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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Asthma bronchiale

In der Mitte des 15. Jahrhunderts folgte der ita-
lienische Arzt und Mathematiker Gerolamo
Cardano dem Ruf von John Hamilton, Erzbi-
schof von Saint Andrews, nach Edinburgh. Der
Erzbischof litt seit geraumer Zeit an Atemnot
und Kurzatmigkeit. Cardano beobachtete ihn
sechs Wochen lang. Zusétzlich zu einer symp-
% tomatischen Therapie mit Expektorantien

“ tauschte er das Federbett des Bischofs gegen

. ein Bett aus unbehandelter Seide. Hamilton ge-
Abb.1: Gerolamo Cardano (1501-1576) sundete und Cardano gelang so erstmals die
erfolgreiche Behandlung eines Krankheitsbildes, welches schon in der Antike
von Hippokrates beschrieben und seither mit dem griechischen Wort fur ,keu-
chen® bezeichnet wurde: Asthma.® Wahrend in den vergangenen Jahrhunderten
verschiedenste Formen der Dyspnoe unter dem Begriff Asthma zusammenge-
fasst wurden und sich erst langsam ein eigenstandiges Krankheitsbild etablier-
te, unterscheidet man beim Bronchialasthma heute eine allergische (extrinsi-
sche) von einer nichtallergischen (intrinsischen) Form. Mischformen (mixed
asthma) sind haufig. Asthma bronchiale ist eine chronische, entziindliche Er-
krankung der Atemwege. Bei pradisponierten Personen fuhrt die Entzindung zu
anfallsweiser Atemnot infolge Atemwegsverengung (Bronchialobstruktion). Die
Atemwegsobstruktion ist spontan oder durch Behandlung reversibel. Die Ent-
zuindung verursacht eine Zunahme der Empfindlichkeit der Atemwege (bronchi-

ale Hyperreaktivitat) auf eine Vielzahl von Reizen.?
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1.2 Epidemiologie

Die Pravalenz von Asthma in der Weltbevolkerung betragt derzeit 5%. Somit
zahlt Asthma mit weltweit etwa 300 Millionen Erkrankten zu den haufigsten
chronischen Erkrankungen. Dabei bestehen erhebliche regionale Unterschiede.
Wahrend es in Schottland mit 18% weltweit die hochste Pravalenz der Erkran-
kung gibt, liegt sie in Indonesien nur bei 1%. Diese Unterschiede sind Gegen-
stand zahlreicher wissenschaftlicher Untersuchungen, da sie mit dem aktuellen
Wissen und Verstandnis der Pathophysiologie der Erkrankung nicht ausrei-
chend erklarbar sind.?

Entgegen der Ansicht, Asthma sei vor allem ein Problem der entwickelten In-
dustrienationen, findet sich in vielen Entwicklungslandern eine deutliche Zu-
nahme der Erkrankung. So wird die Pravalenz von Asthma unter Kindern in
Costa Rica und Brasilien auf bis zu 20% geschatzt.*

Zahlreiche Studien belegen eine deutliche Zunahme der Asthmaerkrankungen
seit den 60er Jahren insbesondere in Neuseeland, Australien und Nordameri-
ka.® Ein lange vermuteter Zusammenhang zwischen zunehmender Luftver-
schmutzung durch Stickstoffmonoxid aus Autoabgasen und dem Auftreten von
Asthma konnte in einigen Untersuchungen sowohl belegt ®’ als auch widerlegt
werden. &°

Aufgrund der Beobachtung, dass auf Bauernhéfen aufgewachsene Kinder deut-
lich seltener an Asthma erkranken, entstand die Hypothese, dass die Exposition
gegenuber bakteriellen Antigenen wie Lipopolysacchariden tber eine vermehrte
Bildung der Interleukine 12, 18 und INFy protektiv wirkt.** ** Die zunehmende
Urbanisierung der Bevélkerung und die damit verbundene geringere Exposition
gegeniber diesen Antigenen konnte somit einen Teil der Asthmaerkrankungen
bedingen.

Weitere Studien belegen einen Zusammenhang zwischen der Verbreitung des
~Western Lifestyle“, das heil3t bestimmten Erndhrungsgewohnheiten oder ver-
anderten Wohn- und Familienverhaltnissen und der steigenden Zahl an Asth-

matikern. Die Ursachen bleiben letztlich jedoch gréRtenteils ungeklart.* 13
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Im Gegensatz hierzu konnte in einigen aktuellen Studien erstmals eine sinken-
de Pravalenz fur Asthma festgestellt werden. Flemming et al. untersuchten in
ihrer Studie die Haufigkeit von ambulant behandelten Asthmaanféllen in Gber 90
Allgemeinarztpraxen in England im Zeitraum von 1989 bis 1998. Bis zum Jahr
1993 nahm die Zahl der Neuerkrankungen zu, in den darauf folgenden Jahren
sank sie hingegen. Dieser Trend zeigte sich landesweit in allen Altersgruppen
und wurde durch groRRe Studien in Kanada und Italien bestatigt.** Ob dieser po-
sitiven Entwicklung veranderte Umweltbedingungen zu Grunde liegen oder ob
sie ein Effekt von Asthma-PréaventionsmalRnahmen und verbesserten Thera-

piemdglichkeiten ist, bleibt abzuwarten.™

1.3 Pathophysiologie

Die Entstehung des allergischen Asthmas ist ein multikausaler Prozess. Gene-
tische Disposition und exogene Noxen sind die Ausloser fur drei pathophysiolo-
gische Ablaufe, die fir das Asthma bronchiale charakteristisch sind. Zentrale
Bedeutung hat hier die durch Allergene oder Infekte ausgeldste und durch
Mastzellen, T-Lymphozyten, eosinophile Granulozyten und Entziindungsmedia-
toren vermittelte bronchiale Entziindung

Daneben finden sich bei allen Asthmatikern eine bronchiale Hyperreaktivitat
und eine endobronchiale Obstruktion, hervorgerufen durch Mukushyper-
sekretion, Bronchospasmus und Schleimhautédem.*’

Eine atopische Veranlagung begunstigt in hohem Mal3e die Entwicklung von
allergischem Asthma bronchiale. Atopisch zu reagieren, das heil3t spezifisches
IgE gegen Antigene beziehungsweise Allergene zu bilden, die normalerweise
toleriert werden, ist ein Phanomen der TH1/TH,-Imbalanz in Richtung lymphozy-
tarer TH,-Immunantwort, wobei via IL-4, IL-13, IL-5 produzierender Lymphozy-
ten und einer erniedrigten INFy- und IL-12-Produktion der Switch der B-
Lymphozyten in Richtung IgE-Produktion induziert wird.
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Die asthmatische Entziindungsreaktion gliedert sich in die allergische Sofortre-
aktion, die allergische Spatreaktion und die chronische Entziindungsreaktion.

Kontakt mit spezifischen Allergenen (z.B. Hausstaubmilben, Tierhaaren) fuhrt
direkt zur allergischen Sofortreaktion mit endobronchialer Obstruktion, Hyper-
sekretion und Erythem. Die allergische Spatreaktion tritt 6-12h nach Allergen-
exposition auf und ist gekennzeichnet durch die Einwanderung von Entzin-
dungszellen in das Bronchialsystem. Die chronische Entziindungsreaktion fihrt
letztlich zum ,remodelling” der Atemwege mit Verdickung der Basalmembranen,
Proliferation von Fibroblasten, Kollagenablagerungen in der subepithelialen
Lamina reticularis, Muskelhypertrophie, Mukushypersekretion und Epithel-

destruktion.'®%°

1.3.1 Immunologie

Antigenprasentierende Zellen phagozytieren ein exogenes Allergen, prozessie-
ren und prasentieren es lUber MHCII-Molekile auf ihrer Oberflache. Native
CD4" T-Zellen binden mit ihrem T-Zell-Rezeptor und Zelladhasionsmolekiilen
an diesem Antigen-Rezeptor-Komplex und werden zu THj-Zellen aktiviert. Die-
se stimulieren Uber die Freisetzung der Interleukine 3, 4, 5 und 13 Mastzellen,
B-Lymphozyten und eosinophile Granulozyten.?* %> B-Lymphozyten interagieren
Uber CD40-Oberflachenmolekile direkt mit TH,-Zellen und werden zusatzlich
Uber die Interleukine 4 und 13 stimuliert. Dieses Zusammenspiel fuhrt schliel3-
lich zum Immunglobulinklassenswitch und zur Produktion von Immunglobulin E
durch die B-Zelle. Weiterhin scheinen Wechselwirkungen zwischen CD28, B7,
a1/B2-Integrin und ICAM1 bei dieser T-Zell-abhangigen Aktivierung der B-Zellen
eine Rolle zu spielen.?® #*

Interleukin 13 hat dartber hinaus direkte Auswirkungen auf das Bronchialepithel
wie eine Metaplasie der Becherzellen mit vermehrter Mukusproduktion.?® 2°
Zirkulierendes Immunglobulin E kann an hochaffine FceRI-Rezeptoren auf
Mastzellen oder an niedrigaffine FceRIl-Rezeptoren auf Lymphozyten und

Makrophagen binden. Durch Kontakt mit dem spezifischen Allergen kommt es



Einleitung

zum Cross-link der am FceRI-Rezeptor gebundenen Immunglobuline und fihrt
so zur Degranulation der Zellen.?” Die freigesetzten Entziindungsmediatoren
(u.a. Histamin, Leukotriene) bedingen die allergische Sofortreaktion.?® Die Be-
deutung des FceRIl-Rezeptors ist bisher nicht geklart.

Interleukin 5 ist entscheidend an der Reifung, dem Wachstum und der Differen-
zierung von eosinophilen Granulozyten beteiligt. Aktivierte Eosinophile tragen
durch die Freisetzung von inflammatorischen Mediatoren entscheidend zur

chronischen Entziindungsreaktion bei.?® (Abb.2)

Abb. 2: Pathophysiologie allergisches Asthma bronchiale
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Eosinophile Granulozyten und Asthma

Eosinophile Granulozyten sind wie oben beschrieben entscheidend an der
asthmatischen Entzindungsreaktion beteiligt. lhre Anzahl korreliert mit dem
Schweregrad der Erkrankung.*°

Reife eosinophile Granulozyten enthalten in ihren dichten Granula die vier kat-
ilonischen Proteine MBP (major basic protein), EDN (eosinophil derived neuro-
toxin), EPO (eosinophil peroxidase) und ECP (eosinophil cationic protein). MBP
schadigt direkt das Bronchialepithel und verstéarkt die bronchiale Hyperreaktivi-
tat. Das ebenfalls von den Zellen sezernierte Cysteinyl-Leukotrien C4 bewirkt
die Kontraktion der Bronchialmuskulatur und erhoht die Gefal3permeabilitat fir
Entziindungszellen.3" %

Die Funktion der Zellen wird durch zahlreiche Zytokine moduliert. Interleukin 5
nimmt hierbei eine Schlisselrolle ein. Bei Allergenprovokation steigt mit Kon-
zentration von IL-5 in den Atemwegen auch die Anzahl der Eosinophilen und
die Atemwegsempfindlichkeit nimmt zu.

In IL-5-Knockoutmausen fuhrte eine Allergenstimulation dagegen zu keiner Ein-
wanderung von Eosinophilen ins Bronchialsystem.®*

Allerdings ist IL-5 alleine im Mausmodell nicht in der Lage Asthma zu induzie-
ren.®

Die Migration von eosinophilen Granulozyten aus der Blutbahn in das Bronchi-
alsystem unterliegt einem komplexen Zusammenspiel von Endothelzellen und
Granulozyten. Der Granulozyt wird durch das Oberflachenmolekil P-selectin
vermitteltes ,rolling” aktiviert und bindet mit VLA 4 am VCAM1-Rezeptor von
Endothelzellen. Weitere vom Endothel, Lymphozyten und Eosinophilen sezer-
nierte Chemokine wie RANTES, MIP-1a und Eotaxine vermitteln die transen-
dotheliale Passage des Granulozyten.

Interleukin 5 und GM-CSF verlangern die Lebenszeit der Eosinophilen im Bron-

chialsystem.3¢3#
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Mastzellen und Asthma

Mastzellen treten als CD34" und FceRI™ Zellen aus dem Knochenmark in den
Blutkreislauf Uber. Es existieren mindestens zwei Subpopulationen. Tryptase
positive Mastzellen und Zellen, die daneben noch Chymase enthalten. Die Be-
deutung dieser Enzyme fur die Asthmaerkrankung ist nicht vollstandig geklart.
Studien mit Tryptase-Inhibitoren zeigten aber deren Potential, die Atemwegsre-
aktion bei Allergenexposition zu modulieren.*® Wie beschrieben fiilhrt Allergen-
kontakt zum cross-link von am FceRI-Rezeptor der Mastzellen gebundenem IgE
und vermittelt so die Freisetzung der fur die allergische Sofortreaktion verant-
wortlichen Histamine und Leukotriene. Mastzellen produzieren dartber hinaus
unter anderem IL-1, 2, 3, 4, 5, GM-CSF, INFy und TNFa. Eine Beteiligung der
Zellen an asthmatischen Spatreaktionen gilt damit als wahrscheinlich. Mastzel-
len verstarken direkt oder indirekt die Atemwegsiuberempfindlichkeit, die Ein-
wanderung von Eosinophilen, die Mukusproduktion und Metaplasie des Bron-

chialepithels.*® #*

T-Helfer-Zellen und Asthma

Die Immunabwehr wird entscheidend von T-Helferzellen gesteuert. TH;-Zellen
sind mit ihren Zytokinen IL-12 und INFy entscheidend an der zellularen Immun-
antwort beteiligt. Die von TH,-Zellen sezernierten Interleukine 4, 5 und 13 sind
dagegen wichtige Mediatoren bei der Entwicklung allergischer Entziindungen.
TH31- und TH,-Zellen unterliegen einer reziproken Hemmung. IL-4 hemmt TH;-
Lymphozyten, IL-12 umgekehrt TH,-Lymphozyten.

Zahlreiche Studien belegen die Hypothese, allergisches Asthma sei durch eine
UberschieRende TH,-Antwort bedingt. So konnte in der BAL-FlUssigkeit und in
Biopsien der Bronchialschleimhaut von Asthmatikern vermehrt mRNA fir IL-4
und IL-5 nachgewiesen werden.** ** Bei anderen Lungenerkrankungen wie zum
Beispiel Sarkoidose lasst sich dies nicht nachweisen.*

Die Hygienehypothese postuliert, dass durch verbesserte Hygienebedingungen,
Impfungen und haufigen Antibiotikagebrauch die Exposition gegeniber starken
TH;-Polarisatoren (z.B. bakterielle Lipopolysaccharide) abnimmt und es somit

zu einer persistierenden TH»-Antwort kommt.*®
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Studien, die auch eine Zunahme der TH;-Antwort bei Asthmatikern belegen
konnten, sowie fehlende Effekte von THj-stimulierenden Therapien auf die
Atemwegsiuberempfindlichkeit und Asthmasymptomatik (siehe 1.8) zeigen je-
doch, dass die Uberschiel3ende TH,-Antwort nicht alleine fur die Pathogenese

der Erkrankung verantwortlich gemacht werden kann.*®

Immunglobulin E und Asthma

Immunglobulin E gilt seit seiner Erstbeschreibung durch Ishizaka 1967 als wich-
tigster Mediator von allergischen Sofortreaktionen und bei der Abwehr parasita-
rer Infektionen.*’

IgE wird zum gr6Rten Teil von Plasmazellen im mukosalen Lymphgewebe pro-
duziert. Freigesetztes IgE wird von Mastzellen und basophilen Granulozyten
Uber deren FceR1-Rezeptor gebunden und spielt wie oben bereits beschrieben
eine entscheidende Rolle bei der Freisetzung von Entziindungsmediatoren aus
diesen Zellen.*®

In zahlreichen Tiermodellen konnte die Bedeutung von IgE bei Asthma gezeigt
werden. IgE ist der entscheidende Mediator der allergischen Sofortreaktion
wahrend seine Bedeutung mit zunehmender eosinophiler Komponente der Ent-
ziindung abnimmt.*°

Bei Asthmatikern findet sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen Schwe-
regrad der Erkrankung und Serum-IgE-Spiegel.>® Aufgrund dieser Beobachtun-
gen gilt die Entwicklung einer Anti-lgE-Therapie als viel versprechend (siehe
1.6.1).

1.3.2 Genetik

Empirische Studien konnten in jungerer Zeit zahlreiche Genorte nachweisen,
die fur die Asthmaerkrankung von Bedeutung sind.

Dazu gehoéren unter anderem Abschnitte auf den Chromosomen 2, 5, 6, 11, 13,
17, 19 und 20. Nach der Lokalisation der interessanten Chromosomenabschnit-
te gilt es nun die dort fir die Vorpragung einer Asthmaerkrankung verantwortli-
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chen Gene zu identifizieren. Das kurzlich entdeckte Asthmagen ADAM33 (A
disintegrase and metalloproteinase 33) auf Chromosom 20 scheint so bei-
spielsweise eine entscheidende Rolle fur das remodelling der Atemwege zu
spielen.

Trotz der grof3en Fortschritte in diesem Bereich bleiben die Zusammenhénge
zwischen genetischer Vorpragung, Umweltfaktoren und Entwicklung von Asth-

ma bisher weitgehend unverstanden.® >

1.4 Kilinische Einteilung

Die Einteilung der Asthmaerkrankung in vier Schweregrade richtet sich nach
der Haufigkeit und der tageszeitlichen Verteilung der Symptome sowie nach
den Lungenfunktionsparametern FEV1 und PEF. Zu den typischen Symptomen
der Erkrankung zahlen in diesem Zusammenhang Atemnot, Husten und Aus-
wurf von glasigem, zahem Sputum. Die Atiologie der Erkrankung wird bei der
klinischen Einteilung nicht berticksichtigt.

Bei der leichtesten Form der Erkrankung, dem intermittierenden Asthma tre-
ten Symptome weniger als einmal woéchentlich und/oder weniger als zweimal
monatlich in der Nacht auf. Die Werte fur FEV1 und PEF sollten 80% des Soll-
wertes nicht unterschreiten.

Leicht persistierendes Asthma  besteht, wenn die Symptome mehr als zwei-
mal wochentlich und/oder mehr als zweimal monatlich nachts auftreten. FEV1
und PEF liegen auch hier nicht unter 80% der Norm.

Werden die Symptome téglich und/oder haufiger als einmal pro Woche in der
Nacht wahrgenommen besteht ein mittelgradig persistierendes Asthma . Die
FEV1 und PEF Werte liegen im Bereich zwischen 60% und 80% der Sollwerte.
Unterschreiten die Lungenfunktionsparameter FEV1 und PEF die Norm um
mehr als 60% und ist der Patient praktisch ohne symptomfreies Intervall muss
vom Vorliegen eines schweren persistierenden Asthmas  ausgegangen wer-
den (Tab.1).>®
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Ein schwerer Asthmaanfall ist charakterisiert durch einen Anstieg der Herzfre-
quenz uber 120/Min., der Atemfrequenz Uber 25/Min. und Sprechdyspnoe. Als
Status asthmaticus wird ein B,-Adrenergika-resistenter Asthmaanfall mit vitaler
Bedrohung bezeichnet. Es kann dabei zur massiven Mukostase mit nahezu

aufgehobenem Atemgerausch (silent chest) kommen.*’

Asthma — Klassifikation entsprechend GINA Leitlinie n 2005

Stufe | Klassifizierung Symptome REV1 oder PEF

1 intermittierend < 1mal pro Woche = 80% der Norm
< 2mal nachts pro Monat

kurze Attacken

2 leicht persistierend > 1mal pro Woche, jedoch nicht taglich = 80% der Norm
> 2mal nachts pro Monat
Attacken kodnnen physische Aktivitaten

und Schlaf limitieren

3 mittelgradig taglich 60-80% der Norm
persistierend > 1mal nachts pro Woche

Attacken kodnnen physische Aktivitaten
und Schlaf limitieren

tagliche Applikation von kurzwirksamen

B2-Agonisten

4 schwer taglich < 60% der Norm
persistierend haufige nachtliche Attacken
Attacken mit schwerer Beeintrachtigung

der physischen Leistungsfahigkeit

Tabelle 1: Asthma-Klassifikation gemaR GINA 2005>

1.5 Modernes Asthmamanagement

Die komplexen pathophysiologischen Zusammenhange der Erkrankung fordern
ein multimodales Behandlungskonzept. Neben einer rationalen Pharmakothe-
rapie gilt es, die bronchiale Uberempfindlichkeit und die Atemwegsobstruktion

durch Meidung von Asthmaauslésern wie zum Beispiel Zigarettenrauch oder
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anderen inhalativen Noxen zu vermindern. Patientenseminare sollen Krank-
heitsverstandnis vermitteln und die Kompetenz fur Selbsthilfemalinahmen schu-
len.>®

Die Ziele der Behandlung sollten individuell festgelegt werden. Anfallsfreiheit,
normale Aktivitdten in Beruf und Freizeit, sparsamer Gebrauch der Bedarfsme-
dikation, weitgehender Erhalt einer normalen Lungenfunktion und die Minimie-
rung von Nebenwirkungen der Dauermedikation sollten gewéhrleistet sein.*
Leider zeigte die europaweit durchgefuhrte AIRE-Studie, dass die genannten
Therapieziele bei der Gberwiegenden Anzahl von Asthmatikern bei weitem nicht

erfullt sind.®’

1.6 MedikamentOse Therapie

Heute gebrauchliche Therapieschemata versuchen durch eine Dauermedikation
mit antientztndlichen, antiallergischen und lang anhaltenden Bronchodilatato-
ren (,controller) gré3tmoéglichen Schutz vor Exazerbationen und akuten Asth-
maanfallen zu bieten. Fir einen Anfall stehen schnell wirksame Bronchodilata-

toren (,reliever”) zur Verfiigung.

1.6.1 Controller

Controller werden als tagliche Dauermedikation bei leicht bis schwer persistie-
rendem Asthma eingesetzt. Glukokortikoide, langwirksame (2-Mimetika, The-
ophyllin, Cromoglicinsdure und Nedocromil sowie Antileukotriene gelten fur die-

se Indikation als hinreichend experimentell und klinisch erprobt.*®
Glukokortikoide

Glukokortikoide besitzen von allen in der Asthmatherapie verwendeten Medi-

kamenten die hochste antiinflammatorische Potenz. Dariiber hinaus verbessern
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sie die bronchiale Uberempfindlichkeit, die Lungenfunktion und senken die An-
fallsfrequenz.®® ®°

Inhalative Glukokortikoide wie Budesonid oder Fluticason werden frihzeitig bei
allen Formen von persistierendem Asthma eingesetzt. Neben geringeren sys-
temischen Nebenwirkungen beeinflussen diese die bronchiale Hyperreagibilitat
gunstiger als vergleichbare oral zu applizierende Préparate.®* Ein friihzeitiger
Einsatz scheint weiterhin ein ,airway remodelling* verhindern zu kénnen.®* Ora-
le Glukokortikoide sind nur in schweren Féllen zusatzlich zur inhalativen Thera-

pie indiziert.

Langwirksame inhalative B.-Mimetika

Langwirksame inhalative B,-Mimetika (Formeterol, Salmeterol) fuhren Utber die
Aktivierung von bronchialen (3,-Rezeptoren zur Erschlaffung der glatten Bron-
chialmuskulatur und somit zur Bronchodilatation. Weiter erhdhen sie die muko-
zilliare Clearance, senken die Gefal3permeabilitat sowie die intrazellulare His-
taminsynthese und wirken mastzellstabilisierend.®®

B2-Mimetika werden aufgrund ihrer fehlenden antiinflammatorischen Wirkung
stets in Kombination mit Glukokortikoiden zur Therapie von mittelgradig und
schwer persistierendem Asthma eingesetzt.** ®® Eine Toleranzentwicklung ist

auch bei langerer Anwendung nicht zu befiirchten.®

Antileukotriene

Montelukast und Zafirlukast verhindern die Effekte von Cysteinyl-Leukotrienen
aus Mastzellen und Eosinophilen durch die Blockade des Cysteinyl-
Leukotrienrezeptors. Sie wirken somit sowohl antiinflammatorisch als auch
bronchodilatierend.®’ Die Rolle dieser relativ neuen Substanzklasse in der
Asthmatherapie kann aktuell noch nicht abschlieiend bewertet werden. Asth-
matiker, die auch unter hohen Dosen inhalativer Glukokortikoide symptomatisch
bleiben, kénnen von einer Behandlung mit Antileukotrienen profitieren.®® Eben-
so kann die bestehende Dosis an Glukokortikoiden bei einer zusatzlichen Be-
handlung mit z.B. Montelukast reduziert werden und so Nebenwirkungen ver-

mieden werden.®® °
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Cromoglicinsdure und Nedocromil

Cromoglycate stabilisieren die Membran von Mastzellen und verhindern so die
IgE-vermittelte Freisetzung von Histaminen, Prostaglandinen und Leukotrienen.
Der genaue Wirkmechanismus der Substanzen ist unbekannt. Die Blockade
eines Chloridkanals auf der Oberflache der Zielzellen wird diskutiert.”* Dariiber
hinaus haben Cromoglycate suppressive Effekte auf Makrophagen, Monozyten
und eosinophile Granulozyten.” ® Sie wirken antiallergisch und antiinflammato-
risch. Indikationen fur die Therapie mit Cromoglycaten sind das steroidresisten-
te Asthma, der Ersatz oder die Dosisreduktion topischer Glukokortikoide bei

leicht persistierendem Asthma und die Prophylaxe von Anstrengungsasthma.’
75

Methylxanthine

Theophyllin und Aminophyllin wirken vermutlich tGber die unspezifische Hem-
mung von Phosphodiesterasen stark bronchospasmolytisch. Weiterhin haben
die Methylxanthine Uber die Hemmung der Mediatorfreisetzung eine an-
tiinflammative Komponente und verbessern bei langerer Anwendung die Lun-
genfunktion.”® 7 Aufgrund ihrer geringen therapeutischen Breite mit der Gefahr
schwerer Nebenwirkungen (Herzrhythmusstérungen, Polyurie, Hyperventilation,
Tremor) sind regelmafige Serumspiegelkontrollen unerlasslich. Theophyllin ist
bei mittelgradigem und schwerem Asthma als Dauermedikation in Kombination
mit Steroiden und B,—Mimetika sowie als intravendses Notfallmedikament indi-

ziert.’

Anti-IgE Antikorper

Mit der Entwicklung und Zulassung des rekombinanten, spezifischen monoklo-
nalen Antikorpers Omalizumab steht seit kurzem eine neue, viel versprechende
Therapieoption zur Verfigung. Omalizumab ist ein gegen die Ce3-Domane auf
der schweren Kette von IgE gerichteter IgG1 Antikorper.”®

Allergenkontakt bedingt normalerweise den cross-link von am FceR1-Rezeptor
an der Zelloberflache von Mastzellen und basophilen Granulozyten gebunde-

nem IgE und flhrt letztlich zur Degranulation der Zellen. Da die Ce3-Domane
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des IgE das Epitop fir die Bindung am FceR1-Rezeptor darstellt, bindet Omali-
zumab nicht nur freies IgE, sondern verhindert auch das Andocken von IgE am
FceR1-Rezeptor und somit die Freisetzung von Entziindungsmediatoren.’®
Weiterhin fuhrt die fehlende Bindung von IgE am Rezeptor zur Downregulation
der Rezeptorzahl auf Mastzellen und basophilen Granulozyten.®® Die Zahl von
Eosinophilen im peripheren Blut und Sputum zeigt sich ebenso vermindert.?*
Patienten mit schwerem Asthma profitieren deutlich von einer Dauertherapie mit
Omalizumab. Beobachtet wurde eine Abnahme der Anfallsfrequenz, die Dosis
von inhalativen Glukokortikoiden konnte verringert und die Lebensqualitat der
Patienten verbessert werden. Die hohen Kosten des Medikaments limitieren

derzeit die Behandlung.?* #

1.6.2 Reliever

Reliever werden als Bedarfsmedikation bei allen Asthmaformen eingesetzt.
Vornehmlich handelt es sich hierbei um schnellwirksame Bronchodilatatoren
(B2—Mimetika, Anticholinergika) die beim akuten Asthmaanfall selbst appliziert
werden konnen. Dartber hinaus gehoéren systemische Glukokortikoide und in-
travenos applizierbare Darreichungsformen der Methylxanthine zu dieser Stoff-

gruppe.

Kurzwirksame inhalative B2-Mimetika

Die kurzwirksamen inhalativen 2-Mimetika Salbutamol, Terbutalin oder Feno-
terol sind die Mittel der Wahl bei akuten Asthmaanféllen. Sie zeichnen sich
durch schnelle, jedoch nur kurz anhaltende Bronchodilatation aus. Ihre Wir-
kungsweise entspricht den in 1.6.1 beschriebenen langwirksamen [(32-

Agonisten.
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Anticholinergika

Inhalative Anticholinergika (Ipratropiumbromid, Oxitropiumbromid) hemmen
kompetitiv die bronchokonstriktiven Effekte von Acetylcholin an muskarinarti-
gen, cholinergen Rezeptoren im Bronchialsystem.®* Der broncholytische Effekt
ist im Vergleich zu den B2-Agonisten geringer ausgepragt. Aufgrund ihrer ver-
schiedenen Wirkmechanismen gilt eine kombinierte Anwendung beider Sub-
stanzklassen in der Akuttherapie als empfehlenswert.

Ein additiver Effekt dieser Kombination mit signifikanter Verbesserung der Lun-

genfunktion konnte kiirzlich nachgewiesen werden.®

1.6.3 Schwerer Asthmaanfall und Status asthmaticus

Schwere Asthmaanfalle bedirfen stets einer intensivmedizinischen Behand-
lung. In der Notfalltherapie werden hierbei Medikamente grundsatzlich parente-
ral verabreicht. Langwirksame B2-Mimetika sind aufgrund ihres relativ langsa-
men Wirkeintrittes primar nicht indiziert. Als Mittel der Wabhl gilt die intravendse
Gabe einer Kombination von Theophyllin, Salbutamol und einem Glukokorti-
koid.

Im Status asthmaticus zeigt sich haufig nur eine geringe Wirkung der Broncho-
dilatatoren, so dass bei respiratorischer Erschépfung die Intubation und Beat-

mung unter Ketaminnarkose (Bronchodilatation) durchgefiihrt werden muss.®

1.7 Spezifische Immuntherapie (SIT)

Mit der spezifischen Immuntherapie (SIT) steht neben der Allergenkarenz eine
kausale Therapie allergischer Erkrankungen einschlie3lich Asthma zur Verfu-
gung. Derzeit wird die SIT in der Asthmatherapie bei sicher nachgewiesener
IgE-vermittelter Sensibilisierung mit korrespondierenden Atemwegssymptomen

angewandt.
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Die SIT versucht durch die subkutane oder sublinguale Applikation entspre-
chend modifizierter Inhalationsallergene eine Toleranz gegentber diesen zu
etablieren. Der Wirkungsmechanismus der SIT ist auch auf Grund der dabei
auftretenden komplexen immunologischen Veranderungen nicht vollstandig
verstanden. Regulatorische T-Zellen werden aktiviert und wirken durch die Aus-
schuttung von IL-10 und TGFB hemmend auf TH,-Zellen und deren Zytokine IL-
4, 1L-13 sowie IL-5. In aktivierten B-Lymphozyten wird ein Klassenwechsel von
IgE zu I1gG induziert und Uber IL-12 aus antigenprésentierenden Zellen eine
gegenregulatorische TH;-Immunantwort angestol3en. Die IgE-Produktion wird
gehemmit, die Zahl der Eosinophilen nimmt ab.?"*°

Zahlreiche klinische Studien zeigen eine lang anhaltende Verbesserung der
Asthmasymptomatik und Dosiseinsparungen von Antiasthmatika. Dartber hin-
aus nimmt die allergenspezifische und allergenunspezifische Empfindlichkeit
der Atemwege im Zuge der Behandlung ab.** %

Auf Grund moglicher schwerer systemischer anaphylaktischer Reaktionen darf

die SIT nur von erfahrenen Arzten angewandt werden.

1.8 Experimentelle Therapieansatze

Phosphodiesterase-4-Inhibitoren

Phosphodiesterase-4-Inhibitoren (Roflumilast) wirken Gber eine Anhebung des
intrazellularen cAMP-Spiegels antiinflammativ. cCAMP aktiviert als second mes-
senger Proteinkinasen, die Uber die Phosphorylierung von Transkriptionsfakto-
ren und Signalproteinen zahlreiche antientziindliche Effekte auf Lymphozyten,
Mastzellen und Granulozyten vermitteln.®® Im Tiermodell konnte die Sekretion
von IL4, 5, 13 und TNFa sowie Cysteinyl-Leukotrienen supprimiert und die Lun-
genfunktion bei mit Roflumilast behandelten Tieren signifikant verbessert wer-

den 94-96
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Erste klinische Studien bei Patienten mit mildem Asthma und unter Therapie mit
inhalativen Glukokortikoiden belegen eine signifikante Verbesserung der FEV1

bei zusatzlicher Applikation von Roflumilast.®’

Anti-IL-5-Antikorper

Interleukin 5 spielt eine bedeutende Rolle in der Pathogenese atopischer Er-
krankungen. Es reguliert die Produktion, Aktivierung und Chemotaxis von eosi-
nophilen Granulozyten. Da diese durch die Freisetzung von Lipidmediatoren
(Prostanoide), Zytokinen (TNFa, IL-3, IL-5), basischen Proteinen (MBP, ECP)
und Sauerstoffmetaboliten (H,O,) an der Zerstérung des Bronchialepithels ent-
scheidend beteiligt sind, galt die Entwicklung eines IL-5-Antikdrpers als viel ver-
sprechend.®® * In einer klinischen Studie mit einem monoklonalen Antikérper
gegen IL-5 konnte zwar die Zahl der Eosinophilen im peripheren Blut von Asth-
mapatienten gesenkt werden, die bronchiale Hyperreaktivitat blieb jedoch ent-

gegen den Erwartungen weitgehend unbeeinflusst.!®

Interleukin 12

Interleukin 12 gilt als wichtiger Regulator im Zusammenspiel von TH;- und TH»-
Zellen. Im Asthmamodell vermag es die Atemwegsuberempfindlichkeit und Eo-
sinophilie in sensibilisierten Tieren zu hemmen. % 1%

In einer klinischen Studie blieb die Atemwegsiuberempfindlichkeit und allergi-
sche Spatreaktion bei Asthmatikern unter Interleukin 12 Therapie jedoch unbe-

einflusst.1

Anti-TNF

TNFa spielt eine wichtige Rolle in der Pathogenese zahlreicher chronisch ent-
zundlicher Erkrankungen. Auch bei Asthmatikern finden sich je nach Schwere-
grad der Erkrankung erhtéhte TNFa-Spiegel. TNFa vermittelt unter anderem
eine vermehrte Ausschittung von Entziindungsmediatoren aus Mastzellen und
verstarkt die bronchiale Hyperreaktivitat.!%* 1%°

Bei Patienten mit schwerem Asthma konnte durch die zusatzliche Behandlung

mit Etanercept (rekombinantes TNF-Rezeptor-Fusionsprotein) eine signifikante
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Verbesserung der Lungenfunktionsparameter FEV1 sowie FVC und eine deut-
liche Reduktion der Atemwegsempfindlichkeit erreicht werden.*®

RASONSs - respirable antisense oligonucleotides

Antisense Oligonukleotide binden sequenzspezifisch an mRNA-Molekile und
blockieren so deren Translation. In Kenntnis der zugrunde liegenden DNA-
Sequenz kénnen hochspezifische antisense Oligonukleotide gegen Transkripti-
onsfaktoren, Tyrosinkinasen, Rezeptoren oder Zytokine entwickelt werden. Ein
gegen den Adenosinrezeptor A; gerichteter RASON supprimierte in einem
Tiermodell fur allergisches Asthma die Expression des Rezeptors, verbesserte
signifikant die bronchiale Hyperreaktivitat und inhibierte die allergische Frihre-

aktion. 107 108

1.9 Immunmodulation mittels IL-4/IL-13-Antagonisten

THy-Zellen und ihre Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13 nehmen wie unter 1.3.1 be-
schrieben eine zentrale Rolle in der Pathogenese des allergischen Asthmas ein.
Die Blockierung dieser Zytokine gilt somit als viel versprechender Ansatz bei

der Suche nach neuen Mdglichkeiten zur kausalen Therapie dieser Erkrankung.

1.9.1 IL-4 und IL-13 bei Asthma bronchiale

Interleukin 4 gilt als spezifisches Zytokin fur die Differenzierung von naiven T-
Helferzellen zu TH,-Zellen.!® % Diese Wirkung ist spezifisch fir IL-4, da T-
Zellen auf ihrer Oberflache lediglich IL-4-Rezeptoren und nicht [L-13-
Rezeptoren exprimieren.'*! Dariiber hinaus verhindert IL-4 die Apoptose von
aktivierten T-Helferzellen und tragt somit zum Erhalt der allergischen Reaktion
bei.*? Die Stimulation von schleimproduzierenden Zellen und Fibroblasten ge-

horen ebenso wie der Einfluss auf das remodelling der Atemwege zu den Wir-
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kungen von IL-4. Gemeinsam mit IL-13 induziert es den Immunglobulinklas-
senswitch und die Produktion von Immunglobulin E durch aktivierte B-Zellen.**
Am GefalRendothel bewirkt IL-4 die Exprimierung von VCAM-1. Dieses Molekl
ist entscheidend an der Chemotaxis von Entziindungszellen in die Lunge betei-
ligt.'** Zusatzlich verstarkt IL-4 die Eosinophilie beim Asthmatiker durch eine
Verzogerung der Apoptose und Aktivierung der Zellen durch eine vermehrte
Ausschiittung von Eotaxin.™*®

IL-4, IL-9 und IL-13 sind wichtige Faktoren bei der Proliferation von Mastzel-
len.*® 17 Mastzellen ihrerseits bedingen die allergische Sofortreaktion und be-
wirken durch die Freisetzung von IL-4 und IL-13 das Andauern des Entzin-
dungsprozess.**® 1° Die Bedeutung von IL-4 fiir das allergische Asthma konnte
in zahlreichen Studien belegt werden. So finden sich im Serum und in der bron-
choalveoléaren Lavage von Asthmatikern erhohte IL-4 Spiegel.*?® *?! Die inhala-
tive Applikation von IL-4 fuhrte bei Patienten mit mildem Asthma zu einer signi-
fikanten Verstarkung der Atemwegsiiberempfindlichkeit.?* Anti-IL4-Antikorper
waren im Mausmodell in der Lage die eosinophile Entziindungsreaktion und die

antigenspezifische IgE-Produktion zu unterdriicken.'*

1.9.2 IL-4- und IL-13-Rezeptormechanismus

Man unterscheidet zwei verschiedene Typen von IL-4-Rezeptoren. Typl-
Rezeptoren bestehen aus einer 140kDa schweren IL-4Ra-Kette, die IL-4 mit
hoher Affinitat bindet.*** Die Verbindung mit IL-4 fiihrt zur Heterodimerisierung
des IL-4Ra/IL-4-Komplexes mit der 64kDa schweren y.-Kette.'? Diese Kette ist
ebenso Bestandteil der Rezeptoren fur IL-2, IL-7, IL-9 sowie IL-15 und ist es-
sentiell fiir die Signaliibertragung.*®® Typ2-Rezeptoren rekrutieren anstelle der
yc-Kette die Ketten IL-13a bzw. IL-13a”. Der Rezeptor fur IL-13 ist diesem iden-
tisch.*?” So erklart sich ein GroRteil der iberlappenden biologischen Wirkungen
der beiden Zytokine. Nach der ligandeninduzierten Heterodimerisierung des IL-
4Ra/IL-4-Komplexes kommt es zur Aktivierung von Tyrosinkinasen der Janus-
Familie (JAK).'*® Die Kinasen JAK-1 und JAK-2 sind hierbei aktiv in Verbindung
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mit der IL-4Ra-Kette, wahrend JAK-3 nur in Kombination mit der y.-Kette rekru-
tiert wird.”?**' Neben den Janus-Tyrosinkinasen konnte auch fir die Fes-
Kinase aus der SRC-Familie eine Interaktion mit IL-4 und der IL-4Ra-Kette
nachgewiesen werden.'®? Zahlreiche intrazellulare Proteine werden durch JAK-
Kinasen phosphoryliert. Fur IL-4 und IL-13 konnte dies fur die Transkriptionsfak-
toren STAT5 und STAT6 gezeigt werden. STAT6 wird rezeptorinduziert
phosphoryliert und wandert als Dimer vom Zytosol in den Zellkern, wo es spezi-
fisch an der Genregulation beteiligt ist.'?® Zahlreiche Fragen zur Funktion der
Zytokinrezeptoren bezuglich der Signalspezifitdt und der Steuerung von Zellpro-
liferation und -differenzierung sind jedoch noch unbeantwortet und sind Ge-

genstand intensiver Forschung.

1.9.3 IL-4/IL-13-Antagonist QY

Die Blockade der IL-4Ra-Kette bietet sich fur eine Inhibition immunologischer
Reaktionen besonders an, da sie sowohl von IL-4 als IL-13 zur Signaltransduk-
tion benotigt wird.

Durch Austausch von Aminosduren im Bereich der Bindungsstelle fur die yc-
Kette des IL-4-Molekils lassen sich Antagonisten herstellen, die hochspezifisch
am Rezeptor binden, jedoch keine Signallibertragung erméglichen. So entsteht
durch die Mutation der Aminosduren R121 und Y124 zu Asparaginsaure im
humanen IL-4-Molekil der potente Antagonist RY. RY besitzt keinerlei biologi-
sche Aktivitat und inhibiert die Signaliibertragung sowohl von IL-4 als auch von
IL-13.1%

Aufgrund der Speziesspezifitéat von IL-4 ist RY im Mausmodell nicht wirksam.
Analog zu RY wurde daher der murine IL-4/IL-13-Antagonist QY durch Mutation
der Aminosauren Q116 und Y119 zu Asparaginsaure entwickelt.

QY verhindert dosisabhéngig die IL-4-induzierte Proliferation lipopolysaccharid-
stimulierter B- und T-Zellen und unterbindet die Signalibertragung mittels JAK3
und STAT6.'%** 1% Die intranasale Applikation des Antagonisten wahrend der
allergischen Sensibilisierung ftihrte im Mausmodell zu einer signifikanten Re-
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duktion der Produktion von allergenspezifischem IgE, einer Abnahme der
Atemwegseosinophilie und Methacholinempfindlichkeit. Weiterhin konnten eine
Abnahme der IL-4-sezernierenden CD4"-Zellen sowie deutlich reduzierte 1L-5-
Spiegel im Serum und in der BAL-FlUssigkeit beobachtet werden. Die therapeu-
tische Applikation hingegen zeigte lediglich geringe Veranderungen der Mess-

parameter.**

In der folgenden Arbeit werden in einem etablierten Mausmodell fiir allergisches
Asthma die intranasale und intraperitoneale Applikationsform des kombinierten
IL-4/IL-13-Antagonisten QY hinsichtlich ihrer Wirkung verglichen.
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2 Material

2.1 Allgemeine Gerate und Materialien

Zentrifuge (Minifuge, Hareaus)

Laborwaage (Voyager, Ohaus)

Vortex (Genie 2, Bender & Hobein)
Mikroskop (Leitz)

Schittler (MTS 4, Janke & Kunkel)
Magnetruhrer (Ilkamag RH, Janke & Kunkel)
Glaskolben 50, 100, 1000ml (Duran, Schott)
Glaskolben 5000ml (Brand)

Messzylinder 10, 500ml (Duran, Schott)
Reaktionsgefalie 1,5ml (Eppendorf)
ReaktionsgefalRe 15, 50ml (Falcon, BD)
Pipetten 1, 5, 10, 25ml (Costar Stripette)
Pipettierhilfe (Accu-Jet, Brand)

Pipetten 10, 20, 100, 300, 1000ul (Eppendorf Research)

Pipettenspitzen (Eppendorf)
Laborfilm (Parafilm, Pechiney)
Spritzen 1, 2, 5, 10ml (Braun)

2.2 Versuchstierkundliche Methoden

Rezeptur der NarkoselGsung

Ketavet (Parke Davis) 100mg/ml 1440yl
Rompun (Bayer) 2% 900yl
PBS 18ml
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Blutentnahme
Skalpell (Bayha 15)
Infrarotlampe (Osram)

Tupfer (Hartmann)

Rezeptur der Sensibilisierungslosungen und Hemmstof flosungen

PBS-L6sung

NaCl (Merck) 8,09
KCI (Merck) 0,29
Na,HPO,4 (Merck) 1,169
KH2PO,4 (Merck) 0,29

Auffillen mit dH,O (Ampuwa; Fresenius) auf 1l — Einstellen des pH-Wertes auf
7,3 mit HCI (Merck);

OVA-LGsung
OVA (Ovalbumin Grade V; Sigma; 50ug/ul)  33,3pul

Auffillen mit steriler PBS-LAsung auf 1ml;

QY —Lo6sung i.n.

QY (Lpg/ul) 120pl
Auffillen mit steriler PBS-LAsung auf 400 l;

QY —Lo6sung i.p.

QY (1 pg/ul) 105pl
Auffillen mit steriler PBS-LAsung auf 2100ul;

Der IL-4/IL-13—Antagonist QY wurde freundlicherweise vom Institut fir Physio-
logische Chemie (Lehrstuhl Il, Prof. Dr. Sebald) der Universitat Wurzburg zur
Verfligung gestellt.
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Bronchoalveolare Lavage

Praparationsbesteck

Desinfektionsmittel: Ethanol 80%
Venenverweilkantle (Venflon Pro G18, BD)
Spullésung: PBS

Aufbewahrungslosung: FCS (PAA Labaratories)

2.3 Mikroskopie

Zytozentrifugation (Zytospins)

Zahlkammer (Neubauer improved)
Tryptanblau—L6sung 0,4% (ICN Biochemicals)
Zentrifuge (Shandon Cytospin 2)

Objekttrager (Histobond)

Histologische Farbung
DiffQuick (Dade Behring)

2.4 Immunologische Methoden

ELISA-Platten (Falcon 3912, BD)
Mikrotiterplatten-Autoreader (SLT-Spectra)

Waschpuffer

dH,O (Ampuwa; Fresenius) 4,5|
PBS (10fach konzentriert) 0,5l
Tween 20 (Merck) 2,5ml
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OVA-IgE-ELISA
Beschichtungslésung

OVA 100ug/ml in Beschichtungspuffer

Beschichtungspuffer:

NaHCO3; (Merck) 8,4g

Auffillen mit dH,O (Ampuwa; Fresenius) auf 11 — Einstellen des pH-Wertes auf
8,2 mit HCI (Merck);

Blockierungslésung
PBS mit 3% BSA (ICN Biochemicals)

Antikdrper
Ratte anti-mouse IgE R35-118, Biotin (BD Pharmingen)

Verdinnungslésung
PBS mit 1% BSA (ICN Biochemicals)

Detektionslésung
HRP konjugiertes Avidin (Avidin-HRP, BD Pharmingen) 1:1000 verdunnt in PBS
mit 3% BSA (ICN Biochemicals);

Substrat
TMB-Substrat Reagenz Set (BD Pharmingen)

Stoppldsung
H3PO4 1mol/l (Merck)

Interleukin-4/5-ELISA (Opt EIA ELISA Sets; BD)

Beschichtungsldsung

Priméarantikdrper 1:250 verdinnt in Beschichtungspuffer
Beschichtungspuffer:
NaHCO3; (Merck) 8,49
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Auffillen mit dH,O (Ampuwa; Fresenius) auf 11 — Einstellen des pH-Wertes auf
8,2 mit HCI (Merck);

Blockierungslosung
PBS mit 10% BSA (ICN Biochemicals)

Antikdrper
Primarantikorper: Ratte anti-Maus IL-4 (BD Pharmingen)

Ratte anti-Maus IL-5 (BD Pharmingen)
Sekundarantikdrper: Ratte anti-Maus IL-4, Biotin (BD Pharmingen)

Ratte anti-Maus IL-5, Biotin (BD Pharmingen)

Verdinnungsldésung
PBS mit 10% BSA (ICN Biochemicals)

Standard
Rekombinantes Maus IL-4 (BD Pharmingen)
Rekombinantes Maus IL-5 (BD Pharmingen)

Detektion
HRP konjugiertes Avidin (Avidin-HRP, BD Pharmingen)

Substrat
TMB-Substrat Reagenz Set (BD Pharmingen)

Stopplésung
H3PO4 1mol/l (Merck)

Interleukin-13-ELISA

Beschichtungslésung

Primérantikdrper 1:250 verdinnt in Beschichtungspuffer
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Beschichtungspuffer:

NaHCO3; (Merck) 8,49

Auffillen mit dH,O (Ampuwa; Fresenius) auf 1l — Einstellen des pH-Wertes auf
8,2 mit HCI (Merck);

Blockierungslésung
PBS mit 10% BSA (ICN Biochemicals)

AntikGrper
Primérantikorper: Ratte anti-Maus IL-13 (R&D Systems)
Sekundarantikdrper: Ziege anti-Maus IL-13, Biotin (R&D Systems)

Verdinnungsldésung
PBS mit 10% BSA (ICN Biochemicals)

Standard
Rekombinantes IL-13 (R&D Systems)

Detektion
HRP-konjugiertes Avidin (Avidin-HRP, BD Pharmingen)

Substrat
TMB-Substrat Reagenz Set (BD Pharmingen)

Stoppldsung
H3PO4 1mol/l (Merck)

2.5 Statistische Methoden

Alle Berechnungen wurden mit dem Programm SPSS 12.0 durchgefuhrt.
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3 Methodik

3.1 Versuchstierkundliche Methoden

3.1.1 Versuchstiere

Fur das Experiment wurden 40 weibliche
Balb/c Mause im Alter von acht Wochen von
der Firma Harlan Winkelmann bezogen. Das
Gewicht der Mause lag jeweils zwischen 18
und 22g. Die Haltung erfolgte in Haltungs-
schrédnken der Firma Scantainer im Tierstall
der Klinik und Poliklinik fur Dermatologie, Ve-
nerologie und Allergologie der Universitat

Wirzburg unter folgenden Bedingungen:

Abb. 3 :Balb/c Méuse Raumtemperatur 22T, relative Luftfeuchtig-
keit 40-50%, zwanzigfacher Luftwechsel pro h und Beleuchtung 12h bei
3000Lux. Gefuttert wurden die Mause mit Altromin Standard Pellets und Lei-
tungswasser. Beides stand ad libitum zur Verfigung. Das Experiment wurde
entsprechend der Leitlinien der Gesellschaft fur Versuchstierkunde (GV-
SOLAS) durchgefuhrt.

3.1.2 Narkose und Euthanasiemethoden

3.1.2.1 Narkose

Die Versuchstiere wurden durch intraperitoneale Injektion von 200ul einer Kom-
bination aus Ketamin und Xylazin 2% in PBS narkotisiert. Fir eine bis zu 30min
anhaltende Narkose wurde eine Dosis von 80ug Ketamin und 10ug Xylazin pro

g Kérpergewicht verwandt.
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3.1.2.2 Euthanasie

Die Mause erhielten eine Letalnarkose aus Ketamin und Xylazin 2% intraperito-
neal. Die Narkotika wurden hierfir zehnfach hoher dosiert als fur die unter
3.1.2.1 genannte Injektionsnarkose. AnschlielRend wurden die Mause entblutet,
um bei der folgenden bronchoalveolaren Lavage die Anzahl der Erythrozyten in

der LavageflUssigkeit zu verringern.

3.1.3 Blutentnahme

Blut wurde durch Inzision der Schwanzvene mit einem Skalpell gewonnen und
in einem Ro6hrchen aufgefangen. Zum Zwecke der Vasodilatation wurden die

Mause zuvor mindestens funf Minuten mit Infrarotlicht bestrahlt.

3.1.4 Mausmodell fur allergisches Asthma

3.1.4.1 Versuchsaufbau

Um verschiedene Applikationsformen des IL-4/IL-13-Antagonisten (QY) testen
zu kénnen, wurde dessen Wirkung in einem etablierten Asthmamodell unter-

sucht.'® Balb/c Mause wurden in vier Gruppen wie folgt eingeteilt:

Bezeichnung | n | Versuchsgruppe

PBS 10 | Negativkontrolle Kontroll-
OVA 10 | Positivkontrolle gruppen
QY i.n. 10 | IL-4/IL-13-Antagonist intranasal Therapie-
QY i.p. 10 | IL-4/IL-13-Antagonist intraperitoneal gruppen

Tab. 2: Versuchsgruppen

Die Versuchsdauer wurde auf sechs Wochen festgelegt. Die Blutentnahme er-

folgte 14tagig.
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3.1.4.2 Sensibilisierung

Zur Induktion einer allergischen Reaktion eignet sich die Verabreichung OVA-
haltiger PBS—-L6sung. Um eine maximale pulmonale Resorption zu gewahrleis-
ten, wurden die Mause wie unter 3.1.2.1 narkotisiert und auf den Ricken ge-
legt. Im Folgenden wurden den Mausen — ausgenommen derer der Negativkon-
trolle — 50pug OVA in 30ul PBS mit Hilfe einer Pipette intranasal appliziert. Den
Méausen der Negativkontrolle wurden stattdessen 30ul PBS intranasal verab-
reicht (Abb.4). Um die Entwicklung der Allergie in der Positivgruppe zu sichern
und die Wirkung des IL-4/IL-13—Antagonisten in den beiden Versuchsgruppen
(siehe 3.1.4.1) zu untersuchen, wurden als Parameter spezifische OVA-
Antikdrper im Serum und die Eosinophilie in der bronchoalveoléaren Lavage ge-
wahlt.

3.1.4.3 Inhibition des IL-4/IL-13-Systems

Die Mause beider Therapiegruppen wurden wochentlich tber einen Zeitraum
von sechs Wochen wie oben beschrieben sensibilisiert und 48 und 24h vor Ver-
suchende mit 50ug OVA provoziert. Es zeigte sich, dass die zu erwartenden
Behandlungseffekte mit dieser Strategie am deutlichsten gemacht werden kon-
nen. Bei beiden Therapiegruppen wurde das IL-4/IL-13-System wahrend der
gesamten Sensibilisierungsphase gehemmt. Die Mause der Gruppe ,QY i.n.*
erhielten hierzu wéchentlich 10ug des IL-4/IL-13-Antagonisten in 30ul Ringerlo-
sung unter Narkose intranasal appliziert.

Méausen der , QY i.p.” Gruppe wurden wéchentlich 10pg des Antagonisten in
200ul Ringerlésung intraperitoneal injiziert (Abb.4). Der Einsatz des Interleukin-
hemmstoffes erfolgte also im Sinne einer Prophylaxe. Ein therapeutischer Ein-
satz bei bereits etablierter Allergie oder eine héhere Dosis hatten keinen bzw.

keinen weiteren positiven Effekt.**®
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PBS-Gruppe
8 x 30p!I PBS i.n. v v v v v \A/
Tag 1 14 21 28 35 42 43
» Analyse
OVA-Gruppe
8 x 501g OVA i.n. v v v v v \ A /
Tag 1 14 21 28 35 42 43
» Analyse
QY i.n.-Gruppe
8 x 501g OVA i.n. v v v v v \A/
Tag 1 14 21 28 35 42 43
» Analyse
8 x 10ug QY i.n. * * * * * * A
QY i.p.-Gruppe
8 x 50pg OVAi.n. v v v v v vy
Tag 1 14 21 28 35 42 43
» Analyse
8 x 10ug QY i.p. + + + + + + *

Abb.4: Sensibilisierungsschema
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3.1.5 Bronchoalveolare Lavage

Die bronchoalveoléare Lavage (BAL) stellt eine weit verbreitete klinische Metho-
de zur Gewinnung von Untersuchungsmaterialien aus den Bronchiolen und den
terminalen Alveolen dar. Um die auftretenden zellularen Veradnderungen im
Bronchialsekret zu untersuchen, wurde diese nach acht Wochen bei den Ver-
suchstieren durchgefuhrt. Nach Injektion einer Letalnarkose (siehe 3.1.2.2)
wurde in kurzen Abstanden versucht, einen Schmerzreflex auszulésen. Nach
dessen Erléschen wurde das Versuchstier in Ruckenlage fixiert und anschlie-
Rend das Fell und subkutanes Gewebe im Thoraxbereich entfernt. Nach Durch-
trennung des Brustbeines erfolgte das Aufsuchen der Arteria axillaris. Diese
wurde im Folgenden durchtrennt und das Tier entblutet, um zu verhindern, dass
Erythrozyten in die Lunge gelangen, da diese die Auswertung der bronchoalve-
olaren Lavage erschweren. Nach Desinfektion mit 80%igem Ethanol schloss
sich die Freipraparation der Trachea an. Mit Hilfe eines Skalpells wurde ein
kleiner Schnitt zwischen zwei Knorpelspangen gesetzt und eine handelsubliche
Venenverweilkantle (grin, 18G) eingefuhrt. Mit Hilfe einer Tuberkulinspritze
wurde die Lunge nun drei bis viermal mit 1ml PBS gespult. Wichtig ist hierbei
ein zlgiges Einspritzen und vorsichtiges Aufziehen. Im Durchschnitt erhalt man
so 800ul Lavageflussigkeit. Diese wurde in einem bereitgestellten R6hrchen zu

100ul fetalem Kalberserum gegeben und auf Eis gelagert.

3.2 Mikroskopie

3.2.1 Zytozentrifugation (Zytospins)

Die Zytozentrifugation dient der Anreicherung und Fixierung von Zellen zur his-
tologischen Untersuchung auf Objekttragern. Hierzu werden die zu untersu-
chenden Zellen (hier Granulozyten, Makrophagen und Lymphozyten) in 1ml
BAL-Flussigkeit mittels einer Zahlkammer unter dem Mikroskop ausgezahlt. Um
die Identifizierung der einzelnen Zellen zu erleichtern wird die BAL-Flussigkeit

zuvor 1:1 mit Tryptanblau verdunnt, welches zu einer deutlichen Kontrastver-
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starkung fuhrt. Erythrozyten durfen nicht mitgezahlt werden. Nachdem nun be-
kannt ist, wie viele Zellen sich in 1ml BAL-Flussigkeit befinden, lasst sich eine
Zellzahl von 20.000/ml einstellen. Es wurden im Weiteren 100ul dieser Proben
mit einem Cytospin 2 bei 600U/min fiir zehn Minuten auf Objekttrager Ubertra-
gen. Diese wurden vorsichtig aus dem Gerat entnommen und an der Luft staub-
frei vollstandig getrocknet.

3.2.2 Histologische Farbung

Die wie oben beschrieben behandelten Objekttrager wurden mit DiffQuick nach
Herstellerangaben gefarbt. Dies entspricht einer Giemsa-Farbung. Sie eignet
sich besonders fur zytologisches Material. Zellkerne erscheinen in gefarbten
Ausstrichen durch eine Komplexbildung der Farbstoffe mit der DNS purpurrot.
Das Zytoplasma wird meist blaulich dargestellt; Neutrophilenplasma erscheint
rosa, die Granula von neutrophilen und eosinophilen Granulozyten rotviolett
bzw. rotbraun.

3.2.3 Differentielle Zellzahlung in der bronchoalve  olaren Lavage

Die Differenzierung der Zellen auf den Zytospins (siehe 3.2.1) nach Lymphozy-
ten, Makrophagen, eosinophilen und neutrophilen Granulozyten (Abb.5) erfolgte
nach zytologischen Kriterien bei 1000facher VergréRerung unter dem Mikro-

skop.
Abb.5: Blutzellen

ae%°

Lymphozyt neutrophiler Granulozyt eosinophiler Granulozyt
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3.3 Immunologische Methoden

3.3.1 Bestimmung des OVA-IgE-Antikdrpertiters

Die von immunisierten Mausen gebildeten, zirkulierenden Serumantikdrper der
IgE-Klasse gegen OVA wurden mittels ELISA nachgewiesen. (Abb.6)

Beim ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) werden Antigene oder
Antikérper durch Adsorptionseffekte an Mikrotiterplatten angelagert (Coating).
Nach Entfernen nicht gebundener Antigene bzw. Antikorper durch mehrmaliges
Waschen der Platte, erfolgt die Blockierung moglicher freier Bindungsstellen mit
einem Protein (BSA). Dies verhindert im Weiteren unspezifische Bindungen
(Blocking). Im nachsten Schritt wird die Platte mit einem antikdrperhaltigen Pro-
benserum inkubiert. Die Antikérper binden an das auf der Mikrotiterplatte fixierte
Antigen und kdnnen in einem nachsten Schritt indirekt durch Inkubation mit ei-
nem Anti-Immunglobulin-Antikérper detektiert werden. Dieser Detektionsanti-
korper ist mit einem Enzym markiert, welches durch Zugabe des entsprechen-
den Substrates eine Farbreaktion bedingt. Anhand dieser lasst sich die Menge
des vorhandenen Antikoérpers quantifizieren.

Im vorliegenden Experiment wurde den Versuchstieren Blut aus der Schwanz-
vene entnommen und dieses nach mindestens funfstiindiger Kihlung bei 4T
mit 12000rpm fur 20min zentrifugiert. Die Seren wurden im Anschluss abpipet-
tiert und bei -20<C bis zur Verarbeitung gelagert.

Zur Analyse wurden 96-Loch Mikrotiterplatten tGber Nacht bei 4C mit 100ug
OVA/ml in 0,1molarer NaHCOs-LOsung (pH 8,2) beschichtet. Im n&chsten
Schritt wurden die Platten dreimal grindlich mit 200ul Waschpuffer pro Vertie-
fung gewaschen. AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit 200ul einer PBS-
Ldsung, der 3% BSA zugesetzt waren. Nach 2h bei 37°C im Brutschrank folgte
erneutes dreimaliges Waschen mit Waschpuffer. Die Serumproben wurden be-
hutsam aufgetaut, 1:50 mit PBS-L6sung verdiinnt und in einer achtstufigen 1:3-
Verdinnung in 100ul 1%igem BSA in PBS aufgetragen. Die Platten wurden
Uber Nacht bei 4C inkubiert. Am darauf folgenden T ag wurden - nach dreima-
ligem Waschen mit Waschpuffer — die gebundenen IgE-Antikérper mittels eines

biotinkonjugierten und gegen die schwere Kette der IgE-Antikdrper gerichteten
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Antikodrpers (Ratte-Anti-Maus-IgE, Biotin, Pharmingen) detektiert. Die Konzent-
ration betrug 2pl/ml Antikdrper in 100ul PBS mit 1% BSA pro Vertiefung - die
Inkubationszeit 1h bei Raumtemperatur. Nach erneutem grtindlichem sechsma-
ligem Waschen mit Waschpuffer wurden die Platten mit 100ul eines HRP-
konjugiertem Avidin (1:1000 verdinnt mit 1% BSA-haltiger PBS-LOsung) pro
Probenraum fur 30min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Als nachstes
folgte nach achtmaligem Waschen mit Waschpuffer das Pipettieren von 100ul
TMB-Substrat-Reagenz in die Vertiefungen, welches vorher aus gleichen Teilen
der Reagenzien A und B nach Herstellerangaben gemischt wurde. Die Zugabe
fuhrt bei vorhandenen OVA-spezifischen Antikdrpern zu einer Farbreaktion.
Nach 45min wurde diese durch Zugabe von je 50ul Phosphorsaure (c=1mol/l)
gestoppt und die Absorptionen der Probenflissigkeiten bei 405nm in einem
Mikrotiterplatten-Autoreader bestimmt.

Wahrend der Inkubation wurden die Platten stets mit Laborfilm verschlossen.
Lediglich nach der Substratzugabe im letzten Schritt verbleiben die ELISA-

Platten offen.

Substrat HRP-Avidin \ .

] (.
\? <« Dbiotinyliertes Anti-IgE
OVA-IgE —» J\

OO0 0

Abb.6:  OVA-IgE-ELISA: spezifische IgE-Antikorper im Probenserum binden an auf einer

Mikrotiterplatte fixiertem OVA; mittels eines biotinylierten Anti-IgE-Antikdrpers und
HRP-konjugiertem Avidin wurden diese OVA-IgE-Antikdrper nachgewiesen;
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3.3.2 Zytokin-ELISA

Zytokine spielen eine bedeutende Rolle bei dem lokalen Entziindungsgesche-
hen in der Lunge. Der Nachweis von lokal wirksamen Zytokinen in der broncho-

alveolaren Lavage wurde mittels ELISA gefihrt.

3.3.2.1 Interleukin-4/5-ELISA

IL-4- und IL-5-Zytokinkonzentrationen wurden in der bronchoalveolaren Lavage
mit dem Opt-EIA-ELISA-Set bestimmt.

Der Primarantikérper wurde jeweils 1:250 in Pufferlésung verdinnt und die
ELISA-Platten mit 100ul dieser Losung Uber Nacht bei 4C beschichtet. Nach
dreimaligem Waschen mit Waschpuffer wurden die Platten mit 200l 10% BSA-
haltiger PBS-L6sung pro Probenraum fur 1h bei Raumtemperatur blockiert. Im
Anschluss erneutes dreimaliges Waschen mit Waschpuffer. Der jeweils nach
Herstellerangaben hergestellte Standard bzw. 100ul der unverdiinnten Proben
wurden auf die Platten aufgebracht und Gber Nacht bei 4C inkubiert. Im nachs-
ten Schritt wurden nach fiinfmaligem Waschen 100ul des biotinkonjugierten
Sekundarantikdrpers in Kombination mit HRP-konjugiertem Avidin aufgebracht.
Beide Reagenzien wurden zuvor 1:250 mit 10% BSA-haltiger PBS-LOsung ver-
dinnt und im Anschluss eins zu eins vermischt. Nach einer Inkubationszeit von
1h bei Raumtemperatur im Dunkeln und siebenmaligem Waschen folgte die
Zugabe von 100ul TMB-Substrat-Reagenz in die Vertiefungen, welches vorher
aus gleichen Teilen der Reagenzien A und B nach Herstellerangaben gemischt
wurde. Nach 45min wurde die Farbreaktion durch Zugabe von je 50ul Phos-
phorsaure (c=1mol/l) gestoppt und die Absorptionen der Probenflissigkeiten bei
405nm in einem Mikrotiterplatten-Autoreader bestimmt.

Wahrend der Inkubationszeiten wurden die Platten stets mit Laborfilm ver-
schlossen. Lediglich nach der Substratzugabe im letzten Schritt verblieben die
ELISA-Platten offen.
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3.3.2.2 Interleukin-13-ELISA

Der Priméarantikorper (Ratte-Anti-Maus-IL-13; 4ug/ml; R&D Systems) wurde
jeweils 1:250 in PBS verdinnt und die ELISA-Platten mit 100ul dieser Losung
Uber Nacht bei 4T beschichtet. Nach dreimaligem Wa schen mit Waschpuffer
wurden die Platten mit 200ul 10% BSA-haltiger PBS-Lésung pro Probenraum
fur 1h bei Raumtemperatur blockiert. Im Anschluss erfolgte erneutes dreimali-
ges Waschen mit Waschpuffer. Der nach Herstellerangaben hergestellte 1L-13-
Standard bzw. 100ul der unverdinnten Proben wurden auf die Platten aufge-
bracht und Uber Nacht bei 4C inkubiert. Im nachste n Schritt wurden nach drei-
maligem Waschen 100ul des biotinkonjugierten Sekundarantikorpers (Ziege-
Anti-Maus-IL-13, Biotin; 200ng/ml; R&D Systems) in einer 1:250 Verdinnung
mit 10% BSA-haltiger PBS-Ldsung aufgetragen. Nach einer Inkubationszeit von
2h bei Raumtemperatur wurde erneut finfmal grindlich mit Waschpuffer gewa-
schen. AnschlieRend wurden die Platten mit 100ul eines HRP-konjugiertem
Avidin (1:250 verdinnt mit 10% BSA-haltiger PBS-L6sung) pro Probenraum fir
30min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Als n&chstes folgte nach
achtmaligem Waschen mit Waschpuffer das Pipettieren von 100ul TMB-
Substrat-Reagenz in die Vertiefungen, welches vorher aus gleichen Teilen der
Reagenzien A und B nach Herstellerangaben gemischt wurde. Nach 45min
wurde die Farbreaktion durch Zugabe von je 50ul Phosphorsaure (c=1mol/l)
gestoppt und die Absorptionen der Probenflissigkeiten bei 450nm in einem
Mikrotiterplatten-Autoreader bestimmt.

Wahrend der Inkubationszeiten wurden die Platten stets mit Laborfilm ver-
schlossen. Lediglich nach der Substratzugabe im letzten Schritt verblieben die
ELISA-Platten offen.
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3.4 Statistische Methoden

Mit dem H-Test von Kruskal und Wallis wurden zunachst mehrere unabhangige
Stichproben miteinander verglichen.

Der Kruskal-Wallis-Test ist ein parameterfreier Test zur Prufung der
Signifikanz mehrerer unabh&ngiger Stichproben hinsichtlich ihrer zentralen
Tendenz, durch den festgestellt wird, ob die Stichproben aus derselben
Grundgesamtheit stammen oder lediglich zuféllig voneinander abweichen.
Dabei wird ein p<0,05 als signifikanter Unterschied erachtet — das heif3t die un-
tersuchten Gruppen unterscheiden sich. In diesem Fall (p<0,05) schloss sich

der Mann-Whitney-U-Test an.

Da bei dem vorliegenden Versuch nicht von normalverteilten Daten ausgegan-
gen werden kann, wurden Paarvergleiche mit dem Mann-Whitney-U-Test
durchgefuihrt. Dieser Test ermoglicht den verteilungsunabhangigen Vergleich
zweier unabhangiger Stichproben. Werte fur p<0,05 werden als statistisch signi-
fikant erachtet — das heil3t die beiden untersuchten Gruppen unterscheiden

sich.
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4 Ergebnisse

4.1 Allergische Sensibilisierung mit OVA

Um die Wirkung von verschiedenen Applikationsformen des IL-4/IL-13-
Antagonisten zu testen, wurde den Versuchstieren wie in 3.1.4.2 beschrieben
OVA appliziert. Die Abbildung 7 zeigt die IgE-Antikdrperantwort in der Kontroll-

gruppe:
OVA-IgE (Serum)
4000
Il 8 x50 ug OVAi.n. (n=9)
g 3000 A
]
wn
E]
) i
3 2000
Ll
=2
<>t 1000
O
0 T
0 14 28 42 45

Abb.7: OVA-IgE Titer im Serum (Kontrollgruppe) Tage

Die Bildung von OVA-spezifischen IgE-Antikérpern lasst sich erstmals nach
zweimaliger Applikation von 50ul OVA (Versuchstag 14) nachweisen. Im weite-
ren Verlauf steigt der Antikorpertiter kontinuierlich bis zu 2783RU/ul nach 45
Tagen an. Der messbare Anstieg von THj-spezifischem IgE beweist die er-

wulnschte allergische Reaktion.
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4.2 Inhibition des IL-4/IL-13-Systems

4.2.1 OVA-spezifische IgE-Titer im Serum

Die Méause der Versuchsgruppen wurden wie in 3.1.4.3 beschrieben mit OVA
und QY behandelt. Die Abbildungen 8-10 zeigen die OVA-spezifischen IgE-
Antikorpertiter im Serum nach 14, 28 und 42 Versuchstagen. Am Tag O ist in

allen Gruppen kein OVA-spezifisches IgE nachweisbar.

OVA-IgE (Versuchstag 14)

1400
I ° x 30 pl PBSi.n. (n=10)
I 2 x 50 pg OVA i.n. (n=9)
1200 A T I ° x50 g OVA in. + 2 x10 pug QY i.p. (n=10)
I 2 x 50 ug OVA i.n. + 2x10 pg QY i.n. (n=9)
g 1000 -~
5 b——— p=003 —]
)
= 800 - — p=0001 —
~
a — p=0133 —]
N—r
w 600 -
>
<
> i
o) 400
200 A
0 f
PBS OVA QY i.p. QYi.n.
Abb. 8: OVA-IgE Titer / Serum (Tag 14) Versuchsgruppe

Bereits nach 14 Tagen finden sich bei den mit OVA sensibilisierten Mausen im
Vergleich zu nicht sensibilisierten Tieren hohe IgE-Titer. Die beiden Therapie-
gruppen (QY i.p./QY i.n.) weisen eine signifikante Reduktion des spezifischen
OVA-IgE auf. Bei intraperitonealer Injektion des IL-Antagonisten kann die Bil-
dung von OVA-spezifischem IgE im Vergleich zur Positivkontrolle (OVA-

Gruppe) um ca. 50% gesenkt werden; bei intranasaler Applikation um ca. 60%.
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Die beiden Therapiegruppen unterscheiden sich dabei nicht statistisch signifi-
kant (Abb.8).

OVA-IgE (Versuchstag 28)

2500
T I 4 x 30 ul PBS i.n. (n=10)
I 4 x 50 ug OVA i.n. (n=10)
I 4 x 50 pg OVA i.n. + 4x10 pg QY i.p. (n=10)
2000 - I 4 x 50 ug OVA i.n. + 4x10 pg QY i.n. (n=10)
S |7 p =0,003 4|
)
P 1500 - —— peooo —
g’ - p=0218 —
T
1]
[=} 1000
<
>
@)
500 -
0 T
PBS OVA QY i.p. QY i.n.
Abb. 9: OVA-IgE Titer / Serum (Tag 28) Versuchsgruppe

Nach viermaliger Sensibilisierung mit OVA und Behandlung mit QY (Ver-
suchstag 28) zeigt sich weiterhin ein signifikanter Unterschied der beiden The-
rapiegruppen im Vergleich zur Positivkontrolle. In der QYi.p.-Gruppe liegt der
OVA-IgE Titer um ca. 51% niedriger als in der Positivkontrolle (OVA-Gruppe); in
der QYi.n.-Gruppe um ca. 59%. Die beiden Therapiegruppen zeigen keinen
signifikanten Unterschied (Abb. 9).

Auch nach 42 Versuchstagen lasst sich bei beiden Therapiegruppen eine signi-
fikante Reduktion des OVA-spezifischen IgE nachweisen. Ein signifikanter Un-
terschied zwischen intraperitonealer und intranasaler QY-Applikation findet sich
auch hier nicht (Abb.10)
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OVA-IgE (Versuchstag 42 / vor Challenge)

4000
I 6 x 30 pl PBS i.n. (n=10)
T | I 6 x50 pug OVA i.n. (n=10)
I 6 x 50 ug OVA i.n. + 6x10 pg QY i.p. (n=10)
I 6 x 50 pg OVA i.n. + 6x10 pg QY i.p. (n=10)
c 3000
> ——— p=000v ——
Q
()] F— p=o0001 —]
=
2 2000 - = p=oom
L
>
<
>
O 1000 -
0 T
PBS OVA QY i.p. QYi.n.
Abb. 10: OVA-IgE Titer / Serum (Tag 42) Versuchsgruppe

Letztlich lasst sich sowohl durch intranasale wie auch durch intraperitoneale
Applikation des IL-4/IL-13-Antagonisten wahrend der Sensibilisierung die Bil-

dung von OVA-spezifischen IgE-Antikdrpern signifikant supprimieren.

4.2.2 Zellen in der bronchoalveolaren Lavage (BAL)

Die Auszahlung der Zellen in der bronchoalveolaren Lavage erfolgte nach OVA-

Challenge am 45. Versuchstag.

4.2.2.1 Gesamtzellzahl

Die Gesamtzellzahl in der BAL zeigt zum Teil deutliche Unterschiede in den
verschiedenen Versuchsgruppen. (Abb.:11)

Nach achtmaliger Sensibilisierung mit 50pg OVA intranasal weisen die Tiere
der Positivkontrolle eine signifikant hohere Zellzahl in der BAL auf, als die der

Negativkontrolle (p=0,004). In beiden Therapiegruppen zeigt sich im Vergleich
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zur Positivkontrolle eine signifikante Reduktion der Gesamtzellzahl. Nach acht-
maliger Applikation von 10ug QY intranasal bzw. intraperitoneal zeigt sich in
diesen beiden Gruppen keine signifikant héhere Zellzahl als in der Negativkon-

trolle. Ein statistisch relevanter Unterschied zwischen beiden Therapiegruppen
besteht nicht (p=0,945).

Gesamtzellzahl - BAL
200000

I 3 x 30 pl PBS i.n. (n=6)
I 8 x 50 pg OVA i.n. (n=6)
I 8x50 pg OVA i.n. + 8x10 pg QYi.p.(n=6)
I 8x50 pg OVA i.n. + 8x10 pg QYi.n.(n=7)

150000 -~

100000

Zellzahl / ml

50000 -

0_
PBS OVA QYi.p. QYi.n.
Versuchsgruppe
p-Werte — Mann-Whitney-U-Test
PBS/OVA PBS/QYin. [PBS/QYip. | OVA/QYin. [ OVA/QYip. | QYin./QYip.
0,004 0,234 0,310 0,001 0,026 0,945

Abb. 11: Gesamtzellzahl — BAL
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4.2.2.2 Eosinophile Granulozyten

Die Versuchstiere der OVA-Gruppe zeigen die volle Auspragung einer allergi-
schen Reaktion mit ca. 26500 eosinophilen Granulozyten pro ml. Bei den nur
mit PBS behandelten Tieren in der PBS-Gruppe finden sich lediglich etwa 1600
Eosinophile pro ml. Bei intranasaler Applikation von QY konnte die Auspragung
der Eosinophilie im Vergleich zur OVA-Gruppe signifikant reduziert werden
(p=0,014). Injiziert man den Tieren den Inhibitor intraperitoneal fuhrt dies eben-
so zu einer deutlichen Reduzierung der eosinophilen Granulozyten in der BAL
(ca. 7800/ml). (Abb.:12)

Eosinophile Granulozyten - BAL
50000
I 8 x 30 pl PBS i.n. (n=6)
T I 8 x 50 ug OVA i.n. (n=6)
40000 - I 3 x 50 pg OVA i.n. + 8x10 pg QY i.p. (n=6)
I 8 x 50 pug OVA i.n. + 8x10 pg QY i.n. (n=7)
'E 30000
<
c
N
& 20000 -
10000 -
0
PBS OVA QYi.p. QvYi.n.
Versuchsgruppe
p-Werte — Mann-Whitney-U-Test
PBS/OVA PBS/QYin. |[PBS/QYip. [OVA/QYin. [OVA/QYip. | QYin/QYip.
0,002 0,005 0,004 0,014 0,093 0,295

Abb. 12: Eosinophile Granulozyten in der BAL — Zellzahl
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4.2.2.3 Neutrophile Granulozyten

Bei der Einwanderung von neutrophilen Granulozyten zeigen mit OVA sensibili-
sierte Mause eine deutlich erhdhte Infiltration (ca. 61000 Zellen/ml) gegeniber
nicht sensibilisierten Tieren der PBS-Gruppe ( ca. 24000 Zellen/ml).

Die prophylaktische Behandlung mit QY fuhrt bei intraperitonealer Applikation
Zu einer statistisch signifikanten Reduktion der Neutrophilenzahl in der BAL
(p=0,015). Die intranasale Verabreichung zeigt tendenziell den gleichen Effekt
mit einer durchschnittlichen Zellzahl von 49000/ml. (Abb.:13)

Neutrophile Granulozyten - BAL
100000
I 8 x 30 pl PBS i.n.(n=6)
I 8 x 50 ug OVA i.n. (n=6)
I 8 x 50 pg OVA i.n. + 8x10 pg QY i.p. (n=6)
80000 I 8 x 50 ug OVA i.n. + 8x10 pg QY i.n. (n=7)
‘E 60000 -
=
©
N
g 40000 -
20000 -
0 -
PBS OVA QY i.p. QY i.n.
Versuchsgruppe
p-Werte — Mann-Whitney-U-Test
PBS/ OVA PBS/QYin. |[PBS/QYip. | OVA/QYin. [OVA/QYip. | QYin/QYip.
0,002 0,022 0,015 0,181 0,015 0,731

Abb. 13: Neutrophile Granulozyten in der BAL — Zellzahl
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4.2.2.4 Makrophagen

Die Anzahl der Makrophagen in der bronchoalveolaren Lavage liegt durch-
schnittlich zwischen 52.000 und 70.000 Zellen pro ml BAL-Flussigkeit.

Mit QY behandelte M&ause zeigen unabhangig von der Applikationsform keinen
statistisch signifikanten Unterschied zu nur mit OVA sensibilisierten Mausen.
(Abb.:14)

Makrophagen - BAL
100000
I 3 x 30 pul PBSi.n. (n=6)
I 8 x 50 ug OVA i.n. (n=6)
I 8 x 50 pg OVA i.n. + 8x10 pg QY i.p. (n=6)
80000 H I 8 x 50 pg OVA i.n. + 8x10 pg QY i.n. (n=7)
€ 60000
<
a
=
&g 40000 -
20000 -
0 -
PBS OVA QYip. QvYi.n.
Versuchsgruppe
p-Werte — Mann-Whitney-U-Test
PBS/OVA PBS/QYin. |[PBS/QYip. | OVA/QYin. [ OVA/QYip. [ QYi.n/QYip.
0,394 0,181 0,485 0,295 0,937 0,731

Abb. 14: Makrophagen in der BAL — Zellzahl
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4.2.2.5 Lymphozyten

Die Anzahl der in der BAL-Flussigkeit gefundenen Lymphozyten liegt zwischen
ca. 9500/ml in der PBS-Gruppe und ca. 17000/ml in der OVA-Gruppe. Tenden-
ziell zeigt sich durch die prophylaktische Behandlung mit QY eine geringere
Einwanderung von Lymphozyten in die Lunge der Versuchstiere. Die Zellzahl
liegt bei intranasaler Applikation bei durchschnittlich 9700/ml — bei intraperito-
nealer Applikation bei durchschnittlich 11000/ml. Beide Therapiegruppen wei-
sen damit im Vergleich zur Negativkontrolle keine signifikant hGhere Lymphozy-

tenzahl in der bronchoalveolaren Lavage auf. (Abb.:15)

Lymphozyten - BAL
25000
I 8 x 30 pl PBS i.n. (n=6)
I 8 x 50 ug OVA i.n. (n=6)
I 8 x50 pg OVA i.n. + 8x10 pg QY i.p. (n=6)
20000 - I 8 x 50 g OVA i.n. + 8x10 pg QY i.n. (n=7)
‘E 15000 -
<
@
N
g 10000 -
5000 -
0
PBS OVA QY i.p. QYi.n.
Versuchsgruppe
p-Werte — Mann-Whitney-U-Test
PBS / OVA PBS/QYin. [ PBS/QYip. | OVA/QYin. | OVA/QYip. | QYin/QYip.
0,026 0,731 0,818 0,073 0,132 0,628

Abb. 15: Lymphozyten in der BAL — Zellzahl
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4.2.3 Zytokine in der bronchoalveolaren Lavage (BAL )

4.2.3.1 Interleukin 5

Bei den Versuchstieren in der PBS-Gruppe liegt der Interleukin-5-Spiegel bei
5pg/ml. Nach achtmaliger Sensibilisierung mit OVA weisen die Mause der Posi-
tivkontrolle einen im Sinne einer allergischen Reaktion deutlich erhéhten Inter-
leukin-5-Spiegel von 16pg/ml auf. Die prophylaktische Gabe von QY fuhrt zu
einer signifikanten Reduktion des Interleukin-5-Spiegels im Vergleich zur OVA-
Gruppe. Die Applikationsform macht hierbei keinen fassbaren, statistisch signi-

fikanten Unterschied.

Interleukin 5 - BAL

20

I 8 x 30 ul PBS i.n. (n=6)

I 8 x 50 pl OVA i.n. (n=6)

I 8 x 50 ug OVA i.n. + 10 pug QY i.p. (n=6)
15 4 [ 8 x 50 ug OVA i.n. + 10 pug QY i.n. (n=7)

IL-5 (pg / ml)
)

PBS OVA QYip. Qvin.

Versuchsgruppe

p-Werte — Mann-Whitney-U-Test

PBS/OVA PBS/QYin. | PBS/QYip. | OVA/QYin. | OVA/QYip. | QYin/QYip.

0,020 0,040 0,015 0,002 0,015 0,589

Abb. 16: Interleukin 5 in der BAL (pg / ml)
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4.2.3.2 Interleukin 4

Der Interleukin-4—Spiegel in der BAL liegt bei den Mausen der Negativkontrolle
(PBS-Gruppe) bei durchschnittlich 3pg/ml. Nach erfolgter Sensibilisierung mit
OVA steigt dieser Wert bis auf 193pg/ml IL-4 in der OVA-Gruppe. Wie zu erwar-
ten war, bleibt der Interleukin-4-Spiegel in den beiden Versuchsgruppen nach
OVA-Sensibilisierung und prophylaktischer Applikation des IL-4/IL-13-
Antagonisten QY niedrig. Er unterscheidet sich bei intranasaler Applikation nicht
statistisch signifikant von dem unsensibilisierter Tiere. Bei intraperitonealer Ap-
plikation zeigt sich tendenziell der gleiche Effekt. (Abb.17)

Interleukin 4 - BAL

500
B s x 30 pl PBS in. (n=4)
400 - __ | I 8 x50ug OVAin. (n=4)
I 3 x50 ug OVA i.n. + 10 pg QY i.p. (n=4)
[ 8 x 50 pg OVA i.n. + 10 pg QY i.n. (n=4)
= 300 -
£
~
o
£
v
= 200 +
100 H
0 ;
PBS OVA QYi.p. QYi.n.
Versuchsgruppe

p-Werte — Mann-Whitney-U-Test

PBS/OVA PBS/QYin. | PBS/QYip. | OVA/QYin. | OVA/QYip. | QYin/QYip.

0,021 0,248 0,021 0,083 0,248 0,248

Abb.: 17: Interleukin 4 in der BAL (pg/ml)
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4.2.3.3 Interleukin 13

Der Interleukin-13-Gehalt pro ml BAL-Flussigkeit liegt zwischen durchschnittlich
5,5pg/ml in der PBS-Gruppe und 11,2pg/ml in der OVA-Gruppe. Bei prophylak-
tischer Gabe des IL-4/IL-13—Antagonisten QY bleibt der Interleukin-13-Spiegel
in beiden Therapiegruppen erwartungsgemald niedrig. Er unterscheidet sich
unabhangig von der Applikationsform nicht signifikant von demjenigen nicht

sensibilisierter Versuchstiere. (Abb.:18)

Interleukin 13 - BAL

14
I 8 x 30 ul PBS i.n. (n=3)
12 - I 8 x 50 ug OVA i.n. (n=3)
I 8x50 g OVA i.n. +8x10 ug QYi.p.(n=3)
I 8x50 pg OVA i.n. + 8x10 ug QYi.n.(n=3)
10 ~
g 5
(@]
=
o™
<6
=
4
2 -
O -
PBS OVA QY i.p. QY i.n.
Versuchsgruppe

p-Werte — Mann-Whitney-U-Test

PBS/OVA PBS/QYin. | PBS/QYip. | OVA/QYin. | OVA/QYip. | QYin/QYip.

0,050 0,827 0,105 0,050 0,046 0,369

Abb.: 18: Interleukin 13 in der BAL (pg/ml)
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5 Diskussion

5.1 Murines Asthmamodell

Um die Wirksamkeit der lokalen und systemischen Applikationsformen des IL-
4/1L-13-Antagonisten QY zu untersuchen, wurde in dieser Arbeit ein etabliertes
Tiermodell fir Asthma angewandt.

In zahlreichen murinen Asthmamodellen wird OVA zuné&chst intraperitoneal
gemeinsam mit einem starken TH,-Aktivator wie Aluminiumhydroxid verab-
reicht. Dies fuhrt zur Bildung von OVA-spezifischen IgE-Antikbrpern im Serum.
Durch eine sich anschlielBende intranasale Allergenbehandlung entwickeln die
Versuchstiere die fur Asthma typische Atemwegsiuberempfindlichkeit und Eosi-
nophilie.**’

Die alleinige intranasale Applikation von OVA fihrt in diesen Modellen nur zu
einer geringen allergischen Reaktion und zur oralen Toleranzentwicklung.**®
Um ein moglichst reelles Modell zu erhalten, ist die intranasale Allergenapplika-
tion der intraperitonealen jedoch vorzuziehen, da die Sensibilisierung beim
Asthmatiker Uber die Allergeninhalation vermittelt wird.

Da bei den beschriebenen Modellen vermutlich ein Grof3teil des Allergens durch
Verschlucken nicht in den Respirationstrakt gelangt, wurden die Versuchstiere
in diesem Versuch woéchentlich narkotisiert und mit OVA in einer Dosis von
50ug intranasal stimuliert. Dabei zeigte sich ein deutlicher, kontinuierlicher An-
stieg von OVA-spezifischen IgE-Antikérpern im Serum. In der BAL-Flussigkeit
fanden sich deutlich erhdhte Spiegel der Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13. Die Ge-
samtzellzahl und insbesondere die Zahl eosinophiler Granulozyten stiegen im
Vergleich zur Negativkontrolle im Versuchsverlauf kontinuierlich an. Die mess-
bare Produktion von OVA-spezifischem IgE, die signifikante Zunahme TH,-
spezifischer Zytokine und die zunehmende Eosinophilie beweisen die er-

wunschte allergische Reaktion.
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5.2 Intranasale versus intraperitoneale Applikation von QY

Die Wirksamkeit des IL-4/IL-13-Antagonisten QY konnte in verschiedenen Ver-
suchsreihen bereits belegt werden. QY verhindert dosisabhangig die IL-4-
induzierte Proliferation lipopolysaccharidstimulierter B- und T-Zellen und unter-
bindet die Signaliibertragung mittels JAK3 und STAT6."* Im Mausmodell konn-
te durch die Gabe von QY die Synthese OVA-spezifischer IgE- und 1gG1-
Antikorper komplett unterbunden werden.*3*

Die Behandlung mit QY wahrend der Sensibilisierungsphase unterdriickt im
Mausmodell die Produktion allergenspezifischer Immunglobuline, reduziert die
Atemwegseosinophilie und Becherzellmetaplasie sowie die Ausschittung TH,-
spezifischer Zytokine.*3®

In diesen Studien erfolgte die Verabreichung des Hemmstoffes stets lokal durch
Inhalation. Daten Uber einen systemischen Einsatz von QY lagen bislang nicht
vor. Asthma wird heute zunehmend als Systemkrankheit verstanden. Dies wird
beispielsweise durch die zahlreichen Interaktionen zwischen Knochenmark und
Atemwegen deutlich, die bei dieser Erkrankung beobachtet werden kénnen.***
Der therapeutische Nutzen einer systemischen Applikation von QY ist somit
viel versprechend. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Wirksam-
keit der intraperitonealen und intranasalen Applikation von QY nahezu gleich-

wertig ist.

5.3 Inhibition des IL-4/IL-13-Systems

Inwiefern die Blockade des IL-4/IL-13-Systems Einfluss auf die allergische Sen-
sibilisierung hat, wurde in dieser Studie fur die intranasale und intraperitoneale
Applikation des Antagonisten QY untersucht. Uber einen Zeitraum von sechs
Wochen wurde den Versuchstieren 10ug QY woéchentlich gemeinsam mit dem
Allergen OVA verabreicht.
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5.3.1 OVA-spezifische IgE-Titer im Serum

Bereits nach 14 Tagen finden sich messbare Titer von OVA-spezifischem IgE
im Serum der Tiere beider Versuchsgruppen. Ein signifikanter Unterschied zwi-
schen den Gruppen besteht hierbei nicht. In den ersten Wochen des Versuch-
zeitraumes fanden sich in der i.p.-Gruppe tendenziell héhere IgE-Werte. Nach
Abschluss der Behandlung war diese Tendenz jedoch praktisch nicht mehr
nachweisbar. Im Vergleich zur Positivkontrolle konnte die IgE-Produktion in der
i.n.-Gruppe um 59% und in der i.p.-Gruppe um 51% reduziert werden. Die Blo-
ckade des IL-4/IL-13-Rezeptorsystems verhindert somit erfolgreich die Produk-
tion allergenspezifischer Antikorper. Dies unterstitzt die Erkenntnis, dass das
IL-4/IL-13-System entscheidend am Immunglobulinklassenswitch der B-Zellen
beteiligt ist.** Allerdings konnte durch den Einsatz von QY in keiner der Ver-
suchsgruppen eine komplette Unterdrickung der allergenspezifischen IgE-
Produktion erreicht werden. Da fur QY keine Daten Uber die Bioverflgbarkeit,
Halbwertszeit oder Biotransformation vorliegen, kdnnte eine mogliche Ursache
hierfir in einer frihzeitigen Deaktivierung des Hemmstoffes liegen. Die Verab-
reichung einer hoheren intranasalen Dosis erbrachte in vorangegangenen Stu-
dien keinen zusatzlichen Nutzen.*® Fir die systemische Applikation fehlen ver-
gleichbaren Studien. Eine Erhdhung der intraperitonealen Dosis kbnnte mdgli-
cherweise einen weiteren Effekt auf die Antikdrperproduktion haben.

Ein gewisser Anteil der IgE-Synthese scheint dartber hinaus unabhangig vom
IL-4/IL-13-System stattzufinden. In einer Studie mit IL-4”-und IL-4Ra’-Mausen
konnten beispielsweise nach langerer OVA-Sensibilisierung allergenspezifische
IgE-Antikérper nachgewiesen werden.**® Eine mégliche Erklarung hierfiir ist die
Induktion der IgE-Produktion Uber eine Interaktion mit CD40-

Oberflachenmarkern.*
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5.3.2 Zellen in der bronchoalveolaren Lavage (BAL)

Durch das Freisetzen der Proteine MBP, EDN, EPO und ECP sind eosinophile
Granulozyten wie unter 1.3.1 beschrieben, malRgeblich an der bronchialen Ent-
zuindungsreaktion beteiligt.

Die intranasale Applikation von QY fihrt zu einer deutlichen und statistisch sig-
nifikanten Reduktion eosinophiler Granulozyten in der BAL-Flissigkeit gegen-
uber OVA-sensibilisierten Mausen. Bei intraperitonealer Gabe des Antagonisten
zeigte sich ebenso eine bedeutende, jedoch im Vergleich zur Positivkontrolle
nicht signifikante Abnahme der Eosinophilenzahl.

Von TH,-Zellen sezernierte Zytokine spielen eine bedeutende Rolle bei der Ak-
tivierung dieser Zellen. IL-5 reguliert Wachstum, Differenzierung und Uberleben
der eosinophilen Granulozyten. IL-4, IL-5 und IL-13 sind neben Adhasionsmole-
kilen aus der Familie der Integrine, den Chemokinen RANTES und Eotaxin
sowie dem kirzlich identifizierten Molekul acidic mammalian chitinase mal3geb-
lich an der Migration der Eosinophilen aus der Blutbahn in das Bronchialsystem
beteiligt.**>** Selektiv hierbei sind lediglich IL-5 und Eotaxin.** IL-4 und IL-13
sind tber den STAT6-Signalweg potente Induktoren der Eotaxin-Synthese.'#°
Die deutliche Reduktion der Zahl an eosinophilen Granulozyten in der BAL-
Flissigkeit durch die Blockade des IL-4/IL-13-Systems unterstlitzt diese Be-
obachtung. Die Wirkung von Eotaxin wird letztlich Gber den auf eosinophilen
Granulozyten exprimierten CCR3-Rezeptor vermittelt.**

Die bessere Wirksamkeit der lokalen Applikation von QY koénnte in diesem Zu-
sammenhang durch die Tatsache bedingt sein, dass die Differenzierung und
Uberlebenszeit von Eosinophilen im Bronchialsystem mafRgeblich durch die lo-
kale Freisetzung von Zytokinen mitbestimmt wird. Méglicherweise lasst sich die
Wirkung der intraperitonealen Applikation in diesem Fall jedoch durch eine er-
hohte Dosis des Antagonisten noch steigern.

Eine Reduktion der neutrophilen Granulozyten konnte bei intranasaler Verab-
reichung von QY nur tendenziell beobachtet werden. Dies entspricht den Er-
gebnissen friherer Studien und steht moglicherweise mit dem Fehlen von VLA-
4 in Verbindung.*®*® VLA-4 wird unter dem Einfluss von IL-4 auf der Oberflache

von Granulozyten exprimiert und ist gemeinsam mit VCAM1 an der transen-
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dothelialen Passage der Zellen beteiligt. Da zirkulierende Neutrophile als einzi-
ge Granulozyten kein VLA-4 auf ihrer Oberflache tragen, erklart sich der gerin-
ge Einfluss einer Blockade des IL-4/IL-13-Systems auf diese Zellreihe.**” Fur
die Differenzierung und Migration neutrophiler Granulozyten ist IL-8 das
Schlusselzytokin.**® Interessanterweise nahm die Zahl der Neutrophilen nach
systemischer Applikation von QY im Vergleich zur Positivkontrolle signifikant
ab. Moglicherweise besteht hier ein bislang noch unbekannter Regulationsme-
chanismus. Die Anzahl der Makrophagen in der BAL-Flussigkeit unterscheidet
sich in beiden Versuchsgruppen nicht signifikant von der Positivkontrolle. Der
Einfluss des IL-4/IL-13-Systems auf diese Zellen darf als gering eingeschatzt

werden.

5.3.3 Zytokine in der bronchoalveolaren Lavage (BAL )

Die Freisetzung der Zytokine IL-4 und IL-13 im Bronchialsystem spielt eine
wichtige Rolle bei der Entwicklung des allergischen Asthmas. In der BAL-
Flissigkeit von Asthmatikern konnten erhdhte IL-4-Spiegel nachgewiesen wer-
den.'® Die von TH.,-Zellen sezernierten Zytokine modulieren die Aktivierung
und Funktion von T-Zellen und induzieren den Immunglobulinklassenswitch der
B-Zellen.'® 3 |L-4- und IL-13-Rezeptoren rekrutieren beide zur Signaliibertra-
gung die IL-4Ra-Kette.'*” Die Blockade dieser Kette durch den IL-4/IL-13-
Antagonisten QY inhibiert somit die SignalUbertragung beider Zytokine.

Dazu passt die deutliche Reduktion von IL-4 und IL-13 in der BAL-Flussigkeit
sensibilisierter Mause unter Behandlung mit QY. Bei intranasaler Applikation
unterscheiden sich die Zytokinspiegel der Versuchsgruppe nicht signifikant von
denen unsensibilisierter Tiere. Fiur die intraperitoneale Applikation lasst sich
tendenziell derselbe Effekt nachweisen und liel3e sich moéglicherweise durch
eine Erhéhung der QY-Dosis noch steigern.

IL-5 ist ein weiteres fur die Asthmaerkrankung bedeutendes Zytokin. Der eben-
falls von TH»-Zellen sezernierte Botenstoff lasst sich vermehrt in den Atemwe-
gen erkrankter Personen nachweisen.*® Erhéhte IL-5-mRNA-Spiegel finden sich
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auch in den fur Asthma bedeutenden aktivierten eosinophilen Granulozyten und
Mastzellen. IL-5 ist entscheidend an der Differenzierung der eosinophilen Gra-
nulozyten beteiligt und verlangert deren Lebenszeit.**® 1*°

Mit OVA sensibilisierte Versuchstiere weisen gegeniber nichtsensibilisierten
Tieren massiv erhdhte IL-5-Spiegel in der BAL-Flissigkeit auf. Eine Behandlung
mit QY wahrend der Sensibilisierung fihrt unabhéngig von der Applikationsform
zu einer drastischen Senkung des IL-5-Spiegels. Dies unterstreicht die inhibito-
rische Wirkung von QY auf die UberschielRende TH»-Antwort bei Asthma bron-

chiale wie sie auf ahnliche Weise bereits in friiheren Arbeiten festgestellt wurde.
136

Zusammenfassend konnten wir entsprechend friherer Studien zeigen, dass die
prophylaktische Behandlung mit dem IL-4/IL-13-Antagonisten QY zuverlassig
eine allergische Sensibilisierung der Versuchstiere verhindert. Die intranasale
und intraperitoneale Applikation unterscheiden sich hierbei kaum in ihrer Wirk-
samkeit. Das sinnvollste therapeutische Fenster und die effektivste Dosis mus-
sen fUr die systemische Applikation von QY jedoch in weiteren Studien noch
gefunden werden. Ein zuséatzlicher therapeutischer Nutzen darf als wahrschein-

lich gelten.
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6 Zusammenfassung

Asthma bronchiale ist eine chronische, entziindliche Erkrankung der Atemwege,
charakterisiert durch bronchiale Hyperreaktivitat und variable Atemwegs-
obstruktion.

Die Interleukine 4 und 13 sind entscheidend an den pathophysiologischen Vor-
gangen beim allergischen Asthma bronchiale beteiligt. IL-4 gilt als spezifisches
Zytokin fur die Differenzierung von nativen T-Helferzellen zu THy-Zellen. Ge-

meinsam mit IL-13 fuhrt es zum Immunglobulinklassenswitch der B-Zellen.

Ziel dieser Arbeit war es, in einem etablierten Mausmodell fir allergisches
Asthma verschiedene Applikationsformen des IL-4/IL-13-Antagonisten QY in
ihrer Wirkung wahrend der allergischen Sensibilisierung zu vergleichen. Dazu
wurden Balb/c-Mause Uber einen Zeitraum von 6 Wochen wéchentlich mit 50ug
OVA sensibilisiert. In zwei Therapiegruppen wurden zu jeder Sensibilisierung
jeweils 10ug QY intranasal bzw. intraperitoneal verabreicht. Wdchentlich wurde
das Serum der Versuchstiere auf allergenspezifische Antikorper untersucht.
Nach sechs Wochen wurde eine bronchoalveolare Lavage durchgefihrt, um

den Zytokingehalt und die allergeninduzierte Eosinophilie zu bestimmen.

Sowohl die intranasale als auch die intraperitoneale Gabe von QY resultierte in
einer signifikanten Abnahme allergenspezifischer IgE-Antikérper im Serum der
Versuchstiere. Ebenso konnten die Zahl der inflammativen eosinophilen Granu-

lozyten und der IL-5-Spiegel in der BAL signifikant gesenkt werden.

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass die prophylaktische Behandlung mit
dem IL-4/IL-13-Antagonisten QY zuverlassig eine allergische Sensibilisierung
der Versuchstiere verhindert. Die intranasale und intraperitoneale Applikation
unterscheiden sich hierbei praktisch nicht in ihrer Wirksamkeit.
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