PBS gewaschen wurden. Vor dem Einbetten der
Gewebe in O. C. T. Kryomedium (TissueTek Sakura, Niederlande) wurden die Proben zur

Kryoprotektion 24h in 30% Sucrose-LAsung gelagert.

16



4.3 Bronchoalveolare Lavage (BAL)

4.3.1 Entnahme der BAL

Zur Entnahme der Bronchoalveolare Lavage (BAL) wurde die Trachea kaniliert (18G
Kanule, Vasuflo, Dispomed) und die Lunge mittels einer Insulinspritze mit 1ml PBS mit
Proteaseinhibitor (cOmplete™ ULTRA Mini Tablets, Roche) 2 — 3 Mal gespuilt.

4.4 Zellzahlbestimmung der Bronchoalveoldren Lavage

Zur Bestimmung der Gesamtzellzahl wurde die BAL beim OVA-Projekt zusammen mit
FCblock (5 ul, 553142, BD bioscience) auf eine 96-Well-Mikroplatte aufgebracht und fir 20
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, bevor Marker-Antikérper (CD11c-FITC (557400, BD
bioscience), Gr-1-Pe-eFluor610 (61-5931-82, eBioscience), CD11b-APC-Cy7 (557657, BD
bioscience), CD45-AlexaFluor700 (103128, BioLegend), F4/80-PE (12-4801-82,
eBioscience)) fur 30 Minuten zugesetzt wurden. Zuletzt wurde DAPI (5ul, BD bioscience)

hinzugeflgt, bevor die einzelnen Zelltypen mittels Durchflusszytometrie bestimmt wurden.

Beim HDM-Protokoll wurde eine Neubauer Zellzahlkammer eingesetzt. Die einzelnen BAL-
Proben wurden dazu mit Trypanblau (Gibco Life Technologies, USA) versetzt und unter
einem Mikroskop (Axiovert 25, Zeiss, Deutschland) mithilfe der Zahlquadrate der Neubauer
Zellzahlkammer ausgezahlt. Nach der Zentrifugation (320 x g, 4°C, 10 min) der BAL wurden
die Zellpellets in 1ml PBS resuspendiert. 100 ul jeder BAL-Probe wurden fir die Herstellung
der Cytospots mittels Cytospin (Tharmacspin) verwendet. Die Objekttrager, auf denen sich
die Cytospots befanden, wurden mit eiskaltem 100% Methanol fixiert und mit DiffQuick
Farbelésung (Medion-Diagnostik, Deutschland) angefarbt. Die Differentialbestimmung der
verschiedenen Zelltypen wurde am Mikroskop (AXIO Imager.M2, Zeiss, Deutschland)
durchgeflhrt.

4.5 Histologie

4.5.1 Anfertigung von Gewebeschnitten

Mithilfe eines Kryostats (CM1950, Leica, Deutschland) wurden serielle 8 um dicke
Kryoschnitte aus Zamboni-fixiertem Lungen- und JNC-Gewebe angefertigt. Diese wurden auf
3-Aminopropyltriethoxysilan- (APES-) beschichteten Objekttragern aufgezogen, 30 Minuten

bei Raumtemperatur getrocknet und bei -80°C gelagert.
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4.5.2 Immunohistochemische Farbung

Das Immuno-Labelling der Lungen- und JNC-Gewebe erfolgte in einem Shandon Sequenza
System. Nachdem die Kryoschnitte fur 15 Minuten bei Raumtemperatur aufgetaut waren,
wurden sie 5 Minuten lang in PBS rehydriert, bevor sie in das Shandon System eingespannt
wurden. Nach zweimaliger Durchflussgeschwindigkeits- bzw. Dichtigkeitskontrolle wurden
die Proben mit dem Host-Serum der Sekundarantikérper geblockt, um unspezifische
Bindungen der Antikdrper zu verhindern. Die Kryoschnitte wurden mit Primarantikérpern fur 1
Stunde bei Raumtemperatur und anschlieBend tber Nacht bei 4°C inkubiert und in 0,1M
PBS gewaschen, bevor die spezifischen Sekundarantikérper appliziert wurden. Nach 1
Stunde Inkubationszeit wurden zur Gegenfarbung 100 uyl DAPI (0,5 pg/ml, Carl Roth,
Deutschland) fur 15 Minuten bei Raumtemperatur zugegeben. Im Anschluss wurden die
Proben 3 Mal mit 0,1M PBS und 2 Mal mit bidestilliertem Wasser gewaschen. Zuletzt wurden
die Kryoschnitte mit Eindeckmedium (Fluoroshield™, Sigma-Aldrich, Deutschland) und
Deckglasern bedeckt und Uber Nacht bei Raumtemperatur im Dunkeln getrocknet. Die
Quantifizierung der jeweiligen angefarbten Zelltypen wurde mithilfe eines Epifluoreszenz-
Mikroskops (AXIO Imager.M2, Zeiss, Deutschland) durchgefihrt und mit AxioVision Software

(Zeiss, Deutschland) analysiert.

4.5.3 Verwendete Antikorper fiir die Inmunohistochemie
Zur Durchfiihrung der immunohistochemischen Experimente wurden die folgenden primaren

und sekundaren Antikdrper verwendet:

Primarantikorper Verdiinnung Hersteller
Rabbit polyclonal anti mouse PGP9.5 1:200 Abcam, UK
Rat monoclonal anti mouse Substance P 1:200 Abcam, UK
Goat polyclonal anti mouse CGRP 1:400 Acris, Deutschland
Rabbit monoclonal anti mouse CGRP 1:200 Acris, Deutschland
Chicken monoclonal anti mouse PGP9.5 1:200 Acris, Deutschland
Rat monoclonal anti mouse MHCI|I 1:200 eBioscience, USA
Goat polyclonal anti mouse cMyc 1:200 Novus Biologicals,

USA

Rabbit monoclonal anti mouse F4/80 1:150 Abcam, UK
Rat monoclonal anti mouse CD38 1:200 Acris, Deutschland
Armenian Hamster monoclonal anti mouse CD11¢c 1:100 Abcam, UK
Armenian Hamster monoclonal anti mouse CD103 1:100 eBioscience, USA
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Rat monoclonal anti mouse CD11b 1:100 eBioscience, USA

Rat monoclonal anti mouse F4/80 1:100 eBioscience, USA

Tabelle 1: In den immunohistochemischen Untersuchungen verwendete Primarantikérper mit Angabe der

Klonalitat, des spezifischen Epitops, der eingesetzten Verdiinnung und des Herstellers.

Fir die spatere Auswertung wurden F4/80*CD38*cMyc-Zellen als M1-positive Makrophagen
definiert, Zellen mit dem Expressionprofil F4/80°CD38cMyc* als M2-Makrophagen.
F4/80*CD38"cMyc*-Makrophagen beschrieben den Hybrid-Typen und F4/80°CD38cMyc™

Zellen konnten weder der M1-, noch der M2-Seite oder der Hybrid-Form zugeordnet werden.

Sekundarantikorper Verdiinnung Hersteller
Donkey anti chicken IgY* AlexaFluor®488 1:400 Jackson, USA
Donkey anti chicken IgY™* AlexaFluor®647 1:400 Jackson, USA
Donkey anti goat IgG Cyanine Cy3 1:500 Jackson, USA
Donkey anti goat IgG AlexaFluor®488 1:300 Jackson, USA
Donkey anti rabbit IgG Cyanine Cy3 1:200 Jackson, USA
Donkey anti rabbit IgG AlexaFluor®488 1:400 Jackson, USA
Donkey anti rabbit IgG AlexaFluor®647 1:400 Jackson, USA
Donkey anti rat IgG AlexaFluor®488 1:400 Jackson, USA
Donkey anti rat IgG Cyanine Cy3 1:400 Jackson, USA
Donkey anti rat IgG AlexaFluor®647 1:400 Jackson, USA

Tabelle 2: In den immunohistochemischen Untersuchungen verwendete Sekundarantikbrper mit Angabe des
Primarantikdrper-Epitos, gegen welches er gerichtet ist, das assoziierte Fluoreszenzprotein, der eingesetzten

Verdiinnung und des Herstellers.

4.6 Herstellung von Lungen-Homogenaten

Zur Herstellung von Lungen-Homogenaten wurden unfixierte, in flissigem Stickstoff
schockgefrorene Lungengewebe in 1ml 0,1M PBS homogenisiert (T18 ULTRA TURRAX,
IKA Works Inc., USA) und anschlieRend fir 10 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Danach wurden

die Uberstande zur Proteinbestimmung in frische Eppendorf-Reaktionsgefale tiberfiihrt.
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4.7 Pierce™ BCA Assay

Nach der Homogenisierung der Lungengewebe erfolgte der Pierce™ BCA Assay
(Thermoscientific, USA) zur spektralphotometrischen Bestimmung der Proteinkonzentration
in den einzelnen Proben. Dazu wurden je 25 ul der verschiedenen Standards bzw. Proben
auf eine 96-Well Flat Bottom Platte (Brand, Deutschland) aufgetragen. Auf die Zugabe von
200 pl/Well Working Reagent folgte eine 30-mindtige Inkubation bei 37°C, bevor die
Absorption bei 562 nm im Spektralphotometer (FLUOstar Omega, BMG Labtech,

Deutschland) gemessen wurde. Es wurde jeweils eine Doppelbestimmung durchgefiihrt.

4.8 IL-4, IL-5 und IL-13 ELISA in Lungenhomogenaten

Die Bestimmung der Zytokin-Level in Lungenhomogenaten wurde mittels ELISA
durchgefuhrt. Dazu wurden kommerzielle ELISA-Kits fir IL-4 (Mouse DuoSet ELISA DY404-
05, R&D Systems Inc., USA), IL-5 (Mouse DuoSet ELISA DY405-05, R&D Systems Inc.,
USA) und IL-13 (Mouse DuoSet ELISA DY213-05, R&D Systems Inc., USA) eingesetzt. Die
Konzentration der Lungenhomogenate wurde auf 1000ug/ml eingestellt. Zur Durchfiihrung
der Messung von |IL-4-, IL-5- und IL-13-Leveln im Lungenhomogenat wurde jeweils eine 1:2-

Verdinnung in die Wells eingebracht und danach gemaf dem Herstellerprotokoll verfahren.

4.9 Statistische Analyse

Die statistischen Analysen und die graphischen Darstellungen der Daten wurden mithilfe der
Software GraphPad Prism 5 durchgefuhrt. Statistische Signifikanzen wurden durch ANOVA
mit anschlieRendem Turkey’s Post-Test oder Bonferroni’s Post-Test errechnet. P-Werte <

0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen.
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5. Ergebnisse

5.1 Pathogen-abhangige Makrophagen-Modulation in einem murinen Mausmodell der
allergischen Atemwegsentziindung

5.1.1 Hematoxylin & Eosin- (HE) und Periodic Acid Schiff- (PAS) Ubersichtsfarbungen

Um eine Ubersicht Uber die entziindlichen Prozesse zu erhalten und den Beweis zu
erbringen, dass das Mausmodell funktioniert hat und die Vorbehandlung erwartungsgeman
verlaufen ist, wurden HE- und PAS-Farbungen von 8um-dicken Kryoschnitten gemaf der
Herstellerprotokolle angefertigt. Die HE-Farbung visualisierte den Einstrom von Zellen in das
Lungengewebe bei HDM-Vorbehandlung im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abbildung 4, linke
Seite), die Effekte von LPS und PolylC im Vergleich zur Kontrolle konnten mikroskopisch
nicht unterschieden werden. Das vermehrte Vorhandensein von Mucus-produzierenden
Becherzellen unter HDM-Behandlung im Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe konnte in
allen Behandlungsgruppen gezeigt werden. Die lila-gefarbten Mucus-Zellen waren nur in den

Atemwegen der Mause nachweisbar, die eine HDM-Behandlung erfahren hatten (Abbildung
4, rechte Seite).
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Abbildung 4: Ubersichts-Farbungen: HE- & PAS-Farbungen von 8um Lungen-Kryoschnitten: Linke Seite:
Hematoxylin & Eosin-Farbungen: A: Kontrolle, B: HDM, C: Kontrolle + LPS, D: HDM + LPS, E: Kontrolle + PolyIC,
F: HDM + PolylC. Rechte Seite: Periodic Acid Schiff-Farbungen: G: Kontrolle, H: HDM, I: Kontrolle + LPS, J: HDM
+ LPS, K: Kontrolle + PolylC, L: HDM + PolyIC. Die Ubersichtsfarbungen wurden durchgefiihrt, um den Influx von
Entziindungszellen und die Mucus-Hypersekretion in den verschiedenen Behandlungsgruppen im Vergleich zu
den jeweiligen Kontrollgruppen zu zeigen. Die Bilder wurden mithilfe eines Epifluoreszenz-Mikroskops (Axio

Imager.M2, Zeiss, Germany) und der AxioVision Software aufgenommen. Der VergréRerungsfaktor betrug 200x.
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5.1.2 Bronchoalveolare Lavage und Zellzahl

In der Analyse der BALF waren sowohl Eosinophile, als auch Lymphozyten in der HDM- und
HDM + PolylC-Gruppe signifikant erhéht im Vergleich zu den entsprechenden
Kontrollgruppen. Die Anzahl an Makrophagen und Neutrophilen war nicht signifikant
unterschiedlich in den verschiedenen Behandlungsgruppen. Beim Vergleich hinsichtlich
eosinophilem und neutrophilem Influx in der BALF konnte in den HDM + LPS-behandelten
Tieren ein verminderter Influx von Eosinophilen und ein vermehrter Influx von Neutrophilen

im Vergleich zur HDM-Gruppe beschrieben werden (Abbildung 5).
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Abbildung 5a: Unterschiedliche Zusammensetzung von Entziindungszellen in der BALF: Die Analyse der

Zellzahlen wurde durch eine Zytospot-Farbung mit Diff-Quick (Medion Diagnostics) durchgefiihrt. Die jeweilige
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Anzahl von Eosinophilen und Makrophagen wurde errechnet. Um die statistische Signifikanz zu ermitteln, wurde
eine one-way ANOVA mit einem Turkey’'s Multi-Comparison Post-Test durchgefiihrt. Vergleich der jeweiligen
Behandlungsgruppen: ctrl vs. HDM: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001; ctrl + LPS vs. HDM + LPS: 1p < 0.05, 1tp
<0.01, t11p < 0.001; ctrl + PolylC vs. HDM + PolyIC: #p < 0.05, ##p < 0.01, ###p < 0.001.
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Abbildung 5b: Unterschiedliche Zusammensetzung von Entzindungszellen in der BALF: Die Analyse der
Zellzahlen wurde durch eine Zytospot-Farbung mit Diff-Quick (Medion Diagnostics) durchgefiihrt. Die jeweilige

Anzahl von Neutrophilen und Lymphozyten wurde errechnet. Um die statistische Signifikanz zu ermitteln, wurde
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eine one-way ANOVA mit einem Turkey’'s Multi-Comparison Post-Test durchgefihrt. Vergleich der jeweiligen
Behandlungsgruppen: ctrl vs. HDM: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001; ctrl + LPS vs. HDM + LPS: tp < 0.05, 1tp
<0.01, t11p < 0.001; ctrl + PolylC vs. HDM + PolyIC: #p < 0.05, ##p < 0.01, ###p < 0.001.

5.1.3 Zytokine in Lungenhomogenaten

Die Analyse der Zytokinmuster in den Homogenaten von Stickstoff-fixiertem Lungengewebe
zeigte signifikante Anstiege des IL-4-Levels von 63 pg/ml in Kontrollen zu 228 pg/ml in HDM-
behandelten Mausen und von 116 pg/ml z 227 pg/ml in den Behandlungsgruppen Kontrolle +
LPS und HDM + LPS. Unter PolylC-Behandlung konnten keine signifikanten Unterschiede
hinsichtlich der Zytokinlevel beobachtet werden. Der mittlere Gehalt von IL-5 in den
Lungenhomogenaten lag bei 70 pg/ml in der Kontrollgruppe und 276,8 pg/ml in der HDM-
Gruppe. Ein ahnlicher Trend konnte im Vergleich der Gruppen Kontrolle + LPS (180,6 pg/ml)
und HDM + LPS (381,3 pg/ml) beschrieben werden. Die Behandlung mit PolylC flhrte zu
keinem signifikanten Unterschied im Zytokinmuster der einzelnen Behandlungsgruppen.
Hinsichtlich IL-13 gab es nur zwischen der Kontroll-Gruppe (388 pg/ml) und der HDM-
Gruppe (1154 pg/ml) signifikante Unterschiede (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Zytokinlevel in Stickstoff-gefrorenen Lungenhomogenaten: Die Zytokine IL-4 (A), IL-5 (B) und IL-13
(C) wurden mithilfe von Mouse DuoSet ELISA-Kits (IL-4: DY404-05; IL-5: DY405-05; IL-13: DY213-05, R&D
Systems Inc., USA) gemessen. Um die statistische Signifikanz zu ermitteln, wurde eine one-way ANOVA mit
einem Turkey’s Multi-Comparison Post-Test durchgefiihrt. Vergleich der jeweiligen Behandlungsgruppen: ctrl vs.
HDM: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001; ctrl + LPS vs. HDM + LPS: 1p < 0.05, t1p < 0.01, T11p < 0.001; ctrl +
PolylC vs. HDM + PolyIC: #p < 0.05, ##p < 0.01, ###p < 0.001.

5.1.4 Polarisation der Makrophagen

Die immunohistochemische Untersuchung der Makrophagen-Polarisation in vivo ergab eine
signifikante Erhdhung der Anzahl an F4/80*CD38 cMyc*-Zellen in Kontrollen im Vergleich zu
Mausen, die mit HDM behandelt worden sind (Mittelwert ctrl: 73,7% vs. Mittelwert HDM:
57,2%, p < 0.001) (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Immunohistochemische Analyse von F4/80*CD38*cMyc* Makrophagen in Lungenschnitten: Die
Lungen-Kryoschnitte wurden mit unterschiedlichen Antikérpern gefarbt, um verschiedene Makrophagen-Subtypen
zu unterscheiden. Die Quantifizierung erfolgte mittels der Berechnung des Anteils von Makrophagen mit einem
F4/80*CD38*cMyc*-Expressionsprofil an allen F4/80-positiven Makrophagen. Die Bilder wurden mithilfe eines
Epifluoreszenz-Mikroskops (Axio Imager.M2, Zeiss, Germany) und der AxioVision Software aufgenommen. Der
VergroRerungsfaktor betrug 200x. Vergleich der jeweiligen Behandlungsgruppen: ctrl vs. HDM: *p < 0.05, **p <
0.01, ***p < 0.001; ctrl + LPS vs. HDM + LPS: tp < 0.05, t1p < 0.01, t1fp < 0.001; ctrl + PolylC vs. HDM +
PolylC: #p < 0.05, ##p < 0.01, ###p < 0.001.
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Die Zahl an F4/80"CD38cMyc Zellen war signifikant erhoht unter HDM-Behandlung im
Vergleich zur Kontrollgruppe (Mittelwert ctrl: 4% vs. Mittelwert HDM: 9,5%, p < 0,05), in allen
anderen Gruppen konnten keine signifikanten Unterschiede gemessen werden, im Vergleich

zur Kontrolle waren sie aber erhoht. (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Immunohistochemische Analyse von F4/80*CD38cMyc-Makrophagen in Lungenschnitten: Die
Lungen-Kryoschnitte wurden mit unterschiedlichen Antikérpern gefarbt, um verschiedene Makrophagen-Subtypen
zu unterscheiden. Die Quantifizierung erfolgte mittels der Berechnung des Anteils von Makrophagen mit einem
F4/80*CD38 cMyc-Expressionsprofil an allen F4/80-positiven Makrophagen. Die Bilder wurden mithilfe eines
Epifluoreszenz-Mikroskops (Axio Imager.M2, Zeiss, Germany) und der AxioVision Software aufgenommen. Der
VergroRerungsfaktor betrug 200x. Vergleich der jeweiligen Behandlungsgruppen: ctrl vs. HDM: *p < 0.05, **p <
0.01, ***p < 0.001; ctrl + LPS vs. HDM + LPS: tp < 0.05, t1p < 0.01, t1fp < 0.001; ctrl + PolylC vs. HDM +
PolylC: #p < 0.05, ##p < 0.01, ###p < 0.001.

Tiere, die eine HDM- bzw. HDM + LPS-Behandlung erfahren haben, wiesen eine signifikant
verminderte Anzahl an F4/80*CD38"cMyc—Zellen auf im Vergleich zu den entsprechenden
Kontrollgruppen: Mittelwert ctrl: 17% vs. Mittelwert HDM: 5,8%, p < 0,0001; und Mittelwert
ctrl + LPS: 30% vs. Mittelwert HDM + LPS: 22,2%, p < 0,05 (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Immunohistochemische Analyse von F4/80*CD38*cMyc-Makrophagen in Lungenschnitten: Die

Lungen-Kryoschnitte wurden mit unterschiedlichen Antikérpern gefarbt, um verschiedene Makrophagen-Subtypen

zu unterscheiden. Die Quantifizierung erfolgte mittels der Berechnung des Anteils von Makrophagen mit einem

F4/80*CD38 cMyc-Expressionsprofil an allen F4/80-positiven Makrophagen. Die Bilder wurden mithilfe eines

Epifluoreszenz-Mikroskops (Axio Imager.M2, Zeiss, Germany) und der AxioVision Software aufgenommen. Der

VergroRerungsfaktor betrug 200x. Vergleich der jeweiligen Behandlungsgruppen: ctrl vs. HDM: *p < 0.05, **p <
0.01, ***p < 0.001; ctrl + LPS vs. HDM + LPS: tp < 0.05, t1p < 0.01, t1fp < 0.001; ctrl + PolylC vs. HDM +

PolyIC: #p < 0.05, ##p < 0.01, ###p < 0.001.

28



40%

30%-

20%

10%-

o T

— = -

Prozentualer Anteil der F4/80*CD38 cMyc*Makrophagen

3
o~

T T T T

ctrl HDM ctrl + LPS HDM + LPS  ctrl + PolylC HDM + PolyIC

T

Abbildung 10: Immunohistochemische Analyse von F4/80*CD38 cMyc*-Makrophagen in Lungenschnitten: Die
Lungen-Kryoschnitte wurden mit unterschiedlichen Antikérpern gefarbt, um verschiedene Makrophagen-Subtypen
zu unterscheiden. Die Quantifizierung erfolgte mittels der Berechnung des Anteils von Makrophagen mit einem
F4/80*CD38 cMyc-Expressionsprofil an allen F4/80-positiven Makrophagen. Die Bilder wurden mithilfe eines
Epifluoreszenz-Mikroskops (Axio Imager.M2, Zeiss, Germany) und der AxioVision Software aufgenommen. Der
VergroRerungsfaktor betrug 200x. Vergleich der jeweiligen Behandlungsgruppen: ctrl vs. HDM: *p < 0.05, **p <
0.01, ***p < 0.001; ctrl + LPS vs. HDM + LPS: tp < 0.05, t1p < 0.01, t1fp < 0.001; ctrl + PolylC vs. HDM +
PolyIC: #p < 0.05, ##p < 0.01, ###p < 0.001.

HDM-behandelte Mause wiesen einen Anstieg von 22% der F4/80°"CD38cMyc*-M2-
Makrophagen (Mittelwert ctrl: 5,4% vs. Mittelwert HDM: 27,4) auf im Vergleich zur
Kontrollgruppe (Abbildung 10). In der HDM + LPS-Gruppe (Mittelwert: 11,5%) waren 7%
mehr F4/80°CD38 cMyc*-M2-Makrophagen vorhanden als in der Kontrolle + LPS-Gruppe
(Mittelwert: 4,5%). In der Kontrolle + PolylC- und der HDM + PolylC-Gruppe konnte kein

signifikanter Unterschied in den analysierten Makrophagen-Subtypen gezeigt werden.
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5.2 Verminderte Migration von Dendritischen Zellen zum Jugular-Nodose-Ganglion

durch den Einfluss des Neutraliganden Chalcone 4 im Ovalbumin-Mausmodell

Die Ergebnisse wurden bereits im Rahmen der folgenden Publikation veroffentlicht: [160].

5.2.1 Effekt von Chalcone 4 auf Dendritische Zellen in der BALF

Die Anzahl an CD11c*-F4/80—DCs belief sich auf 1,8 x 10%in PBS-provozierten Kontrolltieren
und war in OVA-provozierten Kontrolltieren erhéht auf 11,5 x 10° (p < 0,0001). Die
Behandlung mit Chalcone 4 induzierte eine Abmilderung der Anzahl an Dendritischen Zellen
in der BALF auf 4,5 x 10° Zellen (Abbildung 11).
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Abbildung 11: A: Gesamtzellzahl in BALF: Effekte von Chalcone 4 auf A: die Gesamtzellzahl in BALF, B:
Eosinophile (CD11b*CD11¢"GR17), C: Neutrophile (CD11b*CD11¢c"GR1*), D: Lymphozyten (SSC'°*CD11b"°%), E:
DCs (CD11b*GR1°CD11c*F4/807) und F: Makrophagen (CD11b*GR1"CD11c*F4/80"). Die Zellzahlanalyse wurde
mittels Durchflusszytometrie durchgefihrt. Um statistische Signifikanz zu analysieren, wurde eine one-way
ANOVA mit einem Bonferroni’s multi comparison post-Test durchgefiihrt. OVA + Chalcone 4 vs. OVA: *p < 0.05,
**p <0.01, *** p <0.001; OVA vs. CDx: #p < 0.05; #p < 0.01; ##p < 0.001.

In der BALF von Kontrolltieren konnten keine Eosinophilen nachgewiesen werden, in OVA-
provozierten Mausen betrug die Anzahl 7,3 x 10° (p < 0,0001). Die Behandlung mit Chalcone
4 reduzierte deren Anzahl signifikant auf 3,8 x 10° p < 0,0001 (Abbildung 11). Die Zahl an
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Neutrophilen in der BALF stieg von 3,2 x 10* in der Kontrollgruppe zu 14,5 x 10* (p < 0,0001)
in der OVA-Gruppe und wurde signifikant reduziert durch die Gabe von Chalcone 4 auf 6 x
10*, p < 0,001 (Abbildung 11). Unterschiede hinsichtlich der Zahl an Lymphozyten in der
Bronchoalveolaren Lavage zeigen das gleiche Muster wie zuvor Eosinophile und
Neutrophile, die Anzahl stieg von 1,4 x 10® Zellen in Kontrollen auf 7,4 x 10° Zellen (p <
0,0001) in der OVA-Gruppe und wurde in der Chalcone 4-behandelten und OVA-
provozierten Gruppe auf 4 x 10° (p < 0,001) gesenkt. Makrophagen waren in der BALF mit
49,7 x 10* in OVA-Mausen signifikant (p < 0,05) erhéht im Vergleich zur Kontrolle (28,8 x
10*), eine Behandlung mit Chalcone 4 bewirkte allerdings keine signifikante Anderung der
Anzahl an Makrophagen in OVA-provozierten Mausen (39 x 10*, p > 0,05) (Abbildung 11).

5.2.2 Chalcone 4 vermindert die Migration von MHCII*-Zellen in den Jugular-Nodose-
Komplex JNC

Immunohistochemische Farbungen zeigten eine signifikante Erhéhung von MHCII® DCs in
den Ganglien des JNC in OVA-behandelten Mausen im Vergleich zur Kontrollgruppe. Um
eine solche Quantifizierung durchzufihren, wurde die Anzahl von eingewanderten MHCII-
positiven DCs in Relation zur Anzahl an Neuronen ausgezahlt (Abbildung 12) und die
Ergebnisse als Ratio DCs zu Neuronen auf einem Koordinatensystem aufgetragen
(Abbildung 13).
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Abbildung 12: Immunohistochemische Analyse des JNC: Kryosektionen von A: CDx-behandelten
Kontrollmdusen, B: Chalcone 4-behandelten Mausen, C: OVA-behandelten Mausen und D: OVA- und Chalcone
4-behandelten Mausen. Die JNC-Schnitte wurden mit verschiedenen Antikdrpern gefarbt, um Dendritische Zellen
(anti-MHCII-Antikorper, Nuclei (DAPI) und das neuronale Ganglion (anti-PGP9.5-Antikdrper) zu markieren. Die
Bilder wurden mithilfe von Epifluoreszenz-Mikroskopie (Axio Imager.M2, Zeiss, Germany) und AxioVision

Software aufgenommen. Der VergréRerungsfaktor betrug 200.

Die Ratio der Anzahl an DCs zur Anzahl an Neuronen stiegt von 23,7% in der Kontrollgruppe
CDx auf 51,7% in der OVA-Behandlungsgruppe an (p < 0,0001). Dieser Effekt wurde durch
die Gabe von Chalcone 4 signifikant vermindert auf 32,6% (p < 0,05) (Abbildung 13).
Interessanterweise war die Ratio der Anzahl an DCs zu derer an Neuronen nicht beeinflusst
durch Chalcone 4 alleine (23,7%) im Vergleich zur Kontrollgruppe (23,6%) in PBS-
provozierten Tieren (p > 0,05) (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Chalcone 4-abhangige DC-Migration in das JNC: Effekte der Chalcone 4-Behandlung (grau) in
einem OVA-Mausmodell (Punkte) fiir allergisches Asthma auf die Migration von DCs in die JNC Ganglien. MHCII*
DCs wurden manuell ausgezahlt und die Ratio von DCs und Neuronen, sowie Mittelwerte mit SEM wurden
errechnet. Um statistische Signifikanz zu analysieren, wurde eine one-way ANOVA mit einem Bonferroni’'s multi
comparison post-Test durchgefiihrt. OVA + chalcone 4 vs. OVA: *p < 0.05, **p < 0.01, *** p £ 0.001; OVA vs CDx:
#p < 0.05; #p < 0.01; #¥p < 0.001.
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5.2.3 MHCII*-Zellen in den Ganglien sind Dendritische Zellen
MHCII*-Zellen, welche die Ganglien infiltriert haben, wurden bereits zuvor als Dendritische
Zellen identifiziert |10]. Um dies in der vorliegenden Studie zu verifizieren, wurde eine
doppelte Immunofluoreszenz-Farbung mit Antikdrpern, die gegen den Makrophagen-Marker
F4/80 und MHCII gerichtet waren, durchgefiihrt. MHCII*-Zellen in den Ganglien waren
negativ fur F4/80 (Abbildung 14) und somit keine Makrophagen.
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Abbildung 14: Immunohistochemische Charakterisierung von DCs in JNC: Kryosektionen von A: CDx-
behandelten Kontrollmausen, B: Chalcone 4-behandelten Mausen, C: OVA-behandelten Mausen und D: OVA-
und Chalcone 4-behandelten Mausen wurden mit dem Marker F4/80 gefarbt, um zu zeigen, dass MHCII*-Zellen
im JNC keine Makrophagen waren. Die Bilder wurden mithilfe von Epifluoreszenz-Mikroskopie (Axio Imager.M2,

Zeiss, Germany) und AxioVision Software aufgenommen. Der VergroRerungsfaktor betrug 200.

Um die Charakterisierung dieser MHCII*-F4/80~Zellen weiter zu verfeinern, wurde eine
doppelte Immunofluoreszenzfarbung gegen CD11c und MHCII gemacht. Es konnte eine Co-
Lokalisation beider Marker gezeigt werden und die positiven Zellen als DCs charakterisiert
werden (Abbildung 15).
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50 pm

Abbildung  15: Immunohistochemische  Charakterisierung von DCs im JNC: Exemplarische
immunohistochemische Farbung von JNC, um die immigrierten DCs als MHCII*CD11c* -Zellen zu definieren
(weilke Pfeile). Die Bilder wurden mithilfe von Epifluoreszenz-Mikroskopie (Axio Imager.M2, Zeiss, Germany) und

AxioVision Software aufgenommen. Der VergroRerungsfaktor betrug 400.

5.2.4 MHCII'CD11c*F4/80" Dendritische Zellen exprimieren kein CXCR4 im JNC

Um den Mechanismus der DC-Migration in die sensorischen Ganglien zu untersuchen,
wurde eine immunohistochemische Analyse der CXCR4-Expression auf eingewanderten
DCs durchgefihrt. CXCR4 war nicht exprimiert auf Ganglien-Zellen (Abbildung 16). Eine Co-
Inkubation mit Antikérpern, welche gegen MHCII, CD11c und CXCR4 gerichtet waren, zeigte
keine Colokalisation auf DCs. Damit konnte nachgewiesen werden, dass CXCR4 nicht auf

der Zelloberflache der immigrierten DCs innerhalb des JNC exprimiert war (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Immunohistochemische  Charakterisierung von DCs im JNC: Exemplarische
immunohistochemische Farbung des JNC, um die Expression von CXCR4 auf immigrierten DCs zu analysieren.
Die Bilder wurden mithilfe von Epifluoreszenz-Mikroskopie (Axio Imager.M2, Zeiss, Germany) und AxioVision

Software aufgenommen. Der VergréRerungsfaktor betrug 400.

5.2.5 Effekt von Chalcone 4 auf CGRP* und SP* Zellk6érper im JNC

Der Median der SP* Zellkorper in den Ganglien des JNC betrug 21,4% in der Kontrolle,
20,3% in Chalcone 4-behandelten Kontrollen, 29,8% in der OVA-Gruppe und 20,7% in
Chalcone 4-behandelten OVA-Mausen (Abbildung 17). Obwohl es einen leichten Anstieg in

OVA-provozierten Mausen gab, war der Effekt nicht signifikant.
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Abbildung 17: Chalcone 4-abhangige Substanz P-Expression im JNC: Effekte der Chalcone 4-Behandlung
(grau) in einem OVA-Mausmodell (Punkte) vs. Kontrolle (Quadrate) fiir allergisches Asthma auf die Expression

von SP im JNC. Es gab keine signifikanten Unterschiede.

In &hnlichem Malle gab es auch keine signifikanten Unterschiede in CGRP-positiven Zellen
innerhalb der unterschiedlichen Behandlungsgruppen. Der CGRP*-Anteil betrug bei
Kontrollen 18,8%, bei der Kontrolle + Chalcone 4-Behandlungsgruppe 16,3%, in der OVA-
Gruppe 25,6% und in OVA- und Chalcone 4-behandelten Mausen 16,8% (p > 0,05)
(Abbildung 18).
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Abbildung 18: Chalcone 4-abhangige CGRP-Expression im JNC: Effekte der Chalcone 4-Behandlung (grau) in
einem OVA-Mausmodell (Punkte) fir allergisches Asthma auf die Expression von SP im JNC. Es gab keine

signifikanten Unterschiede.
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5.3 Diskussion

Makrophagen stellen die bekannteste Gruppe an Leukozyten dar und sind ein sehr wichtiger
Bestandteil des Immunsystems. Verschiedene Typen von Makrophagen, wie alveolare,
bronchiale oder interstitielle Makrophagen kommen im gesamten Lungengewebe vor [115,
116] und spielen ausschlaggebende Rolle in vielen Gewebe-spezifischen immunologischen
Mechanismen [117]. Sie sind fur die Aufnahme, die Prozessierung und die Prasentation von
Antigen zustandig, um eine Immunantwort via T-Zell-Interaktion zu vermitteln [118]. Neben
deren Unterscheidung durch ihre Lokalisation im Gewebekompartiment koénnen
Makrophagen auch anhand ihres Zytokinprofils voneinander abgegrenzt werden [115]: M1-
Makrophagen antworten auf intrazelluldare Pathogene durch ein Triggern der Entziindung,
wahrend M2-Makrophagen phagozytotische Mechanismen zur Abwehr fremder Pathogene
vermitteln [90, 119]. Mehrere Studien wurden bereits durchgefihrt mit dem Ziel,
Makrophagen-Subsets anhand der Expressionsprofile voneinander zu unterscheiden. Es
wurde gezeigt, dass M1-Makrophagen eine starke Expression von CD38 aufwiesen,
wahrend M2-Makrophagen durch die Anwesenheit des cMyc-Oberflachenproteins
charakterisiert werden konnten [98]. Um in der Lage zu sein, unterschiedliche Anforderungen
zu bewaltigen, besitzen die Makrophagen die Plastizitat, durch welche sie sich entweder in
den “gewdhnlichen” M1-Subtyp oder den “alternativen” M2-Subtyp differenzieren kénnen. Im
Gegensatz dazu zeigten mehrere in vitro-Studien eine klare und stringente Polarisation auf
eine Seite [122, 123], die primaren Zellen verblieben nach Stimulation und Differenzierung in
der eingeschlagenen Konfiguration. Dabei beeinflussen die Faktoren der Mikroumgebung
essentiell die Makrophagen-Differenzierung durch einen vielschichtigen Prozess, bei dem
nicht nur die An- bzw. Abwesenheit spezifischer Faktoren selbst, sondern auch deren
Konzentration und Halbwertszeit eine wichtige Rolle spielen. Plastizitdt innerhalb des Gen-
Expressions-Musters ermachtigt bereits differenzierte Makrophagen dazu, Gene zu
exprimieren, die mit der gegensatzlichen Polarisations-Seite assoziiert sind [124, 125].
Untersuchungen zeigten, dass die Expressionsprofile von Makrophagen an die Progression
der Immunantwort [126] adaptiert war und dass Mause, die mit LPS vorbehandelt worden
sind, in einen ,nicht-vorbehandelten“ Zustand zuriickkehren konnten, wenn die Zytokine,
welche die Makrophagen im Verlauf ihrer LPS-induzierten Immunantwort produziert haben,
entfernt wurden [127, 128].

Im Gegensatz zu den erwahnten in vitro-Studien weist die vorliegende in vivo-Untersuchung
darauf hin, dass die Makrophagen-Polarisation entweder auf die M1- oder die M2-Seite kein
.Einbahn-Pathway“ ist, sondern ein hochdynamischer Mechanismus, der auch Hybrid-
Makrophagen, welche den CD38-Marker fir die M1- und den cMyc-Marker fir die M2-Seite
gleichzeitig exprimieren, beinhalten kann. Es ist gut denkbar, dass die Makrophagen in der

Lage sind sich in die Richtung zu differenzieren, welche am meisten gebraucht wird, um eine
42



schnelle Immunantwort auf externe Stimuli zu erreichen [89, 129], sie in diesem Zustand
aber nicht verbleiben missen [130]. Aullerdem dringen viele verschiedene Stimuli in den
Organismus ein und agieren dort als Antigene. Dies konnte erklaren, wieso der prozentuale
Anteil an Hybrid-Makrophagen, welche sowohl CD38 als auch cMyc exprimieren, in der
vorliegenden Studie so hoch war. Dies deutete darauf hin, dass M2-Makrophagen zum M1-
Subtyp ,umschalten® kénnen, wodurch die Vorstellung von einem hdchst dynamischen
System der Makrophagen-Plastizitat verstarkt wurde [118]. Die Balance dieses Systems
stand in Abhangigkeit des spezifischen Gewebes, welches zur Untersuchung herangeholt
worden ist [131]. Die Unfahigkeit der meisten Zytokine, eine Vermittlung stabiler
Makrophagen-Subtypen zu bewerkstelligen und die Sensitivitdit des Systems der
Makrophagen-Polarisation, durch die schon auf kleinste Anderungen reagiert werden kann,

kénnte die hohe Anzahl an Hybrid-Makrophagen in den vorliegenden Ergebnissen erklaren.

Die vorherrschende Reaktion von Makrophagen bei Bakterien-induzierten Entzindungen ist
die erhohte Expression von M1-spezifischen Genprodukten, wie verschiedene Chemokine
und Zytokine und deren entsprechende Rezeptoren [132-134]. In allergischen
Atemwegserkrankungen konnte die Aktivitat von M2-Makrophagen bei der Progression,
Schwere [135] und der Ausbildung einer Atemwegserkrankung gezeigt werden [134]. HDM-
behandelte Mause wiesen einen signifikanten Anstieg an M2-Makrophagen im Vergleich zur
Kontrollgruppe auf. Dies ist plausibel, da eine HDM-induzierte Verstarkung der M2-
Immunantwort bereits gezeigt worden ist [136, 137]. HDM triggert die Expression von Th2-
Zytokinprofilen und begunstigt somit die Verlagerung zur M2-Seite. Das gleiche Muster —
allerdings in kleinerem MafRe — wurde auch bei Kontroll- und HDM-Tieren beobachtet,
welchen zusatzlich LPS verabreicht worden ist. Es wurde gezeigt, dass LPS einen
protektiven Effekt bei HDM-induzierter Inflammation ausulbt, da es den Th1-Pathway aktiviert
und sich die beiden Th-Pathways jeweils gegenseitig inhibieren [138]. Gleichwohl konnte ein
signifikanter Unterschied zwischen den LPS-Behandlungsgruppen demonstriert werden, der
sich auch bei IL-4 und IL-5 duf3erte. Hinsichtlich der Polarisation von Makrophagen zur M1-
Seite waren die Verhaltnisse exakt gegensatzlich zu M2, wodurch eine hohe Anzahl an M2-
Makrophagen die Ausbildung von M1-Immunantworten inhibiert hat unter der gleichen

Behandlung.

Es wurde berichtet, dass alveolare Makrophagen zu einem gewissen Grad dazu in der Lage
sind, sich an virale Infektionen ,zu erinnern und daher den Verlauf von Asthma im murinen
Mausmodell abgeschwacht hat [139]. Diese Fahigkeit der Makrophagen, ,Pathogene im
Gedachtnis zu behalten®, ist naturlich deutlich weniger ausgepragt als die
~Erinnerungsfunktion” von B- und T-Zellen, aber sie kdnnte cross-protektive Mechanismen

basierend auf transkriptionalen Variationen in naiven und pra-stimulierten Makrophagen
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[140] im Kosmos der Hygiene-Hypothese erklaren. Verursacht durch Chromatin-
Modifikationen zeigten pra-stimulierte Makrophagen zielgerichtete Zytokin-Profile als Antwort
auf eine zweite Pathogen-Exposition im Vergleich zu naiven Makrophagen [141]. Es wurde
gezeigt, dass Monozyten-abgeleitete alveolare Makrophagen und Makrophagen, abgeleitet
von embryonalen Progenitorzellen in Abwesenheit von Infektionen identische
Transkriptionsprofile aufwiesen [142] und dass das Mikroumfeld stark die Identitat der
Makrophagen beeinflusst hat [143]. Es wurde nachgewiesen, dass die Polarisation der
Makrophagen direkt in virale Infektionen involviert war [144]. Zudem gab es Hinweise, dass
Viren die fruhe Reaktion von Makrophagen hinsichtlich ihrer Polarisation und ihres Zytokin-
Profils beeinflusst haben. An der Spitze der Schwere der viralen Infektion steuerten
respiratorische Makrophagen nur wenig zur Immunantwort bei [145]. Dies kdnnte erklaren,
wieso die Behandlung mit PolylC keine signifikanten Unterschiede zwischen den Kontroll-
und HDM-Gruppen sowohl hinsichtlich der Zytokin-Profile, als auch der Makrophagen-
Polarisation verursacht hat. In der ctrl + PolylC-Gruppe zeigte der virale Trigger ahnliche
Effekte in der Sekretion von Zytokinen und dem Polarisationsmuster wie in der HDM +
PolylC-Gruppe. Beim Vergleich der HDM + PolylC-Gruppe mit der HDM-Gruppe ohne viralen
Trigger gab es sichtbare Unterschiede in der M1- und M2-Polarisation. Dies fuhrte zur
Annahme, dass PolylC einen starkeren Effekt auf die Zytokin-Level und Makrophagen-

Polarisation ausubt als HDM.

Zusammenfassend zeigte die vorliegende Studie, dass nicht nur M2-Makrophagen, sondern
auch M1-Makrophagen eine Schlisselrolle in der HDM-induzierten allergischen
Atemwegsentzindung spielen und dass die Polarisation der Makrophagen nicht als ein nur
bipolarer Weg angesehen werden kann, konform der Th-Response-Nomenklatur in vivo. Es
wurde gezeigt, dass die Plastizitdt der Makrophagen wahrend der HDM-induzierten
allergischen Inflammation ablauft [90]. Die vorliegenden Resultate indizierten, dass nicht nur
M1- und M2-Makrophagen, sondern auch die Hybridform von beiden in vivo existierten im

Modell der HDM-induzierten allergischen Atemwegsentzindung.

DCs spielen eine zentrale Rolle in der Initierung und in der Progression einer allergischen
Atemwegsentziindung [147, 148]. Es wurde gezeigt, dass Dendritische Zellen in der Nahe
von CGRP-Zellkérpern im JNC [149] und in peripheren CGRP+-Nervenfasern in den
Atemwegen eines chronischen HDM-Models lokalisiert sind [150]. Beim Asthma bronchiale
sind Zytokine und Chemokine, welche verschiedene Immun- und entziindungs-vermittelnde
Zellen rekrutieren [13, 17] in das Zusammenspiel der ablaufenden Reaktionen und Prozesse
involviert. Chalcone 4 ist ein nicht-peptischer CXCL12 Neutraligand, somit ein kleines
chemisches Molekil, welches die Aktivitat von CXCL12 durch direkte Interaktion neutralisiert
und so die Bindung von CXCL12 an seine Rezeptoren CXCR4/CXCR?7 unterbindet [151].
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Der Einsatz von Neutraliganden stellt eine sehr interessante therapeutische Strategie dar, da
sie die Zell-Homobostase nicht durch die Bindung an einen Chemokinrezeptor beeinflussen
bzw. modifizieren [17, 152]. Es wurde bereits von einer antientziindlichen Aktivitdt von
Chalcone 4 in einem murinen Model von allergischer Atemwegs-Hypereosinophilie [102,
103, 151] berichtet. Die vorliegende Studie untermauert den antientziindlichen Effekt von
einer Chalcone 4-Behandlung bei Asthma mit verringerten Zahlen von Entziindungszellen in
der BALF. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass dieser antiinflammatorische Effekt mit
einer verminderten |Infiltration von CD11c'DCs in die BALF und einer verringerten

Migrationsrate von MHCII"DCs in die sensorischen Jugular und Nodose Ganglien einherging.

Die CXCR4/CXCL12-Achse ist ein essentieller Faktor fir die Migration von Dendritischen
Zellen zum entsprechenden Effektorort zur Antigen-Prasentation [153, 154]. Die Ergebnisse
der vorliegenden Studie indizierten, dass CXCR4 nicht auf der Oberflache von DCs, die sich
in unmittelbarer Nahe zu Nervenzellkérpern im JNC befanden, exprimiert war. Dies kénnte
bedeuten, dass die Nahe zum JNC eine Runterregulation der CXCR4-Expression bewirkt.
Die durch Chalcone 4 verursachten Effekte waren damit an die Inhibition der CXCL12-
induzierten DC-Migration zum JNC gebunden, welche vor der Differenzierung zu CD11c-
positiven DCs und vor der Lokalisation an Nervenzellkérpern ablauft [155-157]. Darlber
hinaus kénnte auch angenommen werden, dass der Effekt von Chalcone 4 — und damit auch
von CXCL12 - ein indirekter ist, was indizieren wirde, dass der Ansatzpunkt von Chalcone 4
weiter Upstream im Mechanismus der DC-Migration liegt. Dieser Migrations-Prozess ist
bisher kaum verstanden, neue Untersuchungen kénnten tiefergehende Informationen zum

Mechanismus der CXCL2-induzierten DC-Migration zum JNC bringen.

Vagal-sensorische Neurone der Atemwege spielen durch den neuronalen Reflex und das
Auslosen der Sekretion verschiedenster Neuropeptide [158] eine entscheidende Rolle in der
neurogenen Entztindung [159]. Durch die vorliegenden Daten konnte ein Anstieg in der Ratio
von DCs zu Neuronen bei OVA bzw. der Kontrolle in gleichem Mal3e gezeigt werden wie in
vorangegangenen Studien zum HDM-Mausmodell [149]. Dartber hinaus konnte demonstriert
werden, dass Chalcone 4 bei OVA-Behandlung das Verhaltnis von DCs zu Neuronen im
JNC verringert hat, nicht aber beim Vergleich der Kontrollgruppen, welche entweder mit PBS
oder Chalcone 4 behandelt worden sind. Dies spricht dafiir, dass Chalcone 4 keinen Einfluss
auf den Dauerzustand der DCs nimmt und untermauert die Annahme, dass die verminderte
Migration in der Inhibition der Bindung von CXCL12 an CXCR4 begriindet liegt. Bezlglich
der CGRP*-Zellkorper in den Ganglien des JNC berichteten wir von einem hohen Baseline-
Level im Verhaltnis CGRP*/PGP9.5 in der Kontrollgruppe, die mit PBS provoziert worden ist
(18,8%), wahrend eine vorangegangene Studie von lediglich 7,6% berichtet hat [148].

Ursachlich hierflr kdnnte das Behandlungs-Design sein, da in der vorliegenden Studie alle
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Mause sensibilisiert worden sind und nur eine Halfte mit Allergen provoziert worden ist,
wahrend die andere Halfte mit PBS provoziert wurde (Kontrollgruppe). Nach der Provokation
mit OVA wurde ein Trend in Richtung Erhéhung von CGRP- und SP-Nervenzellkérpern
beobachtet, der allerdings keine Signifikanz auswies und kontrar zu Literaturdaten war [149],
wo ein signifikanter Anstieg CGRP-positiver Zellkdrper berichtet worden ist. Ursachlich
hierfir konnte die relativ kurze, akute Allergen-Exposition (4 Tage) im Vergleich zur
chronischen Langzeit-Allergen-Exposition von 47 Tagen in [149] sein. Zusatzlich konnte in
der vorliegenden Studie gezeigt werden, dass Chalcone 4 das Verhaltnis von CGRP/PGP9.5

bzw. von SP/PGP9.5 zu den jeweiligen Baseline-Niveaus stabilisiert hat.

Zusammenfassend indizieren die vorliegenden Ergebnisse, dass der CXCL12-Neutraligand
Chalcone 4 ein potenter Inhibitor der CXCL12/CXCR4-Achse darstellt, der die Migration von
Dendritischen Zellen zu den Atemwegen und den JNC-Ganglien wahrend der allergischen
Atemwegs-Inflammation hemmt. Die Entdeckung des CXCR4-CXCL12-Pathways und seine
Rolle im pathophysiologischen Mechanismus von Asthma bronchiale stellt einen

vielversprechenden Ansatz fir zuklinftige Asthma-Therapie dar.
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